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CAZA RECOMPENSAS
¢VIGILANTES DE LA ETICA CIENTIFICA?

Durante la Guerra Civil en los EEUU (1861-1865),
algunos proveedores vendieron fraudulentamente
mulas, caballos, municiones, rifles y raciones ali-
mentarias en malas condiciones al ejercito de la
Unidn; porlo que en 1863 se instauro la ley llamada
ley federal de recursos falsos (“False Claims Act” o
FCA por sus siglas), también conocida como “Ley
Lincoln”, en la cual el denunciante de un acto de
fraude al gobierno puede adquirir en recompensa
entre 15 al 30% del dinero recuperado. Hoy dia la
denuncia de fraudes ha permitido recuperar 3,500
millones de délares anuales al gobierno americano,
tan solo en 2013 se presentaron 754 casos de FCA.

Esta ley también atafie a las universidades, las
cuales, son receptoras de cuantiosos fondos fede-
rales. Un caso recientemente comentado en los
medios es el de la Universidad de Duke, en North
Carolina, en la cual se acusa a la Dra Erin Potts-Kant
de mal manejo por 25,000 ddlares para investiga-
cion que utilizé en gastos personales, a esto se le
une el resultado de una investigacion interna en
la que se detectd que 15 de sus articulos, en el
campo de la biologia pulmonar, han sido retracta-
dos. En total hay 60 donativos involucrados por la
cantidad de 200 millones de ddlares, que en caso
de demostrarse fraude cientifico, la Universidad
tendria que regresar hasta tres veces el monto
defraudado al gobierno.

Esta, como otras similares, es una historia que
entristece a la comunidad académica, la cual basa
en gran medida sus avances en la confianza de
la ética de los colegas. Algunas acusaciones de
fraude en Universidades publicas se han caido bajo
el argumento de que la FCA ataife a particulares

que reciben dinero del gobierno y no a entidades
gubernamentales defraudando al propio gobierno,
lo cual es una salida falsa que de igual manera
lesiona la credibilidad.

Estos acontecimientos mas que meramente
anecdéticos, deben llamar nuestra atencion sobre
como en nuestros propios centros de trabajo se
detectan y procesan estas conductas, promoviendo
las conductas éticas en una actividad, la cientifica,
que se basa, mas que otras actividades profesio-
nales, en la confianza y la ética de los investiga-
dores, mas que privilegiar la vigilancia y denuncia
de pares, porque en todo caso, éel modelo de caza
recompensas no es atacar el mal con otro mal?

Para mas informacion en el tema leer: Alison
McCook, Whistleblower sues Duke, claims doctored
data helped win $200 million in grants, Retraction
Watch, septiembre 1, (2016) Science. DOI:
10.1126/science.aah7250.

Y también revisar: Editorial, ¢Competencia o des-
lealtad?, REB 34(3):65, 2015

Rafael Camacho Carranza

Departamento de Medicina Gendmica y
Toxicologia Ambiental.

Instituto de Investigaciones Biomédicas. UNAM
rcamacho@biomedicas.unam.mx

José Victor Calderdn Salinas

Departamento de Bioquimica.

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados.
Editor en Jefe

jcalder@cinvestav.mx
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EL PAPEL DEL ANTIGENO THOMSEN-FRIEDENREICH
EN EL DESARROLLO DEL CANCER DE MAMA*
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2Laboratorio de bioquimica de proteinas y glicopatologias, asociado a la Facultad de Odontologia UABJO vy al
Centro de Investigacién Facultad de Medicina UNAM-UABJO. Oaxaca México

RESUMEN

PALABRAS

El cancer de mama es la segunda causa de muerte de mujeres en el mundo, sin
embargo si es diagnosticado oportunamente puede ser curado. Recientemente se
ha observado que cambios en la estructura de los oligosacaridos de membrana,
se relacionan con los procesos de transformacion y proliferacion celular, los cuales
pueden originar el cancer de mama. La glicosilacion incompleta de glicoproteinas,
expone nuevos antigenos, particularmente el antigeno Thomsen-Friedenreich (TF),
en esta revision nos enfocaremos en el papel del antigeno TF, en el desarrollo del
cancer de mama.

ABSTRACT

Breast cancer is the second cause of death for women in the world, however, when it
is diagnosed opportunaly can be cured. Recently it has been observed that changes
in the structure of the oligosaccharides of membrane glycoproteins are related to
the cellular transformation processes and cell proliferation, which can cause breast
cancer. Incomplete protein glycosylation, expose new antigens, particularly the
Thomsen - Friedenreich (TF) antigen, in this review we will focus on the role of TF

CLAVE:
Glicosilacion,
antigeno TF,
cancer de
mama.

KEY WORDS:
Glycosylation,
TF antigen,

breast cancer.

antigen in the development of breast cancer.

INTRODUCCION

Las neoplasias son crecimientos descontrolados
de células en cualquier tipo de tejido. En la actua-
lidad el cancer de mama es la segunda causa de
muerte en mujeres a nivel mundial. Las glandulas
mamarias se localizan en el tejido subcutaneo,
estan constituidas de tejido parenquimatoso que
se divide en un nimero de 15 a 20 Iébulos. Cada
I6bulo estd formado por una serie de conductos
intralobulillares que desembocan en los conductos
galactéforos que se vierten a nivel del pezén. Los
conductos galactéforos tienen un epitelio cilindrico
0 cubico con células que tienen un nucleo redon-
deado y en el citoplasma contienen pocas mito-
condrias y escaso reticulo endoplasmico rugoso,
sin embargo el reticulo endoplasmatico rugoso
presente, posee la capacidad de sintetizar estruc-

*Recibido: 11 de mayo de 2016

turas oligosacaridas. El cancer ductal infiltrante,
gue estadisticamente es el que mas muertes cau-
sa, se inicia en el sistema de pequefios conductos
que llevan la leche de los I6bulos al pezén. Cuando
las células epiteliales anormales que recubren los
ductos, se dividen, se multiplican y posteriormen-
te, estas células invaden el ducto y en su fase mas
dafiina, llegan a invadir el estroma que rodea a los
ductos (Fig. 1).

GLICOSILACION

La glicosilacion de proteinas, es un evento co-
traduccional que se presenta en el reticulo endo-
plasmico, y también un evento post-traduccional
gue modifica los residuos de azucar unidos a las
proteinas en diferentes niveles del aparato de Golgi
(Fig. 2). La glicosilacion juega un papel importante

Aceptado: 13 de junio de 2016
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Figura 1. Esquema que representa la anatomia de la glandula mamaria y la evolucién del carcinoma in situ a
infiltrante. A) se observa el ducto normal, el cual esta constituido por tres partes principales: membrana basal del
conducto, epitelio ductal y la capa superficial constituida por las células ductales. B) Crecimiento de las células
epiteliales intraductales. C) Cambio en la morfologia de las células epiteliales. D) Invasion de las luz del ducto. E)

Invasién del estroma (Modificado de la referencia 34).

en el transporte y destino de las proteinas a las que
se les anaden residuos sacaridicos, pero también
se ha observado que tiene importancia por los
oligosacaridos que finalmente quedan expresados
en la superficie celular (1).

