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PRESENTACION

La Academia Nacional de Medicina de México celebra este afio un
hito en su historia y en el devenir de la medicina mexicana al cum-
plir ciento cincuenta afios de fructifera y exitosa trayectoria desde
su fundacién. Por ello, la Mesa Directiva de nuestra Corporacion

XIX

ha considerado indispensable dejar testimonios fehacientes de lo
que hoy constituye el estado del arte en torno a multiples temas
médicos. Esta publicacion forma parte de una coleccion editorial
de aniversario, de la que este libro, junto con otros, constituyen la
subcoleccion de estados del arte de la Medicina que la Academia
edita para conmemorar este sesquicentenario. La coleccién com-
pleta incluye no solamente la presentaciéon de lo que hoy sabemos,
como esta obra, sino también de lo que hemos sido, de lo que supo-
nemos podra ser el futuro y de lo que pensamos como cientificos y
humanistas en este 2014.

El proposito de estos anélisis sobre el estado del arte es doble.
Por supuesto, esperamos que se conviertan en un punto de referen-
cia presente que contribuya a la actualizacion de los médicos en un
buen nimero de temas de nuestro ambito de conocimiento. Ade-
mas, estamos seguros de que, con el paso de los anos, los textos de
la subcolecciéon Estado del Arte deberan de convertirse también en
una obra clasica que dé cuenta de lo que hoy creemos saber y que
pronto se convertira en historia, continuacién de la misma que hoy
celebramos con entusiasmo y agradecimiento, cuando miramos
atras y descubrimos la riqueza que sustenta nuestra sélida y entra-
fiable tradicion.

Enrique Ruelas Barajas
Presidente






PROLOGO

Las disciplinas que conforman a la medicina son cada dia mas com-
plejas y avanzan a velocidad vertiginosa. Lo que hoy es cierto puede XXI
no serlo mafiana y ciertamente no lo fue ayer, pero no se puede dete-
ner el tiempo para acechar una visiéon limitada del conocimiento vi-
gente. Con el artificio que supone, definir un “estado del arte” repre-
senta un testimonio instantaneo para los lectores del presente y del

futuro, como si las cosas no evolucionaran. Las llamadas “ciencias
basicas” de la medicina tienen particularmente un ritmo de progreso
casi inalcanzable, pero cuando se intente rescatar lo que la ciencia
del sesquicentenario de la Academia Nacional de Medicina cono-
cia, este texto puede ser un referente. La fragmentacion puede ser
otro artificio pero la visiéon en profundidad exige un reduccionismo
que, aunque sacrifica la extension, puede penetrar en los detalles.
Los miembros del Departamento de Biologia Médica de la Academia
Nacional de Medicina de México han hecho un esfuerzo de sintesis
para ofrecer un legado sobre el estado actual de sus respectivas dis-
ciplinas, lo que representa sin duda un documento fascinante.

Sin pretender destacar alguna de las areas, en este espacio esta
el futuro de la practica médica. Muchas de las aportaciones que aqui
se resefian formaran parte de la cotidianidad, maxime que hay po-
liticas que pretenden acortar el tiempo entre el descubrimiento y
su aplicacion. La idea de la llamada medicina translacional ofrece
un acercamiento entre las ciencias basicas y las disciplinas clinicas;
el diagnostico ha evolucionado de tal manera que cada vez es mas
temprano; hoy se puede proceder con base en los factores de riesgo
y no necesariamente en las enfermedades; se puede estimar la pro-
babilidad de respuesta a un tratamiento y la de efectos colaterales
mediante la medicina personalizada, en buena medida sustentada
en la farmacogenomica; los farmacos se dirigen a blancos especifi-



XXII

cos; la combinacion de medicamentos obedece a reglas farmacologi-
cas y no a inspiraciones. El conocimiento intimo de los mecanismos
para enfermar y sanar puede permitir intervenciones mas eficaces.
Todo esto forma parte del estado del arte, ilustrado en este texto.

Alberto Lifshitz

Academia Nacional de Medicina



FISIOLOGIA

Neurociencias

Introduccioén 1

La fisiologia estudia las funciones de los seres vivos, segtin su de-
finicion mas amplia. Para entender a cabalidad la descomposicion
de los sistemas en la patologia, es necesario conocer su funcion.
La fisiologia moderna nos presenta el reto de integrar los enfoques
moleculares con los sistémicos. El auge reciente del genoma de los
distintos organismos nos muestra genes que se expresan o repri-
men en distintas situaciones, de los que no sabemos su funcion.

La fisiologia clasica ha experimentado en animales, que no ne-
cesariamente funcionan igual que el humano, mas all4, la mayor
parte de los estudios se ha realizado en machos y existe dimorfis-
mo sexual en la mayor parte de las funciones. Es necesario atender
estos retos y aumentar la investigacion en esta area, asi como en la
correlacion clinica de los fendmenos fisiopatologicos que nos llevan
a la enfermedad, para poder realizar una practica médica basada en
evidencias.

Los participantes en el capitulo del Area de Fisiologia, que for-
ma parte integral del Departamento de Biologia Médica de la Acade-
mia Nacional de Medicina, nos dedicamos a distintas ramas y tene-
mos enfoques particulares para llevar a cabo nuestra investigacion.
Por eso resulta dificil tratar un solo tema. En este capitulo presenta-
remos algunos temas selectos que se tratan en esta area, esperamos
que resulten de interés para, en algiin momento posterior, tratarlos
con mayor detalle.



Fisiologia celular y molecular del receptor
a histamina H,

José Antonio Arias Montasio

La histamina regula a nivel pre y postsinaptico diversas funciones del
sistema nervioso central, el cual expresa de manera abundante tres
delos cuatro receptores (H , H,y H,) ala amina acoplados a proteinas
G descritos a la fecha. El receptor H, (H,R) controla como autorrecep-
tor la liberaci6n y la sintesis de la histamina y como heterorreceptor
regula la liberacion de la acetilcolina, el glutamato, la dopamina, la
noradrenalina, la 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina), el acido
y-aminobutirico (GABA) y la sustancia P. Desde hace 15 afios hemos
estudiado los efectos de los H,R en la liberacién de neurotransmiso-
res, en particular en los nicleos de los ganglios basales, involucrados
de manera critica en la regulacion de la conducta motora. Més recien-
temente hemos abordado también los mecanismos que a nivel celular
y molecular regulan la funcién del H.R.

Modulacién de la liberacion de neurotransmisores

Nuestro trabajo ha mostrado que la activacion del H,R inhibe la trans-
mision glutamatérgica en el neoestriado, el globo palido y el talamo
de la rata, y que este efecto se debe a la reduccion de la entrada de
Ca2* por canales activados por voltaje. También hemos reportado que
en la sustancia negra pars reticulata y el neoestriado, la activacion
de receptores presinapticos a dopamina D, potencia la liberacion del
GABA, y los H_R que actian sobre canales de Ca** tipo P/Q inhiben
este efecto de manera selectiva. En el cerebro humano el HR de 445
aminoacidos coexiste con una isoforma de 365 aminoacidos, y nues-
tros datos indican que estos dos receptores regulan en forma diferen-
cial la liberacion de neurotransmisores por células transfectadas.

Regulacion de la funcion del receptor H,

Una mutacion puntual (alanina28ovalina) en la tercera asa intra-
celular del H.R se describié de manera inicial en un paciente con
sindrome de Shy-Drager y es también un factor de riesgo para mi-
grafia. En un trabajo reciente mostramos que esta mutacion reduce
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la sefializacion del receptor, lo que podria ser relevante en la fisio-
patologia de estas alteraciones.

Existen varios mecanismos de regulacion de la funcién de los re-
ceptores metabotropicos, y nuestros datos indican que la exposicion
prolongada a un agonista induce desensibilizacion del H.R humano y
que este efecto implica la participacion de cinasas de receptores acopla-
dos a proteinas G y la internalizacion del receptor mediada por clatrina.

Conclusion

La funcién neuromoduladora del receptor a histamina H,, tanto en
condiciones normales como patolégicas, indica su participacion en
alteraciones diversas como trastornos del sueno, arritmias cardia-
cas causadas por isquemia, migrafia, obesidad, las enfermedades de
Alzheimer y de Parkinson y esquizofrenia, entre otras. En conse-
cuencia, los farmacos que acttien sobre dicho receptor pueden ser
de utilidad en dichas patologias.

La zona ventricular-subventricular del cerebro
adulto y las enfermedades desmielinizantes

Oscar Gonzdlez Pérez

A principios del siglo XX, Santiago Ramon y Cajal pronuncia en un
discurso las siguientes palabras:

"La naturaleza nos ha otorgado dotacién limitada de células cerebrales.
He aqui un capital, grande o pequeiio, que nadie puede aumentar, ya que
la neurona es incapaz de multiplicarse..."

Dada la jerarquia académica de don Santiago Ramén y Cajal,
esta aseveracién pronto se convirtié en un dogma arraigado con
profundidad en el campo de las neurociencias. No fue sino hasta
la década de los afios sesenta, cuando el inglés Joseph Altman con-
front6 esta declaracion al demostrar la presencia de células posna-
tales proliferativas con caracteristicas morfologicas sugestivas de
neuronas.! Sin embargo, fue hasta principios de los afhos noventa
cuando el cientifico mexicano Arturo Alvarez Buylla et al. demos-
tr6 de manera inequivoca el nacimiento de neuronas en el cerebro
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del mamifero adulto in vivo.? Este mismo grupo evidencié también
que el progenitor celular primario (la célula madre neural) de la
neurogénesis adulta corresponde a una subpoblacion astrocitaria
localizada en forma adyacente a la pared estriatal de los ventriculos
laterales (Figura 1.1 A), a la cual denominaron zona ventricular-sub-
ventricular (VZ-SVZ, del inglés ventricular zone-subventricular
zone).>* En la VZ-SVZ se genera una gran cantidad de neuronas que
predominantemente pueblan el bulbo olfatorio.

Recientemente, en el laboratorio del doctor Arturo Alvarez Buy-
lla y mediante un marcaje con retrovirus que codificaba el gen de la
proteina verde fluorescente (trazador celular) ligado al gen promo-
tor de la proteina acidica fibrilar glial (un marcador de astrocitos),
logramos establecer que estas células multipotentes de la VZ-SVZ
generan también oligodendrocitos, los cuales contribuyen a mante-
ner la poblacién oligodendroglial de cuerpo calloso y responden en
forma activa a lesiones desmielinizantes (Figura 1.1 B).5

No obstante lo anterior, la generacion de oligodendrocitos en
esta region es muy escasa respecto a la neuronal. Por ello, en la
buisqueda de algin componente que favoreciera la especificacion
oligodendroglial, encontramos que la infusién intracerebroven-
tricular del factor de crecimiento epidérmico (EGF, siglas de Epi-
dermal Growth Factor) incrementaba de forma muy importante
la produccién de precursores oligodendrocitarios (NG2+, Oliga+
y PDGFRa+) y, sorprendentemente, abolia la producciéon de neu-

Figura 1.1. Neurogénesis adulta.
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ronas.® Después, encontramos que la suspension de la infusion del
EGF restituia la produccién neuronal, pero los progenitores oligo-
dendrogliales asi generados se diferenciaban en oligodendrocitos
maduros mielinizantes que contribuian a la reparacién del dano
(Figura 1.1 C).® Mas tarde, logramos establecer que los astrocitos
subventriculares expresaban de manera considerable el receptor
de EGF, por lo cual el efecto del EGF se ejercia en forma directa
sobre la célula madre neural astrocitaria.

Ademés, determinamos que la especificaciéon oligodendroglial
dependia de la dosis, y que dicho fenémeno era independiente del
microambiente de la VZ-SVZ.” Todo esto en conjunto nos indic6 que
la VZ-SVZ podria ser una fuente eficaz de oligodendrocitos y que la
célula blanco para lograr tal amplificacion era el astrocito subven-
tricular.® Ahora estamos en btsqueda de agonistas farmacologicos
del EGFR que amplifiquen la oligodendrogénesis subventricular y
cuyos efectos resulten eficaces para contribuir a la reparacién de
una lesion desmielinizante.

En resumen, el EGFR es un importante inductor de la oligoden-
drogénesis en la VZ-SVZ, esta region germinal es una fuente rica en
oligodendrocitos que podria desempenar un papel importante en
el desarrollo de terapias celulares contra las enfermedades desmie-
linizantes. A manera de conclusion, retomemos un segmento méas
del discurso de Ramoén y Cajal que invita a eludir la tentacion del
dogmatismo cientifico infundado:

“Pero si se nos ha negado la posibilidad de acrecentar el caudal celular, se
nos ha otorgado en cambio el inestimable privilegio de modelar, ramificar
y complicar las expansiones de esos elementos [...] y no hay nada mas in-
fecundo y aun nocivo que una cabeza incapaz de aprender y corregirse".

Aspectos neurobioquimico-clinicos
de la ontogenia y el estado nutricional

Jorge Herndndez Rodriguez

Nuestro grupo de investigaciéon ha centrado sus esfuerzos de va-
rios afos de trabajo en tratar de establecer qué papel desempefian
la nutricion y los nutrimentos en los periodos tempranos del de-
sarrollo cerebral; en particular sobre el efecto de la desnutricion
proteinico-caldrica. Es claro que la nutricién es importante para
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el crecimiento y desarrollo de todos los organismos. Lo que no es
tan obvio son los mecanismos fisiologicos que relacionan el estado
nutricional real con el momento metabdlico y el funcionamiento
cerebral normal o alterado.

Se han reconocido los efectos deletéreos de un mal estado nutri-
cional temprano en ciertas funciones cerebrales generales, tanto en
animales experimentales como en humanos (Hernandez RJ, 1973;
Hernandez RJ, Meneses L, Manjarrez G, 2009). Estos efectos han
sido de dificil interpretacion, la mayoria de ellos se relaciona con los
mecanismos fisiopatologicos subyacentes. Se sabe también que una
deficiente transferencia de nutrientes, agua y oxigeno provoca disfun-
cion placentaria, tal como sucede en el cuadro clinico conocido como
“insuficiencia placentaria”, que lleva a restriccion del crecimiento fe-
tal junto con importantes cambios metabdlicos que implican anoma-
lias del desarrollo morfolégico y funcional del cerebro.

La malnutricion prenatal o estrés nutricional prenatal debida a
una falta o disminucién de la disponibilidad de algunos nutrimen-
tos puede provocar importantes cambios en la constitucion del ce-
rebro y, también, alteraciones no tan obvias pero sutiles, que no son
clinicamente evidentes.

En efecto, es importante sefialar que un profundo desequilibrio
de algunas vias metabdlicas, no s6lo puede afectar al crecimiento
celular y alos procesos de desarrollo, sino también al establecimien-
to de circuitos y redes neuronales, que no necesariamente se ma-
nifiestan por signos clinicos evidentes, pueden durar largo tiempo
y expresarse como disfunciones o como una tendencia a presentar
problemas del desarrollo, como en las alteraciones del comporta-
miento cognitivo y psicoemocional, con una respuesta anormal a los
estimulos ambientales. Este es el caso de la via metaboélica de un
neurotransmisor cerebral y neuromodulador, la serotonina (5-hi-
droxitriptamina, 5-HT), que en la etapa fetal (Mercado R, Hernan-
dez RJ, 1992; Mercado R, Floran B, Hernandez RJ, 1998) tiene un
papel neurotrdfico importante en la diferenciacion y en la correc-
ta estructuracion del cerebro y en particular de la corteza cerebral,
aparte de su papel bien conocido como un clasico neurotransmisor
y neuromodulador en el cerebro adulto (Hernandez RJ, Chagoya G,
Manjarrez GG, 1988).

El estrés nutricional, ya sea debido a una deficiente nutricion
materna o por insuficiencia placentaria, puede provocar cambios
metabdlicos significativos en el sistema serotoninérgico cerebral
que influyen negativamente en la conformacién y funcién de la cor-
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teza sensorial, lo que ha sido estudiado y confirmado por nuestro
grupo en animales de experimentacion y en bebés humanos que su-
frieron estrés nutricional prenatal con restricciéon del crecimiento
intrauterino (RCIU). Estos cambios neuropatolégicos incluyen una
respuesta anormal de la corteza visual y auditiva a estimulos espe-
cificos, también se ha descrito la presencia de alteraciones electrofi-
sioldgicas en el cerebro de ratas prenatalmente desnutridas, en par-
ticular en el hipocampo, que es la regiéon cerebral implicada en los
procesos de memoria, relacionados también con cambios metabdli-
cos de la serotonina. Estas alteraciones metabdlicas tempranas de la
5-HT pueden atribuirse a la modificaciéon de su papel neurotrofico
durante la morfogénesis cerebral, sobre todo su participacion en la
formacion de la corteza cerebral (Medina AI, Gutiérrez OG, Her-
nandez RJ, 2005, 2008).

En efecto, células serotoninérgicas cerebrales aparecen en
forma temprana, tanto en embriones de rata como del humano, y
envian mensajes troficos a través de la liberacion de 5-HT a otras
células embrionarias y regular asi su multiplicacion y diferenciacion
en varias areas del cerebro en formacion, asi que, es precisamen-
te en esta funcion propia de la 5-HT, que una modificacién en su
sintesis y/o en su liberacion, puede interrumpir su funcion tréfica
normal, alterando la conformacién y funcion de la corteza cerebral
(Manjarrez-Hernandez RJ et al., 2005; Medina Al, Gutiérrez OG,
Hernandez RJ, 2008). Un ejemplo es la influencia de la 5-HT en el
desarrollo normal de las vias talamo-corticales, que llevaran toda la
informacién sensorial del entorno a la corteza sensorial (Lebrand
et al, 1990). Estos defectos del desarrollo de 5-HT pueden alterar el
desarrollo postnatal perceptivo y cognitivo individual (Manjarrez-
Hernandez RJ et al., 2005).

De la funcién a la clinica:

el ejemplo del sistema vestibular

Kathrine Jauregui Renaud
En todas las areas de la medicina, la comprensiéon de la funciéon
aunada al desarrollo acelerado de la tecnologia se ha traducido en

cambios importantes en la clinica. En el caso particular de la Oto-
neurologia, durante las Gltimas dos décadas, la transferencia del
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conocimiento se ha efectuado con latencia muy breve, incluso en
aspectos que nunca habian sido asequibles.

La funcién vestibular del laberinto posterior se reconoci6 en
el siglo XIX, su evaluacion se fundament6 durante el siglo XX y la
investigacion vestibular, en la Tierra y en el espacio, optimiz6 la
comprension del control de la mirada y de la postura, asi como de
la orientacidon. Durante décadas, la evaluacion clinica del sistema
vestibular se sustent6 principalmente en las respuestas oculares al
estimulo del conducto semicircular horizontal y el control postural.
En el comienzo del siglo XXI, el acceso del médico clinico al anélisis
funcional de los cinco 6rganos sensoriales del aparato vestibular pe-
riférico ya es factible.

El estudio tridimensional de los movimientos oculares en pri-
mates a fines del siglo XX a través de la técnica de localizacién mag-
nética de senales y el andlisis vectorial de las respuestas permiti6
comprender mejor la integracion de las respuestas fisiologicas a
estimulos angulares y lineales, con su traducciéon subsiguiente en
el ser humano. Ademés de favorecer un mejor diagndstico en casos
con deterioro funcional, entre otros aspectos, dio sustento a la eva-
luacién tridimensional a estimulos en los tres planos (axial, sagital
y frontal), que en menos de una década se han trasladado de los
laboratorios especializados a la clinica, ya sea mediante la medicion
de las respuestas oculares o de la evaluacion perceptual.

El reconocimiento de la integracion de reflejos otoliticos en res-
puesta a estimulos sonoros que producen modificaciones rapidas en
los potenciales miogénicos en el cuello y en los muasculos extraocu-
lares dio lugar a pruebas estandarizadas para explorar clinicamente
la funcién del saculo y el nervio vestibular superior y la del utriculo
y el nervio vestibular inferior. Por sus siglas en inglés, se denominan
c¢cVEMPS a los de respuesta cervical del misculo esternocleidomas-
toideo y oVEMPS a los de respuesta de los misculos extraoculares.
Estos estudios complementan al examen con estimulo centrifugo. La
rotacion a través de un eje vertical asimétrico en posicion excéntrica
de tan sblo 3.5 cm produce aceleracion radial modulada ttil para la
evaluacion unilateral de cada utriculo, que cuando se mide a través de
la percepcion de lo que esta vertical, ademas de identificar la funciéon
unilateral, traduce el procesamiento de la informacion utricular en el
sistema nervioso central y tiene influencia de la compensacion.

La evaluacion de estos reflejos aporta elementos para mejorar
la comprensién y el diagnoéstico de un espectro amplio de afeccio-
nes, desde las alteraciones otoliticas sin compromiso de los conduc-
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tos semicirculares, la dehiscencia del conducto semicircular supe-
rior, las lesiones infratentoriales... hasta la hipotensién postural.

El estudio de la integracion sensorial ha dado sustento a la apli-
cacion clinica de pruebas de la percepcion de lo que esta vertical /ho-
rizontal (estatica y dindmica), asi como al analisis e interpretacion
del control de la postura y el uso de la realidad virtual en la clinica.
Mediante estas herramientas y otras mas ahora se comprenden me-
jor las manifestaciones de desorientaciéon y se exploran desde otra
perspectiva los sintomas asociados que refieren los pacientes con
afeccion vestibular.

En los albores del siglo XXI, se ha transformado la practica oto-
neurolégica, con sustento en el conocimiento de la fisiologia. Las
lineas de investigacion se han diversificado y la interaccion inter-
disciplinaria ha favorecido que el conocimiento se esté traduciendo
rapidamente para generar productos tangibles en la atencion a la
salud, en multiples aspectos.

El papel del sistema olfatorio en enfermedades
neurodegenerativas

Rosalinda Guevara Guzman
Carmen Leticia Cruz Revilla
Octavio Mercado Gomez

Los seres humanos captamos el entorno fisico a través de los sen-
tidos. Dentro de ellos, el olfato puede despertarnos emociones, nos
ofrece sin cesar informaciéon del mundo que nos rodea, y es extraor-
dinariamente eficaz en la evocacion de los recuerdos. El vinculo entre
olfato y enfermedades neurodegenerativas ha sido documentado con
amplitud.' Se ha reportado que la sensibilidad olfatoria se encuentra
reducida en pacientes con depresiéon mayor, pues distinguen menos
los diferentes niveles de la intensidad del olor, son poco sensibles a los
olores agradables e identifican mejor aquellos presentes en mezclas.?
En la enfermedad de Alzheimer se observan déficits olfatorios previos
ala aparicion de dafo cognitivo, como el deterioro en la memoria, por
lo que estos trastornos olfatorios pueden ser un factor predictor de
progresion hacia la enfermedad.?+ La disfuncion olfatoria en la epi-
lepsia del 16bulo temporal (ELT) se exhibe de manera distinta. En
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algunos pacientes pueden presentarse auras olfatorias, las cuales
son alucinaciones olfativas donde el paciente detecta olores fétidos.5
Asimismo, se ha observado que el nivel de umbral e identificacion
de olores se encuentran dafiadas con respecto a los sujetos control,
ademés de cambios en el volumen del bulbo olfatorio.

En la bisqueda de nuevas herramientas para facilitar la detec-
cion y el tratamiento de estas enfermedades, estudios recientes in-
dican que la prueba de olores puede ser un instrumento diagnostico
temprano de enfermedades neurodegenerativas,' por lo que mi gru-
po de investigacion ha estandarizado un cuestionario sobre los olo-
res mas familiares y preferidos en poblaciéon mexicana con un rango
de edad de 14 a 94 afios.” Nuestro objetivo es evaluar las posibles
alteraciones olfatorias en pacientes con diferentes enfermedades
neurodegenerativas por medio de la evaluacion de cuatro procesos
olfativos: identificacion y reconocimiento, umbral, discriminacion y
memoria olfatoria, para posteriormente correlacionar el resultado
con alteraciones en la expresion de genes en regiones de cerebro
implicadas en la funcién olfatoria. También nos interesa observar
los cambios en los niveles de neurotransmisores y en neuroesteroi-
des. Encontramos una alta correlacion entre los diferentes aminoa-
cidos estudiados y la depresiéon.® Diferencias significativas fueron
también observadas en valores de neuroesteroides en pacientes
con dafio cognitivo y depresion. Ademas, se han encontrado genes
sobreexpresados relacionados con procesos inflamatorios tanto en
hipocampos como en bulbos olfatorios en pacientes con ELT (datos
no publicados). Estos resultados nos permiten concluir que el siste-
ma sensorial olfatorio desempefa un papel importante y puede ser
un indicador temprano de enfermedades neurodegenerativas.

De suenos y ensonaciones: el cerebro vibrante
José Ramon Eguibar Cuenca

El desarrollo de las neurociencias en las altimas décadas ha permi-
tido avanzar en el conocimiento sobre como opera el cerebro. Los
estudios de las funciones cerebrales y el avance que se ha tenido en
la manera en que opera el cerebro durante la vigilia y el sueho nos
han permitido establecer con certeza los mecanismos que subyacen
a los estados cerebromentales. Esto implica que se ha superado el
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dualismo cartesiano, y ahora podemos tener enfoques monistas de
coémo funciona el cerebro. Dado que un tercio de la vida lo gastamos
durmiendo, la pregunta de para qué sirve este estado del cerebro-
mente ha permanecido en el devenir del hombre.

Ahora sabemos que lo que llamamos suefio consta en realidad de
dos etapas. La primera es la del denominado suefo de ondas lentas con
una actividad cortical de baja frecuencia, conocidas como ondas delta
(0-4 Hz), y de gran amplitud, esto es, que vibran y resuenan en una
frecuencia especifica. La segunda etapa es el sueno con movimientos
oculares rapidos, que se caracteriza por la presencia de ondas de alta
frecuencia, actividad beta y de baja amplitud (muy similares a las de la
vigilia), pero se acompana de movimientos oculares rapidos y de atonia
muscular, una vibracion a otra frecuencia. En esta fase se presentan las
ensonaciones, en las cuales se tienen imagenes visuales intensas y per-
cepciones auditivas o somatosensoriales asociadas con la imagineria
visual. Esta actividad cerebral con frecuencia se percibe como desor-
ganizada e incluso francamente bizarra. Se parece mucho a los delirios
que se muestran en la vigilia y que caracterizan los estados mentales
alterados, como los que se presentan en los pacientes esquizofrénicos.

Lo anterior implica que el sustrato que subyace en el cerebro
durante el delirio y las ensofiaciones es similar, de modo que se abre
la posibilidad de que con las maquinas modernas de anélisis de la
actividad cerebro-mental —como la resonancia magnética funcional
y las que se generen con base en el proyecto conectoma cerebral—
podamos escrudifiar atin mas sobre como opera nuestro cerebro en
condiciones fisiologicas durante el suefio y también en aquellos que
han perdido el juicio y la razén. Preparémonos, entonces, a ver en
plena vibracion el érgano que, sin duda, nos ha moldeado como so-
mos y que nos caracteriza.

