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EDITORIAL

LOS ETIQUETADOS NUTRIMENTALES DE
ALIMENTOS Y BEBIDAS INDUSTRIALIZADOS:
UN ASUNTO DE INTERES CIENTIFICO Y DE
SALUD PUBLICA

Las enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNT)
en la actualidad son, sin duda, el reto mas im-
portante para los servicios de salud. La Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
2016, documento prevalencias acumuladas de so-
brepeso y obesidad del 72.5% en adultos mayores
de 20 afios de edad, y de alrededor de 35% entre
escolares y adolescentes. Ademas, el 9.4% de la
poblacion reportd tener un diagndstico previo de
diabetes, de ellos apenas el 15% notifico tener un
estudio de hemoglobina glicada en el Ultimo afio,
sin contar a quienes ya padecen diabetes, pero no
lo saben, ni a aquellos que tienen prediabetes y
gue eventualmente desarrollaran esta condicidon
(1). Se ha repetido multiples veces y en diversos
medios, académicos y de divulgacion, que en poco
tiempo no tendremos sistema de salud que alcance
a cubrir las demandas de atencion derivadas de las
complicaciones de estas patologias.

Entendemos que la obesidad, definida como
exceso de tejido adiposo, es una de las principales
causas de enfermedades cardiometabdlicas y que
es resultado de un consumo excesivo de kiloca-
lorias. Es decir, atendiendo a la primera ley de la
termodinamica, un balance positivo de energia,
consecuencia de una ingesta mayor a la gastada
a través del metabolismo, la termogénesis y la
actividad fisica, serd almacenada sobre todo en
forma de grasa, dando lugar al desarrollo de obe-
sidad. Sin embargo, algunos componentes de los
alimentos y bebidas, presentes particularmente en
los ultra procesados, pueden promover obesidad
y enfermedad cardiometabdlica a partir de me-
canismos que no estan mediados exclusivamente
por la ingesta desmesurada de calorias. Multiples
trabajos de investigacion exploran la posibilidad
de que la respuesta a ciertos componentes dieté-
ticos y a algunos patrones de alimentacion, estan
influenciados por el estado metabdlico, el perio-
do de desarrollo o el genotipo individual, por la
capacidad de respuesta de algunas regiones del

cerebro asociadas con la recompensa a las sefales
de los alimentos y por la participacion que tiene el
microbioma en el metabolismo energético (2).

Hoy, tras mas de seis décadas de investigacio-
nes, sabemos que consumos elevados de las grasas
de la dieta estan asociados con mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular y muerte prematura;
estos riesgos, dependen del tipo y la cantidad de
grasa, asi como de otros factores, como la clase de
hidratos de carbono presentes en la alimentacion y
los propios patrones dietéticos. La evidencia actual
sefiala que disminuir la ingesta de grasas saturadas
y reemplazarlas con grasas poliinsaturadas confiere
una pequena reduccién en el riesgo cardiovascular

(3).

Sin embargo, aun mas que las saturadas, las
grasas dietéticas que preferentemente se asocian
con enfermedad cardiometabdlica son las grasas
trans, en particular las que se producen industrial-
mente. Los acidos grasos insaturados trans (AGT)
se forman mediante hidrogenacion parcial de acei-
tes vegetales, en presencia de un catalizador me-
talico, en condiciones de vacio y alta temperatura;
tienen al menos un doble enlace en configuracion
trans y son ampliamente usados en la industria de
alimentos (4). Se ha descrito que la ingesta de AGT
estd asociada con hipercolesterolemia, incremento
en las concentraciones sanguineas de colesterol-
LDL y disminucion del colesterol-HDL, también con
aumento en las concentraciones séricas de fibriné-
geno y otros marcadores de inflamacidn sistémica,
tales como la interleucina (IL) 1B, antagonista del
receptor de IL-1, IL-10, factor de necrosis tumoral
(TNF, por sus siglas en inglés), receptor de TNF 1,
receptor de TNF 2, proteina quimiotactica de mo-
nocitos 1 y péptido natriurético cerebral; asi como
con enfermedad cardiovascular (5).

Los azucares contenidos en diferentes formas
quimicas en alimentos y bebidas industrializados,
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también estan asociados con enfermedad cardio-
metabdlica, en realidad, son los azlicares afiadidos
los que han mostrado esta asociacion (2). Los
mas utilizados son: sacarosa, glucosa, fructosa y
especialmente el jarabe de maiz de alta fructosa
(HFCS, por sus siglas en inglés). En diversos es-
tudios se ha mostrado que el consumo de edulco-
rantes con fructosa, sacarosa o HFCS, comparado
con ingestas isocaldricas de almiddn, incrementa
factores de riesgo para enfermedad cardiometa-
bélica al inducir sobrecarga hepatica de fructosa,
lo cual acrecienta la lipogénesis de novo, eleva la
concentracion de grasa hepatica, inhibe la oxida-
cion lipidica y aumenta la produccion y secrecion
de lipoproteinas de muy baja densidad (6). Estas
alteraciones hepaticas, relacionadas con riesgo
cardiometabdlico, pueden ocurrir alin en ausencia
de un balance positivo de energia y por tanto sin
ganancia ponderal en los individuos.

La dieta occidental es un patrdn dietético distri-
buido ampliamente en todo el mundo, incluye un
consumo elevado de alimentos ultra procesados,
con un alto contenido de grasas saturadas, gra-
sas trans, azlcares y sodio. Desde hace casi tres
décadas este patrén de alimentacion se ha vuelto
cada vez mas comun en nuestro pais, hasta practi-
camente desplazar a la dieta tradicional mexicana,
especialmente en los entornos urbanos, con un
aumento preocupante también en las zonas rurales.
Expertos en alimentacion y salud publica indican
que, en los ultimos 25 afios, ocurridé una reduccion
cercana al 10% en la compra de alimentos basicos,
en tanto se incrementd casi en 40% el consumo de
alimentos fuera del hogar, ademas de aumentos de
mas del 20% en el gasto de alimentos no basicos
altos en calorias. Estos modelos de consumo estan
claramente asociados a mayor riesgo cardiometa-
bélico y, por tanto, con mayor riesgo de desarrollar
ECNT (7).

¢Y como transferimos estos conocimientos
bioquimicos y epidemioldgicos al usuario para sus
decisiones conscientes?

Las empresas informan el contenido nutri-
mental de los productos ultra procesados en las
etiquetas impresas en los empaques de alimentos
y bebidas industrializados, ofrecen la informacion
sobre el contenido de energia y la composicion de
nutrimentos. Como medida regulatoria, a partir
del 2015 la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) establecio
gue, en México, este etiquetado estuviera basado
en las Guias Diarias de Alimentacion (GDA). Este
sistema de etiquetado frontal nutrimental fue

Evelia Apolinar-Jiménez

desarrollado en Europa por el Insitute of Grocery
Distribution, organizaciéon que, cabe sefialar, se
dedica a la investigacion financiada por las indus-
trias de las tiendas de autoservicio, asi como por
la de alimentos y bebidas. Las etiquetas GDA son
unos ovoides impresos en la parte frontal de los
empaques, que indican el contenido de grasas sa-
turadas, azlcares totales, sodio y energia, tanto en
kilocalorias como en porcentaje para una ingesta
diaria de 2,000 Kcal. Si bien estas vifietas hacen
énfasis en el contenido de algunos nutrimentos que
se asocian con el desarrollo de ECNT, no distingue
entre azlcares totales y azUcares afiadidos, no
sefiala el contenido de grasas trans, y el comun de
la poblacién no sabe, y no tendria por qué saber,
si 238 mg de sodio 0 436 Kcal en una porcién (de
galletas, embutidos, refresco o de cualquier ali-
mento o bebida industrializado) es mucho o poco,
es decir, si es inocuo o puede causar dafo.

Después de todo lo sefialado, queda clara la
importancia de informar a los consumidores, el
contenido de nutrimentos potencialmente perju-
diciales para la salud. Contar con un etiquetado
nutrimental es, ademas, una medida costo-efectiva
util en el control poblacional de la obesidad y las
ECNT. Sin embargo, esta informacion debe ser cla-
ra, util para una toma de decisiones al momento de
elegir los alimentos que se compran en el comercio.
El etiquetado actual, basado en las guias GDA no
cumple ese cometido, es mas parecido a un ca-
talogo bioquimico de una sustancia de laboratorio
e intencionalmente disefiado para iniciados. La
experiencia en Chile es ahora un paradigma inter-
nacional de como deben ser las etiquetas en estos
productos: hexagonos negros que advierten a los
consumidores si el producto es alto en azlcares
afadidos, grasas saturadas, energia y sodio. La
OPS ha recomendado este etiquetado de adverten-
cia como el mejor para ser implementado en toda
la Region de las Américas. Ademas, los puntos de
corte deben estar basados en recomendaciones
internacionales y nacionales, como las estableci-
das por la OMS, la OPS y la Academia Nacional de
Medicina, y no como ocurre ahora, disefiada por
instituciones ligadas a la industria de alimentos y
bebidas, con un claro conflicto de interés (8).

Las epidemias de obesidad y diabetes en nues-
tro pais son un problema grave y complejo que
requiere de acciones igual de complejas para
atenderlo (9). No es sdlo resultado de un balance
de energia positivo, sino que obedece, entre mu-
chas otras causas, a complejas interacciones entre
genes, ambiente, alimentacion y actividad fisica.
Es importante que la poblacion en general cuente
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con herramientas al alcance de sus decisiones co-
tidianas, que permitan hacer mejores elecciones
al comprar alimentos y bebidas, que le permitan
identificar el posible riesgo del consumo de grasas
trans o de jarabe de alta fructosa. Tener un etique-
tado de advertencia, como el chileno, es una de
esas medidas que puede ayudar en el control de
las ECNT, enfermedades que, sabemos, ya tienen
en serios problemas de sostenibilidad a nuestro
sistema de salud.