Las glicoproteinas son biopolimeros que pueden
contener una o mas cadenas de carbohidratos uni-
das al polipéptido. Las cadenas de carbohidratos
se clasifican, de acuerdo a la unidn entre el aztcar
y el aminoacido, en N- y O-glicanos (Fig. 3). Los
N-glicanos, generalmente presentan una N-acetil-
D-glucosamina (GIcNAc) unida a asparagina (Asp)
y los N-glicanos presentes en las glicoproteinas se
clasifican en tres grandes grupos: Los N-glicanos
con alto contenido de manosa, los cuales son muy
comunes en proteinas con diversos origenes y
funciones, y son intermediarios para otro tipo de
estructuras N-glicosiladas mas complejas, las es-
tructuras del tipo lactosaminico, las cuales tienen
principalmente GalB1-4GIcNAc en cantidad variable
y actlian como senales de reconocimiento celular,
ya que las glicoproteinas que presentan este tipo
de estructuras normalmente se encuentran en la
superficie celular, y el tercer tipo de estructura N-
glicanica se conoce como hibrida y las glicoproteinas
poseen una mezcla de las estructuras lactosamini-

cas y de alto contenido de manosas. Los N-glicanos
también pueden proteger a las glicoproteinas que
los portan de la accidn de proteasas. Los O-glicanos
poseen una N-acetil-D-galactosamina (GalNAc)
unida a una serina o una treonina (Ser/Thr) de la
cadena polipeptidica, a diferencia de los N-glicanos,
los O-glicanos presentan una mayor variedad de es-
tructuras, habiéndose identificado ocho secuencias
consenso de las cuales se derivan el resto de es-
tructuras. Por su gran complejidad y diversidad los
0O-glicanos se encuentran participando en diversas
funciones como por ejemplo: En la conformacion de
la estructura secundaria y terciaria e inclusive de la
cuaternaria de algunas proteinas como en el caso
de las mucinas (2), y evitando la agregacion de las
proteinas (3). Muchos de los O-glicanos presentes
en las glicoproteinas participan activamente en el
reconocimiento celular actuando como ligando (4-
6), asi en la fertilizacion, es necesario la adhesion
del espermatozoide a la zona pellcida, esta union
es mediada por la galactosil transferasa I (GalT-1) y
la glicoproteina de la zona peltcida tres (ZP3) (7),
ademas de estar presentes en diversas moléculas
gue juegan un papel relevante en la regulacion de
la respuesta inmunoldgica (8) en la transduccién de
sefiales (9). La presencia de estructuras O-glicosi-
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Figura 2. Esquema que representa la sintesis y union de un N-glicano a una proteina en el reticulo endoplasmatico
(RE) y aparato de Golgi: 1. Sintesis del oligosacarido-dolicol- fosfato (lado externo de RE). 2. Translocacion del
precursor a lumen RE. 3. Transferencia de oligosacarido a Asn-X-Ser/Thr. 4. Dolicol-fosfato de nuevo translocado
al exterior de RE. 5. Glucosidasas I elimina Glc terminales. 6. Tercera Glc eliminada por glucosidasa II. Control de
plegamiento por calnexina y calreticulina. 7. a-manosidasa. 8. Proteina transportada en vesiculas al cis-Golgi. La
proteina se omite a continuacion. 9. a-manosidasa I. 10. NAcGlc Transferasa I. 11. a-manosidasa II. 12. Fucosil
Transferasa y NAcGIc Transferasa II. 13. NAcGIc Transferasa IV o V agregan NAcGIc para glicanos tri- o tetra-
antenarios. 14. f1-4 gal Transferasa. 15. Sialil Transferasa. 16. NAcGlc Transferasa y gal Transferasa producen
lactosaminas. 17. Exoglicosidasas (hexosaminidasas y manosidasas) Glu: Glucosa, Man: Mamosa, NAcGlc: N-Acetil-
glucosamina, Fuc: Fucosa, Gal: Galactosa y Sia: Acido sialico.

dicas incompletas en las proteinas ha sido asociado
con el desarrollo de tumores (10), generando los
antigenos asociados a tumor.

EL ANTIGENO THOMSEN-FRIEDENREICH (TF)

En 1925 Hubener y Thomsen 1927 describieron por
primera vez que eritrocitos viejos, podian ser aglu-

tinados por sueros provenientes de todos los tipos
sanguineos, en 1930 Friedenreich, demostré que
este fendmeno se debia a la accidon de una enzima
que era producida por bacterias que contaminaban
los eritrocitos, exponiendo el nuevo antigeno “T"y
que era reconocido por la aglutina “T”, presente en
el suero de los adultos y eventualmente ausente
en los recién nacidos; se denomind fendmeno de
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Figura 3. Nucleos sacaridicos internos mas comunes identificados en glicoproteinas. A, B y C corresponden a
N-glicanos. A) N-glicanos ricos en manosa, B) N-glicanos complejos y C) N-glicanos hibridos. D y E corresponden
a nucleos de iniciacion de O-glicanos. D) corresponde al antigeno Tn y E) corresponde al antigeno TF. Sia= Acido
sidlico, Gal= Galactosa, GalINAc=N-acetilgalactosamina, GIcNAc=N-acetil-glucosamina, Man=Manosa Ser= Serina.
Thr=Treonina. Asn= Asparagina (Modificado de la referencia 2).

Hubener-Thomsen-Friedenreich. La naturaleza
quimica del antigeno TF, fue descrita en 1966 por
Gerhard Uhlenbruck y en 1975 Springer describe
al antigeno TF, como un antigeno asociado a tumor
0 mas bien como un antigeno oncofetal.

El antigeno TF esta conformado por el disacarido
GalB1,3GalNAc. Este es un disacarido precursor
de una variedad de estructuras oligosacaridicas
en las glicoproteinas de las células. El antigeno TF,
se encuentra presente en los grupos sanguineos
My N. En el epitelio normal, la estructura Galp1-
3GalNAca1-Ser/Thr se encuentra oculta por el acido
sidlico (Sia), sulfatos o por adicién de otras cade-
nas de azlcar para formar O-glicanos ramificados
y complejos (Fig. 4). En condiciones cancerosas y
precancerosas tales como colitis ulcerosa, se pro-
duce el antigeno TF, sin que se le adicionen mas
carbohidratos (11); en aproximadamente el 90% de
todos los cdnceres humanos incluyendo el de colon,
mama, vejiga, prostata, higado, ovario y estdbmago
se ha reportado la expresion del antigeno TF. En
muchos de estos casos, el aumento de la expresion
del antigeno TF se correlaciona con la progresion y

metastasis del cancer, por ejemplo la expresion del
antigeno TF en el cancer de vejiga es seis veces
mayor en los que son invasivos de aquellos que no
lo son (11).

EL ANTIGENO TF EN EL CANCER

El mecanismo de aumento de la expresion del
antigeno TF en el cancer aun no estd totalmen-
te descifrado. En O-glicanos unidos a mucina, el
antigeno Tn (GalNAca-Ser/Thr también conocido
como nucleo 1 o de iniciacidn), es el precursor para
la estructura ramificada del ndcleo de iniciacion 2
que se sintetiza mediante la adiciéon de galactosa
(Gal) al antigeno Tn, reaccion catalizada por la
enzima B1,3 Gal-transferasa. Al nicleo 1y 2 se les
agrega mas carbohidratos en los epitelios norma-
les. Ahora se sabe que un solo gen-nucleo 1 B1, 3
Gal-transferasa (también conocido como T-sintasa,
B3GALT) es responsable de la transferencia de Gal
a partir de UDP-Gal a GalNAco1-Ser/Thr (11). Este
gen, parece muy diferente al de las familias multi-
génicas de las glicosiltransferasas que por lo general
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GalNAco-Ser/Thr
TN

Galp1,3GalNAca-Ser/Thr
TF (NUCLEO 1)

GlcNAcP1-6Galp1,3GalNAca-Ser/Thr
NUCLEO 2

SE PUEDEN ADICIONAR CADENAS
LACTOSAMINICAS (GalB1-4GIcNAC),
DIRECTAMENTE AL ANTIGENO TF O AL
NUCLEQ 2, PARA FINALMENTE TERMINAR LA
SINTESIS CON LA ADICION DE ACIDO SIALICO

Figura 4. Biosintesis del antigeno TF. El proceso inicia con la de adiccion de un residuo de GalNAc, a aminodacidos
Ser o Thr, generando el antigeno Tn, por accion de la enzima galactosa B3 GalNAc transferasa, se adiciona un
residuo de galactosa a la GalNAc, generando el antigeno TF, al antigeno TF, se le adiciona un residuo de GIcNAc,
para generar el nucleo dos, al cual se le agregan estructuras lactosaminicas, de acuerdo a las necesidades de la
célula o tejido para finalmente ser terminado con acido sialico. En células transformadas se ha observado que este
proceso no se termina, generando estructuras oligosacaridicas inconclusa, en los cuadros verdes, se muestra la
sialilacion temprana de los antigeno Tn y TF, relacionados a procesos de proliferacion y metastasis en el cancer.

codifican varias enzimas con estructuras y funciones
relacionadas (11). Aunque este gen, pudiera ser el
responsable del aumento en la expresion del anti-
geno TF, existen referencias sobre las actividades
de glicosiltransferasas similares para la biosintesis
de los antigenos Tn, Tn y sialil-TF (11), por lo que
no se puede concluir que la sola actividad de este
gen sea la responsable del aumento en la expresion
del antigeno TF.