/0-2, proteina inhibidora de la proliferacién celular
Lorenza Gongzdlez Mariscal

Las células epiteliales son la frontera entre el individuo y su medio
interno. Una de sus caracteristicas principales es que tienen unio-
nes estrechas (UE). Estas estructuras que se localizan en el limi-
te entre las membranas apical y basolateral tienen como funcién
regular el transito de iones y moléculas por la ruta paracelular y
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actuar como una cerca que evita que los lipidos y proteinas presen-
tes en la cara apical fluyan libremente en el plano de la membrana
hacia el dominio basolateral y viceversa.

Nosotros encontramos que una proteina de la UE denominada
Z0-2 se localiza también en el niicleo e inhibe la proliferacion celular
(Gonzalez-Mariscal, Bautista et al., 2012). Hallamos que la localiza-
cién subcelular de ZO-2 depende del ciclo celular, ya que ZO-2 entra
al ntcleo en la fase tardia de G1 y sale cuando las células entran en mi-
tosis (Tapia, Huerta et al., 2009). Esto explica por qué en los cultivos
confluentes, donde las células estan paradas en la fase Go, no se ob-
serva laZO-2 nucleary, en cambio, en los cultivos subconfluentes, con
células en proliferacion que pasan por la fase G1, la ZO-2 se acumula
en el nicleo. Encontramos que la secuencia de ZO-2 contiene varias
sefales de localizacion y exportacion nuclear (SLN y SEN) (Jarami-
llo, Ponce et al., 2004; Gonzalez-Mariscal, Ponce et al., 2006) que
permiten que la ZO-2, con un peso de 160 kDa, atraviese el poro nu-
clear. Observamos que la accién de dos de sus sefiales (SEN-1y SLN
bipartita 2) depende de la fosforilaciéon por la cinasa PKC (Chamorro,
Alarcon et al., 2009; Quiros, Alarcon et al., 2013).

Encontramos que la distribucion de ZO-2 en el niicleo es en forma
de moteados, similar a la de los transcripto-spliceosomas, donde tiene
lugar la transcripcion del DNA y el procesamiento alternativo del RNA
mensajero. Descubrimos mediante un anélisis in silico que la secuen-
cia de ZO-2 no tiene dominios de unién con el DNA, pero si varios sitios
de adhesion al RNA, asi como 16 repetidos de serina/arginina (SR) que
constituyen una sefial para dirigir proteinas a los moteados nucleares.
Demostramos que la ZO-2 se une a varios factores de transcripcion
(p. €j., jun, fos, C/EBP, Myc) v a la enzima desacetilasa de histonas.
Vimos que la ZO-2 inhibe la transcripcion de genes regulados por pro-
motores con sitios AP-1 (Betanzos, Huerta et al., 2004) y encontramos
que la ZO-2 se une a través de Myc a la caja E del promotor de la ciclina
D, inhibiendo asi la transcripcion de este gen clave para la progresion
del ciclo celular (Huerta, Mufioz et al., 2007).

Nuestro interés por estudiar qué hace la ZO-2 para inhibir la
proliferacion celular nos ha llevado al problema del cancer. Asi
demostramos que la ZO-2 inhibe la ruta de transformacion celu-
lar Wnt (Huerta, Muoz et al., 2007; Bautista-Garcia, Reyes et al.,
2013) y ahora exploramos si la ZO-2 puede emplearse con fines te-
rapéuticos para revertir la transformacién de las células con cancer.
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Un nuevo actor en la fisiopatologia renal
Norma A. Bobadilla Sandoval

La accion clasica de la aldosterona es aumentar la reabsorcion de sal
y la secrecion de potasio, accidon que ejerce a través de unirse a los re-
ceptores mineralocorticoides (RM) intracelulares del epitelio tubular
de la nefrona. En la actualidad, se sabe que la aldosterona ejerce otras
funciones en otros érganos que poseen los RM en células no epiteliales.

El grupo de Thomas Hostetter en 1996, mostrd por primera vez
que la aldosterona participa en la fisiopatologia de la enfermedad
renal cronica inducida por la nefrectomia 5/6 en la rata.* Con base
en este estudio y varios mas, incluidos algunos de nuestro labora-
torio, se ha documentado la efectividad del antagonismo de los RM
con espironolactona o eplerenona en reducir el dafio glomerular y
el tibulo-intersticial en varios modelos experimentales: como el de
la rata hipertensa, la nefropatia por ciclosporina, el modelo de obs-
truccion ureteral unilateral y en la nefropatia diabética tipos 1y 2.
Ademés, estos hallazgos experimentales han sustentado el desarro-
llo de investigacion traslacional y han puesto de manifiesto el efecto
deletéreo que ejerce la aldosterona en pacientes con insuficiencia
renal cronica (véase la revision?).

Nuestro laboratorio ha mostrado también la participaciéon de
la aldosterona en la fisiopatologia inducida por procesos isquémi-
cos, como es el caso de la nefrotoxicidad por ciclosporina (CsA) o
el dafio renal inducido por isquemia/reperfusion. En un primer es-
tudio observamos que el bloqueo de los RM redujo el porcentaje
de arteriolopatia y el area de fibrosis tibulo-intersticial (FTT) en el
modelo de nefropatia cronica por CsA.3 Un hallazgo particularmen-
te interesante fue que los animales que recibieron espironolactona
no presentaron disfuncion renal. En un estudio posterior, encon-
tramos que el bloquo de los RM también previno la nefrotoxicidad
aguda por CsA que se caracteriza de manera exclusiva por vasocons-
triccion renal.# Este efecto renoprotector también se observo en el
modelo de nefrotoxicidad por CsA establecido con anterioridad, en
donde encontramos que la espironolactona evit6 la progresion de la
disfuncion renal y la fibrosis tabulo-intersticial.>

Los resultados anteriores indican que la aldosterona modula el
tono de la vasculatura renal y que contribuye a la vasoconstriccion
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renal que se observa en este tipo de nefropatia. Por todo ello, inferi-
mos que la aldosterona tambien podria desempefiar un papel impor-
tante en la lesion renal aguda (LRA) inducida por isquemia/reper-
fusion (I/R). La LRA se caracteriza por una disminucion transitoria
del flujo sanguineo y la funcién renal, asi como por el dafo epitelial
tubular. A pesar de los avances en el diagnostico y la terapéutica, la
morbilidad y la mortalidad asociadas con la LRA siguen siendo muy
elevadas (de 40 a 60% en las unidades de terapia intensiva) y no han
sido mejoradas en forma considerable en las tltimas cuatro déca-
das. Interesantemente, hemos mostrado que el bloqueo de los RM
antes o después del proceso isquémico o la ausencia de aldosterona,
que se consigue por la adrenalectomia, previenen el dafio funcional
y estructural que se observa en esta patologia.®® Estos hallazgos nos
permitieron realizar investigacion traslacional, en donde encontra-
mos que aunque la espironolactona no mejord la funcion renal, si
hubo una reduccion significativa del estrés oxidante.®

Antes se especulaba que las personas que se recuperaban de un
episodio de LRA no tenian ninguna repercusiéon posterior; sin em-
bargo, evidencia reciente basada en observaciones epidemiologicas
en pacientes que sufrieron LRA indican que esto no es asi, ya que
un gran porcentaje de estos pacientes desarrollan enfermedad renal
cronica (ERC). Lo anterior lo hemos corroborado de manera experi-
mental ya que encontramos que un episodio isquémico es suficiente
para producir ERC en la rata. La ERC en estos animales se caracterizo
por disfuncién renal, proteinuria, hipertrofia glomerular y tubular,
aumento de la proliferacion celular tubular y fibrosis tibulo-intesrti-
cial. A nivel molecular encontramos que algunos de los mecanismos
responsables del desarrollo de ERC fueron: la activacion de la via de
TGF-B, mayor estrés oxidante y una mayor respuesta inflamatoria.
De gran interés resulta nuestra demostracion acerca de como preve-
nir la LRA con espironolactona evit6 el desarrollo de ERC.*

Nuestros estudios en conjunto sugieren con vehemencia que:
1) la aldosterona desempefia un papel clave en mediar el dafio renal
por procesos isquémicos; 2) el efecto benéfico de la espironolactona
se debe a su habilidad de bloquear los RM; 3) la prevencion de la
LRA evita de manera efectiva el desarrollo de ERC, y 4) que el an-
tagonismo de los RM puede ser utilizado como una estrategia pro-
misoria, segura y de bajo costo para proteger contra el dafio renal
inducido por procesos isquémicos y evitar el desarrollo de ERC.
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Las células beta en el sindrome metabdlico
Marcia Hiriart

En México tenemos el primer lugar mundial en sobrepeso y obesi-
dad que, junto con la diabetes mellitus, se consideran una pande-
mia. Se ha calculado que en 2010 habia 79 millones de personas en
el mundo con diagnostico de prediabetes. Sin embargo, entonces
como hoy, muchos millones mas no saben que la padecen. El pro-
blema es tan grave que ya se considera la obesidad como una en-
fermedad, més que como una caracteristica fenotipica. Por todo lo
anterior, resulta relevante entender como el sindrome metabdlico
agota las células beta y las lleva al estado diabético.

Las células beta pancreéticas, tinicas en el organismo que secre-
tan insulina, son fundamentales en la homeostasis de los nutrientes.
Las acciones de la insulina en el organismo son anabdlicas, ya que
favorecen la entrada de glucosa a algunas de sus células blanco, ade-
mas de promover el almacenamiento de nutrientes en estos tejidos
y el higado. La etiologia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es mul-
tifactorial, por un lado se reconoce una participacién multigénica y,
por otro, la influencia del medio, en concreto de la dieta, la obesidad
y el sindrome metabolico (SM). Los signos principales del SM son la
obesidad central, la hipertension, la hiperinsulinemia y la resisten-
cia a la insulina, lo cual da como resultado una curva de tolerancia
a la glucosa alterada. Este conjunto de signos aumenta el riesgo a
desarrollar no s6lo DM2, sino también enfermedades cardiovascu-
lares y algunos tipos de cancer.

Estamos interesados en el funcionamiento normal de las célu-
las beta y la insulina, asi como en el analisis de su mal funciona-
miento en la DM2, por lo que desde hace varios anos estudiamos el
desarrollo de las células beta en la salud y los cambios fisiopatologi-
cos que experimentan en el sindrome metabélico.

Hemos desarrollado un modelo de SM en la rata, que consiste
en administrar sacarosa a 20% en el agua de bebida a ratas Wistar,
adultas de 2 meses de edad, durante distintos periodos. Después
de 2 meses de tratamiento, las ratas presentan aumento de peso
por obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia,
aumento discreto de la presion arterial, resistencia a la insulina e
intolerancia a la glucosa.!
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Al caracterizar los cambios fisiologicos de las células beta en
respuesta al tratamiento, encontramos que a los 2 meses de trata-
miento aumenta de manera significativa la expresion de GLUT2,
que es el transportador de glucosa de estas células, en la membrana
de las células beta, asi como un aumento discreto en la corriente de
calcio tipo L (no publicado). Estos dos factores pueden tener un pa-
pel importante en el mecanismo de hiperinsulinemia. Analizamos
también los efectos a largo plazo (6 meses) del tratamiento con sa-
carosa, cuando las ratas continuaban manifestando los datos de SM.
Encontramos en registros de la actividad unitaria de los canales K, ,
de las células beta que no se modifica la conductancia del canal. Sin
embargo, en comparacién con el control, la sensibilidad de estos
canales al ATP aumenta en forma significativa en las ratas tratadas
respectivamente, Kd 18.3 + 0.01 uM y 10.1 + 0.9 uM.? Esto implica
que los canales se cierran con una concentracién menor de ATP y
que la célula estaria secretando mucha insulina a concentraciones
menores de glucosa. De manera interesante, encontramos tres tipos
de comportamiento de los canales tipo L en las células de las ratas
tratadas, en 15% de las células no fue posible registrar la corriente,
en 50% la corriente estaba disminuida y en 35%, aumentada casi
al doble. Este comportamiento explicaria que siguiera existiendo
hiperinsulinemia, aunque también que probablemente un buen
porcentaje de las células esta llegando al agotamiento.?

Las adipocinas que secreta el tejido graso en exceso podrian
estar estimulando sin cesar la secreciéon de insulina, lo que crearia
un ambiente de inflamacioén crénica, en el que aumentaran los ra-
dicales libres de oxigeno y nitrogeno, ambiente que con el tiempo
resultaria deletéreo para las células beta.
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PARASITOLOGIA

Aportaciones al conocimiento de la parasitologia
en México

21

Adela Luisa Ruiz Herndndez!

Las culturas prehispénicas trataron diversas enfermedades, entre és-
tas las parasitosis, que asociaban en los ninos como la “enfermedad
del susto”. Sin embargo, no fue sino hasta finales del siglo XIX que,
durante el gobierno de Porfirio Diaz, se logr6 una estabilidad
que permitié mejorar los estudios sistematizados de enfermedades;
en este lapso convergieron diferentes especialidades en el estudio de
entidades parasitarias. A partir de los anos treinta del siglo XIX, in-
vestigadores del Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales,
hoy Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologica (InDRE)
e instituciones académicas dieron mayor auge a la parasitologia.2

Entre los investigadores que impulsaron la epidemiologia estd Ma-
nuel Toussaint (1858-1977), pionero de la anatomia patologica y quien
refiri6 casos de cisticercosis y triquinosis. Por su parte, Galo Soberén y
Parra (1896-1956), médico especializado en paludismo (malariélogo),
particip6 en la creacion de decretos relacionados con antipalidicos, en
estudios sobre las plantaciones del arbol de quina en Chiapas y Vera-
cruz. También propuso preceptos para evitar el paludismo.?

En la década de los anos treinta del siglo XX, tuvieron lugar los
trabajos de Luis Mazzotti (1900-1971) sobre alacranismo y diver-
sos helmintos, quien cre6 un procedimiento para el diagnostico de
oncocercosis (Reaccidon de Mazzotti), reporto los primeros casos de
enfermedad de Chagas, estudi6 el transmisor y los reservorios. Fue
considerado el chagologo mexicano mas destacado de la época.
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Mas tarde, en la década de los setenta, los estudios de helminto-
logia en el Instituto de Enfermedades Tropicales fueron transferidos al
doctor Ricardo Martinez Marafion, quien realiz6 aportaciones en cuan-
to a prevalencia de helmintiasis, sobre todo de triquinosis.# En 1950,
el doctor Francisco Biagi realiz6 investigaciones de leishmaniasis en
Yucatan, amibiasis cutanea, virulencia y migraciéon de Entamoeba his-
tolytica, asi como sobre paludismo y enfermedad de Chagas.

Estudioso de la parasitologia fue Rodolfo Pérez Reyes (1925-
1996), sus primeras publicaciones fueron sobre Trypanosoma cruzi
y mas tarde acerca de leishmaniasis, amibiasis intestinal, amibas
de vida libre y paludismo. Trabajo en la Comisién Nacional para la
Erradicacion del Paludismo (CNEP).5

El doctor Manuel Martinez Baez (1894-1987) difundi6 aspectos
de la parasitologia con trabajos sobre oncocercosis y helmintiasis en
el sur de México; su obra incluye manuales de parasitologia médica
y otros legados. Se ocupo de los aspectos sociales, econ6micos y cul-
turales de las enfermedades tropicales.

Originario de Espafa, Dionisio Peldez Fernandez (1915-1998)
realiz6 estudios entomologicos en las campafias contra el paludismo
y la oncocercosis; junto con el doctor Pérez Reyes, fue pionero en
senalar la presencia de Gnathostoma en México.®

La enfermedad de Chagas fue ampliamente estudiada por el
doctor Jorge Tay; se ocup6 de casos tanto humanos como reservo-
rios, ademas de la distribucion de los transmisores. Hizo investiga-
ciones sobre fasciolosis, triquinosis, epidemiologia de las parasito-
sis intestinales, artropodos y animales ponzofosos. Es considerado
uno de los grandes pilares de la parasitologia en México.

El doctor Jorge Zavala Velazquez, investigador emérito (Uni-
versidad Autonoma de Yucatan), ha realizado trabajos sobre enfer-
medad de Chagas, leishmaniasis y helmintiasis tisulares. Por otra
parte, egresados de la UNAM, los doctores Adolfo Martinez Palomo
y Ruy Pérez Tamayo han realizado importantes estudios sobre En-
tamoeba histolytica sobre la virulencia y ultraestructura de proto-
zoarios y patologias causadas por éstos.”

El doctor Oscar Velasco Castrejon ha investigado diversas pa-
rasitosis como leishmaniasis, aracnidismo, alacranismo. Sus estu-
dios posteriores se centraron en enfermedad de Chagas en Zaca-
tecas, Jalisco, Oaxaca y Tabasco. Ha investigado la hidatidosis y
pruebas diagnosticas para cisticercosis, asi como también entero-
biasis, criptosporidiosis, paludismo, oncocercosis, toxoplasmosis
y triquinosis.®
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Notables investigadoras acerca de padecimientos considerados
como problema de salud publica son las doctoras Paz Maria Salazar
Schettino y Ana Flisser Steinbruch. La primera ha hecho contribu-
ciones importantes sobre la enfermedad de Chagas y la segunda, en
teniasis y cisticercosis.

La lista de investigadores es extensa, lo que es pequeio es el
espacio para referirlos a todos.

Leishmaniasis en México

Ingeborg Becker
Ivonne Torres Galicia

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades causadas por dis-
tintas especies del género Leishmania. Es una zoonosis transmitida
por dipteros del género Lutzomyia; los reservorios incluyen ma-
miferos silvestres y domésticos. Los cuadros clinicos son diversos,
dependiendo de la especie infectante y de la respuesta inmune del
hospedero. Las leishmaniasis se dividen en: cutdnea, mucocutanea
y visceral. La cutanea es la forma mas comtn en México (90% de los
casos), el agente causal es Leishmania mexicana. La forma cutanea
puede manifiestarse como leishmaniasis cutanea localizada (L.CL),
donde el parasito permanece en el sitio de la infecciéon formando
una tlcera con evolucion relativamente benigna, que responde bien
a tratamientos especificos.

El polo opuesto lo representan pacientes con leishmaniasis
cutanea difusa (LCD), que se caracteriza por la diseminaci6n in-
controlada del paréasito del sitio de la inoculaciéon a todo el te-
gumento del paciente y la consecuente fomaciéon de nédulos con
abundantes macréfagos parasitados con intensidad por amastigo-
tes de Leishmania. Estos pacientes cursan con una inhibiciéon de
la respuesta inmune celular que origina una enfermedad progre-
siva y mortal. Las otras formas clinicas existentes en México son
la leishmaniasis visceral (LV), que afecta sobre todo bazo, higado
y médula 6sea, y la leishmaniasis mucocutanea (LMC), que afecta
piel y mucosas. Estas formas clinicas son causadas por Leishma-
nia chagasi y Leishmania (Viannia) braziliensis, respectivamen-
te. En México la leishmaniasis fue descrita por Seidelin en 1912,
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quien la llamé “Ulcera del Chiclero”.! En 1963 Lainson logrd iden-
tificar la Leishmania mexicana como nueva especie causante de
la Glcera del chiclero.?

Durante la ultima década (2000-2011), se han reportado
9 618 casos de leishmaniasis, de los cuales, 98% corresponde a
pacientes con leishmaniasis cutanea: LCL se ha reportado en 26
estados mientras que LCD, principalmente en Tabasco. Los casos
restantes, 2%, corresponden a LV (sobre todo en Guerrero, Oaxaca
y Chiapas). La incidencia promedio anual de la Gltima década es
de 0.85/100 000 habitantes, siendo Tabasco, Quintana Roo, Cam-
peche, Veracruz, Oaxaca y Nayarit los que han informado el mayor
numero de casos.?

El diagnostico de leishmaniasis debe incluir pruebas de labo-
ratorio como la tincion de Giemsa del aspirado tisular, que permite
visualizar los amastigotes intracelulares. La PCR de sangre, tejidos
o improntas, es de alta sensibilidad y especificidad. El diagnoéstico
serologico tiene baja sensibilidad y especificidad variable.

El tratamiento consiste en antimoniales pentavalentes 20 mg/
kg/dia, IM o IV durante 30 dias. En lesions pequefias (< 10 ¢cm), se
pueden aplicar antimoniales intralesionales: 1 a 5 mL por sesion,
cada 3 a 7 dias) con 1 a 5 infiltraciones.

Enfermedad de Chagas

Martha Bucio Torres
Margarita Cabrera Bravo
Paz Maria Salazar Schettino

La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, en for-
ma natural se transmite por triatominos. Fue descubierta en 1909
por Carlos Chagas en Brasil, en Berenice, una nina de 2 afios que
muere a los 82 afios infectada y sin haber padecido la enfermedad.:
En México, Mazzotti reporta, en 1940, los primeros casos humanos
y de reservorios infectados,? y en las décadas de los afios cincuenta,
sesenta y setenta, Biagi, Tay y la SSA junto con Salazar-Schettino
en la UNAM, respectivamente, estudian la enfermedad desde di-
versos enfoques. Se realizan encuestas epidemioldgicas en varios

Academia Nacional de Medicina



estados del pais y el diagnostico serologico se inicia con antigenos
no regionales y, después en la UNAM, con regionales de diversos
estados del pais. En 1965, se reportan 2 miocarditis post mortem
y en 1979, el tercer caso de miocardiopatia chagasica (primero en
un paciente vivo).3 En 1984, el primer caso de megaes6fago+ y, en
1986, el primero de megacolon.5

En Brasil, Pedreira de Freitas confirma el primer caso adqui-
rido por via transfusional en 1952; en México, el primer caso fue
reportado por Salazar Schettino en 1989.° La migracion de perso-
nas provenientes de areas endémicas a zonas urbanas, incrementa
el riesgo de transmision por la posibilidad de ser hemodonadores,
por lo que se ha transformado en un riesgo urbano en el ambito
mundial. Los estudios realizados en bancos de sangre en el pais con-
tindan siendo escasos, a partir de 1998, con el Banco de Sangre del
Hospital General de la SSA” y después con el CNTS, se inician tra-
bajos interinstitucionales con la Facultad de Medicina de la UNAM.

Desde 2000 a la fecha, el CNTS se ha fortalecido al mejorar
la infraestructura, capacitar al personal e incrementar la cober-
tura en el tamizaje en donadores (91%, 2012). A la fecha, existen
diversos grupos de investigadores que han reportado diferentes
aspectos de la enfermedad, en especial en los estados de Yucatén,
Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Campeche, Jalisco y Morelos. En los
altimos 6 anos, nuestro grupo ha detectado casos de miocardio-
patia chagasica en nifios en Veracruz, Querétaro, San Luis Potosi
y Chiapas. La importancia de estos trabajos es la deteccion precoz
de esta patologia en el ambito rural en menores de 18 afos, con el
fin de brindar terapia eficaz, antes de que las lesiones cardiacas
sean irreversibles.®

En México y otros paises de Latinoamérica, no existen cifras
confiables de la incidencia y prevalencia de la infeccion; esto se
debe a que s6lo se notifican casos que han desarrollado patologias
muy aparentes; esta situaciéon opaca a més de 70% de los casos de
individuos infectados asintomaticos o con manifestaciones inespe-
cificas (lo que disminuye la percepcion sobre el verdadero alcance
de la enfermedad.? En julio de 2013, se realizoé en México el Taller
Internacional de Prevencion, Control y Atenciéon de la Enfermedad
de Chagas organizado por el CENAPRECE y la OPS en el que se
establecieron lineamientos para el inicio del control sobre Triatoma
barberiy Triatoma dimidiata.
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Historia del paludismo
Mario Henry Rodriguez

México esta entre los paises que la Organizaciéon Mundial de la Sa-
lud (OMS) considera en fase de preeliminacion del paludismo (ma-
laria). Esta situacion es el resultado de un conocimiento profundo
de los determinantes de la transmision de esta enfermedad y de la
aplicacion y adecuacion de estrategias disefiadas de manera local.

Aproximadamente 39% del territorio nacional presenta carac-
teristicas ecoldgicas para la presencia de los mosquitos vectores y
la transmision del paludismo. En estas areas, localizadas en ambas
costas, se reportaron epidemias de fiebres tercianas que contribu-
yeron a una reduccion de casi 80% de la poblacién indigena a prin-
cipios de la Colonia. Aunque las zonas malaricas se localizan desde
entonces en regiones de clima templado-caliente, una epidemia con
maés de 20 000 defunciones tuvo lugar en la ciudad de México en
1813, probablemente el desplazamiento de pacientes paludicos du-
rante la guerra de independencia.

A principios del siglo XX, el paludismo era la primera causa de
muerte en las zonas costeras y la tierra caliente y la segunda en el
interior de la Republica. La institucionalizacion de servicios para
el combate de criaderos de mosquitos inicié en 1903, éstos fueron
interrumpidos durante la Revolucién y se reiniciaron hasta 1923.
Estos servicios se hicieron oficiales con la creacion de la Comision
de Saneamiento Antimalarico en 1939.

El éxito obtenido con el rociado intradomiciliar de DDT, que
se inici6 en 1947, motivd que México participara en la propuesta de
erradicar el paludismo en el mundo en la Decimocuarta Asamblea
dela OMS en 1955, asi como la creaciéon de la Comision Nacional para
la Erradicacién del Paludismo (CNEP) de organizacién de tipo verti-
cal. La meta fue eliminar la enfermedad en un plazo de cinco anos.

Las actividades de la CNEP comenzaron en 1956 con una fase de
planeacion. La fase de ataque inici6 en 1957 y concluy6 en 1960, época
en que de 40 591 casos registrados en 1955, la incidencia baj6 a 3 565
y 75% de las areas paltidicas estaban libres de transmision y en fase de
consolidacion. No obstante, la transmision no se interrumpio y se limito
a focos aislados. Los recursos disminuyeron, las actividades de consoli-
dacién no fueron aplicadas de manera racional y, como en otros paises,
la transmision volvi6 a extenderse para alcanzar 57 331 casos en 1970.
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A partir de entonces, la situacion epidemiolédgica del paludismo
respondio6 al tipo e intensidad de la aplicacion de medidas de control
con éxito variable. En 1971, aGn con una estrategia de erradicacion,
se reforzaron las actividades, lo que dio como resultado un descenso
progresivo de casos (19 090 en 1978) y de localidades con transmi-
sion, sobre todo en el Golfo de México. El deterioro de la CNEP y la
disminucion de sus actividades favorecieron un repunte de la trans-
misién, con lo que se demostrd la necesidad de mantener la presion
de acciones antipaltidicas en las dreas de mayor transmision. La es-
trategia de erradicacion fue abandonada en 1983 y se inici6 la hori-
zontalizacion del programa. La Gltima epidemia alcanz6 un climax
en 1985, con méas de 140 000 casos. Al final de la fase de ataque,
las defunciones anuales por paludismo habian descendido a 933 y
desaparecieron en los afos ochenta.

En 1989, se inici6 la aplicaciéon de un Plan de Acciones Intensi-
vas Simultaneas (PAIS) y a partir de 1991 se logr6é una disminuciéon
progresiva de casos (26 565 en ese afo y 4 792 casos en 1997). Estas
acciones lograron la eliminacion de la transmision en casi todas las
areas paludicas, pero persistieron focos de transmision en la costa del
Pacifico, que con intensidad progresivamente descendiente persisten
hasta el presente. A partir de 1998, se inicié una nueva estrategia de
actividades integrales, basada en una estratificacion ecoldgica, ento-
moldgica y epidemiologica de los riesgos de la transmision, para la fo-
calizacion de las actividades de control. El tratamiento focalizado esta
dirigido a eliminar la fuente de parasitos por medio del tratamiento de
pacientes. Para el control de mosquitos, se implement6 una estrategia
de manejo de criaderos larvarios de Anopheles pseudopunctipennis,
el principal vector en los focos residuales, con la participacion comu-
nitaria. E1 DDT se ha eliminado por completo de las actividades del
programa y, en casos de brotes, se emplean insecticidas piretroides.