LNCA Evelia Apolinar-Jiménez, MIC
Investigadora en Ciencias Médicas A

Unidad de Metabolismo y Nutricién

Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio
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LA ENDOCITOSIS EN PLANTAS (PARTE Il): COMO
ESTUDIARLA UTILIZANDO INHIBIDORES*

Maria Fernanda Goémez-Méndez, Raul Davila-Delgado,
Rosana Sanchez-Lépez, Rosario Vera-Estrellaa

Departamento de Biologia Molecular de Plantas, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México,
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RESUMEN

La endocitosis es un mecanismo fundamental para la fisiologia de las células eucari-
ontes. En plantas, el estudio de la endocitosis se ha desarrollado a partir de la car-
acterizacién de mutantes, el uso de técnicas bioquimicas, microscopicas y por medio
del uso de agentes quimicos que actlan sobre la maquinaria endocitica, tipicamente
inhibidores del proceso endocitico. Utilizando estas metodologias ha sido posible
explorar la endocitosis en plantas, y subsecuentemente ha permitido entender la
importancia de este proceso y agilizar su caracterizacion a nivel molecular y celular.
En esta revisién se resumen los agentes quimicos mas utilizados para el estudio de
la endocitosis en plantas, y se explica su origen, su efecto y la importancia de su uso
para continuar la investigacion en esta area de la biologia vegetal.

ABSTRACT

Endocytosis is a fundamental mechanism for the physiology of eukaryotic cells. In
plants, the study of endocytosis has been developed from the characterization of
mutants, the use of biochemical, microscopic techniques and using chemical agents
that act on the endocytic machinery, typically inhibitors of the endocytic process.
Using these methodologies, it has been possible to explore the endocytosis in plants,
and subsequently it has allowed to understand the importance of this process and
to speed up its characterization at the molecular and cellular level. This review
summarizes the most commonly used chemical agents for the study of endocytosis
in plants, and explains their origin, their effect and the importance of their use to
continue research in this area of plant biology.

PALABRAS
CLAVE:
Células
vegetales,
endocitosis,
inhibidores
endociticos.

KEY WORDS:
Plant cells,
endocytosis,
endocytic
inhibitors.

INTRODUCCION

La endocitosis es el proceso por el cual las células
eucariontes internalizan componentes de la mem-
brana plasmatica (MP) y/o material del espacio
extracelular al citosol, a través de la invaginacién
de la bicapa lipidica, lo cual da lugar a una estruc-
tura tipo fosa, que posteriormente culmina en la
formacion de vesiculas endociticas. Estas vesiculas,
una vez liberadas, se fusionan con compartimen-
tos intracelulares llamados endosomas, los cuales
permiten dirigir las moléculas endocitadas o cargos
hacia su degradacién o reciclaje (1, 2). El proceso
de endocitosis se observé por primera vez en el ano

*Recibido: 19 de septiembre de 2018

de 1866, por Metchnikoff, quien reportd la toma
de material extracelular y su posterior degradacion
en diferentes especies de invertebrados infectados
por hongos (1). A partir de este reporte y de la pu-
blicacion de una gran cantidad de investigaciones,
se ha logrado definir a la via endocitica como un
mecanismo molecular fundamental para mantener
la homeostasis celular. Actualmente, se sabe que
la endocitosis es un proceso que controla la com-
posicion de la MP, mantiene la polaridad celular,
participa en la absorcion de nutrientes, en la res-
puesta celular a toxinas y a patégenos y ademas
funciona como una plataforma de sefalizacion,
debido a que regula la cantidad de receptores y

Aceptado: 4 de diciembre de 2018
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ligandos presentes en la MP, los cuales una vez
que se endocitan activan cascadas de sefalizacion
(2). Mucho del conocimiento sobre la endocitosis
se ha desarrollado utilizando levaduras y células
animales (3). En las células animales, por ejem-
plo, se han reportado diferentes vias endociticas,
como la fagocitosis o aquellas dependientes e
independientes de clatrina, caveolina y/o balsas
lipidicas, las cuales difieren en el tamafio del ma-
terial que se endocita, la maquinaria molecular
implicada y la regulacidén necesaria para que estas
vias funcionen (1, 3). El estudio de la endocitosis
en plantas en un inicio era cuestionable debido a
la presencia de la pared celular y a la alta presion
de turgencia que mantienen estas células, lo que
sugeria el impedimento de la invaginacion de la
MP. Sin embargo, Hilmer y cols, utilizando conju-
gados de lectina y oro demostraron que el proceso
de endocitosis si ocurre en las células vegetales y
paralelamente se demostré que la endocitosis en
plantas es energéticamente posible, incluso en las
células guarda que tienen altos indices de presion
de turgencia (4). Durante los ultimos afios, se ha
logrado identificar a la endocitosis en plantas como
un proceso fundamental que depende del tipo ce-
lular y que responde a moléculas de sefializacion
y a estimulos medioambientales tales como la luz,
los nutrientes y el estrés bidtico y abiotico (2, 5).
Mucho de este conocimiento, se ha logrado gra-
cias al uso de mutantes y compuestos quimicos o
agentes farmacologicos, que inciden en un punto
especifico durante el proceso de endocitosis (2, 5,
6). Ademas, la capacidad de marcar a proteinas
implicadas en la endocitosis con moléculas fluores-
centes ha sido importante para la visualizacion de
la endocitosis por medio de microscopia confocal.
Aunado a esto, la combinacién de la microscopia
confocal con los compuestos quimicos que afec-
tan el proceso endocitico, ha permitido mejorar
el entendimiento de la endocitosis en plantas, en
los ultimos afios. En esta revision se resumen los
ultimos avances en el area y la importancia del
uso de estos agentes para la caracterizacion de la
endocitosis en plantas.

METODOLOGIAS PARA ESTUDIAR LA ENDO-
CITOSIS EN PLANTAS

Para estudiar la regulacion temporal y espacial de
la endocitosis en plantas, se han utilizado plantas
mutadas en alguno de los genes implicados en la
endocitosis (2, 5). La mayoria de estos analisis
utilizaron mutantes por insercion de T-DNA, por
ejemplo, las mutantes clc-2, chcl y chc2 utiliza-
das para caracterizar funcionalmente las cadenas
ligeras (CLC) y pesadas (CHC) de clatrina (para
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mayor detalle ver “Endocitosis en plantas induci-
da por factores bidticos, abioticos y hormonas”).
Otros ejemplos de mutantes que fueron claves
para elucidar la funcion de algunos genes en la
endocitosis son bakl1, epsinl, snx2b y trs1, o las
mutantes de gnomR5 y bor1-1 generadas por me-
dio de etil-metano-sulfonato (2). Si bien, el uso
de mutantes ha permitido conocer mas acerca de
la maquinaria endocitica en plantas, se ha repor-
tado que mutaciones en genes importantes para
el trafico celular, en ocasiones producen fenotipos
letales ya sea en los embriones o en estados tem-
pranos de la germinacion. Por otro lado, debido a
la alta redundancia genética en plantas, la pérdida
de funcion por una mutacion ocasionalmente no
produce fenotipos claros y provoca la necesidad
de crear dobles o triples mutantes para el analisis
de un gen, lo cual requiere largos periodos de
analisis (6).

Metodologias alternativas a la mutacion de genes
para el estudio de la endocitosis, se desarrollaron
a partir de la caracterizacion y el aislamiento del
gen de la proteina verde fluorescente (GFP), y su
posterior expresion en Arabidopsis thaliana (6).
Realizando fusiones traduccionales entre la GFP
o sus variantes fluorescentes y las proteinas que
participan en la endocitosis, es posible marcar in
vivo y visualizar el proceso endocitico y el sistema
endomembranal de las células vegetales. Utili-
zando esta tecnologia ha sido posible seguir a las
proteinas residentes VHA1, RabA2 y RabA3 en la
red del trans-Golgi (TGN, por sus siglas en inglés,
Trans-Golgi Network) que en plantas también
tiene la funciéon de endosoma temprano (EE, por
sus siglas en inglés, Early Endosome). Asi mismo,
el cuerpo multivesicular (MVB, por sus siglas en
inglés, Multivesicular Body) que en plantas funcio-
na como endosoma tardio (LE, por sus siglas en
inglés, Late Endosome) se ha estudiado por medio
de los marcadores RabF2a, RabF2b y ESCRT (2, 6).
Aunado al uso de proteinas fluorescentes, se han
utilizado ampliamente técnicas bioquimicas como
el fraccionamiento subcelular, la inmunoprecipita-
cion y el analisis protedmico para la identificacion
y caracterizacion de los componentes implicados
en la endocitosis y sus efectos en las proteinas
cargo, que regula esta via celular (5).