Los azucares se afiaden individualmente y se-
cuencialmente en el aparato de Golgi, la alteracion
de las actividades relativas de las glicosiltransfe-
rasas responsables de la biosintesis de O-glicanos
complejos, afectan las estructuras oligosacaridicas

expresadas en la superficie celular. En condiciones
normales en las células epiteliales, la formacion de
nlcleo 1 o antigeno TF, se genera por la adicion de
Gal a la GalNAc inicial, por la enzima GALNT3 para
convertirse rapidamente en el nlcleo 2, mediante
la adicion de N acetil glucosamina al residuo GalNAc
catalizada por la enzima B1, 6-GIcNAc-transferasa.

En los tejidos de cancer de mama, la expresién
de esta enzima se encuentra significativamente
reducida (11) y esta expresién reducida de B1,
6-GlcNAc-transferasa afecta la conversién del nu-
cleo de 1 a 2 aumentando la aparicion del antigeno
TF. Ademas, en algunas ocasiones el antigeno TF se
oculta por ésteres de O-sulfato, como se observa
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en el epitelio del colon normal, asi el aumento del
antigeno TF, observado en el cancer de colon, se
pude deber a la reduccion de la actividad de las
sulfotransferasas.

La disponibilidad del nucledtido UDP-galactosa
para la enzima GALNT3 podria también contribuir
a un aumento de la biosintesis y la expresion del
antigeno TF. La UDP-galactosa se sintetiza y se
encuentra normalmente en el citosol y se trans-
porta hacia el interior del aparato de Golgi para
la biosintesis de carbohidratos, por accién del
transportador de UDP-Gal, que esta ubicado en
la membrana del Golgi. En los tejidos de cancer
de colon humanos la expresion del transportador
de UDP - Gal es en promedio de 3-6 veces mayor
que la de mucosa no maligna (11). Esta mayor
disponibilidad de sustrato UDP-Gal para la GALNT3
en el cancer favoreceria una mayor biosintesis del
antigeno TF.

Otro factor que puede ser responsable de la
mayor expresion del antigeno TF en el cancer es
el estado de la acidificacion del aparato de Golgi,
recientemente se reveld que los medios de comu-
nicacion/trans—-Golgi pH (pH =6.75), en células
de cancer de mama (MCF-7) y de colon (HT29 y
SW48) es mas acido (pH 5,9 a 6,5) (12) que el de
las células controles no cancerosas.

La actividad de la enzima B1, 3-Gal-transferasa
es controlada también por una chaperona molecu-
lar especifica para B1, 3-Gal-transferasa (COSMC,
por sus siglas en inglés) localizada en el reticulo
endoplasmatico; que promueve especificamente el
plegado/estabilidad la enzima B1, 3-Gal-transferasa
(13). En ausencia de COSMC, la enzima GALNT3
es enviada al proteosoma para su degradacion.
Esto implica que cualquier cambio de expresion
de COSMC a nivel celular afectara la actividad de
la enzima B1, 3 Gal transferasa y por lo tanto,
la expresion del antigeno TF. Las mutaciones en
COSMC han demostrado estar relacionadas con
el aumento de la expresion del antigeno Tn (14).
Todavia no se sabe si la expresion COSMC esta
alterada en las células cancerosas.

Asi, los mecanismos moleculares que conducen
a una mayor expresion del antigeno TF en el cancer
son complejos y posiblemente representan una
combinaciéon de alteraciones en varios pasos de
la maquinaria de la biosintesis de O-glicanos.

EL PAPEL POTENCIAL DE ANTIGENO TFEN LA
PROLIFERACION

El crecimiento celular descontrolado es una ca-
racteristica clave en el desarrollo del tumor. La
aparicion del antigeno TF en la superficie puede
jugar un papel activo en el crecimiento de las cé-

lulas tumorales, al permitir una mayor interaccion
de las células con lectinas enddgenas (proteinas
que reconocen carbohidratos de manera especifica
e irreversible), como por ejemplo las galectinas.

La estimulacién de la proliferacion de células
cancerosas de colon humano se ha demostrado
con lectinas que reconocen al antigeno TF como la
lectina de cacahuate (Arachis hypogea) (15) y la
lectina de amaranto (Amaranthus caudatus) (16),
asi como con anticuerpos monoclonales anti-TF (17)
en condiciones in vitro. En contraste, la lectina del
hongo comestible Agaricus bisporus (17) y la del
fruto de Artocarpus integrifolia (16), inhiben la
proliferacion de células cancerosas epiteliales de
manera reversible y no citotdxica.

El antigeno TF es un ligando potencial para las
galectinas enddgenas. Las galectinas son una fa-
milia de 15 proteinas de mamiferos que reconocen
galactosido y que se expresan intracelularmente
y extracelularmente en muchos tipos de células
incluyendo las células epiteliales y en macrofagos,
monocitos, células dendriticas, mastocitos, eosino-
filos y linfocitos T, células del sistema inmunoldgico
(18). La interaccion entre el antigeno TF y galec-
tinas, pueden afectar el crecimiento de las células
tumorales. Se han observado cambios en la ex-
presion de galectinas en diversos tipos de tumores
incluyendo colon, mama, pulmon, pancreas, cabeza
y cuello y de cuello uterino en comparacion con sus
homologos normales (18). Las galectinas asociadas
a cancer son importantes por ser reguladores de
la proliferacion de células cancerosas, senalizacion,
adhesidn, invasion y metastasis (18). La expresion
y la funcién de las galectinas circulantes es menos
conocida en el cancer, solamente se ha investigado a
la galectina-3, que muestra hasta cinco veces mayor
expresion en los sueros de pacientes con cancer de
mama, gastrointestinal y pulmonar (19) que en las
personas sanas. Este aumento de la concentracion
galectina-3 circulante, se asocia con aumento en
el riesgo de metastasis (19).

La metastasis un proceso de multiples etapas
que implica varias interacciones célula-célula y
célula matriz extracelular, lo que lleva a las células
transformadas del sitio primario al sitio secunda-
rio del tumor. Entre los principales eventos en la
metastasis podemos incluir: la angiogénesis, el
desprendimiento de las células cancerosas desde
el sitio del tumor primario y atravesar la matriz
extracelular para llegar a circulacion, la adhesion
de las células cancerosas que circulan de la sangre
a los endotelios y la extravasacion de las células
cancerosas en los sitios de tumor secundario. Esta
cascada metastasica se deriva de la desregulacion
de las interacciones célula-célula y célula-matriz.
El aumento en la expresion del antigeno TF en la



34 Gallegos B, Osalde C, Pina S, Solorzano C, Pérez Y, Hernandez Cruz P

superficie de las células cancerosas puede estar
involucrado en la promocion de interacciones
célula-célula clave en la metastasis al permitir
aumento de la interaccién de las células que
expresan antigeno TF con células que expresan
galectinas.