Hoy dia, el paludismo por Plasmodium falciparum se ha supri-
mido en todo el pais; persisten so6lo casos por Plasmodium vivax. La
transmision se elimind en 22 estados. Los focos residuales de trans-
mision en la costa del Pacifico incluyen un foco norte en areas conti-
guas de Chihuahua, Sonora, Sinaloa y Durango, el corredor huichol
en Jalisco, Nayarit y Durango y el foco sureste en areas limitadas de
Oaxaca y Chiapas, con algunos casos en Campeche y Quintana Roo.
En estos focos, la transmision ha mostrado un descenso continuo
(7 390 y 833 casos en 2000 y 2012, respectivamente). Ademaés, se
ha estrechado la extension del area paltdica a los niveles mas bajos
de la historia (2 676 localidades con casos en 2000 y 570 en 2011).
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Cisticercosis

Ana Flisser

Taenia solium es un gusano plano y muy largo en su estadio adulto
y una vesicula, llamada cisticerco, en su forma larvaria; pertenece
al phylum Platyhelminthes, a la clase Cestoda y a la familia Tae-
niidae, que son animales invertebrados, en su mayoria parasitos.
El gusano adulto habita de manera natural sblo en los seres hu-
manos, mide entre 2 y 4 metros de largo y se desarrolla después
de ingerir carne cruda o insuficientemente cocida de cerdo que
contenga cisticercos. La tenia esta formada por una cabeza o esco-
lex que se adhiere a la mucosa del intestino delgado; se continta
por un conjunto largo de segmentos o proglotidos que forman el
estrobilo y pueden ser inmaduros, maduros, que son hermafrodi-
tasy, al final, gravidos, que contienen alrededor de 60 000 huevos
cada uno, éstos se expulsan con la materia fecal. Los huevos son
microscopicos, cuando los seres humanos o los cerdos los ingieren,
libres o dentro de los proglotidos, respectivamente, las oncosferas
se activan, atraviesan la mucosa del intestino delgado, circulan y se
transforman en cisticercos en el sistema nervioso central, el ojo, el
musculo esquelético y el tejido subcutaneo. El problema de salud
mas importante que genera Taenia solium es la neurocisticercosis.
Esta enfermedad se debe al desarrollo de cisticercos en el sistema
nervioso central. Las crisis convulsivas son la manifestacién mas
frecuente, aunque pueden presentarse varias otras dependiendo
de la localizacion (parénquima, ventriculos, tejido subaracnoideo),
del nimero y estadio de desarrollo o involucién de los cisticercos,
asi como de la respuesta inmune del hospedero.

La neurocisticercosis se reconocié como un problema de salud
publica en México al inicio de la segunda mitad del siglo pasado, ya
que alrededor de 2% de los estudios patolégicos en humanos repor-
taban la presencia de cisticercos en el cerebro. La cisticercosis es
una enfermedad relacionada con el subdesarrollo, se presenta en
paises que no tienen buena infraestructura sanitaria ni educacion
para la salud. La defecacién al aire libre y el acceso a las letrinas
favorece que los cerdos adquieran cisticercosis al comer materia
fecal humana contaminada. Un estudio reciente (Flisser A, Correa
D. Neurocysticercosis may no longer be a public health problem in
Mexico. PLoS Negl Trop Dis. 2010;4(12):e831. doi:10.1371) indica
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que esta enfermedad se ha controlado en México, con base en la dis-
minucién continua de su prevalencia en los tltimos afios, asi como
la de la teniosis humana, reportadas por el Sistema Unico de Infor-
macion para la Vigilancia Epidemiologica del Sector Salud.

Las razones de esta disminucion son tres: los conocimientos gene-
rados por cientificos y médicos mexicanos que han publicado multiples
estudios sobre aspectos clinicos, diagndsticos, evaluacion de drogas
cestocidas y, mas recientemente, estudios epidemiolégicos, de control
y de biologia basica. Por otro lado, en 1994 se cre6 un programa nacio-
nal, que se publico en el Diario Oficial de la Federacion como Norma
Oficial Mexicana NOM-021 SSA2-1994, modificada en 2004, para la
prevencion y control del binomio teniosis/cisticercosis en el primer ni-
vel de atencion médica, cuyo objetivo es establecer criterios, estrategias
y técnicas operativas para la aplicacion de las medidas preventivas y de
control de la teniosis y la cisticercosis humana y porcina a la poblacion,
que es obligatoria en todo el territorio nacional.

Esta NOM, junto con la comunicacion de los hallazgos cienti-
ficos y médicos, favorecio el mejor conocimiento y manejo del ciclo
de vida de Taenia solium y de la enfermedad. Por tltimo, la mejoria
general de las condiciones de vida en México, aunada a los pun-
tos anteriores, permiten afirmar que la neurocisticercosis ya no es
una enfermedad de importancia de salud publica en nuestro pais;
sin embargo, se recomienda mantener la vigilancia epidemiologica
para evitar que aumente, e incluso lograr una mayor disminucion de
este padecimiento (Flisser A. Cisticercosis: enfermedad desatendi-
da. Bol Med Hosp Infant Mex. 2011;68:127-33).

En vista de que la cisticercosis se produce en general porque
alguien en casa tiene Taenia solium —llamada también solitaria in-
testinal—, quien a su vez la contrajo por comer carne de cerdo con
cisticercos insuficientemente cocinada, se recomienda aplicar las
siguientes medidas para evitar esta parasitosis.

Medidas personales

O Tratarse la solitaria intestinal

O Lavarse las manos antes de comer, antes de cocinar y después
de defecar

O No consumir carne de cerdo con cisticercos

Medidas higiénicas

O Evitar fecalismo al ras del suelo o, en su defecto, cubrir la mate-
ria fecal con cal, enterrarla o quemarla

O Cocinar de manera adecuada la carne de cerdo para que no quede
semicruda, o bien, congelarla durante 5 dias antes de cocinarla
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O Lavar frutas y verduras lo mejor posible
« Medidas porcicolas

o Evitar que los cerdos deambulen libremente

O Mantener a los cerdos en un corral y alimentarlos con tortilla o
granulado
Impedir el acceso de los cerdos a la materia fecal y a las letrinas
Evitar que los cerdos coman basura
No emplear las porquerizas como bano
No comprar ni vender cortes de canal de cerdo con cisticercos

O O O O

El tema de cisticercosis se puede revisar en: Flisser A, Vargas
Parada L, Laclette JP. Taenia solium: un paréasito cosmopolita. In-
vestigacion y Ciencia. 2006, mayo 24-33.

Magnitud actual de las parasitosis intestinales
en México

Paz Maria Salazar Schettino, Martha Ponce Macotela,
Aaron Rodriguez Caballero, Mario N. Martinez Gordillo

En este apartado se centra la atencion en la magnitud de las parasi-
tosis intestinales en México, en la segunda década del siglo XXI. En
el siglo pasado se document6 la prevalencia de parasitos en diversas
partes del mundo y se tuvo la vision de su importancia.! Este conoci-
miento establecio el punto de partida para la distribucion masiva de
antiparasitarios. En México, se instrumentaron los dias nacionales
de vacunacion para la distribucion de albendazol en la poblacion
de escolares y preescolares, siguiendo la estrategia disefiada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS); que est4 orientada al con-
trol de las helmintiasis transmitidas por el suelo: Ascaris lumbri-
coides,? Trichuris trichiura, Strongyloides estercoralis y uncinarias.3
Estas impactan en forma negativa a un tercio de la humanidad* y
producen retraso en el desarrollo fisico e intelectual de las perso-
nas que las padecen en el tercer mundo.5 Una revision en PubMed
arrojo resultados de estudios que se realizaron en el norte, centro y
sur del pais, y evidencian la persistencia de infecciones parasitarias
en la poblacién mexicana. En la mayoria de los estudios, se encon-
tr6: Entamoeba histolytica/dispar (70.3%),° Ascaris lumbricoides
(36.2%)7 y Giardia sp. (55.3%) en un estudio de 3 461 sueros pro-
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cedentes de todo el pais, independientemente del nivel econémico
de los diferentes estados analizados, y se concluy6 que la giardiosis
es endémica en nuestro pais.® En el analisis de residuos biosélidos
obtenidos de 77 letrinas ecoldgicas nuevas, se detectaron: Giardia
en 82% y Cryptosporidium en 70%. La mayoria de los integrantes
de las casas en donde se pusieron las letrinas tuvieron infecciones
cronicas asintomaticas.? No obstante, la transicion epidemiolégica,
las “parasitosis desatendidas o del rezago” siguen prevalentes en
nuestro pais; por tal motivo, es necesario implementar estrategias
para prevenirlas y es indispensable evaluar la eficacia de albendazol
para detectar el desarrollo de cepas de parésitos resistentes.*
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EMBRIOLOGIA

Sistema secuencial segmentario
y cardiopatias congénitas

35

Luis Munoz Castellanos
Magdalena Kuri Nivon

En este apartado se centra la atencion en el sistema secuencial seg-
mentario en el diagnostico de las cardiopatias congénitas. El primer
conocimiento de éstas fue morfologico. Con base en las descripcio-
nes meticulosas de los corazones malformados, se determinaron
las variantes patologicas en cada tipo de cardiopatia, lo que condu-
jo al establecimiento de las primeras clasificaciones.'s

En la mayoria de las publicaciones, los autores agregaron ex-
plicaciones patogenéticas sobre los posibles mecanismos del desa-
rrollo que se alteraron y que condujeron a la génesis de las malfor-
maciones congénitas cardiovasculares.®® Después surgio el enfoque
segmentario de Van Praagh,® que considera que el corazon esta
constituido por tres segmentos: auriculas, ventriculos y grandes ar-
terias; otro sistema similar fue elaborado por De la Cruz.'* Estos au-
tores dieron mayor énfasis en las relaciones entre esos segmentos,
lo que origin6 confusion y controversias.

Por la razon anterior, surgieron las primeras publicaciones
conducentes al establecimiento de un nuevo enfoque que dio ori-
gen al sistema secuencial segmentario que privilegia las conexio-
nes sobre las relaciones, pero que no las excluye. Se denomina seg-
mentario porque incluyo6 las aportaciones de Van Praagh® y de De
la Cruz,' y es secuencial porque el orden del analisis esta dictado



Situs

Tipo de conexién auriculoventricular

36 Tipo de conexién ventriculoarterial

Modo de conexién

Particularidades adicionales

Anomalias agregadas

A P € AA R

Solitus Inversus Dextroisomerismo

Concordante Discordante

P

4-
N e
Perforado Imperforado Cabalgado
Posicién del corazén Arterias coronarias
Defectos septales Estenosis Displasias

Figura 3.1. Ftapas y contenido del sistema secuencial segmentario.

por el trayecto de la circulacién sanguinea dentro del corazon, de
auriculas a ventriculos y de éstos a las grandes arterias. Es un mé-
todo morfoldgico que no necesita conocimiento de embriologia y
solo requiere la descripcion de los rasgos anatomicos de los cora-
zones malformados.”3 Este método se ha aplicado a los estudios
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diagnosticos por imagen, ya sea angiografia, eco-
cardiografia, de resonancia magnética nuclear y
tomografia computada. Cuando se sigue el orden
de sus etapas es dificil que escape algin elemen-
to diagnostico, la estructura de este método es-
tablece las bases para explicar la fisiopatologia
de las cardiopatias congénitas y sus manifesta-
ciones clinicas; ademas, es de ayuda conceptual
para los cirujanos al establecer las estrategias
quirdrgicas mas adecuadas.

El sistema secuencial segmentario esta consti-
tuido por cinco etapas, que se explican en seguida:
I. Determinacioén del situs auricular
II. Especificacion de los tipos de conexion auri-
culoventricular en los que se incluyen las relacio-
nes y los modos de conexién
III1. Descripcion de los tipos de conexion ventri-
culoarterial, relaciones y sus modos de conexion
IV. Particularidades adicionales, en este aparta-
do se consignan la posicion del corazon en el t6-
rax y la direcciéon del apex, el origen, el trayecto
y la distribucién de las arterias coronarias y la
disposicion del sistema de conducciéon
V. En esta seccion se especifican las alteraciones
agregadas que pueden ser defectos septales, alte-
raciones estructurales, etc. (Figura 3.1).

Determinacion del situs auricular

Se denomina situs a la disposicién espacial de las
visceras dentro de un sistema de simetria, se han
escogido las auriculas como las camaras cardia-
cas idoneas para representar el situs del corazén
debido a que no cambian de posiciéon dentro de
un situs determinado, ademaés reciben los flujos
sanguineos sistémico y pulmonar. Estas caAmaras

cardiacas presentan apéndices denominados orejuelas que poseen patro-
nes de disefio morfolbgico diferente, asi la orejuela anatomica derecha tie-
ne forma triangular de base ancha y vértice romo, mientras que la izquier-
da es mas pequeia de base estrecha y trayecto incurvado con digitaciones

(Figuras 3.1y 3.2).
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Existen dos grupos de situs, los lateralizados que, a su vez, tie-
nen dos modalidades: el solitus (Figura 3.3 A), que es el habitual, y
el inversus, que es la imagen en espejo del primero (Figura 3.3 B);
los situs simétricos también presentan dos modalidades: el dextro-
morfismo, cuando ambas orejuelas son morfolégicamente derechas
(Figura 3.3 C), y el levomorfismo, cuando son morfoldgicamente iz-
quierdas* (Figura 3.3 D).

En los situs lateralizados se puede presentar cualquier tipo de car-
diopatia congénita, mientras que en los corazones con situs simétricos
es comun la presencia de multiples malformaciones que son letales;
ademas, los pacientes presentan deficiencias inmunolégicas graves.

Conexiones auriculoventriculares

Los tipos de conexién auriculoventricular constituyen las formas
de continuidad entre auriculas y ventriculos. Existen dos superti-
pos: la conexion auriculoventricular biventricular y la conexion
auriculoventricular univentricular.

En la conexién auriculoventricular biventricular, los dos ven-
triculos reciben sus conexiones auriculoventriculares e incluye tres
tipos: concordante, discordante y ambiguo.

Figura 3.2. Fotografias que muestran la forma de las orejuelas. A, izquierda (asterisco); B, derecha fflecha).

[AD, auricula derecha; Al, auricula izquierda; Ao, aorta; AP, arteria pulmonar; VCS, vena cava superior; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo
izquierdo.]
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Figura 3.3. Esquemas que muestran los situs auriculares. A, solitus; B, inversus; C, dextromorfismo,
y D, levomorfismo. (Elaboracién: Dr. Luis Mufoz.)

En el concordante, las auriculas estan conectadas con sus respec-

tivos ventriculos, auricula y ventriculo derechos, y auricula y ven-

triculo izquierdos (Figuras 3.1y 3.4)

En el discordante, las auriculas estan conectadas con ventriculos

inapropiados: la auricula morfolégica derecha, con el ventriculo

anatémico izquierdo y la auricula morfolégica izquierda, con el

ventriculo anatémico derecho (Figuras 3.1y 3.5)

La conexion ambigua requiere el cumplimiento de varios requisi-

tos, como se detalla a continuacion.

O El situs debe ser isomorfico, ya sea con dextromorfismo o levo-
morfismo

O El corazdn debe tener dos ventriculos, cada uno con su conexion
auriculoventricular

O0 La ambigiliedad se manifiesta porque una mitad del corazon es
concordante y la otra discordante (Figuras 3.1y 3.6)

El otro supertipo es la conexién auriculoventricular univentri-

cular,’ en la que un solo ventriculo recibe la o las conexiones auri-
culoventriculares. Este supertipo incluye:
Doble entrada ventricular, que se define cuando un ventriculo re-
cibe mas de 50 % de las valvulas auriculoventriculares y puede ser
a ventriculo izquierdo, a ventriculo derecho o a ventriculo tinico
(Figuras 3.1y 3.7)
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Figura 3.4 Conexién auriculoventricular concordante. A, cdmaras derechas; B, cdmaras izquierdas.
(AD, auricula derecha; Al auricula izquierda; Ao, aorta; AP, arteria pulmonar; VCS, vena cava superior; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo

izquierdo.)

Figura 3.5. Conexién auriculoventricular discordante. A, auricula derecha con ventriculo izquierdo; B, auricula
izquierda con ventriculo derecho. Obsérvese la desembocadura de las venas pulmonares (asteriscos).
[A1, auricula izquierda; AD, auricula derecha; CIA, comunicacion interauricular; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo; VM, vélvula

mitral)

Ausencia de conexion auriculoventricular, en la que no existe con-
tinuidad entre la auricula y el ventriculo subyacente; presenta dos
variantes, derecha e izquierda, el piso de la auricula involucrada
es muscular y esta ausente la valvula auriculoventricular corres-
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Figura 3.6. Conexion auriculoventricular ambigua. Obsérvese el dextromorfismo.

(AD, auricula derecha; TIA, tabique interauricular; TIV, tabique interventricular; VAD, valva anterior derecha; VA, valva anterior izquierda; VD,
ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo.)

pondiente, externamente la auricula esta separada de su ventricu-
lo por un surco profundo y carece de porcién de entrada (Figuras
3.1y 3.8), ademas se establecen las relaciones entre auriculas y
ventriculos que pueden ser concordante, discordante y ambigua.

« Conexiones auriculoventriculares cruzadas, en las que el ventricu-
lo involucrado tiene posicion contralateral con respecto a la auricula
con que esta conectado,* si la conexién auriculoventricular es con-
cordante, la auricula morfolégica derecha situada a la derecha esta
conectada con el ventriculo derecho posicionado a la izquierda y la
auricula anatémica izquierda bien ubicada esta conectada con el ven-
triculo morfolégico izquierdo situado a la derecha; de esta manera,
las conexiones auriculoventriculares se cruzan en el espacio con la
valvula trictispide anterior y la valvula mitral posterior. En este caso,
la relacién auriculoventricular es discordante (Figura 3.9 A).

Cuando la conexiéon auriculoventricular es discordante, la au-
ricula morfolbgica izquierda se conecta con el ventriculo anatémico
derecho ubicado a la derecha y la auricula morfologica derecha se co-
necta con el ventriculo anatémico izquierdo ubicado a la izquierda.
En este caso, las relaciones auriculoventriculares son concordantes
(Figura 3.9 B), ademas se establecen los modos de conexién auriculo-
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ventricular que se refieren a la anatomia de las valvulas auriculoven-
triculares y son: perforado cuando el orificio valvular es permeable;
imperforado cuando esta atrésico; cabalgado cuando la valvula tie-
ne conexion biventricular, y comiin cuando existe una sola valvula
que constituye el piso de ambas auriculas (Figuras 3.1y 3.10).

Conexiones ventriculoarteriales

Estas conexiones establecen la continuidad entre los ventriculos y
las grandes arterias, son cuatro tipos: concordante cuando éstas
nacen de sus respectivos ventriculos, la aorta del izquierdo y la ar-
teria pulmonar del derecho, conexién que se observa en el corazéon
normal (Figuras 3.1y 3.11); discordante cuando las arterias emer-
gen de ventriculos inapropiados, la aorta del derecho y la arteria
pulmonar del izquierdo, conexién que corresponde al término cla-
sico de transposicion de las grandes arterias (Figuras 3.1y 3.12);
doble salida ventricular, que se establece cuando las grandes ar-
terias nacen en mas de 50% de un solo ventriculo que puede ser el
derecho, el izquierdo o el Gnico (Figuras 3.1y 3.13). Las relaciones
ventriculoarteriales pueden ser concordantes y discordantes, no se
pueden establecer estas relaciones cuando se trata de un ventriculo
unico, porque para determinarlas son necesarios dos ventriculos y
dos arterias; tinica via de salida que se establece cuando una sola

Figura 3.7. Conexién auriculoventricular doble entrada. A, a ventriculo izquierdo; B, a ventriculo derecho.

(Asterisco, comunicacién interventricular; 1, valvula auriculoventricular derecha; 2, vélvula auriculoventricular izquierda; Ao, aorta; AP,
arteria pulmonar; SI, septum infundibular; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo; VM, vélvula mitral; VT, vélvula tricaspide.)
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Figura 3.8. Ausencia de conexién auriculoventricular. A, derecha; B, izquierda. Flecha superior,
Comunicacién interauricular; Flecha inferior, surco que separa las cdmaras derechas.

(Asterisco, piso muscular; AD, auricula derecha; Al, auricula izquierda; Ao, aorta; AP, arteria pulmonar; VCl, vena cava inferior; VCS, vena
cava superior; VD, ventriculo derecho.)

arteria nace de la base del corazon que puede ser la persistencia de
un tronco comun o el tronco aértico solitario cuando la arteria pul-
monar ha desaparecido por atresia y apoptosis (Figuras 3.1y 3.14).
Los modos de conexién son: perforado, cuando la valvula arterial
tiene permeable su orificio; imperforado, si éste esta atrésico; ca-
balgado, si la valvula es biventricular, y comun, cuando existe una
sola valvula que es equivalente a las dos cuando estan separadas y
esté presente en el tronco arterioso comin.

Particularidades adicionales

En este apartado se consignan la posicion del corazéon dentro del
torax y la direccion del apex, el origen, el trayecto y la distribuciéon
de las arterias coronarias y la disposicion del sistema de conduc-
cion (Figuras 3.1, 3.15 y 3.16).

Anomalias agregadas

En esta seccion, se incluyen todas las malformaciones cardiacas
presentes en el corazon, por ejemplo, los defectos septales, esteno-
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sis, malformaciones estructurales, como la anomalia de Ebstein de
la valvula tricaspide, hipoplasias ventriculares, etcétera.

El sistema secuencial segmentario ofrece una clasificaciéon ge-
neral de las cardiopatias congénitas y constituye un nuevo sistema
de nomenclatura cuya piedra angular es el concepto de conexion.

Figura 3.9. Esquemas que muestran las conexiones auriculoventriculares cruzadas. A concordantes con
relaciones discordantes; B, discordantes con relaciones concordantes.
(AD, auricula derecha; Al, auricula izquierda; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo.)

Figura 3.10. Modos de conexién auriculoventricular. A, perforado, comtin y cabalgado en un defecto
de la tabicacion auriculoventricular. B, imperforado por atresia mitral en un corazén con hipoplasia del
ventriculo izquierdo.

(Asterisco blanco, tabique ventricular; asterisco negro, ausencia de una sigmoidea adrtica; 1y 2, sigmoideas adrticas; AD, auricula
derecha; Al, auricula izquierda; AM, atresia mitral: Ao, aorta; CIV, comunicacién interventricular; MP, misculo papilar; SI, septum
interauricular; VA, valva anterior izquierda; VAD, valva anterior derecha; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo; VLD, valva lateral
derecha; VLI, valva lateral izquierda; VPC, valva posterior comdn.)
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Figura 3.11. Conexién ventriculoarterial concordante. A, ventriculo derecho con arteria pulmonar.

B, Ventriculo izquierdo con aorta.

(Aa, aorta; AP, arteria pulmonar; CS, cresta supraventricular; T, tricGspide; Sm, Trabécula septomarginal: M, mitral; VD, ventriculo derecho;

VI, ventriculo izquierdo.) 45
Nota: las flechas pequenas sefalan la continuidad mitroadrtica.

Figura 3.12. Conexion ventriculoarterial discordante. A, ventriculo derecho con aorta. B, ventriculo
izquierdo con arteria pulmonar.

(Asteriscos, comunicacién interventricular; Ao, aorta; AP, arteria pulmonar; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo; VT, vélvula
trictispide.)

Su conformacién metodologica representd el avance doctrinario
mas importante de la cardiologia pediatrica en la década de los se-
tenta del siglo XX, ha resistido la prueba del tiempo y ha sido objeto
de algunas modificaciones que lo han hecho mas preciso.
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Figura 3.13. Conexién ventriculoarterial doble salida de ventriculo derecho. A, vista externa del corazén;

B, vista interna. Obsérvese las vias de salida de las grandes arterias a partir del ventriculo derecho.
(Ao, aorta; AD, auricula derecha; AP, arteria pulmonar; Asterisco negro, septum infundibular; asterisco blanco, comunicacién
interventricular; PIV, pliegue infundibulo ventricular; TSM, trabécula septomarginal; VD, ventriculo derecho; VT, vélvula tricispide.)

Figura 3.14. Conexién ventriculoarterial tinica via de salida (tronco arterioso comtn). A vista externa,

obsérvese el arco adrtico hacia la derecha. B, vista interna.
(Asterisco, comunicacion interventricular; Ao, aorta; AP, arteria pulmonar; VD, ventriculo derecho; VI, ventriculo izquierdo;
TC, tronco comdn; T, trdquea; 1-4, sigmoideas de la vélvula troncal)
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Figura 3.15. Radiografias que muestran la posicién del corazén dentro del térax. A dextrocardia.
B, mesocardia. C, levocardia.

Figura 3.16. Vista interna de las cdmaras derechas de un corazén con tetralogia de Fallot, que muestra

la disposicién del sistema de conduccién (iinea discontinua y flechas pequenas).
(Ao, Aorta; IP, infundibulo pulmonar; P, arteria pulmonar; T, tricdspide; TSM, trabécula septomarginal; VP, vélvula pulmonar.)
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Nuestro proposito al escribir sobre los nuevos farmacos en el trata-
miento del sindrome metabdlico (SM) se sustenta en el hecho de que
en €l se suscita una gran confluencia de signos y alteraciones molecu-
lares, relacionados con la obesidad, prediabetes y la enfermedad car-
diovascular, asociadas inicialmente con el hiperinsulinismo y la re-
sistencia a la insulina (RI). La doctora Corkey' postula que podria ser
primero el hiperinsulinismo y después la RI, lo que atin no se sabe con
certeza. El SM ha crecido a nivel mundial de manera alarmante, lo
que lo ha convertido en un serio problema de salud, en forma paralela
ha aparecido también una gran cantidad de nuevos fairmacos y otros
mas surgiran en un futuro cercano para tratar de prevenir la altera-
cion cardiometabdlica a diferentes niveles y mecanismos de accion.
En relacion con la RI en los diferentes tejidos y sus vias de sena-
lizaciones, es sorprendente como la insulina mediante la unién con
su receptor puede enviar mensajes tan diferentes, como en el caso
del hipotalamo, el endotelio, el hepatocito, el miocito, el adipocito
y la célula beta, entre otros. Atin se desconoce si es que inicia de
manera preferencial por algtn tejido, hay quienes piensan que pu-
diera comenzar en el endotelio. Debido a la frecuente coexistencia
de disfuncién endotelial y RI, otros consideran que su inicio podria
ubicarse en el higado graso con la llegada de macroéfagos tipo 124y
el principio del proceso inflamatorio; otros sostienen que da inicio
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en el hipotalamo, el adipocito o el musculo. Esto nos confirma que
la regulacion metabdlica es muchisimo mas complicada y todavia
tenemos mucho que aprender.