La microscopia de fluorescencia es una de las
técnicas mas recurridas, ya que permite la visuali-
zacion in vivo del proceso endocitico. Las técnicas
microscopicas, como la microscopia confocal de
barrido (LSCM, por sus siglas en inglés, Laser Scan-
ning Confocal Microscopy) es una de las técnicas
de microscopia de fluorescencia mas utilizada, ya
que permite visualizar y analizar la dinamica a nivel
subcelular de la molécula marcada fluorescente-
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mente, ademas, también permite hacer ensayos de
co-localizacién entre dos 0 mas moléculas marcadas
(2). Para analizar la dinamica de las vesiculas en-
dociticas y del sistema endosomal, la microscopia
confocal de disco giratorio (SDCM, por sus siglas
en inglés, Spinning-Disk Confocal Microscopy) ha
ayudado a reducir el tiempo en la adquisicion de
datos y ha aumentado la resolucion espacial, dos
aspectos favorables en el estudio de la dinamica
endocitica, sin causar dafo foto-toxico a la mues-
tra (5). Metodologias complementarias a LSCM y
SDCM se pueden encontrar en la microscopia de
fluorescencia de reflexion interna total (TIRFM, por
sus siglas en inglés, Total Internal Reflection Fluo-
rescence Microscopy) y su variante, la microscopia
de epifluorescencia de angulo variable (VAEM, por
sus siglas en inglés, Varible Angle Epifluorescence
Microscopy), las cuales permiten observar eventos
moleculares Gnicos y muy cercanos a la superficie
celular. Por ello, estas metodologias son ideales
para la observacion y estudio de la endocitosis. Otro
tipo de técnica microscopica util para el analisis
molecular de la endocitosis es la recuperacion de
la fluorescencia después del fotoblanqueamien-
to (FRAP, por sus siglas en inglés, Fluorescence
Recovery After Photobleaching). El fotoblanqueo
es la destruccion irreversible de un fluoréforo por
una excesiva exposicion a la luz. En FRAP, el fo-
toblanqueo se realiza en un punto muy especifico
de una célula en estudio dandole seguimiento a
la recuperacion de la fluorescencia en ese punto
especifico, generalmente por difusion del fluoroforo
que se encuentra aledafio al punto de fotoblanqueo.
Por lo tanto, FRAP permite determinar la dinami-
ca y la difusion de proteinas (cargo fluorescente)
localizadas en la MP. (2). A la par de las técnicas
microscoépicas disponibles en la actualidad, se han
desarrollado plataformas computacionales para
el analisis cuantitativo de los datos obtenidos por
estas tecnologias microscépicas (5).

BIOLOGIA QUIMICA Y SU USO EN EL ESTUDIO
DE LA ENDOCITOSIS EN PLANTAS

Mucho del conocimiento que se tiene sobre la endo-
citosis (para mas detalles ver la revision “Endocitosis
en plantas (parte i): inducida por factores abioticos,
bioticos y hormonas”), se ha desarrollado gracias
al uso de compuestos quimicos que inciden en el
proceso endocitico (6). Estos compuestos se pueden
categorizar como (Fig. 1 y Tabla 1): a) marcadores
fluorescentes, b) inhibidores del trafico vesicular, c)
inhibidores del citoesqueleto, y d) inhibidores de la
endocitosis dependiente de clatrina o CME. A con-
tinuacion, se explica el efecto de estos compuestos
sobre la endocitosis en las células vegetales y las

aportaciones que se han logrado por medio de su
uso.

La biologia quimica describe el uso de compues-
tos quimicos para evaluar fendmenos bioldgicos por
diferentes técnicas de analisis, y representa una
forma de analisis alternativa a las metodologias
que utilizan la mutacién de genes (6). En contraste
a la bioquimica, que estudia la quimica de las bio-
moléculas y sus vias de regulacion en las células, la
biologia quimica consiste en aplicar compuestos que
permiten estudiar un proceso bioldgico. El uso de la
biologia quimica ha sido significativo para entender
los mecanismos de transporte y de regulacién a
diferentes niveles del sistema endomembranal (2,
6). Por ejemplo, usando un compuesto que inhibe
el proceso endocitico, se pueden realizar analisis
rapidos, dosis-dependientes y reversibles, lo cual
evita los problemas de letalidad y de redundancia
genética. Ademas, combinando la biologia quimica,
con las técnicas microscopicas como LSCM y SDCM,
ha sido posible observar y caracterizar in vivo los
efectos de estos compuestos en las células vege-
tales y realizar el analisis de proteinas de interés
(2). Muchos de estos compuestos se comenzaron a
utilizar debido a que se conocia su efecto en células
animales y levaduras. A continuacion, se recapitulan
los compuestos que han permitido el avance del
estudio de la endocitosis en plantas.

a) Marcadores fluorescentes de la endocitosis.

Los marcadores recurrentemente utilizados para
seguir el proceso de endocitosis son los colorantes
fluorescentes anfipaticos y selectivos de membrana
FM4-64 (N-(3-trietilamoniopropil)-4-(6-(4-dietila-
mino fenil hexatrienil) dibromo piridinio) y FM1-43
(N-(3-trietilamoniopropil)-4-(4-dibutilamino estire-
nil) dibromo piridinio). Estos compuestos fueron de-
sarrollados por Betz y col, a partir de DASPMI (siglas
de Dimetilaminoesterilmetilpiridinoamido) quienes
los nombraron FM por la derivacion del nombre Fei
Mao, uno de los cientificos que trabajaron en su
desarrollo (7). Estos compuestos lipofilicos estan
formados por una cabeza di-catidnica, dos colas
lipofilicas y un nuicleo aromatico. Son moléculas no-
fluorescentes en medio acuoso, pero al unirse a la
cara externa de la MP a través sus colas lipofilicas,
un medio hidrofdbico, se tornan fluorescentes. Una
vez que se unen a la capa lipidica, estos colorantes
se internalizan por la via endocitica y se distribuyen
por el sistema endosomal. Estas propiedades han
sido cruciales para visualizar in vivo tanto la endoci-
tosis como el trafico vesicular asociado a FM1-43 y
FM4-64 ya que difieren en su espectro de absorcion
y emision, 502 nmy 625 nm para FM1-43; y 560 nm
y 767 nm para FM4-64, lo cual esta definido por las
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Figura 1. Descripcion del efecto de los inhibidores de la endocitosis sobre el trafico vesicular en las
células vegetales. Se muestran los diferentes componentes celulares implicados en el trafico vesicular, MP,
membrana plasmatica, MVB/LE/PVC, cuerpo multivesicular/endosoma tardio/cuerpo prevacuolar; TGN/EE, red
trans Golgi/endosoma temprano; AG, aparato de Golgi; RE, reticulo endoplasmatico; CCV, vesicula con cubierta
de clatrina; MT, microtubulos. Los inhibidores se muestran en abreviaturas, Wm, wormanina; BFA, brefeldina A;
Conc A, concanamicina A; IKA, Ikarugamicina; TryA23, tirfostina A23; ES9, endosidina 9, CHX, cicloheximida,
LatB, latrunculina B; citocalasina D, Cyt-D. Las flechas (=¢p) indican la direccionalidad del tréfico endocitico, y las
barras tipo (=4 ) indican el proceso de inhibicién directa o indirecta sobre la endocitosis.

propiedades quimicas del nucleo de la molécula. El
uso de estos compuestos como marcadores endoci-
ticos es dependiente de tiempo y temperatura, pero
no de pH (8). La caracterizacion de estos compues-
tos, que originalmente fueron desarrollados como
sensores del potencial de membrana, se inicié en
neuronas y en terminaciones presinapticas. Su uso
fue fundamental para caracterizar el reciclaje de las
vesiculas presinapticas en cultivos de células del hi-
pocampo Yy en terminaciones nerviosas de anfibios.
El uso de los marcadores FM en células vegetales fue
crucial para la descripcién de la endocitosis en plan-
tas, debido a que utilizando el FM4-64 se describid
que la endocitosis dependiente de clatrina ocurre en
plantas y que es fundamental para la internalizacion
de los transportadores de auxinas PIN (8, 9). Ade-

mas, utilizando este compuesto junto con ensayos
de co-localizacion, fue posible identificar que el
TGN funciona como el EE en células vegetales, ya
que es el primer sitio celular que recibe el material
endocitado desde la MP (6, 10).

b) Inhibidores para evaluar el trafico vesicular
en plantas:

Brefeldina A

Brefeldina A (BFA) es una toxina lipofilica de ori-
gen fungico que tiene como estructura quimica
una lactona macrociclica. Fue aislada de manera
independiente por diferentes grupos de investi-
gacion entre los afios de 1958 a 1970. Su interés
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TABLA 1
Inhibidores directos e indirectos y su efecto en el proceso endocitico en células vegetales.
Inhibidor Blanco molecular | Efecto del inhibidor sobre el proceso endocitico | Referencia
BFA GNOM Indirecto. Produce un conglomerado intracelu- | 2, 5, 6, 11,
lar, denominado cuerpo de BFA. Bloquea el trafi- 12
co vesicular tanto de secrecion como endocitico.
Conc A Subunidad c de la Indirecto. Deforma el AG e induce la acumu- 2,13, 14,
porcion V, de las V- lacion de material recién endocitado, también 15
ATPasas bloquea el transporte de cargos hacia el MVB/LE/
PVC y la vacuola.
Wm Subunidad catalitica Indirecto. Induce la fusion homotipica y el 2,9,16, 17
de PI3K* abultamiento de MVB/LE/PVC, y la agregacién y
la estabilizacién de las fosas de clatrina en la MP.
Evita el transporte hacia la vacuola.
Latrunculina | Actina monomeérica Indirecto. Inhibe la polimerizacién de nuevos 2,18
B filamentos de actina.
Citocalasina | Extremo barbado y | Indirecto. Inhibe la asociacion y disociacion de 2
D filamentos de actina | la actina monomeérica y globular al filamento de
en crecimiento actina.
Oryzalina Tubulina Indirecto. Se une y forma complejos con tubuli- | 2, 11, 20
na, evitando la polimerizacién de los microtubu-
los. Afecta el movimiento lateral de las fosas de
clatrina en la MP.
IKA No se conoce Directo. Evita la maduracion de CCVs vy altera la 2,21, 22
morfologia del AG.
TryA23 Subunidad p del Directo. Bloquea la interaccidon entre la subuni- | 2. 5, 23, 24
AP2 dad p del complejo AP2 y el motivo YXX@, pre-
sente en cargos internalizados por CME e inte-
rrumpe la asociacién a la MP de la subunidad TCP
del complejo TPLATE. También induce cambios en
el pH intracelular.
ES9 No se conoce Directo. Actla como un protonéforo y provoca la | 2, 5, 16, 25
acidificacién del citoplasma.