EL PAPEL POTENCIAL DEL ANTfGENQ TF EN
LA ADHESION DE CELULAS METASTASICAS
DEL CANCER DE MAMA A LOS ENDOTELIOS

La adhesién de las células cancerosas circulantes al
endotelio de un 6rgano diana, es un paso limitante
en la metastasis del cancer. El conocimiento actual
del mecanismo molecular de la adhesién de células
tumorales al endotelio, se deriva en gran medida
de la adhesidn de leucocitos. El reclutamiento de
leucocitos en el sitio de la inflamacion, implica
eventos secuenciales de rodamiento, adherencia
y transmigracion a través de la pared vascular.
El rodamiento de los leucocitos estd mediada
por estructuras glicosidicas relacionadas con
el antigeno Lewis, tales como, sialil-Lewis®
(Neu5Ac2-3GalB1-4[Fucal-4]GIcNAc) y sialil-
Lewis* (Neu5Ac2-3Galf1-4[Fucal-3]GIcNAc),
con las selectinas P y E, expresadas, tanto en
los endotelios como en los leucocitos (20). A
pesar de existir interacciones similares en los
procesos de adhesion de las células tumorales
circulantes a los endotelios, existe evidencia que
este mecanismo no siempre es el empleado, asi
por ejemplo, se ha observado, que el empleo de
anticuerpos anti-selectinas no evita la adhesion
de células de melanoma A375M (21), ni de las
células de carcinoma mamario MDA-MB-435
(22). Varias lineas celulares de cancer humano,
como las de colon (DLD- 1, HT29 y HCT8), mama
(MCF-7) y células de la vejiga (TT24), expresan
estructuras oligosacaridicas del tipo sialil -
Lewis¥*, no presentan rodamiento a adhesion
a los endotelios, en experimentos realizados en
conejos y ratas (23), lo que puede implicar que
las interacciones selectinas-sialil Lewis, son solo
uno de los mecanismos empleados por la célula
tumoral en la adhesion a los endotelios.

La galectina-3 es una lectina que se puede
expresar en los endotelios, asi como, en las cé-
lulas tumorales y ha demostrado jugar un papel
importante en la adhesion de lineas tumorales
del cancer de mama, a los endotelios, por ejem-
plo, células metastasicas de carcinoma mamario
MDA-MB-435, expresan altos niveles de antigeno
TF y galectina-3, lo cual aumenta su potencial de
adhesidén a monocapas de endotelios, cuando se
comparan con células sin potencial metastasico,
en estudios realizados in vivo (24).

Aunque el incremento en la expresion del anti-
geno TF, se ha asociado al desarrollo del carcinoma
mamario, poco se conoce acerca de las proteinas
de membrana que lo expresan, entre ellas CD44v6
y la mucina 1 (MUC 1). CD44v6 es una variante del
gen de CD44, se encuentra altamente expresado
en células epiteliales escamosas de carcinomas y
adenocarcinomas de diferentes origenes y se ha
asociado a la invasion y metastasis (25).

La Mucina 1 es una glicoproteina transmem-
branal, localizada en las células epiteliales huma-
nas, su expresion se incrementa hasta 10 veces
en células transformadas de origen epitelial, su
expresion se asocia a un alto potencial metasta-
sico (26). La mucina 1 en células transformadas
presenta una reduccién en la expresion de es-
tructuras O-glicanicas complejas, encontrandose
presente estructuras oligosacaridicas cortas como
el antigeno Tn (GalNAcal-Ser/Thr), sialil Tn y
el antigeno TF, por otra parte se ha demostrado
que la galectina-3 puede ser el receptor para el
antigeno TF, expresado en las células cancerosas
(27), también se ha reportado que el empleo de
galectina-3 recombinante favorece la adhesion de
células de cancer de mama (ZR-75-1) y de colon
(HT29-5F7) a monocapas de células endoteliales
obtenidas de corddén umbilical humano (HUVEC)
(27).

La adhesion mediada por galectina-3 de las cé-
lulas HCA1.7 + a las células HUVEC se reduce por
el tratamiento con Endo-N-acetilgalactosaminidasa
(O-gliconasa), que es especifico para TF que no
presenta acido sialico (28). Células (+ MDE9.2),
que han sido transfectadas con MUC1, que expre-
san antigeno TF sialilado, solo demuestran una
capacidad adhesiva, después de la remocion del
acido sialico (27), lo que sugiere que la interaccion
entre MUCL1 con el antigeno TF, sin acido sialico y
galectina-3 puede representar un paso critico en
la adhesién de la célula tumoral al endotelio. La
unién de galectina-3 circulante y células tumorales
que expresan MUC1 via antigeno TF, puede favo-
recer la adhesidon de células a los endotelios y su
extravasacion a los sitios secundarios del tumor
(Fig. 5) (29).

EL ANTIGENO TF EN EL CANCER DE MAMA

La glicosilacion incompleta de glicoproteinas juega
un papel importante en la proliferacion y metas-
tasis en el cancer de mama, los primeros estudios
donde se relaciona la presencia de estructuras oli-
gosacaridicas incompletas fue el empleo de lectina
de Helix pomatia y su relacion con la migracion
de células metastasicas a ganglios, provenientes
de glandulas mamarias con cancer, en muestras
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Figura 5. Modelo de posible participacion del antigeno TF, en el desarrollo del cancer de mama. La expresion del
antigeno TF, con galectina-3, expresadas en los endotelios o en circulacién favorece la adhesion de la célula tumoral
a los sitios cercanos de invasion del tumor, esta adhesion favorece una interaccion mas fuerte a través de moléculas
de adhesion como las integrinas, que favorecen la extravasacion de la célula tumoral. (Modificado de la referencia 29).

de tejidos incluidas en parafinas, asi mismo no se
encontré relacion con el tamafio del tumor, grado
histoldgico y edad de la paciente (30). En el afo
2000, se propone que la glicoproteina CA15-3
gue se encuentra en las células epiteliales y que
forma parte de una glicoproteina mas grande que
se llama MUC 1, puede participar en la metastasis
de células tumorales provenientes de la glandula
mamaria (30). La glicoproteina CA 15-3 se puede
encontrar en el suero, con valores de 7,5 - 53 U/ml,
mientras que valores mayores a los normales, se
han encontrado en pacientes con cancer de mama.
La medicién de CA 15-3 en la sangre puede ser
util para determinar si el tratamiento es eficaz o si
el cancer volvid, sin embargo no se considera un
marcador predictivo de cancer de mama, debido a
gue en estadios iniciales de éste, sus valores son
semejantes a los normales.

Recientemente se han empleado lectinas de
Arachis hypogea, Artocarpus integrifolia y Ama-
ranthus leucocarpus, todas con especificidad
para el antigeno TF, encontrandose diferencias
en los perfiles de reconocimiento de las lectinas
en muestras de fibroadenoma (tumor benigno) y
muestras de cancer ductal infiltrante, asi como una
estrecha relacion con la expresién de galectina-3
(31-33).