Dislipidemia del sindrome metabélico

En esta seccion, la atencion se centra en el tratamiento farmacolo-
gico de la dislipidemia del sindrome metabélico. La correccién de la
dislipidemia es uno de los pilares de la prevenciéon de las complica-
ciones cardiovasculares del sindrome metabolico.5 En personas con
diabetes, por cada decremento de 38 mg/dL de la concentracion de
colesterol, disminuye 9% la mortalidad, 13% la mortalidad cardio-
vascular, 22% la incidencia de un evento cardiovascular mayor, 25%
el nimero de revascularizaciones y 21% la incidencia de infarto cere-
bral.® Los mismos beneficios se han descrito en casos con sindrome
metabdlico sin hiperglucemia, aunque la magnitud de los efectos es
menor. El objetivo final del tratamiento es prevenir la incidencia de
eventos cardiovasculares. La reduccion de los lipidos séricos es sblo
una meta intermedia.

Las recomendaciones vigentes proponen alcanzar un colesterol
LDL < 100 mg/dL como el objetivo de tratamiento principal. Para
los casos con cardiopatia isquémica (o condiciones con riesgo equi-
valente), el objetivo es mas estricto (< 70 mg/dL). Sin embargo, la
estimacion del colesterol LDL es inexacta en presencia de concen-
traciones altas de triglicéridos y en pacientes diabéticos normolipi-
démicos. El colesterol no HDL resuelve algunas de las limitaciones
del colesterol LDL. Los puntos de corte son los mismos que los del
colesterol LDL mas 30 mg/dL (100 y 130 mg/dL, respectivamente).
Los objetivos secundarios son una concentraciéon de la apolipopro-
teina B < 90 mg/dL (< 80 mg/dL en prevencion secundaria), trigli-
céridos < 150 mg/dL y colesterol HDL > 40 mg/dL.”

Las medidas no farmacoldgicas son el método con la mejor re-
lacién costo-beneficio, en especial en el manejo de la hipertrigliceri-
demia. Incluye la suspension del tabaquismo y de cualquier farmaco
que afecte el perfil de lipidos, la restriccion calérica y del consumo
de carbohidratos y grasas, ademés del aumento de la actividad fisica.

El uso de los medicamentos hipolipemiantes ha crecido de ma-
nera exponencial en las tltimas tres décadas. A continuacion se re-
visa el estado del conocimiento de los hipolipemiantes usados en la
dislipidemia del sindrome metabdlico y se enuncian los grupos de
farmacos en desarrollo.
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Estatinas

Las estatinas son inhibidores competitivos de la HMGCoA reduc-
tasa, la enzima limitante en la sintesis de colesterol. Disminuyen
las concentraciones del colesterol LDL, de modo que aumenta el
catabolismo de las LDL y de sus precursores; de manera comple-
mentaria, disminuyen la produccién de las LDL.® Ademas, dismi-
nuye la concentracion intracelular de metabolitos intermedios en
la sintesis del colesterol (“efectos pleiotrépicos”), pero su contribu-
cion es menor, ya que mas de 95% del beneficio de las estatinas es
atribuible a la magnitud del decremento del colesterol sanguineo.

Las estatinas se clasifican en hidrofilicas (rosuvastatina y pravas-
tatina) y lipofilicas (simvastatina, atorvastatina, fluvastatina, pitavas-
tatina). Difieren en su afinidad por los transportadores de membrana
(OATP1B1, MDR1, BCRP, ABCG2), que determinan su concentracion
intracelular, y por los citocromos (3A4, 2C8, 2C19, 2C9) encargados
de su depuracion. Tales peculiaridades determinan la tasa de eventos
adversos y en menor medida su potencia hipolipemiante. El mejor
ejemplo es la variante ¢.521T>C del OATP1B41, la cual es responsable
de 60% de los casos de miopatia asociados con la simvastatina.

En promedio, las estatinas tienen una eficacia similar, pero su
potencia es distinta; 10 mg de simvastatina equivalen a 40 mg de
pravastatina, 20 mg de lovastatina, 40 mg de fluvastatina, 10 mg de
atorvastatina, 2 mg de pitavastatina y 5 mg de rosuvastatina. Con
tales dosis, el porcentaje de reduccion de los niveles de LDL es de
30% (38 mg/dL de colesterol LDL en promedio). Con dosis mayores
pueden alcanzarse reducciones hasta de 70%. La dosis debe selec-
cionarse para lograr el objetivo terapéutico desde el inicio del trata-
miento. Cuando se requieren reducciones mayores a 50%, se deben
emplear dosis intermedias o altas de las estatinas de mayor potencia
(simvastatina, atorvastatina y rosuvastatina). Las estatinas no mo-
difican en forma significativa la concentraciéon de colesterol HDL
(< 10%), la Lp(a) y la distribucion de las subclases de LDL.

Las estatinas son una intervencion costo-eficaz para la preven-
cion de las complicaciones macrovasculares de la diabetes.® Los be-
neficios ocurren independientemente de la concentraciéon basal de
colesterol. La American Diabetes Association (ADA)" recomienda
el uso de estatinas, independiente de la concentracion de los lipidos
sanguineos, en casos con diabetes con cardiopatia isquémica o que
sean mayores de 40 afios y tengan al menos un factor de riesgo adi-
cional. Para los casos menores de 40 afos, el empleo se justifica si
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tiene dos o més factores de riesgo o el colesterol LDL > 100 mg/dL.
El cambio en la concentracion de colesterol LDL resultante del tra-
tamiento debe ser mayor a 30%.

Las estatinas aumentan la incidencia de diabetes. Este efecto
adverso ocurre en sujetos que tienen obesidad, historia familiar de
diabetes o una glucemia de ayuno > 100 mg/dL. El beneficio debi-
do a la prevencion cardiovascular es mayor al riesgo causado por la
diabetes incidente.* La prescripcion de una estatina en casos con
prediabetes debe acompanarse de una intensificacion de las accio-
nes para alcanzar el peso ideal y aumentar la actividad fisica.

Fibratos

Los fibratos son ttiles en el manejo de la hipertrigliceridemia re-
fractaria al tratamiento dietético. En promedio disminuyen 40%
los triglicéridos, 18% el colesterol total, 15% el colesterol LDL y
aumentan 20% el colesterol HDL (en pacientes con hipertriglice-
ridemia). Modifican la concentracién y la composicién de las lipo-
proteinas de muy baja densidad (VLDL) y de densidad intermedia
(IDL). Como resultado, disminuyen las concentraciones de trigli-
céridos en ayuno y posprandial. Los resultados del estudio VAHIT
y de Helsinki demuestran que los fibratos reducen la mortalidad
cardiovascular en personas con diabetes con hipertrigliceridemia
y colesterol HDL bajo.*? Otros reportes, como el estudio FIELD, no
han encontrado reducciones en la incidencia de eventos cardiovas-
culares mayores debido a deficiencias metodologicas.

Un metaanélisis de 18 estudios (45 058 participantes, 3 880
muertes y 2 870 eventos cardiovasculares) demostr6 que los fibra-
tos disminuyen 10% el riesgo relativo de sufrir un evento cardio-
vascular (p = 0-048) y reducen 13% la probabilidad de un evento
coronario.’* No se encontr6 beneficio en la prevencion de infarto
cerebral, de mortalidad total, mortalidad cardiovascular o muerte
subita. Los fibratos disminuyen la progresiéon de la albuminuria y
de la retinopatia proliferativa. Son agonistas de los receptores nu-
cleares PPAR-a (receptor de los activadores de la proliferacion de
los peroxisomas alfa).

Nuevos farmacos

La complejidad de la fisiopatologia del sindrome metaboélico
abre la posibilidad de tratar la dislipidemia por mas de un meca-
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nismo. Sin embargo, diversos esfuerzos han sido infructuosos.
Ejemplos son los agonistas duales PPAR-a y v, el acido nicotini-
co, agonistas o antagonistas de los receptores LXR-a. Cerca de 70
farmacos dirigidos a 20 blancos de tratamiento se encuentran en
desarrollo. Un alto porcentaje son anticuerpos monoclonales u oli-
gonucleo6tidos antisentido. Ejemplos que estan préximos a incorpo-
rarse al mercado son los inhibidores de la proproteina convertasa
sutilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), los inhibidores de la proteina de
transferencia microsomica (MTP) o de la transcripcion del gen de
la apolipoproteina B. Sin embargo, ninguno de ellos podria tener
como indicacion primaria el tratamiento del sindrome metabdlico.
Por lo tanto, el tratamiento de la dislipidemia del sindrome meta-
bolico es un campo fértil (pero complejo) para el desarrollo de nue-
vos farmacos.'+' En este campo existen necesidades terapéuticas no
resueltas. Es deseable el desarrollo de medicamentos que puedan
incrementar el nimero de las HDL sin alterar su funcion o con la
capacidad de disminuir la concentracion de las particulas ricas en
triglicéridos sin causar efectos colaterales.

En suma, el tratamiento de las dislipidemias es uno de los ele-
mentos centrales del tratamiento del sindrome metabolico. Su ma-
nejo es complejo; requiere el empleo de mas de una intervencion.
Aunque con el uso de estatinas, y en menor medida de los fibratos,
es posible alcanzar los objetivos de tratamiento en més de la mitad
de los casos, existen necesidades terapéuticas no resueltas.

El sindrome metabdlico y el sistema
renina-angiotensina-aldosterona

La experiencia clinica ha descrito con insistencia que la administra-
cion de farmacos inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldos-
terona (SRAA) modifica de modo favorable algunas de las caracteris-
ticas fisiopatologicas del sindrome metabdlico (SM). Los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los antagonistas
de los receptores para angiotensina II (ARA-II) reducen:

Las cifras de hipertension arterial sistémica (HAS)

La resistencia a la accién de la insulina

La velocidad de desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La velocidad de desarrollo de dafio renal

Mejoran algunas formas de dislipidemia (D). Recientemente se ha
atribuido a la renina y a la activacién de los receptores prorreni-
nérgicos,' su participacion en el SM.
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El conocimiento fisiopatologico del SM muestra cierta analogia
con el avance del conocimiento del SRAA, lo que permite establecer
algunas coincidencias y reciprocidades de interaccion. Coinciden en
el establecimiento de entidades nosoldgicas como en la génesis de
HAS, la resistencia a la insulina y DM2, la obesidad (Ob) y la dis-
lipidemia, definidas como factores de riesgo cardiovascular. Coin-
ciden también en la presencia de alteraciones biomoleculares,”*
como la disfuncién endotelial, el incremento del estrés oxidativo,
la actividad protrombética, el estado inflamatorio, la fibrosis y la
proliferacion celular, entre éstas la del tejido adiposo visceral y la de
las capas de la pared vascular, incluida la de las arterias coronarias.

La reciprocidad se hace evidente en la relacién causa-consecuen-
cia: el caracter poligénico del SM altera la funcion de multiples sis-
temas, entre éstos el SRAA. Por su parte, el SRAA alterado, acenttia
las consecuencias fisiopatologicas del SM. Estas coincidencias y reci-
procidades son moduladas por factores de diversa naturaleza como
la variabilidad genética, la ambiental, la metabolica y la etnoldgica.

La asociacion entre la HAS y el SM en el ser humano, se ha atri-
buido en general a factores genéticos de susceptibilidad ubicados en el
SRAA. Se han identificado algunas variaciones alélicas que han sugeri-
do realizar estudios de experimentacion genética para investigar cuales
indican la participacién especifica de los componentes del SRAA.

Estudios de orden genético llevados a cabo en nuestro pais en
pacientes con sindrome metaboélico**2° concuerdan en los hallazgos
en otras poblaciones®2* que indican la participacion de haplotipos
reguladores de la expresion de la ECA, que elevan la susceptibilidad
para el desarrollo de HAS. El mas reciente de estos estudios?' des-
cribe concentraciones séricas significativamente elevadas de ECA en
pacientes con HAS, indice de masa corporal (IMC) y DM2. En estos
pacientes las concentraciones elevadas de la ECA se hallaron asocia-
das con los haplotipos de riesgo tipo H1/H2 y H2/H2.

Algunos resultados de investigacion basica indican la importancia
de la regulacion genética de la renina y de los receptores prorreninér-
gicos, en la induccion de la obesidad y de la resistencia a la insulina.*

Estas coincidencias y reciprocidades van mas lejos del simple
bloqueo de las enzimas y receptores del SRAA. Algunos ARA-II,
como el losartan, poseen otras acciones no relacionadas con su gru-
po, como la actividad uricostrica o, en su caso, el telmisartan, ejerce
acciones de agonista parcial de los receptores peroxisémicos de acti-
vacion proliferativa del tipo gamma?2? (PPAR-y).

El esquema tradicional del SRAA consistia inicialmente en un
solo eje enzimatico productor de angiotensina I (A-I) y angiotensi-
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na-II (A-II), a partir de la degradacién de angiotensinégeno por re-
nina (R) y ECA. A este eje se han agregado en el ser humano, cuando
menos otros tres:

. El de angiotensina 1-7 (Ang 1-7) producida por una segunda enzima
convertidora de angiotensina conocida como ECA-2 que es ligando de
un tipo de receptores especiales conocidos como MAS (del inglés mito-
genic activity signaling), cuyas acciones son opuestas a las de A-IT

. El de angiotensina 1-12 (Ang 1-12), en el que participan otras qui-
masas diferentes de renina. Este eje es, por lo tanto, extrarrenal,
aunque termina produciéndose Ang-II.>+

. El eje productor del heptapéptido Alamandina, ligando de otro tipo
de receptores MAS y en consecuencia independiente de Ang 1-7.%

En conclusion, en el presente tema se vislumbran nuevas rutas de
investigacion, en especial las que deriven de los avances recientes en
el conocimiento del SRAA y que sin duda tendran relacion con el SM.

Agonistas serotoninérgicos 5-HT2
y sindrome metabdlico

Considerando que la resistencia a insulina es una alteracion metabo-
lica que comparten el sindrome metabdlico, la diabetes tipo 2 y la hi-
pertension (HTA),?® varios grupos de investigaciéon han dirigido sus
esfuerzos al tratamiento de este desorden metabdlico, como una ma-
nera alternativa de tratar dichos padecimientos. Recientemente, se ha
demostrado que la estimulacion de los receptores 5-HT2 puede incre-
mentar la secrecion y sensibilidad a insulina (SI),>”2® asi como el me-
tabolismo y la captacion de glucosa.?>3° Sin embargo, la estimulacion
de estos receptores acoplados a una proteina Gq que moviliza calcio
ocasiona vasoconstriccion e incrementa la presion arterial (PA).3!

A pesar de que se han disefiado agonistas mas selectivos de los
receptores 5-HT, , como la lorcaserina, que no provoca un incremen-
to significativo de PA, la lorcaserina se prescribe sélo como farmaco
antiobesidad, que mejora la SI y reduce el peso corporal, sobre todo
por provocar saciedad.?? En este sentido, nuestro grupo de investiga-
ci6on también se ha dado a la tarea de encontrar un agonista seroto-
ninérgico que sea capaz de mejorar la SI sin incrementar la PA y que,
por lo tanto, pueda usarse en comorbilidad RI-HT, ademéas de que
no represente un riesgo para pacientes no obesos o con SM y que no
muestre los efectos secundarios que se presentan con el tratamiento
convencional contra la RI, como la metformina y las glitazonas.
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El sistema serotoninérgico y el metabolismo
de glucosa

De gran interés ha sido la observacion de que la administracion de
serotonina (5-HT), precursores o agonistas y antagonistas especificos
de sus receptores pueden modular los niveles de glucosa en sangre
de roedores. Mientras algunos investigadores reportan que la 5-HT
promueve hiperglucemia al estimular receptores 5-HT,, y promover
laliberacion renal de catecolaminas,®? otros han indicado que la 5-HT
disminuye la concentraciéon de glucosa en sangre, y que este efecto
esta mediado por receptores 5-HT2.3+35 Ademas, se ha encontrado
una asociacion inversa entre los niveles de serotonina en el SNC y el
sindrome metabdlico, que ha sido asociado con una funcion serotoni-
nérgica reducida.3® De hecho, la RI que es una de sus caracteristicas
metabdlicas, muestra una relacién inversa con la actividad serotoni-
nérgica central.?” Y las variaciones genéticas en los receptores 5-HT,,
y 5-HT, con obesidad abdominal y diabetes.?®3

Asi, pues, la estrategia terapéutica actual en el tratamiento de la
RI se dirige a encontrar agonistas para los receptores 5-HT,, , . que
no muestren efectos adversos importantes. Se sabe que los recepto-
res 5-HT,, estan expresados en musculoesquelético y tejido adipo-
so de roedores y humanos, y que la estimulaciéon de estos recepto-
res con serotonina o agonistas promueve el transporte de glucosa,
por aumento en la translocacion de sus transportadores (GLUTS y
GLUTY4), efecto inhibido con ketanserina.354° También hay reportes
que indican que la estimulacion de estos receptores puede contri-
buir con la secrecion pancreatica de insulina, mejorar el metabolis-
mo hepético de glucosa23° y disminuir la absorcién de monosacari-
dos en el intestino delgado.+

Sin embargo, como ya se menciond, la estimulacion de recepto-
res 5-HT,, incrementa la PA,* y por esta razon se buscan agonistas
mas selectivos de los receptores 2C, que provocan anorexia y pérdida
de peso y dificilmente pueden usarse en pacientes con RI e HT que no
presenten obesidad. Por eso, nuestro grupo de investigacion tiene la
posibilidad de probar varios agonistas serotoninérgicos que a pesar
de estimular los receptores 5-HT,, no incrementen en forma signifi-
cativa la PA, y que no provoquen efectos anoréxicos importantes.

De esta forma, estamos ante un buen campo de estudio que nos
permitira ofrecer nuevas alternativas terapéuticas en el tratamiento
de la RI y la HT. En la actualidad, en el laboratorio contamos con
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distintos compuestos, uno de ellos ya ha mostrado tener propieda-
des antihipertensivas y al mismo tiempo mejorar la SI. Otros, se en-
cuentran a prueba, para evaluar si también pueden controlar ambas
variables, o al menos, mejorar la SI sin incrementar la PA.

Para probar las hipétesis anteriores, utilizamos como técnicas
de evaluacion, la pinza (clamp) euglucémica-hiperinsulinémica,
que se considera el estandar de oro para evaluar la SI, realizamos
pruebas de tolerancia a la glucosa y calculamos indices de sensibili-
dad a insulina (como el HOMA y el Matsuda y De Fronzo),** que nos
permiten evaluar si mejora la SI, en ratas Wistar sanas o modelos
animales de SM, DT2, HT-RI (como las ratas SHR), los cuales son
tratados con los compuestos en cuestion.

A la fecha, tenemos algunos resultados que nos motivan a se-
guir en la bisqueda de un compuesto que ofrezca una nueva estrate-
gia de tratamiento contra la epidemia de la resistencia a la insulina,
que se relaciona estrechamente con otras enfermedades que provo-
can la mayoria de las muertes no s6lo en México, sino en el mun-
do: sindrome metabolico, diabetes mellitus 2 e hipertension. Los
medicamentos fentermina-topiramato y lorcaserina, que hace poco
fueron aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para
el tratamiento farmacologico de la obesidad, deberan demostar su
efectividad y seguridad en el manejo de esta patologia metabolica en
diversas poblaciones en los siguientes afios.+3
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BIOTECNOLOGIA:
INVESTIGACIONES CON GENES
DE IMPACTO EN LA SALUD

Evolucién de genes y genomas ‘0

Antonio A. Pérez Maya
Hugo Alberto Barrera Saldaria

Genomica comparativa como herramienta de estudio

Aunque al obtener la secuencia de un genoma se logra el acceso a la infor-
macion que éste contiene, atn falta interpretarla. Asi, el analisis de un ge-
noma se refiere a la tarea de entender qué dice su secuencia nucleotidica;
basicamente qué genes contiene, donde se encuentran y qué funciones
desempenan las proteinas que codifican.*>3 A lo largo de la evolucion, la
seleccion natural ha regido los cambios que sufren los genomas y sus ge-
nes. De las ventajas o inconvenientes que estos cambios acarreen, depen-
dera que se consoliden en las siguientes generaciones. La comparacion
de genomas, genes y proteinas de distintas especies es la aproximacion
mas intuitiva y directa para interpretar “el manual de instrucciones” que
constituye el patrimonio hereditario de cada ser vivo.+5

Las proteinas son las biomoléculas mas versatiles y diversas, ca-
paces de desempenar funciones tan variadas como: ser componente
estructural de las células, ser responsable de la catalisis enzimatica de
reacciones bioquimicas, participar de manera activa en el transpor-
te de moléculas, constituir la defensa del organismo, encargarse de
la transduccion de senales, regular la expresion génica, entre otras.
Cuando se comparan las secuencias de aminoacidos de proteinas
que realizan una misma funciéon en organismos distintos, se obser-
va que son parecidas y que se puede establecer una correspondencia
entre los residuos aminoacidicos en ciertas posiciones de unasy otras;
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ademas de que existen algunas que son idénticas y otras entre las que
hay diferencias. En el contexto de la evolucion molecular, estas pro-
teinas en diferentes especies se parecen porque tienen un origen co-
mun (se dice que son ortdlogas) y las diferencias se deben a que a lo
largo del tiempo los genes han divergido por la acumulaciéon de cam-
bios o mutaciones en sus secuencias.® Las proteinas con secuencias
suficientemente parecidas suelen tener un origen comin’ y presentar
una estructura tridimensional similar,® aunque no es raro que reali-
cen funciones distintas,? también pueden traslaparse en otras.

La importancia de estos estudios comparativos de proteinas
ortélogas se destacod por primera vez hace medio siglo’ y, desde
entonces, se ha puesto de manifiesto una y otra vez en numerosos
trabajos. La comparacion de proteinas ortoélogas proporciona mu-
cha informacion acerca de como se ha producido la evolucién de los
organismos® y esta relacionado con la importancia de éstas para la
sobrevivencia de los mismos. Pero no siempre es facil obtener in-
formacion comparando las secuencias, ya que muchas veces lo que
observamos no esta ahi por ser 6ptimo, sino como consecuencia de
un largo proceso evolutivo. Esto se puede expresar de forma maés
precisa utilizando los términos de seleccion positiva, negativa y neu-
tra, que se refieren a cobmo resulta un cambio para un organismo."

Los investigadores hemos aprendido mucho sobre la evolucion y
funcion de los genes humanos examinando sus contrapartes en mo-
delos animales. Ahora se suma el comparar sus genomas para deter-
minar la similitud y diferencia de las secuencias, localizaciéon de los
genes, la longitud y el niimero de exones en estos, las regiones geno-
micas altamente conservadas y la cantidad de ADN no codificante.>3

El locus de la hormona del crecimiento y la evolucién
molecular del genoma de los primates

Esta seccion se enfoca en el locus de la hormona del crecimiento (GH)
como modelo de estudio de la evolucién molecular del genoma de los
primates.

La GH es una hormona que se sintetiza y secreta en la glandula
pituitaria de todos los mamiferos para regular el crecimiento y va-
rios aspectos centrales del metabolismo. Esta presente en los ver-
tebrados y en la mayoria de los mamiferos, su locus posee un solo
gen. Sin embargo, en primates paso a ser un locus multigénico.'+15
Esta enigmaética transicion ha sido motivo de estudio de nuestro la-
boratorio.
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El locus GH en el humano se localiza en la banda q24.2 del bra-
zo largo del cromosoma 17, abarca una extensiéon aproximada de 50
000 pares de bases (pb) que contiene cinco genes muy similares con
la misma orientacion transcripcional.’*” En su extremo 5’, esta flan-
queado por el gen CD79b, activo en los linfocitos B,*®19 y en su extre-
mo 3, por el gen TCAM, una molécula de adhesion testicular que se
ha convertido en un seudogene en el genoma humano.2>*

El locus inicia con el gen de la GH hipofisiaria o hGH-N (referido
como normal), cuya expresion es especifica de los somatotrofos de la
glandula pituitaria anterior. Le siguen los restantes cuatro genes, de
expresion especifica del sincitiotrofoblasto de la placenta. De éstos,
dos codifican para una CSH madura idéntica (hCSH-A y hCSH-B)*y
uno (también del tipo CSH y referido como hCSH-L) fue considerado
originalmente un seudogen, por poseer una mutacion en su segun-
do intrén, que evitaria el procesamiento correcto de sus transcritos;3
aunque ello esta en duda, pues se ha reportada evidencia de su expre-
sion en placenta.?+* El gen restante es el hGH-V, el cual codifica para
una variante de la GH que se postula sustituye a la GH hipofisiaria
durante el embarazo.”-2

Los eventos de duplicacion génica han sido clave para moldear
los genomas y familias génicas. En éstas, la generacion de nuevas co-
pias del gen ancestral permite que las copias queden libres para mu-
tar y especializarse con el fin de llevar a cabo funciones diferentes, lo
que representa un cambio ventajoso para el individuo portador.?® La
especializacion se produce de forma gradual, lo que permite que se-
ries repetidas de duplicacién y divergencia durante millones de afios
conduzcan a que un gen origine una familia de genes dentro del mis-
mo genoma.

Las diferencias nucleotidicas de relevancia entre los miembros de una
misma familia, son aquellas que se concentran en sus regiones co-
dificantes y regulatorias. Existen ejemplos de familias en las cuales
la diferenciacion aparece en ambas regiones, siendo mas acentuada
en genes con funciones diferenciadas, como lo son genes con espe-
cificidad tisular de expresion variada.3° Tal es el caso de la familia
GH, sobre todo en primates, donde también se incluyen los genes de
las somatomamotropinas coriénicas o CSH. Esta familia multigénica
constituye un modelo ideal para estudiar los mecanismos molecula-
res mediante los cuales los genes que se relacionan de manera muy
cercana unos a otros expresan proteinas muy similares, pero que son
activos en diferentes tejidos a muy diferentes niveles —arriba de miles
de veces—, sin mencionar la ambigiiedad funcional de algunos de ellos.*
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La duplicacion génica se considera como uno de los fen6menos
mas relevantes en la evolucion de las proteinas y de sus nuevas fun-
ciones.?34 Se ha postulado que al existir dos copias de un gen, la pre-
sion selectiva frente a cambios en residuos importantes es menor, ya
que si uno de los genes pierde la funcion, atin queda la del otro. Esto
facilita la exploraci6on de nuevos nichos funcionales para las proteinas
miembros de la familia, que empiezan a cambiar. Existen familias de
proteinas en las que este fendmeno es especialmente notorio, por lo
que en éstas se puede observar gran variedad de funciones entre sus
miembros.®

La secuenciacion de los genomas de primates proporciona un
medio para estudiar aspectos estructurales y funcionales de la evolu-
cion del genoma humano, desde su divergencia a partir de un ante-
pasado comun.?>%” Las comparaciones de sus genomas con el nuestro
pueden ayudar a revelar las bases moleculares, asi como las fuerzas
evolutivas que han moldeado el genoma de nuestra especie, incluidos
los procesos subyacentes de mutacion y restricciones selectivas, entre
otras cuestiones.