*PI3K, cinasa de fosfatidil-inositol 3-fosfato

inicio por su efecto como anti-fingico, antibiético
y fitotéxico (2, 6). Posteriormente se observé que
BFA es un inhibidor del transporte intracelular de
proteinas entre el reticulo endoplasmatico (RE) y
el aparato de Golgi (AG) (Fig. 1). La incubacion de
las células animales con BFA altera la morfologia
y funcion del AG, provocando la fusién del AG con
el RE, lo que subsecuentemente conduce a un
bloqueo en el transporte de proteinas entre estos
dos compartimentos celulares (2). Desde esta
observacion, diversos estudios se realizaron para
conocer el modo de accidn de este compuesto sobre
la sintesis y transporte de proteinas a lo largo del
sistema endomembranal. El efecto bioactivo del
BFA se debe a que se une al dominio Sec7 de un
intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF, por

sus siglas en inglés, Guanine-nucleotide Exchange
Factor) especifico de factores de ribosilacion de
ADP (ARF, por sus siglas en inglés, Adenosine di-
phosphate Ribosylation Factor), factor que cambia
el GDP unido al ARF-GEF (forma inactiva y soluble)
por GTP (forma activa y asociada a la membrana).
La uniéon de BFA al dominio Sec7 del ARF-GEF
provoca la inhibicion del intercambio GDP-GTP vy,
por ende, inhibe la actividad de las GTPasas tipo
ARF, las cuales participan en el trafico intracelular
de vesiculas y en la senalizacién celular (11). En
células animales y levaduras los ARF-GEF sensibles
a BFA estan localizados en el AG y funcionan en
el trafico vesicular entre el AG y el RE, ademas
participan en la formacion de las vesiculas COP1
y CCV en la membrana del AG, por lo cual BFA se
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ha utilizado por excelencia como el inhibidor del
trafico vesicular asociado al AG (2). En células ve-
getales, uno de los blancos moleculares de BFA es
el ARF-GEF conocido como GNOM, el cual funciona
en el trafico de proteinas entre endosomas y MP,
y también en el reciclaje de cargos endociticos.
GNOM posee un dominio homologo a Sec7 de ARF1,
blanco caracteristico de BFA (6). El tratamiento con
BFA en plantas produce un conglomerado intrace-
lular de TGN/EE, denominado cuerpo de BFA, el
cual contiene tanto el material recién sintetizado,
como también el endocitado (12). Por medio de la
induccion de la formacidén de los cuerpos de BFA
en células vegetales fue posible determinar que
los transportadores PIN se movilizan de manera
constitutiva entre la MP y los compartimentos
endosomales. De hecho, la estrategia de visuali-
zacion de proteinas marcadas fluorescentemente
y asociadas a los cuerpos de BFA en las células
tratadas con el inhibidor de sintesis de proteinas,
cicloheximida (CHX), ha sido ampliamente utilizada
para analizar el proceso de endocitosis en plantas
(5). También utilizando BFA se ha identificado que
el complejo TPLATE es necesario para la CME (5).
Sin embargo, la interpretacion del efecto del BFA en
células vegetales es controversial, lo cual se debe a
que las células vegetales poseen diversos tipos de
ARF-GEF que estan implicados en diferentes rutas
de trafico endomembranal provocando entonces
la inhibicidon paralela de la via endocitica y de las
vias de transporte proteico entre el RE y el AG,
asi como del TGN al MVB que puede dirigir cargos
hacia la degradacion o hacia la via de reciclaje.
Por lo tanto, el BFA posee un amplio espectro de
blancos moleculares, ademas en plantas existen
ARF-GEF insensibles al efecto de BFA (12). Estas
caracteristicas dificultan en ocasiones la caracteriza-
cion especifica de ciertos blancos de la maquinaria
endocitica o cargos de esta via celular. Por ello,
el desarrollo y estudio de compuestos bioactivos
mas selectivos de la via endocitica, constituyen
una alternativa para el estudio de este proceso en
células vegetales.

Concanamicina A

Concanamicina A (Conc A; Fig. 1) es un antibidtico
utilizado como inhibidor del trafico vesicular, su
estructura quimica consta de un anillo macrocicli-
co de lactona de 18 residuos. Este antibidtico fue
aislado de Streptomyces diastatochromogenes y
nombrado por su actividad como inhibidor de la
proliferacion de células T estimuladas con la lectina
concanavalina A (2, 13). Posteriormente se encontro
que Conc A es un compuesto que inhibe la funcion
de las H*-ATPasas vacuolares (V-ATPasas), las
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cuales son transportadores primarios presentes en
todos los eucariontes, importantes para energizar
las membranas celulares y mantener el pH en el
sistema endomembranal (14). Estos complejos
multi-enzimaticos estan conformados por la porcion
V; (subunidades A a H) catalizadora de ATP, y la
porcion V, (subunidades a, c, ¢’, c”, d, €) unida a
la membrana y translocadora de protones. Conc A
se une a la subunidad c de la porcidn V, inhibiendo
la rotacion del complejo y por lo tanto la trans-
locacion de protones. El uso de Conc A como un
inhibidor del trafico vesicular en plantas, inicid al
analizar la localizacién subcelular de la subunidad
a de la V-ATPasa (VHA-al) (14). En este estudio,
se identifico que la VHA-al se localiza tanto en la
membrana de la vacuola, como en TGN. Por medio
del uso de Con A se demostrd que en plantas TGN
también funciona como el EE ya que es el sitio
celular donde las vias endociticas y de secrecion
convergen en las células vegetales (14). Conc A
bloguea el transporte de protones en la porcién V,
de la V-ATPasa, produciendo la deformaciéon del
AG, también induce la acumulacion de material
recién endocitado y sintetizado en el TGN, lo cual
bloquea su transporte hacia la vacuola o hacia la
MP, respectivamente. Asi mismo, utilizando Conc
A fue posible determinar que el TGN madura para
formar el MVB (15). Por lo tanto, el uso de este
inhibidor permitié elucidar aspectos relevantes del
funcionamiento del sistema endomembranal en las
células vegetales y constituye, asi como la BFA,
una herramienta para inhibir de manera indirecta
la via endocitica.

Wortmanina

Wortmanina (Wm) es un metabolito esteroideo ais-
lado de diferentes especies de hongos, entre ellos
Penicillium wortmanni, Talaromyces wortmannin,
Myrothecium roridum y Fusarium oxysporum (2,
16). Se identificd como un inhibidor especifico que
se une covalentemente a la subunidad catalitica
de la cinasa de fosfatidil-inositol 3-fosfato, enzima
que produce el fosfatidil-inositol 3-fostato, a partir
de fosfatidil-inositol 4, 5-bifosfato (2, 17). Debido
a que el fosfatidil-inositol 3-fostato es un lipido
caracteristico de las membranas endosomales, se
analiz6 su efecto en la via endocitica en mamife-
ros, donde se observd que inhibe la endocitosis.
El uso de Wm para el estudio de la endocitosis en
plantas inicio con el trabajo de Emans y col (9),
quienes utilizaron este inhibidor para caracterizar
los marcadores fluorescentes FM como indicadores
de endocitosis en plantas y observaron que, al tratar
a las células vegetales con este compuesto la toma
de FM1-43 se inhibe (9). En la actualidad, se conoce
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qgue el tratamiento con Wm en células vegetales
induce la fusion homotipica y el abultamiento del
compartimento prevacuolar (PVC, por siglas en
inglés, Pre-Vacuolar Compartment). Ademas de
funcionar como MVB o LE (Multivesicular bodies
en plantas, PVC es el sitio celular donde las rutas
de sintesis y de endocitosis convergen para diri-
girse hacia la vacuola (2). A partir de estos datos,
el uso de Wm para analizar la ruta endocitica ha
permitido demostrar, que este inhibidor bloquea la
CME por medio de la agregacion y estabilizacion
de las fosas de clatrina en la MP, lo que detiene
la formaciéon de CCV. Simultaneamente, debido
a que el TGN madura a MVB/LE/PVC y este, a su
vez, esta implicado en el trafico de proteinas hacia
la vacuola, Wm interfiere de manera global en la
ruta endosomal de muchas de las proteinas que
son endocitadas (2, 15) ( Fig. 1). Asi mismo, Wm
ha sido utilizada para caracterizar la endocitosis
promovida por estrés salino en la raiz de A. thalia-
na, y para analizar la endocitosis dependiente de
ligando del receptor de flagelina, FLS2 (2).

En resumen, BFA, Conc A y Wm inhiben de
manera indirecta la endocitosis, ya que los tres
compuestos detienen el trafico subcelular entre
los endosomas (TGN/EE y MVB/LE/PCV), debido
a que el flujo normal de vesiculas endociticas se
detiene. Este efecto resulta util al momento de
analizar proteinas de interés, ya sea para carac-
terizar su participacion en la endocitosis o como
cargo endocitico.

c) Inhibidores del citoesqueleto y su efecto
en la endocitosis: latrunculina B, citocalasina
D y oryzalina.

El proceso de endocitosis no solo depende de las
sefiales y las proteinas implicas en la formacion
de las vesiculas endociticas, sino que también re-
quiere la movilizacién de las vesiculas. Para ello,
es necesaria la participacion del citoesqueleto, el
cual provee las vias moleculares por las cuales
las vesiculas endociticas son guiadas a lo largo
del sistema endomembranal (18). En las células
eucariontes existen tres diferentes tipos de elemen-
tos del citoesqueleto, los filamentos de actina, los
microtubulos (MTs) y los filamentos intermedios.
De estos, los filamentos de actina y los MTs se han
identificado como elementos que participan en la
endocitosis en mamiferos, levaduras y también
en plantas (2, 18). En plantas, la funcién de los
filamentos de actina en el proceso de la endoci-
tosis se ha estudiado ampliamente por medio del
uso de toxinas como latrunculina B y citocalasina
D, ambos inhibidores de la polimerizacién de los
filamentos de actina (2) (Fig. 1). Latrunculina B

es una toxina que fue aislada de la esponja roja
de mar, Latrunculia magnifica, mientras que las
citocalasinas son metabolitos aislados de hongos
como: Aspergillus, Phomopsis, Penicillium y Xyla-
ria, entre otros (2). Ambos compuestos inhiben la
polimerizacion de los filamentos de actina, aunque
su mecanismo de accién difiere. Citolalasina D se
une al extremo barbado y de crecimiento rapido
de los filamentos poliméricos de actina evitando la
asociacion o disociacion de la actina monomérica
y globular al filamento. En cambio, latrunculina
B se asocia solo a la actina monomérica lo que
provoca la inhibicion de la polimerizacion de nue-
vos filamentos (19) (Fig. 1). Utilizando estos dos
inhibidores fue posible determinar la importancia
de los filamentos de actina en el proceso de endo-
citosis, por ejemplo, al agregar latrunculina B se
inhibe la endocitosis del marcador Lucifer Yellow y
de pectinas de la pared celular en el meristemo de
la raiz en maiz. También se inhibe la endocitosis
de proteinas de membrana del tubo polinico en
Nicotiana tabacum. Por su parte, citocalasina D
inhibe el transporte endocitico de esteroles en A.
thaliana (2). Por lo tanto, el uso de estas toxinas
permite estudiar la dependencia de la endocitosis
a los filamentos de actina y como estos influyen
en el trafico de las proteinas endocitadas.