CONCLUSIONES

A pesar de que los cambios en la glicosilacion, han
sido reconocidos durante mucho tiempo como una
de las condiciones en células pre-cancerosas y
células transformadas, su contribucion a la progre-
sion del cancer se ha estudiado hasta hace poco.
El aumento de la aparicion del antigeno TF en el
cancer, se debe probablemente a la consecuencia
de alteraciones en varios pasos en la biosintesis
de O-glicanos, que promueve la progresién y
metastasis de células transformadas. El antigeno
TF, expresado en células transformadas y en los
endotelios, favorece la interaccién celular, con
miembros de galectinas enddgenas, particular-
mente la galectina-3. Se requiere de investigacion
adicional sobre los mecanismos moleculares de la
participacion del antigeno TF en la progresién del
cancer, lo que aumentara nuestra comprension del
desarrollo del cdncer de mama y podria ayudar en
la identificacion de nuevas dianas terapéuticas para
el tratamiento del cancer. La importancia funcional
de la glicosilacidn celular en la complejidad de los
eventos que regulan las interacciones célula-célula
y proteina-proteina, en condiciones de enfermedad
es probable que sea una de las areas de investi-
gacion muy prometedoras de la ciencia biomédica
en la era post-gendmica.
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DE LAS TRINCHERAS DEFENSIVAS BACTERIANAS
A LA EDICION EFICIENTE DE GENOMAS*

Juan Rafael Riesgo Escovar

Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México,

Desde hace muchos afios, la posibilidad de editar
genomas a voluntad ha sido uno de los objetivos
mas acariciados por los investigadores en biologia
y medicina, particularmente en sistemas en don-
de la generacién y caracterizacion de mutantes
es dificil, o casi imposible. Aln en los sistemas
en donde tipicamente se generan mutaciones en
cantidades suficientes en un tiempo corto, éstas
generalmente se inducen de manera aleatoria,
por lo que después de generar las cepas o lineas,
queda el trabajo de reconocer, aislar y caracterizar
a la mutante o mutantes de interés, de manera
gue aun en estos sistemas genéticos la operacion
es tardada, y normalmente requiere de mucho
esfuerzo, especialmente en sistemas pluricelulares.
Por otra parte, las mutaciones no se editan sino que
se inducen de manera razonablemente aleatoria,
y queda después el trabajo de establecer su natu-
raleza, y sus efectos. Durante mucho tiempo este
fue el Unico modo de forzar cambios genéticos, y
es usado también para, sin prejuicio, generar mu-
taciones en todos los genes susceptibles de mutar
a un mismo fenotipo, o, dicho en otras palabras,
aislar a la mayoria de los genes que intervienen
en el mismo proceso de interés.

Se han ideado varios sistemas para generar
cambios en los genomas que se basan en cortes de
doble cadena de DNA en la secuencia diana, con la
posterior induccion de la recombinacién homologa
o de otros mecanismos de reparacion de dano al
DNA en la region del corte, para poder editar el
genoma celular. Se sabe que generar cortes de
doble cadena en la regidon que se quiere editar,
proveyendo al mismo tiempo de una abundancia
de copias con una secuencia editada, que sirve de
templado durante la reparacion del corte del DNA,
funciona como método general de edicién, siempre
y cuando se pueda después identificar y aislar a
las células con el cambio deseado.

En el sistema clasico de “knock-out” en rato-
nes, las células troncales que albergan el cambio

*Recibido: 8 de junio de 2016

correo E: riesgo@unam.mx

deseado se incorporan a embriones tempranos,
con la esperanza de que estas células modificadas
formen parte de la masa interna (o el embrién pro-
piamente dicho), y sean precursoras de las células
germinales, para que las modificaciones se hereden
a la descendencia. Sin embargo, y a pesar de sus
incuestionables méritos, este proceso es compli-
cado, tardado y caro, por lo que sus aplicaciones
han sido exitosas en casos en donde de antemano
se desea estudiar cambios particulares en gen o
genes donde se tienen ya datos o se tienen evi-
dencias que apuntan hacia la funcion o funciones
gue el gen desempefia. No se puede aplicar para
estudiar y cuantificar el nUmero de genes que se
requieren para un proceso, por ejemplo, algo que
si se puede cuando se generan mutaciones al azar
y se aislan cepas o lineas con fenotipos mutantes
comunes.

Generar cortes de doble cadena secuencia-espe-
cificos en el DNA gendmico es el paso critico, pero
es a la vez algo bastante dificil de lograr. Reciente-
mente, se han ideado varios sistemas para poder
generar esto: por ejemplo utilizar la especificidad
de los dominios de dedos de zinc (que reconocen
secuencias especificas en el DNA) acopladas a
nucleasas inespecificas, pero en todos los casos,
los procedimientos son complicados, requieren de
un esfuerzo considerable, despliegue técnico alto
y tardan bastante tiempo.

Es en este escenario que se inserta el reciente
(1) método de edicidon gendmica conocido como
CRISPR/Cas9. Es el mas sencillo, barato y flexible
de todos los métodos hasta hoy disponibles (2, 3).
Muy recientemente se ha ampliado este método
para poder generar cortes en moléculas de RNA, con
lo que, tedricamente, se podrian generar individuos
en donde el DNA esta intacto, pero se perturba la
expresion de uno o varios RNAs derivados del locus
(4). Es decir, los métodos de CRISPR-Cas pueden
servir para editar no sélo el DNA, sino también
moléculas de RNA, en una suerte de equivalente
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del método de RNAI. Falta aun saber cudl es la
eficiencia del método aplicado al RNA, y que tan
general es su aplicacion, porque implica expresar
una proteina, la C2C2, que tiene actividad de RNA-
sa, junto con un RNA de tamafo pequefio que sirve
de guia. Aun asi, las posibilidades son muchas.

Sin embargo, éde dénde vienen estos siste-
mas de modificacion de DNA (y RNA)? éCual es
la funcion que normalmente llevan a cabo en los
organismos? Las bacterias y otros microorganismos
se han adaptado para contender con la invasion
frecuente de acidos nucleicos foraneos, y ataques
a la integridad de su genoma. Para ello disponen
de un arsenal de mecanismos de defensa, entre
los cuales se cuentan las estrategias de enzimas de
restriccion y metilasas y los sistemas de inmunidad
CRISPR/Cas.

Una de las estrategias mejor descritas es la que
se basa en las enzimas de restriccion, que son
endonucleasas secuencia-especificas que cortan
el DNA foraneo (el DNA propio que contiene la
misma secuencia esta protegido por metilacion).
De ahi el nombre de endonucleasas de restriccion,
porque restringen la invasion de DNA foraneo, que
en muchos casos es debido a la incorporacion del
material genético de bacteriéfagos, DNA invasor
normalmente suficientemente largo como para que
existan sitios de restriccién en el mismo.

Ademas de esta estrategia, también tienen un
sistema inmune, que los protege de reiteradas
invasiones de las mismas secuencias de acidos
nucleicos. Estos sistemas constituyen sistemas de
defensa inmune, pues guardan memoria de ante-
riores invasiones de acido nucleico foraneo, y son
capaces de montar una respuesta a estos retos.

Desde hace bastante tiempo se han descrito /oci
constituidos por repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas, o CRIS-
PR, por su acrénimo en inglés, en los genomas de
muchas bacterias. Son /oci transcritos del genoma.
En ellos las secuencias cortas o espaciadores son
pequefas secuencias insertadas entre las secuen-
cias palindromicas, y estan formados a partir de
fragmentos de los acidos nucleicos invasores de
eventos previos. Se piensa que las enzimas Casl
y Cas2, presentes en todos estos sistemas, son las
encargadas de procesar esos fragmentos de los
acidos nucleicos invasores, duplicar la secuencia
palindromica, e insertar la secuencia procesada
del acido nucleico foraneo en el locus CRISPR de
la bacteria. En un estudio sobre estos sistemas,
se examinaron 703 genomas de Archaea y Eubac-
terias, y de ellos el 44% tiene sistemas CRISPR/
Cas reconocibles (5). En otras palabras, es un
sistema muy frecuente y ampliamente difundido
en genomas procarioticos.

La manera en que se lleva a cabo la defensa
consta de tres pasos: en el primero, conocido
como la adaptacién, se procesa uno (o en algunos
casos, mas de uno), de los fragmentos del acido
nucleico invasor, y se inserta en un /locus CRISPR.
En el segundo paso, conocido como expresion, se
transcribe un RNA largo de todo el locus CRISPR,
y se procesa para generar fragmentos de RNA co-
rrespondientes a los distintos espaciadores (los
espaciadores son secuencias derivadas de acido
nucleico invasor) y secuencia palindréomica. Final-
mente, en el tercer paso, conocido como interfe-
rencia, se usa ese RNA procesado como guia para
reconocer por complementariedad al acido nucleico
invasor, y por medio de la accién de una o varias
nucleasas, cortarlo. De esa manera se neutraliza
la invasion. Este sistema parece haber evolucio-
nado mucho, ya que actualmente se acepta que
dentro de este sistema general hay tres variantes
basicas, y dentro de estas, varias subclases. Todas,
sin embargo, tienen un /ocus CRISPR y genes Cas,
como los genes Casl y Cas2.