La historia evolutiva del locus GH en los primates

La familia de GH en los primates se origin6 a partir de una rama
evolutiva inicialmente unigénica que continu6 sin grandes cambios
hasta la aparicién de los platirrinos. La evolucién de la GH en los
primates es Gnica por su impresionante aceleraciéon. En un prin-
cipio, se privilegiaron eventos de expansion del locus a causa de
duplicaciones que se propiciaron por la presencia de elementos re-
petitivos tipo Alu que rodeaban el locus ancestral.'”

Después de la separacion de los tarseros y antropoides, pero
antes de la divergencia de los platirrinos y los catarrinos, multiples
eventos de duplicaciones génicas condujeron a un aumento del nt-
mero de genes GH, lo que evidencia la notable expansién que ha su-
frido este locus en primates.'>384° Ademas del gen del tipo GH, cuya
expresion sigui6 restringida a la hipofisis, aparecieron genes CSH,
asi como GH-V, ambos de expresion placentaria.'317:4142

La historia comienza en los prosimios, en los cuales la GH es
codificada por un solo gen, cuya secuencia es muy similar a la an-
cestral encontrada en los mamiferos no primates. Las evidencias
moleculares sugieren que el locus GH sufri6 una expansion en el
numero de genes y en el tamafio de las intergénicas. Durante estos
eventos, fueron incorporadas regiones genémicas clave para la ad-
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quisicion de la expresion de tejido especifica y se produjeron proce-
sos de divergencia génica que condujeron a la aparicion de nuevas
hormonas. Ya en los antropoides, los loci GH estan integrados por
multiples genes no alélicos relacionados y, en general, las GH en
este grupo de primates estan bastante conservadas.

En cuanto al surgimiento de la expresion diferencial de los
genes miembros del locus, la actividad en la placenta de los genes
relacionados con GH se ha documentado en antropoides.”#43 Sin
embargo, hasta el momento no han aparecido reportes de genes GH
expresados en placenta en prosimios. No esta claro como algunos
genes GH son expresados en placenta en platirrinos. A partir de los
cercopitecoideos, los miembros de esta familia de genes acumu-
laron sustituciones aminoacidicas que predicen la adquisicion de
nuevas caracteristicas distintivas de las hormonas placentarias del
locus humano.

Uno de los puntos clave de la regulacion de la expresiéon de los
genes es el control transcripcional. En esta categoria esta incluida la
presencia de secuencias regulatorias accesorias (potenciadores y re-
presores) y la interaccion entre las multiples proteinas activadoras
o inhibidoras que se unen a dichas secuencias.

En los catarrinos, los genes placentarios estan sujetos a una re-
presion transcripcional mediada por una regién conservada, deno-
minada elemento P o inhibidor hipofisiario, situada cerca de 2 kb
enfrente del sitio de inicio de la transcripcion,* a la cual se unen en
la hipdfisis proteinas que impiden su expresion en esta glandula.!%45
Aproximadamente a 2.3 kpb después de cada gen CSH, se localiza
un potenciador, que incrementa la expresion de éstos en la placen-
ta.164647 Se ha descrito que la funcion de este potenciador es indepen-
diente de su orientacién y posicion.#” El control de la especificidad
tisular en el locus GH del genoma humano lo ejercen en gran medida
el inhibidor hipofisiario y el potenciador placentario. A la fecha no
esta del todo clara la funcionalidad del elemento represor de los genes
placentarios en hip6fisis en los loci GH de los platirrinos.

Nuestro grupo ha venido investigando la ruta evolutiva que ha
seguido esta familia, mediante el estudio de las secuencias de sus
genes en diferentes especies de primates, referenciandolos al locus
GH humano, cuya anatomia y expresion nuestro grupo también
contribuy6 a revelar hace afios.*® La determinacion de la estructura
de algunos loci de primates representativos a lo largo de la escala
evolutiva y el anélisis bioinformatico de las secuencias de genes y de
las regiones intergénicas, nos ha permitido empezar a comprender
como se llevo a cabo la dramatica evolucion de este locus.'3384° Por
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otra parte, la clonacién y subclonacién a partir de los genes de sus
unidades transcripcionales y promotores en vectores de expresion
eucariontes y su transfeccion transitoria en células de mamifero en
cultivo nos ha permitido desarrollar un sistema de diseccién de su
potencial de expresion, codificacion y especificidad tisular eficien-
te.? Esto altimo abre la posibilidad de empezar a explorar el papel
fisiol6gico de estas hormonas en la evolucion.

Cuando iniciamos nuestra incursion en el campo de la genémi-
ca comparativa, solo se conocia la organizacion del locus humano.”
De entonces a la fecha, se han agregado, por parte de otros grupos,
la anatomia del locus GH de marmoset (Callithrix jacchus) y del
mono capuchino (Cebus albifrons),'+'s mientras que nuestro grupo
ha resuelto la organizacion de los loci de 1émur (Lemur catta), chim-
pancé (Pan troglodytes), gorila (Gorilla gorilla), orangutan (Pongo
abelii), mono rhesus (Macaca mulata), mono verde (Cercopithecus
aethiops) y mono de Vervet (Chlorocebus pygerythrus).:3:384%49 La
aportacion de la secuencia de otros primates antropoides y estrepsi-
rrinos nos permite ahora profundizar en las comparaciones geno-
micas y en un entendimiento més completo de la evolucion de los
genomas en primates.5°

En nuestros esfuerzos por entender la evoluciéon del locus GH
en primates (Gltimos 60 millones de afios), en colaboraciéon con el
doctor Michael Wallis, experto evolucionista de la GH, hemos em-
prendido el reto de determinar la composicién y organizaciéon géni-
ca de este locus en especies representativas de los diferentes grupos
de primates. En un proceso laborioso de anotacion de los loci y me-
diante el analisis de gen6mica comparativa, comenzamos a desci-
frar la ruta evolutiva en primates y los mecanismos por medio de los
cuales se adquirieron los nuevos genes, éstos divergieron para dar
origen a genes tipo CSH y GH-V, y se adquiri6 la especificidad tisu-
lar de expresion. Nuestro material de partida clave lo constituyen
las secuencias obtenidas de una coleccion de BAC portadores de los
loci GH de 11 especies de primates (Figura 5.1).

Nuestros hallazgos iniciales confirman un solo gen en lémures
y mas de una media docena (incluidos algunos seudogenes) en pla-
tirrinos. A la vez revelan seis genes GH/CSH en cercopitecoideos
y entre cuatro y seis en hominoideos. La inspecciéon de los mismos
muestra que inician con el gen GH-N y que su composicién varia en
los diferentes grupos de primates al experimentar diferentes rutas
evolutivas (no todos los genes de los loci resultan ort6logos).

Por tltimo, se sabe desde hace décadas que la GH en el humano
afecta numerosos 6rganos y sistemas, y que actia sobre diversos
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Figura 5.1. Representacion de las secuencias genémicas contenidas en nuestra coleccién de BAC.
Mapeo de los cromosomas artificiales de bacterias (BAC) de 11 especies de primates que aislamos a

partir del depésito de BAC del doctor Pieter de Jong del Children’s Hospital Oakland Research Institute, de

Oakland, EU.

procesos metabolicos y homeostasicos. Pero mas recientemente se
ha acumulado evidencia de su participaciéon en el desarrollo cere-
bral, la neurogénesis, la neuroproteccion, el aprendizaje y la memo-
ria. Por sulado, los niveles maternos de CSH se han asociado con el
crecimiento del feto y la produccion de IGF-I durante el embarazo.5*
Dado el impacto de la GH en la salud, aun desde la embriogénesis
y desarrollo fetal, no dudamos en que, como fruto de este proyecto,
sea muy probable que en el mediano plazo se desprendan aplicacio-
nes en la clinica y la biotecnologia sanitaria.
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Regulacién de la expresion de genes
Patricio Gariglio Vidal

De entre los canceres con mayor impacto en nuestra poblacion,
el cancer cervicouterino (CaCu) representa un grave problema de
salud publica en México. Cada afio se reportan aproximadamente
530 000 nuevos casos y 275 000 muertes."* Nuestro laboratorio
ha tomado el CaCu como modelo para entender como subyacen en
la carcinogénesis averias en la estructura, funcién e interacciéon de
genes entre si con el ambiente.

En México, esta enfermedad representa ademas un enorme pro-
blema socioeconémico. Al inicio y durante el desarrollo del CaCu es
necesaria la infecciéon con alguno de los tipos oncogénicos del virus
del papiloma humano (HPV o VPH). Los HPV se clasifican como de
“bajo riesgo” y “alto riesgo”, segin su potencial oncogénico. Los HPV
de “alto riesgo” o HR-HPV (del inglés high-risk human papilloma-
viruses) son virus con genoma de DNA de doble cadena circular de
8 kb que codifica para 6 proteinas de expresion temprana, entre las
que se encuentran las oncoproteinas E5, E6 y E7. Tanto el HPV16
como el HPV18 son clasificados como de alto riesgo oncogénico y es-
tan asociados con alrededor de 50 a 70% y 20 a 30% de los canceres
cervicales invasores diagnosticados a nivel global, respectivamente.

Los estudios moleculares relacionados con la carcinogénesis
inducida por una infeccién persistente con HR-HPV3 han revelado
mecanismos fundamentales por los cuales estos virus expresan los
oncogenes virales E6 y E7, inducen inestabilidad gen6mica (muta-
ciones) y cambios epigenéticos (alteraciones que no involucran mu-
taciones) en la cromatina (véase méas adelante).

Afortunadamente, los estudios epidemiolégicos indican que
la mayoria de los individuos inmunocompetentes infectados con
HR-HPV son capaces de eliminar la infeccion viral y se mantienen
asintomaticos. En una minoria de pacientes (alrededor de 1%), la
infeccion por el HR-HPV persiste y causa lesiones clinicamente de-
tectables que pueden progresar a cancer invasor+ en un largo perio-
do, de afos o décadas’ (Figura 5.2). Durante este tiempo diversos
factores medioambientales (deficiencia en el consumo de vitamina
A, consumo de estréogenos por periodos largos y tabaquismo, entre
otros) en conjunto con la presencia de las oncoproteinas virales E6
y E7, pueden inducir tanto cambios genéticos (mutaciones) como
cambios epigenéticos en la cromatina de las células infectadas.
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Etapas mdltiples de la carcinogénesis cervical

Infeccién pasajera Persistencia viral del HR-HPV

Infeccién Pro
Normal — Infectado por HPV

Cérvix +«——  (énix
Remocién

69

Figura 5.2. FI desarrollo del cancer cervical ocurre en etapas mdiltiples y en un periodo de 10 a
15 anos, lo cual permite el diagnéstico histopatolégico y molecular de las lesiones preneoplésicas.
Afortunadamente, la mayoria de estas lesiones regresan en forma espontdnea y sélo un pequerno
porcentaje progresa a cancer invasor.

(Fuente: tomado de: Schiffman M et al. Lancet. 2007:370:890-907.)

Dado que en la carcinogénesis cervical intervienen: a) genes ce-
lulares regulados tanto genética como epigenéticamente y b) oncoge-
nes virales (E6 y E7) que alteran diferentes procesos celulares, como
la estabilidad gendmica y el paisaje epigenético de la célula infectada,
es necesario dar algunos detalles sobre los factores que siguen.

Regulacion genética y epigenética

En el desarrollo de un tumor maligno participan factores genéticos
(mutaciones en protooncogenes celulares y en genes supresores de
tumor) y factores epigenéticos que llevan a una expresion alterada
de cientos de genes celulares (Figura 5.3). Estos genes normalmente
controlan importantes procesos como ciclo celular, diferenciacion,
apoptosis, metabolismo celular, respuesta inmune y uniones inter-
celulares, entre otros.® La expresion alterada (aumentada o dismi-
nuida) de genes puede ocurrir muy temprano en el desarrollo del
cancer y constituir una base importante, tanto en el diagnostico
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Figura 5.3. En el desarrollo de un tumor maligno participan factores genéticos (mutaciones en
oncogenes celulares y en genes supresores de tumor) y factores epigenéticos (donde no hay mutaciones
o cambios en la secuencia del gen) que llevan a una expresion alterada de cientos de genes celulares.
Estos genes normalmente controlan importantes procesos como ciclo celular, diferenciacién, apoptosis,
metabolismo celular, respuesta inmune y uniones intercelulares, entre otros.

(Fuente: tomado de: Gariglio P. Oncogenes and tumor suppressor genes. Editorial Bentham Science Publishers.)

como en la terapia de las neoplasias humanas.”" Lo que es de gran
relevancia en este campo es el hecho de que la activacion o inhibi-
cion de la expresion de los genes regulados epigenéticamente puede
ser reversible y cambiar conforme a factores ambientales. >4

Entre las alteraciones genéticas, podemos mencionar las muta-
ciones que activan protooncogenes, como myc y ras (frecuentes en
cancer humano), y las que inactivan genes supresores de tumor, como
retinoblastoma (rb) y p53, que es el gen que se encuentra mutado con
mayor frecuencia en cancer.’> Dado que muchas proteinas oncogénicas
y supresoras de tumor funcionan directa o indirectamente como fac-
tores de transcripcion cambiando la expresion de un elevado nimero
de genes blanco, las mutaciones que alteran la funcion de estos genes
constituyen una base importante en el desarrollo del cAncer humano.

En relacion con los mecanismos de regulacion epigenética en
cancer, tenemos la metilaciéon del DNA en las islas CpG de las regio-
nes promotoras de los genes, la cual apaga (inhibe) la expresion de
genes supresores de tumor. Otro mecanismo por el que se inhibe la
expresion de estos genes es la desacetilacion de histonas asociadas
con sus regiones promotoras,'3® mediante desacetilasas de histonas
o0 HDAC (histone deacetylases). La inhibicion de la expresion de los
genes supresores de tumor, ya sea por metilaciéon de sus regiones
promotoras o mediante desacetilacion de las histonas de estas regio-
nes, constituye un paso muy importante en carcinogénesis.””* Estos
mecanismos epigenéticos son reversibles mediante metiltransfera-
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sas de DNA y desmetilasas de DNA, o bien, por medio de HDAC y
HAT (histone acetyl transferases). La inhibicion de HAT o aumen-
to en la actividad de HDAC llevaria a una baja expresion de genes
supresores de tumor. La metilacion de las histonas también desem-
pefa un importante papel en la expresion de genes relacionados con
cancer.' Asi, la trimetilacién de la histona H3 en la lisina ubicada en
la posicion 4 de la cadena polipeptidica (H3K4Me3) puede activar la
expresion de oncogenes, en tanto que la trimetilacion de las lisinas
en las posiciones 9 y 27 de esta misma histona (H3K9Me3/H3K-
27Me3) inhibe la expresion de genes supresores de tumor (Figuras
5.4y 5.5). Estos cambios epigenéticos los introducen HMT (histone
methyl transferases) y son totalmente reversibles mediante la acti-
vidad de las HDMT (histone demethylases).

Un interesante ejemplo en el diagnoéstico molecular del can-
cer se relaciona con la regulacion epigenética de p16 (gen supresor
de tumores); este gen se encuentra poco expresado (“apagado”) en
muchos canceres humanos debido a la metilacion de su region pro-
motora. Sin embargo, esti sobreexpresado en CaCu, de modo que
constituye un importante biomarcador molecular para diagnostico.
A medida que avanzan las lesiones cervicales, la sefial de p16 (facil
de medir) se intensifica, ya que su regién promotora se activa por
mecanismos epigenéticos que involucran la desmetilaciéon de his-

(pG Cpg

Figura 5.4. La activacién o inhibicién de la expresién de los genes regulados epigenéticamente puede
ser reversible y conforme a mecanismos especificos, como metilacion/desmetilacion del DNA en regiones
promotoras, acetilacién/desacetilacion de las histonas y metilacion/desmetilacion de las histonas cercanas
dentro de las regiones promotoras.
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Figura 5.5. Los oncogenes se activan (se “prenden”) y los genes supresores de tumor se inactivan
(se “apagan”) mediante mecanismos epigenéticos. Esto ocurre a tiempos muy tempranos en el desarrollo de
lesiones precancerosas y puede ayudar a la deteccién de biomarcadores importantes en Diagnéstico Molecular.

tonas (véase mas adelante).2°?5 Lo anterior sugiere que los meca-
nismos moleculares relacionados con la carcinogénesis cervical son
similares, pero no idénticos, a los de otros canceres humanos.

Tomemos otro valioso ejemplo en diagnostico molecular del can-
cer y en particular del CaCu, el caso del gen supresor de tumores p53.
Como mencionamos antes, este gen con frecuencia se encuentra mu-
tado en todo tipo de cancer, excepto en CaCu, donde no est4d mutado,
pero en esta neoplasia la proteina p53 se encuentra inactivada por una
oncoproteina viral (véase mas adelante). Lo que es comtn entonces
para el desarrollo del cancer en general es la inactivaciéon por muta-
ci6n o por degradacion de la proteina supresora de tumor p53.2¢-28 Algo
parecido ocurre con el gen b y con la proteina supresora de tumor co-
nocida como pRb (proteina retinoblastoma), que en células normales
inhibe el ciclo celular al secuestrar ciclinas y factores de transcripcion,
como E2F, en la fase G1 del ciclo celular,?3° pero que esta inactivada en
CaCu por una oncoproteina viral (véase mas adelante).

En otras palabras, lo anterior reconfirma que los mecanismos mo-
leculares son semejantes en el desarrollo de cualquier tipo de cancer,
pero que hay caracteristicas especificas e interesantes en el caso del
cancer cervicouterino. Alin més, dada la etiologia viral del CaCu y la
relativa facilidad con la que se pueden estudiar sus etapas, el estudio
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Nucleosomas del SV40 son transcritos

Nucleosomas

Figura 5.6. Se demuestra por primera vez que las histonas pueden estar presentes en genes
activos en transcripcion, lo que sugiere que estas importantes proteinas deberian de sufrir alteraciones

postraduccionales para permitir el paso de la polimerasa de RNA. 73

de este cancer esté sirviendo de modelo para entender el desarrollo de
otros carcinomas. El estudio de los cambios epigenéticos reversibles
en las histonas presentes en las regiones promotoras de los oncogenes
y de los genes supresores de tumor puede tener implicaciones impor-
tantes en la terapia del cancer. Como podemos ver, han pasado més
de 30 afios desde la época en que se demostré que las histonas no
siempre inhiben la sintesis del RNA mensajero y que (contrario a lo
que se pensaba) pueden estar presentes en genes activos en transcrip-
ci6n3' (Figura 5.6). Dado que las histonas son potentes inhibidores de
la transcripcion, la observacion anterior implicaba que estas molécu-
las debian de sufrir importantes cambios epigenéticos para permitir la
actividad de la polimerasa de RNA en los genes eucarionticos.

Los oncogenes virales E6 y E7
La oncoproteina E6

Esta proteina inhibe apoptosis usando distintos mecanismos.3*33 E6
interactia y degrada muchas proteinas celulares, como la proteina
supresora de tumores p53 y otras proteinas involucradas en apopto-
sis, inmortalizacion, proliferacion, transformacion celular, adhesion
y metabolismo celular.3 La pérdida de la actividad de p53 debida a la
proteina E6 de HR-HPV asegura que la célula epitelial cervical pro-
lifere sin control y no se muera por apoptosis.33353¢ Otra forma en la
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que E6 degrada a p53 es mediante la unién e inhibicion de la acetilasa
de histonas (HAT) p300, lo que causa desacetilacion e inestabilidad
de p53. Obviamente, la inhibicion de la HAT p300 por la oncoprotei-
na E6 también causa cambios en las histonas asociadas con la cro-
matina, lo cual lleva a la desacetilacion de histonas e inhibicién de la
region promotora de genes supresores de tumor.3”

E6 también inhibe apoptosis por mecanismos distintos
de p53, por ejemplo mediante la degradaciéon de Bak o de Bax,
proteinas proapoptoésicas que inducen la formacién de poros y
la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria durante el ini-
cio de la cascada apoptosica intrinseca. E6 también causa la in-
activacion proteolitica de otras proteinas proapoptdsicas como
FADD, procaspasa 8 y c-myc. Esta oncoproteina viral pue-
de activar survivina, una importante proteina antiapopsoésica
que inhibe caspasa 9. Debido a que p53 es un potente inhibi-
dor de la region promotora (desmetilada) del gen que codifica
para survivina, la degradaciéon de p53 por E6 puede explicar en
parte la activacion de survivina por esta oncoproteina viral.s®
La proteina E6 de los HR-HPV inhibe, ademas, la via extrin-
seca de apoptosis al unirse a los receptores de muerte TNFR-1
y al inducir CIAP-2 (del inglés cellular inhibitor of apoptosis
protein 2).33

Ademés, E6 de HR-HPV posee un motivo de unién (aproxima-
damente cinco aminoacidos) a proteinas que presentan dominios
PDZ, el cual es critico para la transformacion celular.?® La degra-
dacion de algunas proteinas con dominios PDZ por E6 de HR-HPV
induce proliferacion celular y rompe uniones intercelulares, lo cual
es necesario en carcinogénesis.*° Hace poco determinamos que
in vivo, en el ratén transgénico Ki4E6, la oncoproteina E6 de
HPV16 puede aumentar la actividad de la via Wnt/[-catenina; esto
constituye un paso importante en carcinogénesis.# Asimismo, em-
pleando el mencionado ratén transgénico, demostramos que bajo
ciertas condiciones la oncoproteina E6 induce la internalizaci6on de
proteinas involucradas en uniones intercelulares.+

Otro mecanismo importante en el CaCu es aquel que se re-
laciona con el aumento en la actividad de la telomerasa debido
a E6 de HR-HPV,#44 permitiendo a las células transformadas
dividirse las veces que lo deseen, es decir, pasan a ser inmorta-
les.454% Las anteriores son algunas de las multiples funciones de
la oncoproteina E6 que le permiten cooperar con E7 en la trans-
formacion del epitelio cervical.
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La oncoproteina E7

Esta pequefia oncoproteina viral (98 aminoacidos) se une e inactiva
tanto a la proteina supresora de tumor retinoblastoma (pRb) como a
otras proteinas relacionadas con pRb (p107 y p130).44 La inactiva-
ciéon de pRb por E7 induce la liberacion de ciclinas y del factor trans-
cripcional E2F, lo que favorece la expresion de genes de proliferacion
y el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. La unién directa de
E7 a E2F activa este importante factor transcripcional y causa la acti-
vacion de las ciclinas A y E;7495° atin mas, E7 bloquea la actividad de
p21y p27, potentes inhibidores de las CDK. Esta oncoproteina viral
también aumenta la expresion de Cdc2s, una fosfatasa celular onco-
génica que remueve grupos fosfato inhibitorios de cdk235 y ademas
se asocia con la forma desfosforilada de cdk2.

Otra propiedad de la oncoproteina E7 es la de inducir inestabili-
dad genomica con lo que el genoma celular adquiere mutaciones en
oncogenes y genes supresores de tumor para el desarrollo del fenoti-
po maligno. Lo anterior, constituye otro paso importante en el desa-
rrollo del CaCu que complementa una serie de cambios epigenéticos
inducidos por las oncoproteinas virales. Por ejemplo, recientemente
se encontr6 que la oncoproteina E7 induce la expresiéon de la HDMT
llamada KDM6B,5' esta es una importante desmetilasa de histonas, la
cual remueve grupos metilo que se comportan como inhibidores de la
transcripcion cuando se encuentran unidos a la lisina 27 de la histona
H3. Este tipo de regulacion permite entender la activacion transcrip-
cional del gen p16, ya que la region promotora de tan importante gen
supresor de tumores, se inhibe por metilacion tanto del DNA como de
la histona H3 en la lisina (H3K27Me3).27:5452

En presencia dela oncoproteina E7,la proteina p16 yano puede
bloquearelciclo celular porque E7 destruye a pRb, que es una protei-
nablanco de p16.2°25 Es decir, p16 acttia “rio arriba” tratando de blo-
quear el ciclo celular en lugares desbloqueados previamente por E7;
aun en presencia de grandes cantidades de p16, el ciclo celular si-
gue avanzando, por lo que este potente inhibidor del ciclo celular
(p16) se acumula durante el desarrollo del CaCu y es importante
en el diagnodstico molecular de esta enfermedad. Ademaés de la in-
duccién de KDM6B, la proteina E7 interacttia y bloquea la HDAC
de clase I; la oncoproteina E7 se asocia con la proteina Mi2, un
componente del complejo NURD con actividad de HDAC, con
esto no solamente se inhibe HDAC, sino que se promueve el creci-
miento celular.
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En nuestro laboratorio, en colaboraciéon con el doctor Paul
Lambert (Madison, Wisconsin, EU) estamos estudiando cambios
tempranos en la expresion de genes que pueden tener importan-
cia en el diagnostico molecular e incluso en terapia epigenética del
CaCu.5+%5 Empleamos un sistema modelo murino (ratones hem-
bra transgénicas K14E7), que al aplicarle una dosis fisiologica de
estrogenos (173-estradiol) administrada en forma croénica (libera-
cion prolongada) durante 6 meses, desarrolla CaCu a los 7 meses de
edad.5*5” Hemos observado que cuando los ratones Ki4E7 tienen 1.5
meses de edad (equivalentes a una mujer de aproximadamente 15
anos, infectada por HR-HPV) se sobreexpresan 112 genes y se inhi-
be la expresion de 253 genes en el cérvix, respecto a la situacion del
correspondiente tejido control (cérvix de ratones FvB de 1.5 meses
de edad).>* Estos genes estan relacionados con diferentes procesos
celulares (Figura 5.7); por citar sdlo un ejemplo, el gen supresor de
tumor Dmbt 1 (involucrado en la respuesta inmune, en particular en
inflamacién) reduce su expresion entre 10.6 veces (segiin nuestro
microarreglo) y 16.3 veces (segin RT-qPCR) (Figura 5.8).

En la Figura 5.9 (inmunohistoquimica), podemos ver que este po-
sible marcador temprano de CaCu disminuye con fuerza su expresion
en ratones hembra Ki4E7 de 1.5 meses de edad.>* Usando el mencio-
nado sistema modelo murino (pero a los 4 meses de edad y a 3 meses
de tratamiento con estrogenos), observamos que en el raton hembra
que va en camino de desarrollar CaCu aumenta la expresion de 148 ge-
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Figura 5.7. En el ratén hembra K14E7 de 1.5 meses de edad, se altera la expresién de genes que
regulan importantes procesos celulares. La expresién de estos genes puede ayudar en el diagnéstico
molecular del cancer cervicouterino.

(Fuente: Ibarra-Sierra E, et al. Virology. 2012 433:337-45)

Academia Nacional de Medicina



Expresion relativa del mRNA (cérvix)
ratén hembra K14E7 de 1.5 afos de edad

5
-_-_i_-_-_-_l Gen Microarreglo RT-gPCR
s ! 7 l% Dmb1 106 163
g Seen3 16 16
% -5 Pparg -18 23
3 Z Hed17p2 46 -6.4
< Ated? 15 21
S Mcm2 16 18
IS Mcm3 17 34
= Mcmé4 16 26
Mcm5 17 32
Mcmé 18 14
Lefl 18 26
20 s — : — ; —
> 5& L

& v J D » O o
& Y
ratonas

Validacién PCR en tiempo real de genes seleccionados expresados de manera diferencial
en tejido cervical de ratones transgénicas y no transgénicas K14E7

Figura 5.8. En el céix de los ratones hembra K14E7 de 1.5 meses de edad, la expresion diferencial
de genes obtenida por medio de microarreglos de DNA se reconfirmé mediante la cuantificacién de los
niveles de RNA mensajero por RT-PCR en tiempo real.