La funcion de los MTs dentro de la via endocitica
en las células vegetales, ha sido investigada utili-
zando el herbicida oryzalina, el cual se caracteriza
por ser un agente despolimerizante de MTs, ya que
se une y forma complejos con tubulina, evitando
su polimerizacion (20). El efecto de este inhibidor
sobre la endocitosis se ha analizado en células de la
epidermis de A. thaliana, en donde se observd que
oryzalina afecta el movimiento lateral de las fosas
de clatrina en la MP. La oryzalina también inhibe
la endocitosis del receptor FLS2 en respuesta a su
ligando y al transportador PIN1 durante la forma-
cion de la placa celular (11, 2). Ademas, oryzalina
inhibe la endocitosis dependiente de flotilina, ya
que el tratamiento, restringe la movilidad de las
vesiculas de flotilina en la MP en células de la raiz
de A. thaliana. Asimismo, como la endocitosis es
un proceso que provee muchos de los componen-
tes que se necesitan para la formacion de la placa
celular en células en divisidn, ya que la funcion
de los MTs junto con la actina cortical, indican el
lugar donde se formara la placa celular (2, Fig. 1).
Se ha utilizado, oryzalina para determinar que los
MTs son las vias moleculares mas importantes para
dirigir el material endocitado al sitio de formacion
de la placa celular en las células en division, lo que
difiere en las células en interfase, donde la via mas
importante para la movilizacién de las vesiculas
endociticas son los filamentos de actina (2).
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d) Inhibidores de la endocitosis dependiente
de clatrina.

Ikarugamicina

Ikarugamicina (IKA) es un antibidtico con actividad
antiprotozoaria aislado de Streptomyces phaechro-
mogenes sp. ikaruganensis. El efecto de la IKA
sobre la CME se descubrié al analizar la internali-
zacion de versiones oxidadas de lipoproteinas de
baja densidad en macrofagos (2, 21). En un estudio
posterior, se encontro que en células monociticas
el tratamiento con IKA inhibe la endocitosis de
CD4 inducida por la fosfoproteina Nef del virus del
VIH (22). El modo de accién de IKA sobre la CME
no se tiene bien definido, pero se conoce que la
presencia de IKA provoca la redistribucion de la
CHC y del complejo hetero-tetramerico adaptador
de clatrina 2 (AP2), claves para la formacion de
las CCV, del citoplasma a la MP. El tratamiento
con IKA conlleva e a la agrupacién proteica no
funcional que evita la maduracion a CCVs vy altera
la morfologia del AG, el cual se observa mas des-
organizado y vesiculado (22). Su uso en plantas
inicid al estudiar la endocitosis en protoplastos de
tabaco y en los tubos polinicos, lo cual permitid
esclarecer que IKA es un compuesto que también
inhibe la CME en plantas (Fig. 1), ademas de que
permitié elucidar que en el tubo polinico existen
dos zonas endociticas activas, la zona apical y la
zona lateral y la presencia de un mecanismo de
endocitosis independiente de clatrina, el cual es
insensible a IKA (2, 22). Debido a que no se conoce
el blanco molecular de IKA, su uso para estudiar
la CME en plantas, debe ser cuidadoso y utilizando
los controles necesarios para permitir ver su efecto
dentro del sistema con el que se esta trabajando.

Tirfostina A23

Tirfostina A23 (TyrA23), un inhibidor de la CME, es
un analogo estructural a la fosfotirosina (2) (Fig. 1).
Este inhibidor fue inicialmente desarrollado como un
sustrato competitivo de cinasas de tirosina. Poste-
riormente se observo que inhibe la endocitosis del
receptor de transferrina en células de mamifero,
ya que bloquea la interaccion entre la subunidad
u del AP2 y el motivo citosolico YXX@ (donde Y es
tirosina, X cualquier aminoacido y @ representa un
aminoacido hidrofébico), presente en muchos de los
cargos internalizados por CME (23). La inhibicion
de esta interaccién provoca que los cargos que
contienen el motivo YXX@ no puedan incorporarse
a las CCVs, inhibiendo asi su endocitosis. El uso del
TyrA23 en células vegetales, inicié al caracterizar la
expresion heterdloga del receptor de transferrina de
mamifero en protoplastos de A. thaliana tratados
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con FM4-64 y TyrA23 donde se observo que TyrA23
inhibe la endocitosis de este receptor (24). A partir
de este estudio muchos grupos de investigacion
han utilizado TyrA23 como un inhibidor de la CME,
para analizar la regulacion de la endocitosis de
proteinas de membrana involucradas en procesos
tales como: la absorcion de nutrientes, la defensa
a patégenos y en la respuesta a estrés abidtico. En
plantas, se demostrd que TyrA23 no solo inhibe la
asociacion de la subunidad y a MP sino también de
las subunidades a y o del complejo AP2. Ademas,
interrumpe la asociacién a la MP de la subunidad
TCP del complejo TPLATE, que participa en la for-
macién de CCVs y en la CME (2). Recientemente se
encontrd que, ademas de los efectos ya descritos,
TyrA23 produce la acidificacion del citoplasma en
células de A. thaliana vy, al parecer, cambios en el
pH intracelular conllevan a efectos negativos en la
maquinaria implicada en la CME (5).

Endosidinas

Las endosidinas (ES) son un grupo de compuestos
organicos que forman parte de grandes colec-
ciones o librerias (aproximadamente 60,000) de
compuestos bioactivos (interfieren con funciones
bioldgicas) comercializados por Chembridge Corp.
y MicroSource Discovery Systems Inc. Las ES fue-
ron identificadas por tamizaje de estas librerias
buscando moléculas que afectan la endocitosis y
la funcidon endosomal (25). El blanco funcional o
molecular de algunas de las endosidinas ha sido
caracterizado. Por ejemplo, la endosidina 5 (ES5),
inhibe el reciclamiento de proteinas a MP (16).
Las ES1, ES2 y ES16 afectan el trafico post-Golgi
y la funcidon endosomal (2, 5). Particularmente,
ES9 inhibe la CME del receptor de transferrina en
células animales y de FM4-64 en células vegetales.
Actualmente se conoce que el modo de accion de
ES9 es parecido al efecto de TyrA23, ya que actla
como un protonoéforo y provoca la acidificacion del
citoplasma (5) (Fig. 1).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El conocimiento sobre la via endocitica en plantas
ha permitido definirla como un proceso fundamental
para el desarrollo, la respuesta a estimulos y la
sefializacion vegetal. Hoy en dia sabemos que la
endocitosis de proteinas provoca una respuesta a
nivel celular que impacta en la homeostasis general
de toda la planta. Es por esto que resulta importante
caracterizar la maquinaria molecular implicada en
este proceso. En los ultimos afios se han realizado
muchos esfuerzos para comprender, a nivel molecu-
lar, el funcionamiento de la endocitosis en plantas.
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Esto se ha podido lograr, no solamente mediante
el analisis de las proteinas que forman parte de la
maquinaria y los cargo endociticos, sino en buena
parte gracias al uso de inhibidores de la endocitosis
(Tabla 1). El uso de estos compuestos ha permitido
elucidar la dinamica, eficiencia y selectividad del
sistema endomembranal en las células vegetales.
Ademas, la investigacion acerca del efecto de es-

tos compuestos y su clasificacion como moléculas
que actlan de manera directa o indirecta sobre la
endocitosis resulta importante para continuar con
la investigacion de este proceso. Asi mismo, la
identificacion de mas compuestos que inhiban de
manera directa la endocitosis a diferentes niveles
es una necesidad para continuar la investigacion
en esta area de la biologia vegetal.
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RESUMEN

El cdncer 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 proliferacién celular, los cuales
pueden originar el cancer de mama. La glicosilacion incompleta de glicoproteinas,
expone nuevos antigenos, particularmente el antigeno Thomsen-Friedenreich (TF),
Para la sintesis de este antigeno las células emplean enzimas denominadas glicosil-
transferasas, especialmente las GalNac transferasas que adicionan el monosacarido
GalNac a un residuo de serina o treonina. En esta revisidon nos enfocaremos en el
papel de las GalNac transferasas, en el desarrollo del cancer de mama.

ABSTRACT

Breast cancer is the second cause of death of women in the world and when it is
diagnosed opportunely can be cured. Recently it has been observed that changes in
the oligosaccharides structures of membrane proteins are related to the transfor-
mation processes and cellular proliferation, in addition, the presence of receptor for
these carbohydrates, can potentialise the metastatic capacity of the tumor. In this
revision a general overview of the glycosylated markers and their receptors, espe-
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cially galectin-3 that, has been associated to breast cancer.