El método basico de edicion gendmica CRISPR/
Cas9 se basa en la adaptacion del sistema homoni-
mo de defensa o inmunidad bacteriano, ideado por
las Dras. Doudna y Charpentier. La parte medular
del sistemas CRISPR/Cas de edicidon, parte, como
esta dicho arriba, en la propiedad de utilizar frag-
mentos cortos del DNA diana, de manera que estas
secuencias cortas sirvan de guia para posicionar
nucleasas (Cas9) en secuencias del DNA diana
complementarias a estos RNA guia, para generar
cortes de doble cadena en el DNA diana.

En los sistemas bacterianos hay varios meca-
nismos CRISPR/Cas, pero el II es el mas sencillo
y es el que se ha adaptado a la edicion de geno-
mas. Originalmente constaba de tres moléculas: la
nucleasa Cas9, que se posicionaba en secuencias
especificas del DNA por medio del RNA adaptador,
y el tracrRNA, un RNA corto parcialmente comple-
mentario a la parte palindrémica del crRNA (RNA
guia). Este tracrRNA se encuentra codificado vecino
a los genes Cas en otro /ocus.

Los crRNA son los que en el método reconocen
por complementareidad al DNA diana. Seguido de
la secuencia de reconocimiento entre el crRNA y
el DNA debe de existir una secuencia en el DNA
diana, denominada PAM (por motivo adyacente
protoespaciador, por sus siglas en inglés), que para
el caso de Cas9 tiene la secuencia NGG, donde N es
cualquier nucledtido, seguido de un par de guani-
nas. Esta secuencia es critica para que Cas9 pueda
cortar el DNA, de modo que lo que se necesita para
dirigir el corte de doble cadena a alguna regidn del
genoma es una secuencia de 22 nucledtidos, con
un nucleétido entre la secuencia de reconocimiento
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y la PAM. Esto se traduce a una combinacion que
surgiria de manera aleatoria aproximadamente una
vez cada 230,000 combinaciones. Dado que en la
secuencia de reconocimiento se permiten algunos
errores (“mismatches”, en inglés; hasta cinco), esto
da como resultado que en el método pueda haber
“off-targets” (secuencias que son parcialmente com-
plementarias y que pueden sufrir cortes tambien);
en otras palabras otras dianas que pueden ser corta-
das también por Cas9 ademas de la secuencia diana
original. De todas maneras, el método es general-
mente muy especifico, y si se eligen con cuidado la
secuencia o secuencias para Cas9, la edicion puede
ser muy eficiente. La Dra. Doudna recientemente
ha mostrado que parte de esto se debe a que la
proteina Cas9 recorre de manera muy eficiente los
cromosomas del nucleo de células buscando el ancla
del tracrRNA, por medio de microscopia de fluores-
cencia con Cas9 acoplado a un fluordforo.

Una de las mejoras introducidas en el sistema
fue fusionar el crRNA (o RNA guia) con el tracrRNA,
de manera que una sola molécula de RNA sirve
de anclaje para Cas9 y de sitio de reconocimiento
para el DNA diana. Se ha demostrado que este RNA
mixto es tan eficiente como las dos especies de
RNA originales, y se le denomina también RNA guia.
Si ademas se construye un vector que contenga
la parte del RNAguia codificando para el tracrRNA
junto con un sitio para clonar crRNA, se obtiene
un sistema muy flexible y sencillo de usar. Sélo
se necesita sintetizar el crDNA para el gen diana
(generalmente se sintetizan éstos como “primers”
0 cebadores con sitios de clonaje a los extremos),
éstos se clonan en el vector, y se usa este vector
para transformar las células o el organismo en
donde se quiere editar el genoma, junto con una
fuente de Cas9, en la edicién de genomas (Fig. 1).

El sistema original utiliza un solo RNA guia para
dirigir a Cas9 al sitio diana y generar ahi cortes de
doble cadena que seran reparados por los sistemas
de reparacion de las células, introduciendo muta-
ciones en la secuencia en un alto porcentaje de las
veces (se ha reportado hasta 70% de eficiencia).
Sin embargo, mas recientemente se han introdu-
cido variantes que hacen al sistema mas flexible y
dirigido: si se elaboran dos RNA guia en el mismo
gen diana, se pueden generar delecciones, y si se
provee también de un templado en abundancia
(que puede ser otro plasmido) con las mutaciones
deseadas, se pueden generar reparaciones de la
deleciéon usando como molde al DNA complemen-
tario con los cambios deseados. Esta estrategia
es bastante eficiente, y se han reportado altas
eficiencias de CRISP/Cas9.

Es un sistema universal, ya que se ha utiliza-
do con éxito en muy variados sistemas: células
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eucariontes en cultivo, levaduras, y animales
modelo como Danio rerio, el pez cebra, plantas,
el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca
de la fruta, Drosophila melanogaster, entre otros
(6, 7). También se ha modificado a Cas9 para que
realice cortes solamente en una cadena del DNA.
Con dos RNA guias se puede generar un corte en
cada cadena de la doble hélice, pero cada corte a
una cierta distancia del otro, no en el mismo par
de bases del DNA y favorecer asi la recombina-
cion homaloga, o bien, usar una Cas9 modificada
sin actividad de nucleasa, pero fusionada a GFP
(GFP son las siglas en inglés de la proteina verde
fluorescente), por ejemplo, para marcar sitios en
el DNA gendmico, de manera similar a como se
hace con FISH (FISH son las siglas de hibridacion
in situ con marcadores fluorescentes en inglés),
pero realizado de manera mas sencilla.

Recientemente, la Dra. Doudna, entre otros
cientificos, ha llamado a una moratoria en la apli-
cacion de este método en humanos, propiciado
esto ultimo, sin duda alguna, por el reporte de
un grupo chino que publicoé los primeros resul-
tados de edicidon génica en embriones humanos
triploides, no viables (8). Si bien es cierto que el
método ha sido aplicado exitosamente ya en una
gran variedad de organismos, y que, en principio,
parece ser de aplicacion universal, existen toda-
via problemas como los “off-targets”, inherentes
a todos los métodos de edicidon génica descritos
hasta hoy. Estos “off-targets” pueden generar
cambios en otras regiones del genoma (un solo
corte de doble cadena es suficiente), y complicar
la interpretacion de los resultados. En el caso de
embriones humanos, esto puede conllevar a efec-
tos indeseados (algo asi como dafio colateral), y
mientras no se tenga una manera eficiente y clara
de separar estos efectos de los deseados, se debe
de ejercer cuidado al aplicar estas tecnologias,
ademas de otras consideraciones éticas.

Sin embargo, la aplicaciéon de esta tecnologia
permite no sélo generar cambios dirigidos en prac-
ticamente cualquier sistema vivo (basicamente en
cualquier organismo susceptible de ser transfor-
mado), sino ademas, dada la sencillez y facilidad
del método, de generar mutagénesis con muchos
RNA guia, yendo mas alla del estudio de un gen
a la vez (9). En el caso de la mosca de la fruta,
se tienen ya descritas varias cepas que expresan
Cas9 en las células germinales y que, aunado a
la transformacion con un RNA guia dirigido a las
mismas células germinales, permite generar con
relativa facilidad los cambios deseados en el DNA
genomico de las células germinales. Los cambios
se pueden caracterizar facilmente amplificando por
PCR (reaccién en cadena de polimerasa, por sus
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Figura 1. Comparacion entre el sistema CRISPR/Cas9 de bacterias, y su adaptacion para la edicion de genomas.
En la ilustracion de la izquierda se muestran esquematicamente los componentes del sistema tipo IT de CRISPR/Cas
(el sistema CRISPR/Cas9). Consta de tres loci presentes en el genoma bacteriano: el locus CRISPR, que contiene
las secuencias palindrémicas y las secuencias espaciadoras derivadas de DNA foraneo; al lado las secuencias de los
genes Cas (en este caso Casl, Cas2 -no mostrados- y Cas9), y el locus tracr, que codifica para un RNA pequefio
parcialmente complementario con los fragmentos procesados del locus CRISPR. El DNA foraneo es identificado por
complementariedad y cortado en la secuencia PAM al lado de la secuencia CRISPR por Cas9 (triangulo rojo).