(Fuente: Ibarra-Sierra E, et al. Virologia. 2012 433:337-45.)

Ratones hembra de 1.5 meses de edad

No transgénica K14E7

Anélisis inmunohistoquimico de la expresién Dmbt1 en el tejido cervical

Figura 5.9. En el céix de los ratones hembra K14E7 de 1.5 meses de edad, los niveles de proteina
Dmbt1 estan fuertemente disminuidos. La deteccion de niveles bajos de la proteina Dmbtl1 puede servir
como biomarcador diagndstico en etapas muy tempranas del desarrollo del cancer cervical.

(Fuente: Ibarra-Sierra E, et al. Virology. 2012 433:337-45.)

Estado del Arte de la Medicina 2013—2014: Biologia Médica



78

nes e inhibe la expresion de 67 genes.> El proceso mas afectado por la
hormona fue la respuesta inmune y el mas afectado por E7 fue el meta-
bolismo celular.5 Este sistema modelo murino es excelente para estu-
diar las diversas variables (hormonas, tabaco, nutricion, carcin6genos,
etc.) involucradas en las distintas etapas del desarrollo del CaCu. Asi-
mismo, empleando este sistema podremos detectar nuevos biomarca-
dores tempranos de importancia en diagnostico y tratamiento.

Por lo que se ha mencionado, la deteccion del DNA de los HR-
HPV es importante en el diagnostico molecular del CaCu, pero dado
que esta deteccion no puede separar una infeccidon transitoria de
una persistente, es necesario desarrollar métodos de diagndstico
que identifiquen las infecciones virales que realmente lleven al de-
sarrollo de lesiones cervicales preneoplasicas y al CaCu.

En conclusién, hemos visto que en etapas tempranas del desa-
rrollo del CaCu la expresion de los oncogenes de los HR-HPV puede
llevar a inestabilidad genémica y a cambios en la regulacion epi-
genética de genes celulares involucrados en el CaCu, observaciones
que llevaran a mejorar el diagnoéstico molecular de esta neoplasia.
Dado que la inhibiciéon o la activacion de los genes que se regulan
epigenéticamente son reversibles, este tipo de estudios puede cons-
tituir una estrategia importante en la terapia de esta enfermedad.
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Aprovechamiento biotecnol6gico de genes
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En su concepcidon moderna, la biotecnologia es la manipulacion gené-
tica de los microorganismos, plantas y animales para hacer productos
y procesos que beneficien al hombre. Las técnicas pilares de esta revo-
luci6n en la biotecnologia permitieron desde mediados de la década de
los afios setenta aislar y manipular genes (tecnologia del DNA recom-
binante o ingenieria genética), poniendo a disposicion de los investiga-
dores herramientas para fabricar en bacterias proteinas de origen eu-
cario6tico con utilidad terapéutica, como vacunas, enzimas y hormonas.
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La hormona del crecimiento humano de 22 kDa (HGH22Kk) es
uno de los productos fabricados por ingenieria genética reconocido
como pionero y de gran importancia para la industria farmacéutica,
pues ademas de ser la cura para el enanismo hipofisiario, gracias a
su facil disponibilidad se ha empezado a usar como anabdlico en el
atletismo, en la prevencién de sintomas de la vejez y en el tratamien-
to de traumatismos. Sin embargo, no sucede lo mismo con el resto
de las proteinas e isoformas pertenecientes a la familia: la isoforma
hipofisiaria de 20 kDa (HGH20k), la variante placentaria (HGHV), la
isoforma también de 20 kDa de esta altima (HGHV20Kk) y el lactoge-
no placentario (HPL), ahora nombrado como somatomamotropina
coridnica humana (HCS). En parte por ello, ain se desconoce mucho
sobre sus funciones, mecanismos de accién y potencial farmacéutico.

En los ltimos afios, en nuestro laboratorio hemos clonado y
expresado en forma transitoria en cultivo celular todos los genes del
complejo hGH-hCS y hemos estudiado los factores que afectan sus
niveles de expresion.! A la par, hemos buscado sobreproducirlas para
practicar estudios comparativos de sus propiedades. En esto tltimo,
primero tuvimos éxito produciendo la HGH22k en bacterias.

Sin embargo, conscientes de las limitaciones del sistema bac-
teriano para plegar, procesar y producir en forma biolégicamente
activa proteinas extranas, cambiamos de hospedero; encontramos
buenos resultados al utilizar la levadura metilotrofica Pichia pas-
toris. El presente capitulo muestra los logros obtenidos al construir
nuevas cepas de P. pastoris productoras de las hormonas HGH 22k
y su isoforma HGH20k, asi como la HGHV y la HCS.

Las GH pertenecen a una familia de proteinas con similitud es-
tructural y algunas funciones comunes. Dentro de ella, se encuentran
también la prolactina (Prl), la somatolactina (SL), la somatomamotro-
pina coriénica (CS) o PL, la proliferina (PLF) y proteinas relacionadas
con Prl (PLP).2 Esta familia representa uno de los grupos proteicos
fisiol6gicamente mas diversos que han evolucionado por duplicacion
génica. Los dos miembros mas estudiados de la familia han sido la GH
y la Prl, habiendo sido descritas desde los peces primitivos hasta los
mamiferos; sin embargo, los otros miembros de la familia no estan dis-
tribuidos con amplitud, asi como tampoco se han estudiado mucho.

Por lo que se refiere en especifico a las GH, hemos expresado
en cultivo celular las isoformas HGH22k y HGH20k.3 La primera
es el producto mas abundante en hip6fisis, mientras que la segunda
constituye entre 10 y 15% de la hormona circulante.# Recientemen-
te, también hemos iniciado estudios de la expresion de la variante
placentaria (HGHV).5

Estado del Arte de la Medicina 2013—2014: Biologia Médica

79



80

De la misma manera, y recurriendo al empleo de la reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR) con oligonucle6tidos consensos, hemos ais-
lado varios nuevos genes y DNA complementarios (cDNA) de un buen
namero de GH, sobre todo de mamiferos.®

Usos de la HGH recombinante

Como ya se comentd, ademas de ser la cura para el enanismo hipo-
fisiario, la HGH22k se emplea como anabdlico en el atletismo y en
el tratamiento de traumatismos por sus propiedades regenerativas’
(Cuadro 5.1). De manera interesante, en 1998 la revista Time dio a

Cuadro 5.1. Nuevas funciones atribuidas a la HGH22k.

Inmunidad y cicatrizacion

Resistencia a enfermedades comunes
(apacidad de cicatrizacién
Cicatrizacién de lesiones antiguas
(icatrizacién de otras lesiones
Tratamiento de Ulceras

Factores sexuales

Duracién de la ereccién

Aumento de la libido
Potencia/frecuencia de la actividad
sexual

Frecuencia de la miccién nocturna
Regulacién y control del ciclo menstrual
Bochornos y sintomas asociados
Efectos positivos en el sistema repro-
ductivo

Incremento del volumen de la leche
materna

Fuerza y tono muscular

Aumenta la fuerza muscular
Promueve la ganancia de la masa
muscular

Proporciona energia en general

Grasas

Remocién de 4cidos grasos

Eleva los niveles de colesterol “bueno”
(HDD)

Reduccién de grasa

Piel y pelo

Elasticidad de la piel.
Engrosamiento de la piel
Textura de la piel
Crecimiento de pelo nuevo
Desaparicién de arrugas
Hidratacion de la piel

Funcién mental

Estabilidad emocional
Memoria

Aspecto general y actitud
Energia mental y claridad
de pensamiento

Sistema circulatorio

Mejora la circulacién

Estabiliza la presién sanguinea
Mejora el funcionamiento

del corazén

Hueso

Aumenta la flexibilidad en la
espalda y articulaciones
Tratamiento de fracturas 6seas
Tratamiento de osteoporosis
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conocer noticias sobre los efectos que se le estan descubriendo a
esta hormona para contrarrestar algunos problemas de la vejez.
Todavia mas, se sospecha que algunas de las variantes naturales
menos abundantes de la hormona, como la HGH20k, pudieran re-
tener las propiedades deseables de la hormona principal y carecer
de las otras indeseables de ésta, como el efecto diabetogénico que
se desencadena con su uso prolongado.®

Principales miembros de la familia HGH

A continuacién se proporciona una descripcion de los principales
miembros de la familia HGH.

HGH22k. Esta isoforma es el producto principal del gen deno-
minado hGH-N y es responsable del crecimiento posnatal, asi
como también un importante modulador del metabolismo de
carbohidratos, lipidos, nitrégeno y minerales. Es la hormona
mas conocida y la tinica comercializada de los miembros de la
familia HGH.

HGH20k. Ademas del RNA mensajero (mRNA) de la HGH22k, una via
alternativa del procesamiento del transcrito primario del gen hGH-N
genera un segundo mRNA responsable de la produccién de HGH20k,
cuyo menor tamarno se debe a la carencia de los residuos aminoacidi-
cos correspondientes a las posiciones 32-46 de esta hormona, lo que da
como resultado una proteina de 176 residuos aminoacidicos.

Esta isoforma constituye aproximadamente 10% de toda la GH de
la hipofisis y aunque no se ha demostrado que sea el agente etio-
logico de alguna enfermedad conocida, se sabe que sus niveles son
significativamente més altos en pacientes con acromegalia activa y
en pacientes con anorexia nerviosa.?

La administracion de la HGH20k exdgena suprime la secrecion endo-
gena de la HGH22k en sujetos sanos, lo que sugiere que la regulacion
de la secrecion de ambas hormonas es fisiologicamente similar.® Ha-
llazgos in vitro sugieren que ambas hormonas pueden estimular por
igual la remodelacion de hueso y permitir los efectos anabolicos sobre
tejido esquelético, cuando son administradas in vivo a animales de
laboratorio."

HGHYV. Del gen hGH-V también se derivan varias isoformas. El
mRNA mas abundante de este gen en la placenta a término co-
difica también para una isoforma de 22 kDa. Una isoforma
menos abundante (HGHV2) retiene el cuarto intréon que codi-
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ficaria para una proteina de 26 kDa que se anclaria a la mem-
brana y podria tener una accién local.* También de la isoforma de
22 kDa se derivaria una de 25 kDa por glucosilaciéon en el residuo
140 de asparagina.’**® Finalmente, dos nuevos transcritos de este
gen se han identificado hace poco: uno de ellos produciria una pro-
teina de 20 kDa y el otro, conocido como hGH-V3, una de 24 kDa*
(Cuadro 5.2).

Durante el embarazo, mientras que la HGH22k de la pituitaria des-
aparece de manera progresiva de la circulacion materna hasta alcanzar va-
lores indetectables a las 24 0 25 semanas, los de la HGHV se incrementan
en forma sostenida hasta el momento del parto, lo que sugiere que lleva a
cabo un papel clave durante la gestacion humana.’>*® Ademas, se ha en-
contrado que en casos de retardo en el crecimiento intrauterino (IUGR),
los niveles circulantes de HGHV medidos entre la semana 31 y 1a fecha del
parto son menores que los reportados para embarazos normales."”

Aunque la funcién de la HGHV no esté definida con claridad, su
actividad biologica ya ha comenzado a ser estudiada, y se le ha clasifi-
cado en dos categorias generales, las cuales se explican a continuacion.

. Actividades somatogénicas: implican el crecimiento lineal de hue-

so y alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos; efectos
que en parte son mediados por la generacion local y hepatica del
factor de crecimiento semejante a insulina-I (IGF-I). La actividad
somatogénica de la HGHV ha sido estudiada por estimulacion de la
ganancia de peso corporal en ratas hipofisectomizadas, reportan-
dose un incremento lineal comparable al inducido por la proteina
HGH22k.2°

. Actividades lactogénicas: incluyen la estimulacion de la lactacién

y las funciones reproductivas.? La actividad lactogénica de esta

Cuadro 5.2. 1soformas de HGH-V generadas por splicing altemativo

Isoforma
HGHV22k
HGHV25k
HGHV2
HGHV20k
HGHV3

Tamano Longitud Caracteristica

22 kDa 191 aa Isoforma principal

25 kDa 191 aa Version glucosilada de la HGH22k

26 kDa 230 aa Retiene el cuarto intrén

20 kDa @ 176 aa Delecion de los residuos aa 32 a 46

24 kDa @ 219 aa Procesamiento alternativo a nivel del exén 4

3S6lo se han identificado los mRNA que las codifican.
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misma hormona ha sido estudiada empleando un modelo celular
(mediante la respuesta mitogénica de células Nb2) y se reporta
una respuesta paralela a la generada por HGH22k, pero significa-
tivamente menor.*

Por tdltimo, aunque niveles bajos de esta hormona se han aso-
ciado con retardo del crecimiento intrauterino, también se han re-
portado casos de embarazos con delecion del gen hGH-V, pero sin
patologia alguna aparente.??

Somatomamotropina corionica humana

Aparte de los dos genes hGH (normal y variante), tres hCS comple-
mentan la familia multigénica hGH-hCS del genoma humano y se
acomodan en el siguiente orden: hGH-N, hCS-1, hCS-2, hGH-V y
hCS-3.2324 (Ver seccion de Pérez-Maya et al.). Mientras que el hCS-1
es un seudogen, el hCS-2 y el hCS-3 son muy activos en placenta e in-
teresantemente las versiones maduras de las hormonas que codifican
son idénticas.?

La HCS se detecta en suero materno a partir de la cuarta semana
de gestacion, y se incrementa a lo largo del embarazo de manera li-
neal, hasta alcanzar niveles de produccion de hasta un par de gramos
diarios al final de la gestacion. Interviene en el metabolismo materno
en favor del feto, pues aumenta la secreciéon de insulina, disminuye
la tolerancia a la glucosa, retiene el nitrogeno de la madre durante el
embarazo. Estas acciones dan como resultado una elevaciéon de la glu-
cosa y los aminoécidos en la circulacion materna, mismos que utiliza
el feto para su desarrollo; ademés, genera acidos grasos libres por su
efecto lipolitico, que son usados como fuente de energia por la madre,
y de esta manera el feto puede disponer de glucosa durante el ayuno
materno; finalmente, carece de actividad promotora del crecimiento
y de la adipogénica.

Pichia pastoris como sistema de expresion

Las levaduras ofrecen lo mejor de los dos mundos, pues ademas
de realizar algunas de las modificaciones postraduccionales comu-
nes a los organismos superiores, son casi tan faciles de crecer en
matraces y biorreactores como las bacterias, empleando medios de
cultivo simples y baratos.2
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Pichia pastoris es una levadura metilotrofica (capaz de cre-
cer en metanol como tnica fuente de carbono) que lleva a cabo
modificaciones postraduccionales, produce niveles de proteinas
recombinantes de uno a dos 6rdenes de magnitud por encima de
Saccharomyces cerevisiae,?*® es capaz de secretar proteinas hete-
rologas al medio de cultivo (donde los niveles de proteinas nativas
son muy bajos) y, en contraste con S. cerevisiae, puede cultivarse a
densidades celulares de méas de 100 g/L de peso seco.?

El promotor del gen de la enzima alcohol oxidasa 1 (aox1) de
P. pastoris es uno de los que méas se emplean para dirigir la sinte-
sis de proteinas recombinantes. Es tan fina su regulaciéon que, en
presencia de otra fuente de carbono que no sea metanol (p. €j., gli-
cerol o glucosa), el sistema esta apagado por completo, bastando
reemplazar dicha fuente por metanol para encenderlo. Ademas, se
cuenta ya con protocolos para transformar con facilidad a la levadu-
ra con el plasmido que porta el promotor y el gen de la proteina de
interés. Tal transformacion se efectia con una version linearizada
de dicho plasmido en regiones génicas que comparte con el genoma
de la levadura, lo que estimula su integracion por recombinacion
homologa en el mismo, donde se mantiene y propaga de manera
estable (www.invitrogen.com).

Como continuacion de este esfuerzo innovador, y buscando de-
sarrollar tanto la infraestructura como la experiencia para producir
y purificar las GH obtenidas en nuestro laboratorio, identificamos
como una necesidad cientifica y una ventaja tecnolégica el construir
y evaluar nuevas cepas de P. pastoris productoras de todas las pro-
teinas de la familia de la HGH.

Se obtuvieron los DNAc en calidad y cantidad adecuadas con
los que se integraron los casetes de expresion para cada GH y el
HCS en los plasmidos correspondientes. Especialmente ttiles resul-
taron los oligonucleétidos disefiados para la reaccion en cadena de
la polimerasa de cada DNAc, y dejaron a cada uno de los amplico-
nes listo para su integracion en dichos casetes en la fase de lectura
correcta. Se seleccionaron las transformantes candidato para cada
caso y se verificaron por PCR. El producto de la reaccion se visualizo
en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Después de ha-
ber inducido al promotor aox-1 con metanol para que produjera la
hormona para cada caso, se analiz6 el medio de cultivo para resolver
y visualizar las proteinas por SDS-PAGE y cuantificarlas por la téc-
nica de Bradford. Los resultados fueron alentadores, pues se logré
producir la HGH22k en abundancia con la masa, procesamiento,
estructura y actividad biolégica esperadas (Figura 5.10).
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Las cepas que mejor produjeron fueron la HGH22k y la HCS,
mientras que las menos productoras resultaron ser HGH20k y
HGHV. Al ensayar la actividad biol6gica de las cepas, la de HGH22k
mostro actividad adipogénica y las HGHV y HGH22k, actividad mi-
togénica. En el ensayo de un esquema de purificacion, se trabajo con
el HCS y HGH22k mediante cromatografia de intercambio ani6ni-
co. Y para la HGH22k, ademas, se efectuaron ensayos de purifica-
cion mediante cromatografia de filtracién en gel resultando en una
semipurificacion superior a 85%.

Plataformas biotecnoldgicas de laboratorio

Nuestro innovador sistema de produccion de estas hormonas basa-
do en P. pastoris ofrece sin duda ventajas considerables, entre las
que destacan las siguientes:

a) Se secretan sin residuos extra y en las formas maduras idénticas a
las naturales

(Clonacién Expresién

S P AL,

Figura 5.10. Nuevo proceso para producir hormona de crecimiento humana. Se ilustra la construccion
del casete de expresion y su insercién en el genoma de la levadura (clonacion); la induccién de su
expresion y la deteccién inmunolégica de la hormona en el medio de cultivo (expresién); la secuenciacion
de su extremo aminoterminal (identificacion) y la demostracion de su actividad biolégica (bioensayo).
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b) Se encuentran en forma abundante en el medio de cultivo
¢) Retienen su actividad biolégica
d) Aun sin purificarlas, son susceptibles a ensayos de sus actividades

A pesar de que los casetes de expresion de las cepas productoras
de GH y HCS son muy similares en secuencia, los resultados arrojaron
diferencias claramente apreciables en cuanto a cantidad de hormona
producida. Aunque no se descarta que esto se deba a variaciones en el
numero de casetes de expresion insertados en el genoma de la leva-
dura o a requerimientos diversos de los parametros de optimizacion
de las condiciones de produccion de cada clona, es probable que se
deba también a las diferencias nucleotidicas que manifieste cada cepa
recombinante en particular. Por ello, que sera interesante asociar és-
tas con los rendimientos y aprender mas de esta correlacion.

En general, en el ensayo adipogénico y mitogénico puede verse
que el estandar resulté més activo que las HGH22k y HGHV pro-
ducidas en nuestro laboratorio, debido probablemente a que éstas
no estan puras y pudieran contener ain sustancias del medio de
cultivo que interfieren en los bioensayos. Por eso fue necesario de-
sarrollar un esquema de purificacién para HGH22k y el HCS con
resultados aceptables. Ademas, para el caso del efecto mitogénico,
las diferencias entre HGH22k y HGHV reportadas con anterioridad
se han atribuido a la distinta afinidad de ambas hormonas por el
receptor de la prolactina.°

Por todo lo anterior, el presente esfuerzo representa un paso
importante e indispensable para impulsar las investigaciones ten-
dientes a evaluar los posibles usos de estas nuevas hormonas en
la industria farmacéutica. De antemano, el disponer de ellas con
tales caracteristicas permitira, por ejemplo, elaborar anticuerpos
y desarrollar estuches para su deteccion por técnicas inmunocuan-
titativas, entre otras. Por tltimo, el hecho de poder fabricarlas to-
das juntas y en el mismo sistema de producciéon representa una
oportunidad invaluable para realizar estudios comparativos de sus
propiedades biologicas.

Los resultados encontrados avalan que el sistema de Pichia
pastoris constituye una buena alternativa al sistema tradicional de
Escherichia coli. El reto que en la actualidad perseguimos en nues-
tro laboratorio es llevarlo a planta piloto y complementarlo con un
esquema de purificacion y caracterizacion acordes.

Se desarrollaron plataformas biotecnologicas que van desde
la construccién de las cepas productoras de las hormonas de inte-
rés, su recuperacion y purificacion, hasta el ensayo de su actividad
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biologica. Con tales plataformas, fue posible elaborar todas las hor-
monas recombinantes bioldgicamente activas. Con la tecnologia de-
sarrollada, hemos adquirido capacidad para avanzar hasta el escala-
miento de la produccion de las GH de interés médico; prerrequisito
éste para poder ensayar las actividades biol6gicas en animales de
laboratorio. Estos logros nos dan la capacidad de generar tecnologia
propia nacional por lo pronto e internacional en un futuro.
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Diagndstico con genes
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Hugo Alberto Barrera Saldana

El conocimiento generado durante la ejecucion del proyecto del
genoma humano (1998-2001) y las herramientas tecnologicas que
se han desarrollado a la par de éste han contribuido a que el desa-
rrollo de pruebas diagnosticas de enfermedades utilizando material
genético (DNA y RNA) se haya acelerado enormemente. Los labo-
ratorios de investigacion fueron los que en un inicio impulsaron la
integracion de los métodos moleculares a la practica clinica, pero
en la actualidad éstas han impactado también a los laboratorios de
patologia y bioquimica clinica.

En nuestros dias, el Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leon (UANL) cuenta con una Unidad de Diagnostico Mo-
lecular (UDM) que dedica sus servicios de deteccion de mutaciones
génicas a médicos e instituciones de salud y otras instancias que le re-
fieren pacientes. Asi como con una Unidad de Biotecnologia Médica
(UBM), cuyos servicios estan dirigidos a atender necesidades en mate-
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ria de servicios analiticos, procesamiento y preservacion de muestras
(biobanco) y proyectos de desarrollo tecnoldgicos por demanda de los
sectores productivos publicos y privados. Ambas son emprendimientos
universitarios gestados por el programa de investigacion de la Unidad
de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas (ULIEG).

Origen

La ULIEG del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular,
gestada a partir de 1984, comenz6 su programa de investigacion
con estudios de la expresion y regulacion de los genes de la fami-
lia de la hormona del crecimiento (conocida como HGH, human
growth hormone).! Muy tempranamente, busc6 a la par aplicar
el conocimiento y la tecnologia adquiridos en sus laboratorios de
investigacion a la clinica. Las primeras incursiones en esta tltima
fueron en los errores innatos del metabolismo, seguidos de la im-
plementacion por vez primera en México y Latinoamérica del diag-
nostico molecular de enfermedades hereditarias mendelianas.

Los primeros pasos hacia el diagnéstico clinico

Fue alrededor de 1986 cuando se realizaron los primeros desarro-
llos tecnolégicos con fines de diagndstico clinico, estandarizando
la técnica del southern blot para detectar el virus del papiloma hu-
mano (en esa época se analizaban sé6lo los HPV de tipos 16 y 18) en
tumores de pacientes con cancer cervicouterino de las ciudades de
México, D. F., y Monterrey, N. L. Mediante el empleo de rastreado-
res moleculares (genes clonados de HPV-16 y HPV-18), se encontro
el HPV-16 en casi 30% de los casos, mientras que la incidencia en-
contrada para el tipo 18 result6 de alrededor de 15%.2

Hacia finales de la década de los ochenta, se extendieron estos
esfuerzos hacia el diagnostico molecular de enfermedades heredita-
rias, implementando el diagnostico molecular con base en la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain
reaction), de fibrosis quistica,® hemofilia A4 y distrofia muscular
Duchenne-Becker.> Luego se abarco a las enfermedades multifac-
toriales, como la osteoporosis y el asma,® asi como varios tipos de
canceres.”®

Gracias a estos esfuerzos se consolidaron colaboraciones con
miiltiples hospitales, centros de investigacion y universidades, prin-
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cipalmente del pais, aunque también del extranjero (en particular
Venezuela, Colombia y Pert), a los que apoyamos en la implemen-
tacion en sus laboratorios del diagnostico genético molecular y/o en
proyectos de investigacién en esta area.?

De 1991 a 1993 se incorpor6é nuevo personal para formar el
Servicio de Errores Innatos del Metabolismo (EIM), que hacia afios
ya habia ofrecido el departamento. Por la aparente rareza de estos
padecimientos y la condicion econémica frecuentemente precaria
de los pacientes referidos para estudio, el servicio de EIM se qued6
como proyecto de investigacion, aunque apoy6 a médicos y pacien-
tes con estos casos, para lo que recibi6 subsidio por parte del mismo
departamento.

Con estos esfuerzos anteriores, pioneros en el pais e incluso en
Latinoamérica, se habia logrado una primera experiencia exitosa
intentando trasladar los descubrimientos e inventos generados en
laboratorios de investigacion, hasta el mercado. Aunque adn inci-
piente, este servicio de la UDM logr6 generar recursos econémicos
propios que permitieron tanto estimular a sus investigadores, per-
sonal no docente y administrativo, como adquirir material y reacti-
vos para apoyar proyectos de investigacion aplicada para expandir
el catalogo de pruebas diagnosticas de la Unidad.

Consolidacion de la UDM y su expansion
al entorno clinico

La UDM se consolid6 pronto como un referente en la regién y pais,
capaz de brindar servicios y asesorias en la detecciéon y diagnosti-
co de aquellas enfermedades que requerian un estudio molecular
basado en el andlisis del material genético. Conforme se fueron in-
cluyendo cada vez mas analisis genético moleculares (basados en
el analisis del DNA/RNA) de un ntimero creciente de enfermeda-
des, la UDM traslado la tecnologia para expandir sus servicios para
ayudar a: clinicas, laboratorios clinicos, hospitales, médicos espe-
cialistas, fundaciones, asociaciones, centros de investigacion y a la
comunidad en general. Al reflejar las lineas de investigacion de los
laboratorios de la ULIEG, los cuales contaban para ese entonces con
infraestructura sofisticada y moderna, la citada Unidad se dividi6
en cinco areas de servicio, las cuales ofrecian estudios de laborato-
rio, asesorias, cursos de capacitacion y entrenamientos, de alcances
incluso internacionales. Tales areas de servicio fueron:
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RIS

Enfermedades oncolégicas

Enfermedades hereditarias

Enfermedades infecciosas

Identificacién de individuos

Apoyos a protocolos de investigacién clinica

En 2004 se estableci6 una fructifera colaboracién con el Labo-
ratorio de Medicina Molecular del Servicio de Hematologia del Hos-
pital Universitario para impulsar una Unidad de Servicio Diagnos-
tico en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzélez, con la
finalidad de ofrecer dentro del entorno hospitalario dicho servicio
respaldado por un sistema de calidad. En 2005 se busc6 expandir el
nimero de pruebas diagnodsticas que se ofrecian (Cuadro 5.3), sobre
todo hacia aquellas pruebas ttiles en el diagnostico de enfermeda-
des infecciosas'®* y para el seguimiento y evoluciéon de pacientes
con cancer.'*'s Para entonces, se obtuvo también la acreditacion por
la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA).