INTRODUCCION

En la naturaleza existe una gran complejidad de
estructuras oligosacaridicas, las cuales son sin-
tetizadas mediante la participacion de diferentes
enzimas, como las glicosiltransferasas (GTs), gli-
cosidasas, fosforilasas y polisacarido liasas. Dentro
de las modificaciones postraduccionales mas impor-
tantes y complejas, la glicosilacion ocupa un lugar
muy importante, dicha modificacidon es un proceso
bioquimico en el que se adiciona un glucido a otra
molécula, dicha molécula se denomina aceptora,
la cual puede ser de diferente naturaleza, donde
las mas comunes son las proteinas y lipidos. La
glicosilacion de proteinas es un proceso esencial
en todos los organismos eucariotas, donde una

*Recibido: 15 de octubre de 2018

gran diversidad entre los tipos de glicosilacion de
proteinas existe en animales, plantas y microor-
ganismos, siendo muy frecuente en proteinas
extracelulares de membrana plasmatica y secre-
tadas (1). Los azUcares con enlaces del tipo N y
0O, conforman las dos principales formas de gli-
cosilacion observadas en células secretadas y en
superficie celular (Fig.1). Los azlcares con union
del tipo N contribuyen al plegamiento, secrecion y
estabilidad de las proteinas. La respuesta al estrés
del reticulo endoplasmico y la apoptosis celular
se activan cuando la N-glicosilacion esta alterada.
Las proteinas O-glicosiladas también se encuen-
tran en la superficie celular, el suero y en matriz
extracelular (MEC). Las O-glicoproteinas alteradas
de superficie celular, a menudo estan implicados

Aceptado: 11 de febrero de 2019
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en proliferacion descontrolada, invasion y metds-
tasis, y de manera similar, las proteinas de MEC
O-glicosiladas a menudo participan en el desarrollo
de una variedad de patologias, como por ejemplo:
deficiencias en la adhesién celular, metastasis y
desarrollo de cancer (2). La localizacién intracelular
de las N-acetilgalactosaminiltransferasas puede
alterarse en las células cancerosas mediante la
redistribucién al reticulo endopldsmico, en lugar
de estar restringido al Golgi.

La O-glicosilacion de tipo mucinico, consiste en
glicanos unidos via N-acetilgalactosamina (GalNAc)
ligada al grupo hidroxilo de residuos serina (S) y
treonina (T), y es una de las formas mas abun-
dantes de glicosilacion de proteinas en animales.
En la mayoria de las proteinas la glicosilacion esta
controlada por uno o dos genes que codifican las
enzimas responsables del inicio de la glicosila-
cion, es decir, el paso donde el primer glicano se
adiciona al residuo aminoacidico en la proteina.
La O-glicosilacién de tipo mucinico es un proceso
controlado por una gran familia de hasta 20 genes
homodlogos que codifican UDP-GalNAc: polipéptido
GalNAc-transferasa (GalNAc-Ts). Es por ello que
la O-glicosilacion de tipo mucinico tiene el mayor
potencial para la regulaciéon diferencial en células
y tejidos, al poder generar una gran variedad de
estructuras (3).

Las glicosiltransferasas son las enzimas res-
ponsables de la formacidn del enlace glicosidicos
(4). Son enzimas ubicuas, responsables de toda
la diversidad y complejidad de oligosacaridos vy
glicoconjugados encontrados en el mundo vivo,
por lo que sus funciones pueden considerarse
fundamentales para todos los organismos. Esta
diversidad quimica requiere que las enzimas que
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catalizan su sintesis, degradacién y modificacion
sean muy especificos.

Las glicosiltransferasas catalizan la transferencia
de azucares provenientes de moléculas donantes
activadas a moléculas aceptoras especificas, para
formar un O-, N-, S-, o C- glicdsido, el cual puede
ser parte de un monosacarido, oligosacarido o po-
lisacarido. Azlcares nucleotidicos, azlcares fosfato,
lipidos y azlcares fosfato pueden actuar como
moléculas donantes activadas, mientras los sustra-
tos aceptores involucran carbohidratos, proteinas,
lipidos, DNA, ademas de numerosas moléculas
pequefias, por ejemplo; antibidticos, flavonoides,
esteroles (Fig. 2). Los azUcares transferidos estan
generalmente en forma de nucledsidos activados.
A las GTs y otras enzimas dependientes de nucled-
tidos de azucar, se les suele llamar enzimas de tipo
Leloir, en honor al premio Nobel en Quimica (1970),
Luis F. Leloir quien descubrié la primera de estas
moléculas. Las GTs se vinculan con la biosintesis
de azlcares de superficie que envuelven a la célula,
estos azlcares sirven de sitios especificos de union
con otros receptores celulares, bacterias, virus,
parasitos, toxinas y hormonas, ademas de definir
los tipos sanguineos (5-7). Estos azucares también
participan en las interacciones celulares durante la
fertilizacion, desarrollo, diferenciacion, transforma-
cién oncogénica, inflamacion, defensa inmunoldgica
asi como muchas enfermedades (8-10).

La formacion del enlace glicosidico entre dador y
aceptor puede ocurrir con retencion o inversion de
la configuracion del carbono anomérico del dador
(Fig. 3).

El mecanismo de inversidn es sencillo, ya que
requiere un solo ataque nucledfilo del atomo re-
ceptor para invertir la estereoquimica.
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Figura 2. Diferentes grupos aceptores de azucar, a) proteinas, b) lipidos y C) otros monosacaridos.

El mecanismo de retencién ha sido un tema de
debate, pero existe una fuerte evidencia contra un
mecanismo de desplazamiento doble que causaria
dos inversiones sobre el carbono anomérico para
una retencion neta de estereoquimica o un meca-
nismo disociativo, una variante prevalente conocida

propuesto un mecanismo “asociativo ortogonal”
que, similar a las enzimas inversoras, requiere solo
un Unico ataque nucleofilico desde un aceptor desde
un angulo no lineal como se observa en muchas
estructuras cristalinas para lograr la retencién de
anémeros.

como sustitucion nucleoflilica tipo 1(SN1) Se ha
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Figura 3. Mecanismos de transferencia del azidcar por las glicosiltransferasas. El azlcar se transfiere al
oxigeno nucleofilico de un hidroxilo sustituyente en el aceptor, formando un enlace O-glicosidico, también puede
hacerlo a un nitrégeno nucleofilico (enlace N-glicosidico. Un ejemplo del mecanismo de inversion seria: a. = B (A)
un ejemplo del mecanismo de retencion seria: o - o(A)
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CLASIFICACION DE LAS GLICOSILTRASNFE-
RASAS

La familia de enzimas GTs es muy antigua, son
encontradas en todos los tres dominios de la vida
y se pueden clasificar considerando tres criterios:
identidad de secuencia, mecanismo de accion y tipo
de plegamiento, primariamente se clasifican segun
el azlicar que transfieren, y la estereoquimica del
producto catalizado. Asi, se denominan “de reten-
cion” las enzimas que mantienen la configuracion
del carbono anomérico del dador y “de inversion”
las que lo invierten. Las GTs tienen como carac-
teristica que presentan muy baja identidad de
secuencia. Sin embargo, basandose en analisis de
secuencias, que incluyen gapped BLAST, HMMER y
modelos ocultos de Markov, se cred la base de datos
CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes, http://www.
cazy.org/) (11-13). Esta base de datos agrupa a
las GTs en familias Aquellas GTs que no pudieron
ser caracterizadas ni poseen suficiente homologia
como para pertenecer a alguna familia existente
fueron agrupadas bajo el nombre de GTO. Esta
base de datos es actualizada constantemente,
debido a la caracterizacién de nuevas proteinas
que generan nuevos tipos de familias. A pesar de
la baja identidad de secuencia, la mayoria de las
GTs, poseen uno de los dos plegamientos princi-
pales de GTs: Glicosil transferasas tipo A (GT-A) y
las glicosiltransferasas tipo B (GT-B) (14,15). Las
enzimas agrupadas dentro de una misma familia
CAZy, presentan una gran similitud estructural, el
plegamiento GT-A como el GT-B presentan miem-
bros que catalizan reacciones de retencidon y de
inversion. En recientes fechas se agrego una tercera
superfamilia de glicosiltransferasas denominada
GT-C (16,17), que utilizan un lipido-fosfato-aztcar
como sustrato dador.

La superfamilia estructural GT-A presenta un
dominio con plegamiento tipo Rossmann (o/p/a),
estructuralmente el dominio Rossmann es f /o/ B, los
miembros de esta superfamilia necesitan la presen-
cia de cationes divalentes para su actividad. Las es-
tructuras resueltas presentan metales coordinados,
esta coordinacion se da por la presencia del motivo
DXD (Asp-X-Asp), conservado en esta superfamilia.
El proceso de coordinacion del metal produce cam-
bios conformacionales en el bucle flexible nimero
3 de cada GT estos cambios conformacionales dan
lugar a la formacion del sitio de unidn del sustrato
aceptor (18) El plegamiento GTA se describié por
primera vez en la GT de Bacillus subtilis, de la cual
se resolvio la estructura tridimensional, la cual esta
constituida por una ldmina B rodeada por hélices
o en los costados, la arquitectura global de del
plegamiento (GT-A) es muy parecido a la de dos

dominios tipo Rossmann adyacentes. Dos dominios
o/p /o fuertemente asociados, con una hoja g cen-
tral y continua, por esa razon, a veces se describe
al plegamiento GTA, como un plegamiento con un
Unico dominio (19).

La superfamilia con plegamiento GTB presenta
dos dominios tipo Rossmann, sin embargo, estan
menos relacionados y se asocian a través del centro
activo. Existen al menos dos tipos mas de plega-
miento para las GTs; uno es el de las proteinas de
la superfamilia GTC, que son proteinas integrales
de membrana y presentan un motivo DXD modi-
ficado. La mayoria utiliza fosfolipidos azucarados
como donadores (20). A esta superfamilia perte-
necen las oligosacariltransferasas (OST), proteinas
que realizan la trasferencia del azlcar, mediante
enlace N-glicosidico, a la Asn de otras proteinas
con el motivo Asn-X-Ser/Thr. plegamiento GTD se
ha propuesto para una proteina relacionada con
la glicosilaciéon de adhesinas en Streptococcus
parasanguinis que estructuralmente es diferentes
a todos los anteriores y cuya funcion es todavia
desconocida (21).