En la ilustracion de la derecha se muestra el sistema tipo para la edicion de genomas: Cas9 y un gen quimérico
compuesto del locus tracr y la secuencia complementaria a la secuencia gendmica a editar son proveidos por
transgénesis o por transformacion a las células o tejidos blanco. EI RNA quimérico tracr/secuencia blanco reconoce
por complementariedad a la diana en el DNA gendmico, y guia a Cas9 para realizar el corte de doble cadena en la
secuencia PAM (triangulo rojo).

siglas en inglés) la region diana, y secuenciando
los amplicones obtenidos.

En conclusién, y a pesar de algunos problemas
con la especificidad -inherentes a todo método de
edicion gendmica conocido- el sistema CRISPR/
Cas9 representa la mejor opcion, y en muchos
casos, la Unica opcidn viable para generar edicién

gendmica. En consecuencia, la aplicacién de este
método estd abriendo una nueva era en la investi-
gacién genética. Han pasado escasos cuatro afios
desde que se describié el método originalmente,
y ya hay una gran cantidad de reportes utilizando

esta tecnologia.
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5 Hormonas esteroides derivadas del colesterol,

se producen en la glandula suprarrenal y ayu-

HORIZONTALES dan a regular la gluconeogénesis, ademas de
reducir la respuesta inflamatoria.

7 Hormona que en el Utero tiene la funcién de

2 Su funcidén principal es la de evitar la diuresis, estimular la contraccion del muasculo uterino

actua en los tubulos contorneados distales del durante el parto y la de estimular la produccion
rifidn induciendo la reabsorcion del agua. lactea durante el amamantamiento.
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Hormona intestinal que estimula la secrecion
de los zimdgenos de las enzimas pancreaticas,
tripsindgeno y quimotripsindgeno cuando las
proteinas han sido parcialmente digeridas vy
penetran en el duodeno.

Hormona polipeptidica que se produce princi-
palmente en el rifidn, junto con otros factores
controla la diferenciacidon de las células de la
médula ésea; cuando hay hipoxia se estimula su
excrecion, induce la produccion de eritrocitos.
Aminoacido que es el precursor de las cate-
colaminas (norepinefrina y epinefrina) y de
las hormonas tiroideas (tetrayodotironina y
triyodotironina).

Hormona peptidica sintetizada por el adipocito
gue estimula la secrecion de insulina inducida
por la glucosa en el pancreas y la entrada de
glucosa en los tejidos sensibles a la insulina.
El vaciamiento del estdmago hacia el intestino
delgado lleva acido clorhidrico, el ambiente acido
del intestino hace que se libere esta hormona
gue estimula al pancreas para la secrecion de
bicarbonato para neutralizarle.

Nombre comun del 1,25-dihidroxicolecalcife-
rol, es una hormona que se obtiene a partir
de la vitamina D, actua junto con la hormona
paratiroidea regulando la homeostasis del Ca**
en la sangre y su movilizacién en el hueso.
Posee cuatro atomos de yodo, regula el meta-
bolismo celular, la disminucidn en su secrecion
ocasiona baja del metabolismo lo que puede
ocasionar aumento de peso y sensibilidad al
frio, disminucion del ritmo cardiaco entre otros,
mientras que un aumento en su produccion
induce irritabilidad, hiperactividad, taquicardia
y disminucion de peso. En sangre se le en-
cuentra unida a una proteina transportadora
por lo que en un reporte de datos clinicos, se
indican los valores de la hormona libre.

Son péptidos de 15 aminoacidos producidos
por la glandula pituitaria, tienen una actividad
similar a la morfina o a los opiaceos ya que
aumentan la tolerancia al dolor durante un
proceso de estrés.

Son moléculas que intervienen en la accién de
algunas hormonas, a veces en primer término
y en otras, en segundo.

Dentro del grupo de las adipocinas se encuentra
esta hormona que es secretada por el tejido
adiposo, tiene la funcién de inducir la saciedad
al reducir el apetito.

Regula la lipdlisis, una primera accion es la
de bloquear a las lipasas que hidrolizan a los
triacilglicéridos, pero cuando por el estimulo de
los receptores B-adrenérgicos, es fosforilada,
cambia su conformacion y exhibe a los tria-
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cilglicéridos del adipocito para la participacion
de la lipasa sensible a hormonas.

Las proteinas de la dieta estimulan su produc-
cion en el estdbmago, esta hormona propicia la
secrecion de acido clorhidrico que permite que
los enlaces peptidicos internos de las proteinas
sean mas accesibles para su hidrolisis.

VERTICALES
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Esta hormona de naturaleza polipeptidica se
une a un receptor especifico y estimula la pro-
duccién de AMPc lo que conduce al crecimiento
de la corteza de las glandulas suprarrenales e
incrementa la velocidad de sintesis y secrecion
del cortisol.

Es la llamada hormona del crecimiento, su
accion primara es la de incrementar la sintesis
de proteinas; se produce en las células acido-
filas de la pituitaria anterior, su concentracion
plasmatica es menor a 2 ng/ml durante el dia
y los niveles maximos se alcanzan durante el
suefio profundo.

Es la hormona principal de la médula supra-
rrenal e importante neurotransmisor del sis-
tema nervioso, interviene en la respuesta a
situaciones de emergencia; regula la presion
arterial, el metabolismo energético y el gasto
cardiaco entre otras funciones.

Familia de hormonas derivadas de la tirosina,
tienen la funcidn de ser neurotransmisores, un
representante importante de este grupo es la
epinefrina.

Molécula que se librera de una terminal ner-
viosa y a partir de su unién a otras células
nerviosas o musculares afectan su funcion.
Se sintetizan junto con los glucorticoides y
mineralocorticoides, éste es un grupo de hor-
monas con actividad anabdlica; los principales
representantes de este grupo son, en la mujer
la dehidroepiandrosterona y en el hombre la
testosterona.

Derivada del colesterol, es la hormona encar-
gada de regular el ciclo reproductor femenino.
Esta molécula de 21 atomos de carbono que
se forma a partir del colesterol, es la precur-
sora de todas las hormonas esteroides en los
mamiferos.

Polipéptido formado por 32 aminoacidos, su
principal accién es la de aumentar los niveles
de calcio en hueso y disminuirlos en sangre,
regula el nivel de este ion y otros minerales
en el rifidn; ayuda a que no se eleve su nivel
en sangre después de la ingesta alimenticia;
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tiene un efecto antagdnico a la hormona pa-
ratiroidea ya que ésta tiende a aumentar los
niveles de calcio en sangre.

Llamada hormona estimuladora del tiroides
(TSH), es la encargada de regular la funcidon
tiroidea, cuando el nivel de hormonas tiroideas
esta por debajo de lo normal, la hipofisis lo
detecta y se estimula su produccion, por el
contrario cuando el nivel de esas hormonas
es elevado la hipofisis frena su sintesis.
Pertenece al grupo de los glucocorticoides
(11-oxiesteroide), es secretado por la corteza
suprarrenal; estimula la gluconeogénesis como
respuesta al catabolismo de los aminoacidos
en el higado, ademas es una hormona facili-
tadora de la lipdlisis.