De la genética a la gendmica

Hoy el area de la medicina molecular y la genética estan en una era
muy productiva, y se cuenta con herramientas tecnolégicas mucho
mas sensibles y de alto rendimiento. Estas metodologias permiten
rastrear un nimero masivo de biomarcadores en un solo ensayo e
incluso el anélisis del genoma completo de cada individuo. En los
altimos cinco afios, las plataformas de PCR en tiempo real, de mi-
croarreglos genémicos y secuenciacion de nueva generacion se estan
incorporando como metodologias de diagnostico clinico rutinario.
Estos avances han cambiado el concepto de diagndstico molecular (un
solo gen o marcador a la vez) a diagnostico gendémico (paneles de genes
o biomarcadores en un solo ensayo), cuya incorporacion al servicio re-
presenta un reto, considerando que estas pruebas llegan a tener aplica-
cion y demanda cuando el clinico y el paciente consideran su beneficio.

Otro de los elementos indispensables que se han integrado
al diagnostico clinico molecular, ademas del nuevo conocimiento
y de las herramientas metodoldgicas, ha sido la implementaciéon
de pipelines y softwares bioinforméaticos que facilitan el anélisis,
integracion e interpretacion de los datos que se obtienen con las
plataformas genémicas. En 2013, muchas empresas biotecnologi-
cas y o de bioinformatica identificaron como area de oportunidad
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Cuadro 5.3. Pruebas de diagnéstico molecular que ofrece la UDM

Especialidad Prueba de laboratorio

Identificacién de individuos +  Pruebas de paternidad con base en la huella de DNA
+  Pruebas forenses con base en la huella de DNA
+ Quimerismos
+ HLA baja y alta resolucién
+ Cromosoma X

Enfermedades hereditarias y cancer - Distrofia muscular (rastreo de deleciones)
Distrofia muscular (diagnéstico de portadores)
Fibrosis quistica (sélo AF508)

Fibrosis quistica (panel de 26 mutaciones)
Hemofilia (diagndstico de portadores)
Hemocromatosis

Infertilidad (deleciones en el cromosoma Y)
Mutaciones en:

» BRAF

» CEBPA

» FLT3

» IDHly 2

> JAK2

»  KRAS

»  NPM1

Polimorfismos en el gen de la enzima MTHFR
Rearreglo génico ABL/BCR en leucemias
Rearreglo génico PML/RAR en leucemias

Enfermedades infecciosas + Brucelosis
+  (itomegalovirus
« Herpes 1y 2
+ (arga viral VIH
+  (arga viral VHC
+ Deteccién y genotipificacién del HPV
+  Genotipificacién del VHC
+  PCR de citomegalovirus
« PCR cualitativa para HIV-1
«  Panel de EST (Chlamydia, Neisseria y Ureaplasma)
+  Panel enfermedades respiratorias (13 patégenos)

Otras + Deleciones en el locus de la hormona del crecimiento

el ofrecer productos facilitadores de interpretaciéon de resultados
gendmicos a los laboratorios de diagnéstico clinico. Lo que hacen
estos softwares o pipelines es filtrar y normalizar en forma mas o
menos automatizada la gran cantidad de datos que se obtienen en
estudios gendmicos, para después compararlos con las bases de
datos de genes y biomarcadores puablicas o privadas disponibles en
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lared. De este modo, se consigue una sustraccion de aquellos datos
de interés clinico relevante. Con esto, se pueden generar reportes
inmediatos con los resultados obtenidos de estudios gendémicos.
Sin embargo, estos procesos aun se estan evaluando. Uno de los
requisitos indispensables para que los laboratorios de diagnostico
clinico ofrezcan estudios gen6micos es también la acreditacion y
certificacion de sus procedimientos, por entidades acreditadoras
para estudios genémicos.

Desde 2011, la UDM se ha enfocado en la implementacién en
forma rutinaria de diagnosticos basados en microarreglos genémi-
cos para enfermedades genéticas y canceres,’** lo cual culminara
hasta la obtencion de la acreditacion para ofrecer estos estudios.

Alincorporarse las herramientas genémicas como métodos de
rutina en los laboratorios de diagnostico clinico, una de las grandes
limitantes para que éstos tengan una gran demanda y aplicacion,
es sin duda el costo que estos estudios tienen. Y en algunos casos,
una alternativa a los estudios de microarreglos o de genomas com-
pletos, que se visualiza muy promisoria es la implementacion del
anélisis del exoma en el diagnostico clinico junto con la interpre-
tacion clinica y clasificacion de las variantes obtenidas. Existe ya
una serie de servicios aprobados segin la Ley de Mejoras del La-
boratorio Clinico (conocida como CLIA, siglas de Clinical Labora-
tory Improvements Amendments) que permitiran que los médicos
diagnostiquen a los pacientes con enfermedades complejas o ra-
ras que han escapado a los métodos diagndsticos tradicionales. El
diagnostico clinico del exoma proporciona la secuencia de las regiones
codificantes o funcionales mas importantes del genoma que albergan la
mayoria de las mutaciones causantes de enfermedades. Para los pacien-
tes con enfermedades no diagnosticadas o dificiles de diagnosticar, este
estudio es capaz de suministrar respuestas clinicas relevantes.

La secuenciacion y la interpretacion de mas de 50 millones de
nucleo6tidos (50 Mb) de datos por paciente es un reto enorme que se
basa sobre todo en las capacidades de secuenciacion y de bioinfor-
matica, por lo que uno de los maximos retos de la UDM para 2014 es
la incorporacion de anélisis de exomas con aplicaciéon diagnostica.
En la actualidad, la UDM en colaboracién con el Centro de Inves-
tigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) de la UANL
ha implementado plataformas de PCR en Tiempo Real, Microarre-
glos Genomicos y Secuenciaciéon de Nueva Generaciéon (NGS), con
la finalidad de utilizar estas metodologias en el area del diagnostico
clinico y la biotecnologia.2*
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Del genoma a la enfermedad
Xavier Soberén Mainero

El avance de las tecnologias genémicas hace que hoy podamos inte-
rrogar miles o millones de datos sobre la constitucion y la expresion
genéticas del patrimonio hereditario de los individuos, de manera si-
multanea. Se utilizan las tecnologias de secuenciacion, asi como las de
chips de acidos nucleicos, cuya capacidad ha aumentado de manera
dréastica, con la consecuente caida en los costos por dato. Esto, aunado
a la tecnologia de espectrometria de masas aplicada a las proteinas,
establece una plataforma sin precedentes para la adquisicion de datos
moleculares de los estados de salud y enfermedad. El avance tecno-
logico hace indudable que antes de que acabe la segunda década del
siglo, el costo de obtener la secuencia cruda de un genoma humano sea
poco significativo en comparacion con la mayoria de las intervencio-
nes de salud. Existen varias consecuencias con muy profundas impli-
caciones a partir del uso de los enfoques genoémicos y que redundaran
en una mayor eficacia de prevencién de la enfermedad.

Para comprender el ambito de intervencion a partir de la geno-
mica, debemos recordar que, aunque muy similar uno de otro, el ge-
noma de cada individuo contiene millones de variaciones de un solo
nucleotido (referidos como SNP, por las siglas de single nucleotide
polymorphisms), ademés de una gran diversidad en el ntimero de
copias de secciones diversas del mismo. La mayoria de estas varia-
ciones no tiene consecuencias patologicas y s6lo son responsables
de las diferencias fenotipicas que nos caracterizan y definen. Sin
embargo, algunas de ellas causan enfermedades, predisponen a és-
tas o determinan la respuesta individual al ambiente. En este tltimo
tipo también se incluye la respuesta a medicamentos, intervencio-
nes terapéuticas y, en general, al estrés o enfermedad.
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Estamos atn lejos de tener catalogadas todas las variaciones
individuales y su relacion con la enfermedad. Sin embargo, algunas
de estas variaciones ya se han podido relacionar de manera con-
tundente con la enfermedad. Podemos dividirlas, desde una pers-
pectiva conceptual, en dos tipos: 1) Las causantes directas de un
fenotipo particular o enfermedad, y 2) Las que predisponen a una
enfermedad compleja. Esta division es histéricamente importante
y sigue teniendo utilidad practica en el analisis, pero hay que reco-
nocer una continuidad entre la penetrancia absoluta (enfermedades
mendelianas) y los patrones de heredabilidad complejos y parciales
(en los que las variantes dan como resultado un pequefio aumento
de probabilidad de aparicion de la enfermedad).

Una primera medida del impacto de las tecnologias gendémicas
se puede apreciar al comparar el nimero de enfermedades mende-
lianas para las que se conoce la identidad del gen responsable. Antes
del primer borrador del megaproyecto para descifrar el genoma hu-
mano (2001), este nimero ascendia a 70; a la conclusion oficial del
proyecto, en 2013, el nimero alcanza mas de 3 000. Otra elocuente
comparacion se refiere al descubrimiento de los genes implicados
en las enfermedades multifactoriales (las no mendelianas o com-
plejas, que son la mayoria), en especial a partir del enfoque de Es-
tudios de Asociaciéon con Genoma Completo (GWAS, por las siglas
de Genome-Wide Association Studies). En menos de 10 anos, desde
que esta técnica se hizo posible, se han identificado varios miles de
relaciones gen-enfermedad.

Toda esta informacion se esta integrando y, de manera paula-
tina, se estéd traduciendo en guias practicas, productos y servicios
que impactan a los servicios de salud. La expectativa es alcanzar la
transformaciéon de la medicina hacia un concepto que se ha deno-
minado Medicina de 4 P: personalizada, pues se basara en el geno-
ma de cada individuo y en el anélisis de sus marcadores personales
(transcriptoma, proteoma, metaboloma) en caso de estar enfermo;
predictiva, en tanto que la informacién gendmica puede anticipar
predisposicion a enfermedades y la medicién masiva de las molé-
culas informacionales permitird detectar muy tempranamente la
aparicion de trastornos; preventiva, ya que la informacion referida
posibilita intervenciones que evitan la progresion de la enfermedad
o mitigan sus efectos; y participativa, pues una consecuencia de los
cambios anteriores sera que los individuos se apropien de su con-
dicién de salud/enfermedad de una manera mucho més directa y
consciente que antes.
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Es asi que, hoy dia, tenemos ya las primeras muestras de lo que
ser4 una verdadera avalancha de aplicaciones con potencial preventi-
vo en salud. Empecemos por las enfermedades monogénicas o men-
delianas. Actualmente se conocen y catalogan méas de 5 000 padeci-
mientos genéticos con patréon de herencia mendeliana. La prevalencia
de todas ellas juntas es de 11.5 a 23 en 1 000 individuos, dependiendo
de la poblacion estudiada, y por ello también se les conoce como en-
fermedades raras. Hoy en dia, dependiendo del sistema de salud de
que se trate, el tamiz neonatal puede involucrar pruebas bioquimicas
para unas cuantas o, maximo, algunas decenas de estas condiciones;
pero se puede vislumbrar en el futuro inmediato el analisis parale-
lo y amplio de informacién genémica relacionada con enfermedades
mendelianas. Esto implicaria la posibilidad de detectar, de manera
simultanea y a bajo costo, todas las condiciones para las cuales existe
alguna medida que mejore la calidad de vida de quienes nacieron con
estos padecimientos. Ademas se puede interrogar, en una sola prue-
ba de secuencia de genes selectos, la caracteristica de portador para
miles de enfermedades de este tipo y, con base en esta informacion,
sera factible definir compatibilidad genética o no para estas enfer-
medades, cuando las parejas decidan averiguarlo. Se nos presenta,
entonces, un mecanismo con el potencial de disminuir en forma gra-
dual la presencia de estas mutaciones en las poblaciones que eligieran
modificar su conducta reproductiva usando esta informacion.

El caso de las enfermedades complejas, como puede compren-
derse por la propia caracteristica de ellas, estd menos maduro para
conseguir intervenciones efectivas. Pero debemos recordar que exis-
ten cifras de heredabilidad asociadas con la mayoria de las enferme-
dades comunes mas estudiadas. Estas varian dependiendo del entor-
no y el grupo poblacional en cuestion, pero arrojan estimados tutiles
respecto a la utilidad y potencial &ambito de intervencion derivado de
estudios genéticos. Pocas enfermedades complejas tienen heredabili-
dades menores a 20%, y no es raro que alcancen 80% o mas.

Debido a lo anterior, la expectativa es que se conseguira desci-
frar las complejas relaciones gen-gen y gen-ambiente para conseguir
informacion 1til sobre predisposicion a estas enfermedades en una
medicina personalizada. Desde luego, esto es ya posible cuando se
tienen genes de alta penetrancia. Tal es el caso para ciertos canceres
familiares, como los debidos a defectos en los genes BRCA, recien-
temente célebres por el anuncio de la actriz Angelina Jolie, quien
hered6 estos defectos. Otro caso excepcional es la degeneracion ma-
cular de edad adulta, para los que los genes involucrados explican
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maés de 50% de la heredabilidad, por lo que ya pueden tener un buen
valor pronostico. En este contexto, hoy dia ya existen empresas que
ofrecen paneles genémicos que van de algunas decenas de genes
(como el caso de CardioDx con 23 genes asociados con enfermedad
coronaria) a paneles con miles de genes. Estas companias siguen
proliferando y, aunque algunas tienen un nicho bien fundamenta-
do, muchas de ellas presentan problemas importantes, como el es-
tar enfocadas de manera directa al pablico en general (obviando un
consejo genético profesional) y ofrecer expectativas poco claras, si
no francamente enganosas.

La evolucion de la aplicaciéon preventiva de las tecnologias ge-
noémicas revela los obstaculos que deberan superarse para lograr
mas y més guias, productos y servicios ttiles. En primer lugar, es
menester aceptar que se requieren varios anos de investigacion para
lograr la validacion analitica (es decir, reproducibilidad y confiabili-
dad de la deteccién molecular) y la clinica (esto es, la demostracion
de que el anélisis puede ser empleado para mejorar de manera efec-
tiva la prevision o tratamiento) de los protocolos. Esto es relevante
sobre todo cuando se trata de aprovechar descubrimientos hechos
en poblaciones diferentes, pues los contextos genéticos distintos
pueden limitar seriamente su utilidad.

Otro reto a superar es la velocidad de aceptacion y adopcion de
los nuevos recursos analiticos por parte de los profesionales que es-
tan en el ambito clinico. Es natural esperar cierta reticencia por su
parte, hasta convencerse de la utilidad real que tienen estos enfoques.
Es evidente también que hara falta un intenso trabajo de difusion,
capacitacion y entrenamiento del personal, en todos los niveles, para
alcanzar un pleno aprovechamiento de las nuevas tecnologias.

Pero tal vez un elemento atin mas revolucionario puede sur-
gir de la convergencia entre las tecnologias analiticas descritas y las
modernas tecnologias de la informacion, incluyendo la internet y
la telefonia celular inteligente. Imaginemos la utilizacién de estos
sistemas de comunicacién para el envio, en tiempo real y sin inter-
ferir con las actividades de los sujetos analizados, de datos relativos
a actividad fisica, ritmo cardiaco, modalidades de alimentacion e,
incluso, quimica corporal a través de sensores implantados. Todo
esto estaria siendo alimentado a la base de datos del expediente cli-
nico del individuo. El potencial de utilizar esta informacion para un
diagnostico preciso y oportuno es enorme y por completo novedoso.
Lo que también es muy claro es que los analisis requeriran sistemas
computacionales y, sobre todo, especialistas, muy sofisticados.
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El reto es desarrollar la capacidad de analizar las correlaciones
entre multiples variables, obtenidas en distintas plataformas e inter-
valos de tiempo, e integrarlas en modelos y algoritmos que permitan
extraer relaciones causales. Una vez hecho esto, comunicarlo al médi-
co tratante y al paciente en términos inteligibles y ttiles. Hay razones
para anticipar que esto sera posible y transformara a profundidad los
servicios de salud de las generaciones del futuro inmediato.

Curar con genes

Augusto Rojas Martinez
Estuardo Aguilar Cordova
Hugo Alberto Barrera Saldaria

La terapia génica se puede definir como la introduccion de DNA
ex6geno dentro del nicleo de la célula con el objeto de modificar la
expresion génica. Se recurre a ella primordialmente para corregir
la funciéon de un gen mutado o dotarle a la célula de un nuevo gen
que contribuya alguna proteina fordnea con propiedades terapéu-
ticas. La idea béasica es que el gen exo6geno que codifica para una
proteina o incluso un RNA terapéutico (en particular, RNA de in-
terferencia) sea depositado en el nticleo de células blanco, es decir,
aquellas células donde se origina la enfermedad que se busca curar.
Para realizar esta tarea, en la que una molécula electronegativa y
polar debe atravesar las membranas celular y nuclear, se requiere
un vehiculo o vector que la transporte hasta su destino final.!
Desde el surgimiento de la terapia génica, gran parte de la inves-
tigacion y desarrollo se ha centrado en el combate contra el cancer.
Los investigadores han planteado diversas estrategias antineoplasi-
cas experimentales usando diversos genes y vectores, como la terapia
suicida, que se discutird mas adelante, la inmunoterapia mediada por
transduccion génica, la reversion fenotipica, la antineoangiogénesis, la
terapia viral oncolitica (que también sera referida méas adelante) y las
terapias combinatorias, en las que los tratamientos terapéuticos estan-
dares son combinados con métodos de terapia génica.' Nuestros Labo-
ratorios de Ingenieria y Expresion Génica y de Terapia Génica han co-
laborado desde finales de la década de los noventa del siglo pasado en
el desarrollo de herramientas, investigacion preclinica (lineas celulares
y modelos animales) y en llevar los descubrimientos e inventos hasta
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los ensayos clinicos. Nuestros primeros logros los hemos ya alcanzado
para enfermedades neoplésicas de alta prevalencia en nuestra comuni-
dad, como los tumores del cuello uterino y de prostata.

En el campo preclinico, nuestro grupo ha trabajado en estudios
de inmunoterapia génica para el cancer de prostata con adenovirus
portando el antigeno pE7 del papilomavirus humano 16 (PVH-16)
en un modelo murino implantado con las células TC-1, transforma-
das con HPV, y en estudios con vectores adenovirales de replicacion
selectiva (VARS) para tumores cervicales e hipofisiarios.3

En el campo clinico, iniciamos en México un ensayo clinico fa-
ses I-II multiinstitucional disehado por la Compania Transgene (Es-
trasburgo, Francia) para tumores de cuello uterino en etapas II-III
utilizando el vector TG 4001, con base en el virus Vaccinia ankara
modificado que portaba los genes E6 y E7 (modificados para que las
proteinas E6 y E7 del HPV resultantes se exhibieran en la membrana
celular a manera de superantigenos) e interleucina 2 (IL-2) para esti-
mular el sistema inmune de la pacientes tratadas. Estas fueron reclu-
tadas en el Centro Universitario Contra el Cancer de nuestra univer-
sidad; todas eran pacientes de este centro y en ellas las otras opciones
terapéuticas estandares habian fracasado. En virtud de tratarse de un
proyecto vinculado y patrocinado por la referida empresa lider inter-
nacional en aquel entonces en esta area de la terapia génica, los resul-
tados valorados por los investigadores basicos y clinicos responsables
del equipo mexicano para buscarles el mayor beneficio posible a las
pacientes, no fueron divulgados a la comunidad cientifica.

También en esos afios inicié nuestra incursién muy activa en el
desarrollo y evaluacion de la estrategia de la terapia viral oncolitica,
en la cual se crean vectores virales capaces de replicarse de manera
condicionada en células tumorales, pero con restricciones genéticas
para replicarse en células normales, de tal manera que el vector se
replica y se propaga en las células cancerosas lisindolas, sin afectar
las células sanas presentes en el microambiente tumoral.# En esta
linea de investigacion desarrollamos un vector oncolitico muy po-
tente (AdUD24) para el tratamiento de neoplasias asociadas con el
HPV (VPH) que fue patentado ante el Instituto Mexicano de la Pro-
piedad Industrial en junio de 2011.5° Este vector contiene la region
reguladora “rio arriba” (URR) del HPV tipo 16 activable selectiva-
mente en tejidos epiteliales infectados por HPV y una deleci6on en la
region CR2 del gen E1A adenoviral (mutacion D24). Mientras que la
primera (URR) limita la replicacion del vector a las células neoplasi-
cas en las que la oncoproteina E7 del HPV ha abrogado la actividad
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de pRb, la segunda (D24) impide la interacciéon de dicha proteina
E1A con la proteina celular Rb, impidiéndole asi a la maquinaria del
virus alterar el control del ciclo celular en células sanas.

Este efecto se demostro en cultivo celular en los que se observo
un potente efecto citolitico restringido a lineas HeLa y SiHa (HPV+)
y en modelos murinos xenotrasplantados con las misma lineas ce-
lulares, en los que se demostré un efectivo control del crecimien-
to tumoral y un incremento significativo de la supervivencia de los
ratones hembra tratados con AdUD24. En anos recientes, hemos
venido trabajando en la construcciéon de nuevos vectores basados
en AdUD24 que tengan un tropismo o una actividad oncolitica mas
especifica y potente para tumores malignos asociados con el HPV.
También creamos un sistema de vector retroviral y linea empaque-
tadora basada en el virus murino xenotrépico humano (XMRYV),” el
cual seguimos mejorando como un vector para el tratamiento del
cancer de prostata.

En el campo clinico, nuestro grupo implementé un ensayo de
terapia génica fases I-II en el Hospital Universitario de la Universi-
dad de Nuevo Leon, en colaboracion con investigadores del Baylor
College of Medicine (Houston, Texas), empleando la estrategia de la
terapia génica suicida, en la que el tejido tumoral es transducido con
el gen de una enzima que convierte a un metabolito inocuo (prodro-
ga) en una sustancia toxica, induciendo la muerte celular. Este ensayo
se realizdé en nueve pacientes con diagnoéstico de cancer de prosta-
ta de localizacion pélvica, la mayoria de los cuales mostraron riesgo
intermedio o alto de recurrencia, segtin el estadio tumoral, el grado
histoldgico Gleasson del tumor y los niveles de antigeno prostatico
especifico al momento del diagnostico. Para este ensayo, se utilizo el
sistema cinasa de timidina (gen terapéutico)/ganciclovir (prodroga)
previo a la prostatectomia radical.

El esquema de terapia génica consistié en la inyeccién via
transrectal y guiada por ultrasonido en los cuatro cuadrantes de
la prostata, de la preparacion del vector adenoviral buscando
conseguir la transduccion del tumor con el gen cinasa de timidi-
na obtenido del virus Herpes simplex, el cual es inexistente en
células de mamiferos. Al codificar éste para una enzima nueva
para las células tumorales que precisamente transforma el gan-
ciclovir (o sus equivalentes), en monofosfato de ganciclovir, per-
mite que las cinasas celulares lo lleven hasta su forma trifosfa-
tada.® Aunque se ha demostrado que este tratamiento amplifica
la actividad antitumoral por la exportacion del trifosfato de gan-
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ciclovir a las células tumorales vecinas, también hay suficien-
te evidencia preclinica y clinica de que el sistema despierta una
fuerte respuesta antitumoral mediada por linfocitos citotoxicos,
probablemente asociada con la liberacién masiva de antigenos
asociados con el tumor, y que esta respuesta tiene una actividad
antineoplésica prolongada.

En este estudio se hicieron analisis de seguridad y eficacia y se
realizoé un seguimiento de los pacientes durante 10 anos, observan-
dose que el tratamiento fue seguro, que ninguno de los pacientes
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Figura 5.11. Primeros protocolos de terapia génica en México y Latinoamérica. Se esquematizan los
protocolos clinicos de terapia génica suicida (izquierda) e inmunoterapia génica (derecha) para canceres de
préstata y cancer cervicouterino realizados en la institucion mexicana de adscripcién de los autores.
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tuvo recurrencia tumoral y que no requirieron tratamiento de abla-
cion androgénica farmacolégica o quirdrgica, con excepciéon de un
solo paciente, cuyos niveles de APE persistieron altos después de la
prostatectomia.”® Este estudio, junto con evidencias encontradas en
otros ensayos realizados en Estados Unidos con este vector, sugiere
que el tratamiento con terapia génica seria una excelente alternativa
ala ablacion androgénica y a todos los efectos adversos asociados con
esta terapia antihormonal que afectan severamente la calidad de vida
del paciente (Figura 5.11).
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El estudio de péptidos vy proteinas de union a
lipopolisacaridos
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Introduccion

En este apartado, se revisa el estado del arte en el estudio de pépti-
dos y proteinas de unién a lipopolisacaridos y se enfoca la atencién
en los agentes terapéuticos potenciales en el choque séptico.

El tratado Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis o Codice
De la Cruz-Badiano, escrito en 1552 por el médico nahuatl Martin
de la Cruz y traducido al latin por el xochimilca Juan Badiano, es un
herbario con texto explicativo que recopila un amplio conocimiento
sobre las plantas medicinales y su uso en el tratamiento de enfer-
medades de la época (Figura 6.1)." Herencia cultural, con un alto
significado y valor cientifico, el Libellus de Medicinalibus Indorum
Herbis ha resultado ser uno de los documentos mas ttiles en el es-
tudio del pensamiento médico prehispanico, apenas traducido al
castellano en 1969.2

El Cédice De la Cruz-Badiano es un reflejo de la btisqueda
constante del ser humano para encontrar la cura contra enferme-
dades y malestares comunes. Martin de la Cruz hace referencia a la
fiebre de la siguiente manera:

2 Por invitacién. Ambos autores contribuyeron de igual forma en este trabajo.
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La cara del febricitante tiene varias manifestaciones de aspectos. Alguna vez
se pone roja, a veces se pone negra y a veces se pone palida. También escupe
sangre, vomita, el cuerpo se agita y se vuelve aca y alla. Ve poco. En la boca
siente a veces, en especial en el paladar amargor, ardor y, alguna vez, dul-
zorl...] Este generalmente tiene muy corrompido el estémago. Y cuando la
orina esta blanca, si no se ataja el peligro, ya se preparara tarde la medicina.1

En la actualidad, la fiebre y su asociacion con el choque sépti-
co, tanto a nivel mundial como en México, representan en su con-
junto una de las principales causas de morbilidad y mortalidad.? La
sepsis, en su expresion mas simple, puede ser considerada como la
respuesta sistémica generada en forma secundaria a una infeccién
microbiana, mediante la liberacion en el torrente sanguineo de un
numero importante de toxinas. Estas Gltimas, al producir una infla-
macion sistémica, alteran la temperatura corporal, asi como el rit-
mo cardiaco y la respiraciéon, pudiendo llevar al paciente a eventos
hipotensivos importantes.# Por lo anterior, hoy en dia, el objetivo
de una amplia serie de investigaciones est4 relacionado con la com-
prension de los mecanismos moleculares que promueven el choque
séptico, asi como con la btisqueda de estrategias bioquimicas y/o
farmacologicas efectivas para su tratamiento.