GalNAc TRANSFERASAS Y CANCER

Las enzimas GalNAc-Ts, representan la mas grande
familia que se encargan de adicionar un residuo
de GalNac al hidroxilo de los aminoacidos serina o
treonina, y esta altamente conservada a lo largo de
la evolucion animal, aunque ausente en bacterias,
levadura y plantas. Los diferentes genes de GalNAc-
transferasas (GALNT) parecen conservarse en la
evolucion, tanto estructural como funcionalmente
(Fig. 4). Las GalNAc-Ts estan ampliamente distri-
buidas en multiples tejidos humanos. La diferencia
en la distribucion por tejidos y la especificidad del
sustrato hacia los péptidos se ha relacionado con
las diversas funciones de estas variantes de GalNAc-
Ts. En muchos aspectos durante el desarrollo de
multiples enfermedades, alteraciones genéticas
y epigenéticas llegan a afectar a los genes que
codifican GalNAc-Ts y pueden causar cambios pa-
toldgicos. La familia de GalNAc-Ts esta estrecha-
mente relacionada con la invasion, metastasis y
proliferacion de muchas células carcinomatosas. Asi
mismo la O-glicosilacidn se altera ya sea por una
sintesis incompleta de los O-glicanos unidos a las
proteinas, lo que ocasiona que antigenos ocultos
queden expuestos o por una sintesis de nuevos O
glicanos, en procesos de transformacion maligna,
en donde el desarrollo tumoral suele estar asociado
a alteraciones en los carbohidratos de la superficie
celular. Los cambios en el perfil de glicosilacion en
las células se presentan en el proceso de trans-
formacion maligna, e influyen en el crecimiento
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celular, asi como la diferenciacion, adhesién e
inmunogenicidad de las células cancerosas. Se
producen antigenos de carbohidratos asociados
a tumores debido a la desregulacién de las glico-
siltransferasas, lo cual resulta en cambios en la
actividad y especificidad enzimatica para sustratos
especificos (22). Las GalNAc-Ts sintetizan primero
el antigeno Tn, cuya expresion se da solamente
con la falta de la correspondiente extension de las
cadenas de O-glicanos, la cual puede depender
de las reacciones catalizadas por las subsecuentes
glicosiltransferasas. La O-glicosilacion y por tanto
la biosintesis del antigeno Tn es un proceso com-
plejo que esta regulado por una serie de factores:
la disponibilidad de GalNAc-Ts, ya que algunas de
ellas muestran selectividad por determinado sitio y
son expresadas de una manera érgano-especifica;
las secuencias de ciertos aminoacidos y el estado
de glicosilacion alrededor del potencial sitio de gli-
cosilacion que puede tanto promover como prevenir
la union de las transferasas; las modificaciones
postraduccionales del péptido sustrato incluyendo
la sustitucidn inicial del GalNAc y la glicosilacién en
sitios preferidos, que pueden influenciar la calidad
de los sustratos proximos a los residuos de serina y
treonina; y las estructuras secundarias y terciarias
de las proteinas entrando al aparato de Golgi, que

pueden provocar que los sitios blancos sean inac-
cesibles (23). Las GalNAc-Ts se caracterizan por
poseer una cola N-terminal citosodlica, un dominio
transmembrana de tipo II, una region variable, un
dominio catalitico, un dominio de reconocimiento
Gal/GalNAC y un dominio tipo lectina. Este dominio
tipo lectina se encuentra en la cola carboxilo ter-
minal y se utiliza para la unién de los residuos de
N-acetilgalactosamina que ya han sido agregados
a la glicoproteina. La amplia cantidad de GalNac-
Ts es exclusiva de la O-glicosilacion, asi mismo la
multiple cantidad de isoformas conservadas en la
evolucion de los metazoos sugiere la necesidad
de isoformas especificas en células y tejidos. Las
GalNac-Ts generan antigenos. El inusualmente gran
numero de GalNAc-Ts es exclusivo de O-glicosilacién
y la multiplicidad de isoformas conservadas en la
evolucion de los metazoos sugiere la necesidad de
isoformas especificas de células o tejidos.

Los genes de las GalNAc-Ts tienen un numero
variable de exones codificantes y una organizacién
cromosomica dispersa. Analisis de los limites in-
tron/exon sugieren que la familia de las GalNAc-Ts
surgieron por duplicacion de genes con una previa
divergencia (24). En la Tabla 1, se muestran, las
GalNAc transferasas y sus distribucion en diferentes
tejidos.
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TABLA 1
GALNACTRANSFERASA Y SU DISTRIBUCION EN TEJIDOS

ENZIMA GEN TEJIDOS SUSTRATO

GALNT1 18g12.1 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina sin glicosilar
nes, Rifiones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa-
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT2 1g41-g42 | Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina sin glicosilar
nes, Riflones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa-
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT3 2924-gq31 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina glicosilada con
nes, Riflones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa- | GalNAc
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT4 12g21.33 Aparato Digestivo, Aparato Reproductor femenino | Proteina glicosilada con
y glandulas GalNAc

GALNT5S 2q924.1 Aparato Digestivo y pulmones Proteina glicosilada con

GalNAc

GALNT6 12q13 Aparato Digestivo, Aparato Reproductor femenino | Proteina glicosilada con
y masculino GalNAc

GALNT7? 4q934.1 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina glicosilada con
nes, Rifones, Pancreas, Aparato Digestivo, Apa- | GalNAc
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNTS 12p13.3 Cerebro, Huesos, Higado, Pulmones, Rifiones, | Proteina glicosilada con
Pancreas, Aparato Digestivo y Aparato reproductor | GalNAc
masculino, Femenino y glandulas

GALNT9 12g24.33 Cerebro No se conoce

GALNT10 5033.2 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina glicosilada con
nes, Rifiones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa- | GalNAc
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT11 7936.1 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina glicosilada con
nes, Rifones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa- | GalNAc
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT12 9g22.33 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | Proteina glicosilada con
nes, Rifones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa- | GalNAc
rato reproductor masculino Femenino y glandulas

GALNT13 2q24.1 Cerebro, Pulmones, Aparato digestivo No se conoce

GALNT14 2923.1 Glandulas, Cerebro vy rifiones No se conoce

GALNT15 3p25.1 Cerebro, tejido adiposo, Aparato reproductor | No se conoce
femenino

GALNT16 14924.1 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | No se conoce
nes, Riflones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa-
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT17 4q34.1 Cerebro, aparato reproductor Masculino y Aparato | No se conoce
reproductor Femenino

GALNT18 11p15.3 Cerebro, Huesos, Tejido adiposo, Higado, Pulmo- | No se conoce
nes, Riflones, Pancreas, Aparato Digestivo y Apa-
rato reproductor masculino, Femenino y glandulas

GALNT19 7q11.23 No se conoce No se conoce

GALNT20 7q936.1 No se conoce No se conoce
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Cada enzima tiene una distribucién discreta
en los tejidos adultos al igual que una regula-
cion espacial y temporal durante el desarrollo.
Algunas de estas isoformas se encuentran en un
amplio rango de tejidos y actlan sobre un gran
repertorio de sustratos en el caso de las enzimas
GalNAc transferasas 1 y 2 (GalNAc -T1 y -T2), el
sustrato es una cadena polipeptidica sin ningun
residuo de carbohidrato unido a ella, mientras
otras estan mas restringidas tanto en expresion
como en la preferencia por el sustrato (GalNAc
-T5 -T7 -T10 -T11 -T12), estas enzimas requieren
la presencia de uno o mas residuos de GalNAc
unidos a la cadena polipeptidica (25). Las enzimas
GalNAc-T1 y -T2 se expresan baja o moderada-
mente en todos los 6rganos humanos examinados,
incluyendo corazdn, cerebro, placenta, pulmon,
higado, musculo esquelético, rifidon y pancreas.
La similitud de estas 2 enzimas es de un 44%
diferenciandose en la secuencia amino terminal,
pero teniendo una importante similitud en el area
central de los dominios cataliticos se ha detectado
en una variedad de tejidos humanos normales, pero
en niveles diferentes, pero la expresion parece
estar mas restringida que para T1 yT2 ya que se
expresa mas en intestino delgado y estdmago. La
expresion de GalNAc-T3 se observa principalmente
epitelios glandulares como pancreas, testiculos,
rifidn, prostata, ovario, bazo, intestino.

La sobre expresion de GALNT1en el carcinoma
hepatoceluar, se ha asociado a la capacidad de las
celulares tumorales para migrar a otros tejidos,
por un aumento en la O-glicosilacion del factor de
crecimiento epidérmico, igualmente una disminu-
cion en la expresion de esta enzima disminuye el
poder invasivo de las células tumorales (25).

La sobreexpresion de GALNT2 se relaciona con
una alterada expresion del antigeno Tn en células
de neuroblastoma, lo que favorece su prolifera-
cion, debido a una perdida en la dimerizacion del
receptor del factor de crecimiento insulinico tipo
1 (IGF-1R) (26). La sobre expresion de GALNT3
en cancer gastrico, correlaciona con su grado de
diferenciacion (26).