Hormona peptidica de las células o del pan-
creas que aumenta la glucemia, es un an-
tagonista de la insulina; se libera cuando la
glucemia es baja, su funcién es la de activar la
degradacion del glucdgeno e inhibir su sintesis.
Las glandulas estan constituidas por
células especializadas en la sintesis de hormo-
nas que al ser secretadas a la sangre regulan
a diferentes tipos de células.

Proteina que se libera del pancreas como
respuesta a un aumento en la concentracién
de glucosa en sangre y se une a un receptor
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presente en la superficie de la célula blanco,
permitiendo que esta célula capte a la glucosa
y aumente tanto la lipogénesis como la gluco-
génesis.

Estas moléculas son sintetizadas por un tejido
endocrino y actian como mensajeros regulan-
do su funcién en otro tejido después de haber
sido transportadas en la sangre.

Es secretada por las células lactotroéficas de la
adenohipdfisis, su produccidn se inicia durante
los dos ultimos meses del embarazo mediante
un estimulo de estréogenos sobre las glandulas
mamarias, lo que conduce a un incremento en
la sintesis de proteinas y lipidos lacteos.
Hormonas sexuales que regulan el ciclo repro-
ductor, se forman en el ovario por la formacion
de un anillo aromatico de los andrdégenos; la
testosterona produce estradiol presente en la
mujer durante todos sus afios de fertilidad,
asimismo, entre otras funciones, regulan el
metabolismo del calcio y de la colagena.
Proteina que estimula el apetito, se produce en
células del estdbmago y del intestino delgado.
La interaccion entre una hormona y esta
estructura, conduce a la generacion de una
sefal intracelular que puede regular la activi-
dad genética y con ello alterar la sintesis de
proteinas especificas.
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Las células troncales son células no especializadas,
capaces de proliferar y que pueden diferenciarse
en células especializadas. Las células troncales
embrionarias (ESCs por sus siglas en inglés) y las
células troncales pluripotentes inducidas (iPSC
por sus siglas en inglés) tienen la capacidad de
diferenciarse hacia cualquier tejido procedente del
embridon. Sin embargo, como lo indica su nombre
las ESCs se obtienen de embriones, mientras que
las iPSCs son obtenidas mediante la reprogramacion
genética de células especializadas adultas. Por esta
razén, las iPSCs no conllevan las implicaciones éti-
cas asociadas al intervenir con el potencial que tiene
un embridén de convertirse en un ser humano. En
2007, el grupo de Yamanaka (1) comprobd que se
requiere la induccion de Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc,
proteinas que prenden o apagan genes (conocidos
como factores de transcripcion), para lograr la
reprogramacion de células especializadas adultas
humanas a iPSCs. Dichos factores de transcripcion
pueden ser inducidos mediante vectores que se
integran al genoma de la célula huésped (retrovirus
y lentivirus), o mediante métodos en los cuales no
hay dicha integracion (transposones, adenovirus y
nucleofeccion de plasmidos). Hoy en dia incluso
existen métodos de induccion no basados en DNA,
como el virus Sendai (un virus de RNA), la expresién
de microRNAs o RNAs mensajeros.

Las iPSCs suelen asociarse con su posible uso
para el desarrollo de tratamientos de medicina re-
generativa y también han proporcionado excelentes
modelos in vitro de enfermedades cuyo estudio ha
sido dificultado por la inaccesibilidad a cultivos pri-
marios de pacientes. Este es el caso de la fibrosis
quistica, enfermedad en la cual el gen de la proteina
gue normalmente transporta activamente iones de
cloruro al exterior de la célula, llamada regulador de
la conductancia transmembrana de la fibrosis quis-
tica (CFTR), tiene una mutacién (AF508) que evita
su expresion o funcidon. Esto causa la acumulacion
de moco espeso el cual facilita la colonizacién por

patégenos, lo que termina ocasionando una falla
respiratoria. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud, la incidencia de esta enfermedad en América
del Norte es de 1 en cada 3500 neonatos, mientras
que en México es de 1 en cada 8500 y la supervi-
vencia promedio es de 17.5 afios de edad.

En 2014, el grupo dirigido por Inder M. Verma
reportd un protocolo para la diferenciacién por
pasos de iPSCs a un epitelio respiratorio funcional,
con el objetivo de conocer mejor los mecanismos de
dicho proceso y proveer un modelo para el estudio
de varias enfermedades del tracto respiratorio (2).
Este proceso de diferenciacidon se logra mediante la
expresion controlada de genes especificos asociados
a distintos estadios de diferenciacion, siguiendo los
estadios que se dan durante el desarrollo embriona-
rio del epitelio respiratorio en condiciones norma-
les. La diferenciacion exitosa a células pulmonares
maduras se pudo comprobar por la presencia de
genes especificos como MUC5A/C, MUC1, CFTR y
cEBPo, aparte de genes caracteristicos de estadios
de diferenciacion previos como FOXA2 y GATA6 los
cuales son expresados en células del endodermo
definitivo. Adicionalmente, se identificaron factores
importantes que favorecen este proceso como son
el mantener las células en una interfaz aire-liquido
lo cual promueve la maduracion de las células epi-
teliales respiratorias progenitoras.

Posteriormente, el mismo grupo desarrolld un
método para corregir la mutacion del gen CFTR en
iPSCs derivadas de fibroblastos (un tipo de célula
especializada del tejido conectivo) de pacientes con
fibrosis quistica. La correccion de la mutacion en las
iPSCs se hizo con un sistema de edicion genética
conocido como CRISPR/Cas9 (Caja 1), para después
ser diferenciadas en células epiteliales respiratorias
a través del mecanismo elucidado en su trabajo
previo (2).

En dicho modelo, se demostré que la correccion
de la mutacion AF508 del gen CFTR habia sido rea-
lizada con éxito al observar un incremento en las
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corrientes de cloruro comparadas con las corrientes
de las células en las cuales no se hizo la correccién
(3). Adicionalmente, se comprobd que en las célu-
las corregidas, la proteina tenia una modificacion
post-traduccional, que no ocurre cuando el gen se
encuentra mutado. Dicha modificacion es esencial
para que CFTR se pueda expresar en la membrana
plasmatica, ya que en su ausencia, en vez de que
la proteina sea llevada a la membrana, se queda
en el citoplasma donde es degradada.

El trabajo hecho por el grupo de Inder M. Ver-
ma proporciona un modelo para la correccion de
mutaciones en iPSCs y la diferenciacion de éstas
a un epitelio respiratorio maduro, el cual resuelve
limitaciones previas que impedian el estudio a pro-
fundidad de la patofisiologia de la fibrosis quistica.
Este modelo llevara a un mejor entendimiento de
la enfermedad e incluso al desarrollo de medica-
mentos efectivos. Adicionalmente, este trabajo
podria abrir la posibilidad de explorar este enfoque
como una terapia celular en el futuro, ya que las
células del epitelio respiratorio generadas por este
método podrian ser implantadas en pacientes con
fibrosis quistica. Sin embargo, esta posibilidad es
aun lejana dado que quedan muchas cuestiones por
resolver antes de utilizar este tipo de terapias en
la clinica. Mas alla de un tratamiento para la fibro-
sis quistica, este trabajo da una vision innovadora
sobre las iPSCs, que adicionalmente, no tiene las
implicaciones éticas de la ESCs.
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Figura 1. Modelo de la correccién de la mutacion en el gen CFTR en iPSCs obtenidas por reprogramacion de fibro-
blastos de pacientes con fibrosis quistica y subsecuente diferenciacion a un epitelio respiratorio maduro.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

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

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

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

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

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

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

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

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

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

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

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

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

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

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

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

en formato “jpg” o integradas en un archivo de
“Power Point” o del mismo “Word” separadas del
texto del articulo. Las figuras pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y separadas del texto del articulo.
Las figuras y las tablas se deberan numerar con
arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se
deberan presentar en una hoja aparte. Se debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidn. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 35(2): 50-51, 2016 51

obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis;
cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

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

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

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

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

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

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

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

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