Respuesta del sistema inmune

Los sistemas inmune y neuroendocrino suelen controlar en forma su-
til diversos procesos de respuesta secundarios a la presencia de pato6-

Figura 6.1. Imagen obtenida del Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, en donde se hace
referencia al tratamiento recomendado para la fiebre.*?
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genos invasores en circulacion. En general, cuando estos mecanismos
de respuesta fallan, se genera la sobreproduccion de moléculas de se-
fializaciéon, como lo son las citocinas, la liberacién de componentes
celulares bacterianos e inicia la aparicion de inflamacion sistémica,
de modo que la infeccion se convierte en sepsis.>® Se ha reportado que
cerca de una tercera parte de los casos de choque séptico son origina-
dos por infecciones de bacterias gramnegativas. 5

Una serie de eventos son los responsables de la transiciéon de un
cuadro de sepsis, a choque séptico. La reaccion inicial esta dada por
la activacién celular de monocitos, macrofagos y neutréfilos que in-
teraccionan con las células endoteliales a través de numerosos recep-
tores de reconocimiento. En seguida, se lleva a cabo la movilizacion
de moléculas plasmaéticas como resultado de la activacion celular y
el dafio endotelial. Estas moléculas plasmaéticas incluyen diversas ci-
tocinas como el factor de necrosis tumoral, las interleucinas, las cas-
pasas, proteasas, leucotrienos, especies reactivas de oxigeno, 6xido
nitrico, acido araquidénico, eicosanoides y el factor activador de pla-
quetas. Adicionalmente, la activacién del complemento y las cascadas
de coagulacion pueden amplificar la cadena de eventos.

Se ha descrito que el endotelio vascular es el sitio predominan-
te de estas interacciones; como resultado de estas condiciones, puede
presentarse un dafio microvascular, trombosis y pérdida de integridad
endotelial, lo que desencadena isquemia tisular. Esta ruptura endote-
lial difusa es la responsable en la mayoria de los casos de la pérdida
de la funcién de 6rganos y de la presencia de hipoxia tisular, conocido
como un estado caracteristico de pacientes en choque séptico.”

El sistema reticuloendotelial esta conformado por macrofagos
de tejido especificos, un componente importante de la respuesta
primaria ante microorganismos.® En este contexto, los receptores
tipo-toll (TLR) reconocen y responden a diversos componentes pa-
togénicos de microorganismos, y proporcionan la primera linea de
defensa contra infecciones microbianas. Entre los componentes mi-
crobianos, los lipopolisacaridos (LPS) de la membrana externa de
las bacterias gramnegativas actian como un factor primario en el
choque séptico al generar la potente respuesta inmune innata a tra-
vés del complejo que se forma entre el receptor TLR tipo-4 y el co-
rreceptor MD-2.91° Para que se produzca esta respuesta, se requiere
la participacion de proteinas accesorias como LBP y CD14.

A través de la union de los LPS a los receptores TLR-4, se inicia
una cadena de reacciones de fosforilacion y ubiquitinacion que termi-
na por conducir a la activacion del factor de transcripcion NF- B, asi
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como a la activacion de una serie de cinasas de proteina por mitoge-
nos (MAPK) y factores de respuesta a interfer6n (IRF). La endocitosis
del TLR4 termina con la fase inicial de la sefializaciéon dependiente de
MyD88, proceso que funciona como senal de inicio de la segunda fase
dependiente de la molécula TRIF para la transduccion de moléculas
de TLR4 localizadas en endosomas." En consecuencia, los macrofagos,
principalmente en presencia de LPS, o de otros componentes bacteria-
nos como el 4cido lipoteicoico (LTA) inducen la liberacion de una serie
de mediadores de proinflamatorios, tales como el TNF-a, IL-1, IL-6,
eicosanoides, PAF, NO y especies reactivas de oxigeno® (Figura 6.2).
Los TLR son miembros de una familia de receptores dedicados a
la deteccion de microorganismos patégenos.? TLR4 es una proteina
transmembranal tipo I, compuesta de 22 segmentos extracelulares ri-
cos en leucinas (LRR), un dominio transmembranal y el dominio del
receptor toll/1L-1 (dominio TIR).33 De forma interesante, también se
ha descrito que el serotipo LPS O111:B4 activa una respuesta alterna en
macrofagos diferente a la via candnica a través del TLR-4, esta respues-
ta es intracelular y lleva a la activacion de la caspasa inflamatoria-11.'4

Lipopolisacaridos

Como ya se ha mencionado, uno de los factores primarios que induce
la respuesta asociada con el choque séptico son los LPS, glucolipidos
fosforilados que forman parte estructural de la membrana externa de
las bacterias gramnegativas. La descripcion de los LPS se puede reali-
zar identificando cuatro componentes: el lipido A, un ndcleo interno,
un nicleo externo y el antigeno O. El lipido A puede considerarse el
componente méas importante, integrado por un esqueleto de diglu-
cosamina 1,4-bifosforilada a la cual estan unidas cadenas acilo. Cabe
sefalar que la mayoria de las especies de bacterias gramnegativas
presenta LPS tnicos, en donde generalmente las variantes residen en
el lipido A por medio de las siguientes caracteristicas:

El patrén de acilaciéon

La longitud de los Gcidos grasos

La presencia de los grupos 4-amino-desoxi-L-arabinosa y/o fos-
foetanolamina unidos a los grupos fosfato de las glucosaminas

El ntimero de acidos grasos®

Es importante considerar que en todas las variantes de LPS,
los grupos fosfato son importantes para la actividad agonista, ya

que en experimentos que conducen a su modificacién, la actividad
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Figura 6.2. Los LPS generan una cascada de sefalizacion a través del receptor tipo toll (TLR), el cual
recluta las proteinas adaptadoras MyD88 y TRIF. Lo anterior conlleva a una respuesta temprana, en la cual
las proteinas p38MAPK y INK se activan y participan en la expresion del TNF, después se lleva a cabo la
induccion de la expresién de MKP-1, que funciona para la regulacion “rio abajo” de la actividad de p38/INK y
la produccién de TNF. Conforme disminuye la expresién de MKP1, los niveles de actividad de p38MAPK y JNK
permanecen mds altos que en células que no recibieron el estimulo y promueven la expresion de IL-10.
(Adaptado de la referencia 16)

endotoxica se encuentra disminuida.®” Dentro de la misma mo-
lécula de LPS, el nicleo interno estd conformado por dos o mas
carbohidratos del tipo 2-ceto-3-acido desoxioctonico (KDO) que se
unen a las glucosaminas del lipido A, asi como dos o tres heptosas
(L-glicero-D-mano-heptosa) unidas al KDO, siendo ambos carbo-
hidratos tinicos de estas bacterias. No obstante, el ntcleo externo
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tiene una composicion mas variable y esta integrado por carbohi-
dratos comunes. El antigeno O se mantiene unido al carbohidrato
terminal del nicleo externo, sobresale de la pared bacteriana y es
altamente inmunogénico. Aunque el antigeno O estd compuesto por
unidades repetidas de oligosacaridos comunes, pueden existir di-
versas variantes entre especies y entre cepas bacterianas en relaciéon
con el tipo de carbohidratos que lo conforman.

Cuando los LPS se encuentran incorporados a la bacteria no
son toxicos, pero una vez que son liberados de la pared bacteriana
en el torrente sanguineo, se les considera como endotoxinas debido
a la exacerbada respuesta inflamatoria que desencadenan.

Proteinas de union a lipopolisacaridos

Con base en estudios filogenéticos, hace mas de una década se carac-
teriz6 una familia de proteinas denominada PLUNC (clon proteico
palatino pulmonar y del epitelio nasal) que incluye proteinas asocia-
das con funciones inmunolégicas, asi como proteinas relacionadas
con la unién y transporte de lipidos. En esta familia se encuentran
las proteinas LBP (proteina de unién a lipopolisacaridos), BPI (pro-
teina bactericida/incrementadora de permeabilidad), PLTP (proteina
transferidora de fosfolipidos) y CETP (proteina transferidora de éste-
res de colesterol). Tanto LBP como BPI desempefian un papel impor-
tante en los mecanismos regulatorios directamente asociados con la
uni6én a LPS.*® Por otra parte, CETP y PLTP son dos proteinas clave en
el transporte de lipidos entre lipoproteinas en el plasma.9-2°

Uno de los mecanismos de accion que se han propuesto para la
funcion de proteinas que interaccionan con LPS, como BPI o LBP, es
desplazando de la membrana bacteriana cationes bivalentes como el
calcio y el magnesio.?' Asimismo, estudios realizados con BPI sugie-
ren que esta proteina en presencia de LPS en el torrente sanguineo
favorece su agregacion, e impide que se lleve a cabo la cascada de
sefializacion proinflamatoria dependiente de la via de los TLR4.>?

BPI es una proteina citoplasmatica de 55 kDa constituyente de
los granulos primarios (azurdfilos) de neutroéfilos, con actividad an-
timicrobiana selectiva hacia bacterias gramnegativas.?s La selectivi-
dad de BPI se atribuye a su alta afinidad por los LPS, de manera que
a través de la union a bacterias blanco, la proteina BPI primordial-
mente puede favorecer tres efectos:

« Actividad bactericida a través de la disrupcion secuencial de la

membrana bacteriana externa e interna
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Actividad neutralizadora de endotoxinas, con la formacion de
complejos con los LPS, y bloqueando la interaccién con los recep-
tores del huésped

Opsonizacion de las bacterias, de manera que se mantiene incre-
mentada la fagocitosis®3

La expresion de BPI también se ha descrito en células epiteliales
del tracto gastrointestinal, la cavidad oral y el tracto genitourinario.>*
La BPI presenta una actividad contra un amplio rango de bacterias
gramnegativas en concentraciones nanomolares; refleja una alta afi-
nidad por el lipido A de los LPS y, en consecuencia, una potente acti-
vidad neutralizadora. De hecho, la BPI ha sido blanco de una serie de
estudios clinicos que se comentan en un siguiente apartado.

Enfoque farmacolégico

Tomando en cuenta que la respuesta inflamatoria que se genera
durante el choque séptico conduce al desarrollo de dafios en los
tejidos y que la respuesta antiinflamatoria provoca la reprograma-
cion de leucocitos y cambios en el estatus inmunolbgico, el perio-
do para la intervencion en este padecimiento es corto, por lo que
el tratamiento debe controlar con rapidez la fuente de infeccion y
restaurar la homeostasis hemodindmica. De manera que ha sido
particularmente dificil encontrar moléculas que sean efectivas para
el manejo del choque séptico. En este sentido, se ha abordado un
concepto clave para el tratamiento de la sepsis grave y del choque
séptico dependiente del tiempo, lo que sugiere una hora de oro y la
perspectiva de un dia de plata para el manejo de estos trastornos,
en donde el tratamiento adecuado llevado a cabo en los servicios de
urgencia es clave en la supervivencia de los pacientes.”

Los procedimientos rutinarios se enfocan en el control de la infec-
cién y en el mantenimiento del estatus hemodinamico, asi como en me-
canismos para mantener el soporte en érganos que han sido dafiados.
También es importante el uso de firmacos no selectivos para combatir
la inflamacién, por ejemplo altas dosis de corticoesteroides® y farma-
cos antiinflamatorios no esteroides.?® Después del periodo critico, se
requiere una rehabilitacién apropiada y un seguimiento a largo plazo,
periodo en el que la remocion de tejidos infectados y el tratamiento con
antibidticos son claves para asegurar la supervivencia.?’

Entre las intervenciones generales que pueden prevenir el cho-
que séptico, se encuentran el uso de antibioticos profilacticos,?®29
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acciones para mantener las concentraciones de glucosa en sangre,3°
la descontaminacion selectiva del tracto digestivo, el desarrollo de
estrategias para la prevencion de infecciones iatrogénicas, el empleo
de terapias de inmunidad, como vacunas, y la administracion intra-
venosa de inmunoglobulinas.33?

Dentro de los tratamientos inmunologicos que se han estudiado,
la experimentacion con anticuerpos monoclonales (HA-1A, E5), cuyo
blanco son los LPS, no ha proporcionado resultados efectivos, debido
a que presentan una baja actividad biol6gica.3335 Por el contrario, la
proteina recombinante BPI mejor6 de manera significativa el resulta-
do funcional en nifios con septicemia por meningococo severa, 77% de
190 nihos recupero la salud, en comparacion con 66% de 203 controles
que recibieron tratamiento placebo, p = 0.019. De igual forma, otros
farmacos cuyo blanco son los LPS estan siendo estudiados, tales como
la proteina catiénica antimicrobial 18 (que es bactericida)3® y analogos
sintéticos del lipido A (E5564).3” Asimismo, se ha empleado un enfo-
que a través del uso de lipoproteinas humanas que ejercen efectos an-
tiinflamatorios independiente de la unién a LPS3® y anticuerpos mo-
noclonales recombinantes contra CD14 (Cuadro 6.1).3° No obstante, el
desarrollo de vacunas contra los LPS ha fallado al enfrentarse este tipo
de procedimiento a diversos problemas, incluida la identificacion de la
poblacion blanco y los epitopos diana, asi como la generacion de anti-
cuerpos en cantidades suficientes para la proteccion.

Por otra parte, se ha observado que farmacos de segunda ge-
neracion contra el choque séptico pueden bloquear diversos facto-
res de la cascada inflamatoria de forma inespecifica y masiva, por
ejemplo el TNF-q, la interleucina 1, el factor activador de plaquetas,
moléculas de adhesion, metabolitos del acido araquidénico, radica-
les libres de oxigeno, bradicinina, la fosfodiesterasa, la esterasa C1
y la sintasa de 6xido nitrico. Sin embargo, estos enfoques farmaco-
logicos no han sido completamente efectivos, aunque una intensa
investigacion se contintia realizando alrededor de ellos.¢

Considerando que la BPI puede interaccionar con los LPS y neu-
tralizar la actividad endotoxica, la proteina BPI recombinante (rBPI)
se ha utilizado como un agente inmunoterapéutico en un amplio nt-
mero de lesiones y estados patolégicos, incluidas las extremidades por
isquemia-reperfusion, meningococcemia grave, ligadura del conducto
biliar, endotoxemia, y la resecciéon hepatica. Asimismo, la administra-
cién intravenosa de rBPI en ratas adultas ha demostrado ofrecer una
proteccion significativa contra la disfuncion sistolica y diastdlica del
miocardio que ocurre 24 h después de un evento de quemadura.+°
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Cuadro 6.1. Investigacién farmacoldgica experimental enfocada en el tratamiento del choque séptico

Blanco farmacoldgico

Lipopolisacaridos

Mediadores

proinflamatorios tardios

Sistema de cascada
de complemento

Apoptosis

Pol-ADP-ribosa sintasa

NO (6xido nitrico) sintasa
inducible

Sistema nervioso auténomo

Otras

Moléculas

Proteina catiénica antimicrobial 18

Anélogos sintéticos del lipido A, E5564
Lipoproteinas recombinantes humanas
Anticuerpos monoclonales contra (D14

Anticuerpo contra el grupo de la caja 1 de alta
movilidad

Caja A de unién a DNA, etilpiruvato

Factor inhibidor de la migracién antimacréfagos

Bloqueadores tanto de C5a como del receptor C5a
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Con un enfoque terapéutico dirigido contra el TLR-4, en es-
tudios clinicos empleando eritoran, una molécula inhibidora del
TLR-4 altamente especifica, se ha encontrado que su uso como tra-
tamiento farmacol6gico no reduce la muerte por sepsis en pruebas
clinicas en humanos.+

Péptidos antimicrobianos: una posibilidad terapéutica

En los dltimos 30 ahos, un nimero cada vez mas amplio de protei-
nas y péptidos antimicrobianos (PAM) con actividad microbicida
directa in vitro han sido aislados y caracterizados. Los PAM son
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proteinas endégenas que pueden presentar actividad antimicrobia-
na frente a una amplia variedad de microorganismos. La distribu-
cion de estas moléculas en los reinos vegetal y animal refleja una
necesidad comin de los organismos multicelulares de contar con
este tipo de mecanismo de defensa contra infecciones microbia-
nas.* Asimismo, varios PAM que se encuentran expresados en el
humano muestran un efecto muy potente sobre microorganismos
patogenos, incluidas bacterias resistentes a antibioticos.

Los PAM han recibido una creciente atencion debido a la bus-
queda de tratamientos antibioticos que sean efectivos contra un nu-
mero importante de bacterias multirresistentes, y han sido aislados
de diversas fuentes, como la piel de rana (magaininas), el veneno de
las avispas (mastoparanas), el veneno de abejas (melitina), y de las
polillas de la seda (cecropinas). En particular, estos péptidos cortos
se pueden clasificar en varios grupos segin su estructura secunda-
ria: 1) de tipo extendido y a-helicoidales; 2) ciclicos, y 3) péptidos
que forman estructuras en hoja-. Todos comparten las caracteris-
ticas comunes de ser cati6nicos y tener momentos hidrofébicos al-
tos. Estos péptidos estan compuestos de aminoacidos hidrofilicos
e hidrofébicos que facilitan su distribucion entre las fases acuosa
y lipidica, de manera que cuando se lleva a cabo la interaccion con
membranas de lipidos les permite adoptar una conformacion anfi-
patica comiin.*? Considerando que esta distribucion esta favorecida
hacia las membranas de lipidos con carga negativa, se sugiere que
las interacciones electrostéticas son el componente clave en la se-
lectividad de los PAM por las membranas de células bacterianas.+

En las membranas de células eucariotas, los fosfolipidos con car-
ga negativa estan principalmente localizados en la capa interna de
la membrana de lipidos, mientras que la capa externa se compone
principalmente de lipidos zwitteriénicos y lipidos neutros, de forma
que la carga neta es neutra. En contraste, en las membranas celulares
bacterianas, ademés de los LPS, una gran proporcion de fosfolipidos
acidos, tales como fosfatidilglicerol y cardiolipina presentes en ambas
membranas, proporcionan una carga negativa a la superficie.4

Para ayudar a contrarrestar el problema de la resistencia que
han desarrollado las bacterias contra fArmacos antimicrobianos, se
ha considerado el uso de los PAM catidnicos como una alternativa
a los antibioticos. Por lo general, el mecanismo de acciéon de estas
moléculas implica la interrupcién de la integridad de la membrana
bacteriana; sin embargo, también se han caracterizado otros meca-
nismos antimicrobianos dirigidos contra procesos celulares clave,
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incluidos la sintesis de DNA y de proteinas, el plegamiento de pro-
teinas, la actividad enzimatica y la sintesis de la pared celular.4

Ubicuos en la naturaleza, los PAM constituyen un componen-
te clave del sistema inmune innato de diversos organismos, que
no so6lo generan un amplio espectro de actividad contra bacterias
y hongos patbgenos, sino que incluso, la actividad toxica se extien-
de a virus, parasitos y algunas veces a células cancerosas.* Muchos
péptidos acttian sobre las membranas bacterianas u otros blancos,
en contraste, la mayoria de los antibiéticos normalmente se dirigen
contra proteinas especificas. Estas propiedades pueden represen-
tar una ventaja caracteristica de los PAM que favorezca el combate
contra especies microbianas que se han vuelto resistentes por mu-
taciones génicas. En este sentido, la busqueda de nuevas moléculas
de caracter proteico implica la identificacion de los péptidos activos
presentes en la naturaleza, seguidos por el disefio de péptidos sin-
téticos analogos para estudios de estructura-funcion y su posterior
abordaje utilizando experimentacién en modelos in vivo.

En particular, la actividad antimicrobiana presente en el tejido
hematico del humano esta relacionada con la movilizacion de pro-
teinas y péptidos citotoxicos a los sitios de infeccion. Estos agentes
celulares se transportan en los granulos citosdlicos de leucocitos y
plaquetas, mientras que los agentes extracelulares son producto de
la degranulacion celular o de la secrecion desde el higado de protei-
nas de fase aguda. Ademas de la actividad microbicida directa, mu-
chos de los agentes plasmaticos también son capaces de neutralizar
los efectos proinflamatorios ocasionados por los componentes de la
superficie microbiana. Adicionalmente, varios de estos agentes pre-
sentan actividades relacionadas con la modulacion de la respuesta
inmune y mecanismos de reparacion tisular.+

Proteina CETP y la isoforma CETPI

La CETP es una proteina plasmatica que es secretada sobre todo
por el higado que cataliza la transferencia de ésteres de colesterol y
triglicéridos entre lipoproteinas. Estudios de deleciéon y mutagéne-
sis sitioespecifica han mostrado que el dominio C-terminal (E465-
S476) estructurado como una hélice-a anfipatica, corresponde a
una region clave para la funcion de transferencia de lipidos.+4® En
este sentido, resultados experimentales de nuestro laboratorio su-
gieren que el mecanismo de transferencia puede estar directamente
relacionado con la formacién de un sistema micelar de lipidos, en
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donde la conservacion de la estructura hélice-a en el C-terminal es
critica para llevar a cabo este proceso de transferencia de lipidos.+

Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha descubierto una nue-
va isoforma de CETP sintetizada de manera exclusiva en el intestino
delgado, a la que se denomin6 CETPI. Esta isoforma se diferencia
de CETP en que no contiene el exén 16, y 54 bases contenidas en el
intrén 15 forman parte del nuevo mRNA caracteristico de CETPI,
que en consecuencia sustituye los 24 aminoacidos del carboxilo ter-
minal presentes en CETP por una secuencia de 18 aminoéacidos con
un alto contenido en prolinas y residuos con carga positiva, los cua-
les son criticos para la nueva funcién de CETPI.>°

Como se ha comentado, CETP pertenece a la familia de proteinas
PLUNC, entre las que se encuentra la proteina BPI. En particular, la
CETP y la BPI comparten los mas importantes elementos estructura-
les, incluido el plegamiento global en forma de boomerang, asi como
la simetria y arquitectura de los dominios amino y carboxilo,5' a pesar
de que tienen una homologia muy baja en las secuencias de aminoé-
cidos (16%). En la superficie concava tanto BPI como la nueva isofor-
ma CETPI no tienen el dominio clave hélice-a situado en el carboxilo
terminal, y en su lugar ambas proteinas presentan un alto contenido
de aminoacidos con carga positiva, caracteristica que es importante
para la funcién asociada con la unién a LPS.

Cuando la proteina CETPI fue descubierta en nuestro laborato-
rio, se encontr6 que su expresion se restringe al intestino delgado y
se encontro en cantidades importantes en plasma. De esta forma, en
modelos celulares de intestino delgado, se ha estudiado la sobreex-
presion de CETPI generada por el tratamiento con LPS desde con-
centraciones muy bajas, caracteristica que puede estar relacionada
con una funcién de unién a LPS.5

A pesar de que de manera natural los organismos presentan meca-
nismos finamente disefiados para la sintesis de anticuerpos, que son en
general efectivos para contrarrestar infecciones por bacterias gramne-
gativas, éstos no tienen la capacidad de neutralizar los efectos fisiopa-
tolégicos asociados con los LPS. Hemos demostrado que a través de la
uniéon de CETPI a LPS se lleva a cabo su bloqueo y, en consecuencia, se
evita la presencia de citotoxicidad. Especificamente por medio de la di-
seccion estructural de la funcion de péptidos derivados del C-terminal,
los resultados experimentales demuestran que un péptido derivado del
carboxilo terminal de CTPI de 18 residuos es una molécula inocua que
presenta la capacidad de unién a LPS y genera condiciones de protec-
cion de los efectos citotoxicos causados por los LPS (Figura 6.3).53
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Actualmente efectuamos estudios utilizando un panel amplio de
péptidos de diversas longitudes derivados del segmento carboxilo-
terminal de CETPI como moléculas inactivadoras de los efectos ne-
gativos producidos por los LPS, extendiendo nuestro estudio a la rea-
lizacion de pruebas experimentales de funcionalidad en el mamifero.

Tomando como base la secuencia del segmento carboxilo-termi-
nal de CETPI, ahora estudiamos las condiciones 6ptimas de protec-
cion de estas moléculas en la accién de los LPS y, de esta manera,
evitar las cascadas de sefializacion deletéreas que se desencadenan
por la union de los LPS a sus receptores blanco, tanto en las células
del torrente sanguineo como en las presentes en la pared vascular.5>53

Resumen

El sistema inmune innato provee un rapido y efectivo sistema de de- 125
fensa altamente regulado contra infecciones microbianas, por lo que

en ciertas condiciones puede llevar a cabo una respuesta exacerbada,

la cual, a su vez, puede representar un riesgo para la homeostasis del
organismo. En la actualidad, es bien sabido que a través de una serie

de eventos responsables de la transiciéon de sepsis a choque séptico,

tanto la activacion celular de monocitos, macrofagos y neutrdfilos, asi

como la aparicion de una gran cantidad de moléculas provenientes de
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Figura 6.3. El tratamiento con un péptido derivado del carboxilo terminal de CETPI previene del
desarrollo de citotoxicidad en macréfagos (RAW). Gréfico de viabilidad celular en células bajo un
tratamiento previo de 45 min con dosis crecientes del péptido de 18 aminodcidos, previo al estimulo por
24 h con 10 ng/mlL de LPS. Gréfica representativa de seis repeticiones (*) p < 0.05; (**) p < 0.001.
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las células bacterianas en circulaciéon son importantes en esta transi-
cion. En particular, uno de los factores primarios que desencadenan
las condiciones adversas en el choque séptico son los lipopolisacari-
dos (LPS), lipidos que forman parte de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas. En este sentido, la literatura especializada
muestra un grupo de proteinas y péptidos con caracteristicas cationi-
cas que presentan afinidad por la superficie microbiana cargada ne-
gativamente y, por lo tanto, por los LPS, que a su vez se han utilizado
como moléculas amortiguadoras o bloqueadoras de la accién negati-
va de estos lipidos sobre la membrana plasmatica de diversos tipos
celulares del torrente circulatorio al igual que de la pared vascular.
En nuestro laboratorio, desde hace ya algunos afios, se descubri
una nueva isoforma de la proteina transferidora de ésteres de coleste-
rol (CETPI), la cual no presenta la capacidad de transferir lipidos en-
tre lipoproteinas. Estudios experimentales recientes sugieren que esta
proteina en busca de funcién puede estar relacionada con la unién a
los LPS. A través del disefio y uso de péptidos derivados de un nue-
vo dominio clave situado en el extremo C-terminal de CETPI, hemos
documentado la presencia de una funcion bloqueadora del efecto cito-
toxico inducido por los LPS. Independientemente de los estudios que
han realizado grupos de trabajo internacionales con diversos péptidos
y proteinas en el bloqueo de los LPS, estos tratamientos no han sido por
completo efectivos. Con el descubrimiento de esta nueva potencial fun-
cion fisiologica para CETPI, se abre una nueva posibilidad para exten-
der nuestros estudios basicos al disefio especifico de péptidos deriva-
dos de su dominio C-terminal y la extension a experimentacion in vivo.
En el presente capitulo se hizo una revision del estado del arte en el
uso de proteinas y péptidos que presentan la capacidad de interaccionar
con LPSy su potencial uso en el control del llamado choque séptico.
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