La GALNT4 es una enzima que esta relacionada
con el cancer de mama, debido a que participan en
la via de sefalizacion de los estrogenos (25). La
expresion de la enzima GALNTS5 correlaciona con
la diferenciacién del cancer gastrico, encontran-
dose muy expresada en carcinoma gastrico bien
diferenciado, mientras que en el grado moderado
y leve su expresion es muy baja (26). GALNTS,
se asocia con el cancer de mama, mientras que
la enzima GALNT7 se relaciona con el cancer de
laringe, carcinoma hepatoceluar y carcinoma cer-
vico uterino (26). La participacion de GALNTS8 y

TABLA 2

GALNAC TRANSFERASAS ASOCIADAS AL
CANCER DE MAMA

ENZIMA TIPO DE CANCER DE MAMA

GALNT1 carcinoma in situ y carcinoma
ductal infiltrante

GALNT2 carcinoma in situ y carcinoma
ductal infiltrante

GALNT4 fibroadenoma, carcinoma in situ 'y
carcinoma ductal infiltrante

GALNT6 fibroadenoma, carcinoma in situ y
carcinoma ductal infiltrante

GALNT9 carcinoma in situ y carcinoma
ductal infiltrante

GALNT14 fibroadenoma, carcinoma in situ 'y
carcinoma ductal infiltrante

GALNT9 en el desarrollo del algun tipo de cancer
no es muy clara, mientras que GALNT10 se ha
asociado al desarrollo de carcinoma hepatoceluar
donde exista la presencia del virus de hepatitis B,
GALNT11 se relaciona con la leucemia crénica lin-
focitica, GALNT12 se encuentra asociado al cancer
colon rectal heredado, la GALNT13, esta implicada
en el desarrollo de neuroblastoma y la GALNT14
implicada en el desarrollo de cancer ovario, pan-
creas y pulmoén (25).

EL PAPEL DE LAS GalNac-TRANSFERASAS EN
CANCER DE MAMA

El carcinoma ductal infiltrante es el tipo de can-
cer de la glandula mamaria mas frecuente en
las mujeres y el que ocasiona la mayoria de las
muertes, la mayoria de las GalNAc transferasas
se han reportado en este tipo de carcinoma, alte-
rando la glicosilacion de las mucinas. En la Tabla
2 se muestran las GalNAc transferasas que se han
asociado al cancer de mama. Las mucinas glico-
proteinas que se encuentran de manera soluble o
unida a membrana. Se encuentran ampliamente
distribuidas en los epitelios, presentan una cran
cantidad de O-glicanos que representan mas del
50% del peso de la proteina, con regiones repetidas
y de tamafio variable, con aminoacidos Ser/Thr/
Pro (VNTR, por sus siglas en inglés). Alteraciones
en la sintesis de los O-glicanos caracteristicos
de estas proteinas, influye en el crecimiento y la
capacidad de mestastatizar hacia otros 6rganos,
asi por ejemplo: La GNT1, es responsable de la
formacién del antigeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr),
cuando esta glicosiltransferasa es inhibida usando
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RNAI, provoca una disminucion en la terminacion
de acido salico en posicion a2,3 del O-glicano,
lo cual se ha asociado con la auto protedlisis de
MMP-14, disminuyendo la capacidad invasivas
de las células tumorales (26)

Mensajeros de RNA de GALNT6, pueden ser
utilizados como marcadores especificos de diag-
nostico para la diseminacion del cancer de mama
(26). La O-glicosilacion de la fibronectina se debe
principalmente a la accién de la GALNT®6, estudios
en células epiteliales, a las cuales se la habia sobre
expresado GALNT6, se observd, que eliminando la
expresion de fibronectina, se abatia la capacidad
de las células de proliferar (27).

La GALNT4, regula la red de respuesta a estro-
genos a través de FOXA1, un factor de transcrip-
cion cuya funcidn es la de promover, la expresion
de genes de respuesta a estréogenos, actla como
como cofactor del receptor de estrogenos alfa, al
parecer la GALNT4, esta implicada en la glicosilacion
de FOXA1, como lo ha demostrado la eliminacién
de esta enzima en células epiteliales mamarias
sensibles a estrégenos (27). Recientemente se ha
reportado que el uso del micro RNA-365 (miR-365),
tiene como blanco la GALNT4, asi que la disminu-
cion de miR-365 favorece la carcinogénesis via la
activacion de GALNT4 (28)

La metilacion de genes que codifican para las
GALNTs, puede ser de importancia para el desarrollo
del cdncer de mama, asi por ejemplo: el gen de la
GALNT9 se encuentra metiliado en el 55% de las
veces, de esta manera la metilacion promueve el
silenciamiento de este gen, en la mayoria de los
tumores primarios que migran hacia cerebro, se ha
observado que el gen de la GALNT9 no esta meti-
liado, lo que provoca que la enzima se encuentre

funcional en este tipo de tumores, favoreciendo
la glicosilacion de proteinas que promueven la
migracion de la glandula mamaria hacia el cerebro
(27).

GALNT14 se expresa heterogéneamente en fi-
broadenoma, carcinoma in situ, carcinoma lobulillar
y principalmente en el carcinoma ductal infiltrante,
juega un papel importante en la migracion e inva-
sion de las células tumorales, debido a que regula
la actividad de la metaloproteinasa de matriz tipo
2 y la expresion de N-caderinas, vimentina y factor
de crecimiento endotelial (27).

CONCLUSIONES

La O-glicosilacion es una de las modificaciones
mas abundante en las proteinas. El inicio de esta
modificacion es catalizado por al menos 20 GalNAc-
transferasas. En los ultimos afios, el papel que
juegan las enzimas que inician la O-glicosilacion
de las proteinas se ha ido documentando. GALNT6
es la enzima mas estudiada y contribuye al desa-
rrollo y progresion del cancer de mama. GALNT4 y
GALNT14 actian como reguladoras para el desa-
rrollo del cancer de mama, invasidén y migracion,
uno de los reguladores negativos reportados es.
ERKS8. La metilaciéon también podria actuar como
un mecanismo de regulacion de las GALNTs y
podria contribuir a la metastasis del cancer de
mama. Sin embargo, el papel de otros miembros
de la familia de GALNTs en el desarrollo del cancer
de mama, no ha sido reportado, debido a la gran
diversidad y especificidad de la O-glicosilacién. Las
oncoproteinas que sufren O-glicosilacion podrian
ser utilizadas como blancos terapéuticos para el
tratamiento del cancer de mama.
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CRucCIBIOQ®
CONCEPTOS DE BIOLOGIA CELULAR

=

HORIZONTALES

1

Ocurre al final de la fase M del ciclo celular, el
citoplasma de una célula animal se divide en
dos, ayudado por filamentos de actina y mio-
sina, la célula se estrangula y da lugar a dos
células hijas conteniendo cada una de ellas su
nucleo.

Las son procariontes, su reproduccion
es por fision binaria, su capacidad reproduc-

10
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tiva es muy alta. En un lapso de 12 horas,
por reiteradas divisiones, una sola de esas
entidades puede dar lugar a una progenie de
8 000 millones.

Estas se realizan debido a una alteracién en el
DNA, ya sea por sustitucion, delecion o inser-
cion de una de las bases nitrogenadas, lo que
da lugar a un coddn diferente que conduce a
gue se presente un aminoacido incorrecto.
La DNA es la enzima que sintetiza a
la molécula que posee la informacién genética
utilizando las cadenas parentales como molde;
adiciona los nucleétidos al extremo 3’ de la
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cadena en crecimiento mediante la formacion
de un enlace fosfodiéster entre ese extremo y
el fosfato 5’ del nucleétido que se adiciona.
Entidades parasitarias infecciosas, constituidas
generalmente por RNA o DNA rodeadas por
proteina; sin capacidad reproductora y para
llevar a cabo los procesos de su propagacion,
aprovechan los recursos de la célula huésped.
Organulo de la célula eucarionte, ahi se ge-
nera la energia quimica necesaria para que se
realicen las funciones celulares, el mecanismo
por el cual se realiza este proceso es mediante
la oxidacion de metabolitos que conducen a la
produccién de ATP y la liberacién de CO.,.
Una vez que la informacién genética del DNA ha
sido codificada en el mMRNA, por este proceso en
los ribosomas se seleccionan los aminoacidos
para sintetizar una secuencia polipeptidica.
Las dos bandas del DNA son complementa-
rias, con este término se identifica el proceso
mediante el cual cada una de ellas sirve de
patréon para la formacién de una nueva, una
vez que la doble hélice se ha abierto.

Siglas de la molécula que posee la informacion
genética mediante una secuencia lineal de
tripletes de nucledtidos, en el humano apro-
ximadamente el 90% de los cerca de 3,000
millones de pares de bases (3 x 10°), no lleva
informacién codificante.

Son los organismos que contienen células
con nucleo, su nombre proviene del griego
eu que significa verdadero y karyon, grano
o nucleo, en este organulo se encuentran los
cromosomas que estan constituidos por DNA
y proteinas.

Es la secuencia de tres nucleétidos en el DNA
gue codifica a un aminoacido determinado para
la sintesis de proteinas o puede tener infor-
macion para la terminacion de la traduccion.
En la mayoria de los genes eucariontes, la se-
cuencia de nucledtidos con codificacion genética
se encuentran interrumpidas por la presencia
de secuencias no codificadoras, estos

son eliminados antes de la traduccidn.
Término derivado del griego y€veaic que signi-
fica origen, es la ciencia que estudia como se
transmite la herencia bioldgica de generacion
en generacion mediante la participacion del
DNA y de los diferentes RNA.

Se designa ciclo al proceso constituido
de cuatro fases mediante el cual las células
eucariontes se dividen: la S que es la sintesis
de DNA, en la G, se sintetizan proteinas nuevas
y la célula aumenta su tamafio, la tercera es
la M corresponde a la mitosis y citocinesis,
finalmente la G, que corresponde a la interfase
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entre el final de la fase M y el inicio de la S;
todas las fases estan reguladas por proteinas
codificadas por genes reguladores.
Dependiendo de la complejidad de los or-
ganismos se tiene el nUmero de genes, en
es alrededor de 30,000, mientras que

en Drosophila son aproximadamente 14,000;

en E coli 4,289 y 10 genes en un bacteriéfago
pequefio.

Como regla general los genes de los organismos
superiores estan estructurados en secciones
de secuencias codificantes llamados

y no codificantes llamados intrones.

Es la biblioteca donde se tiene toda la informa-
cion genética, con este término que engloba
todo el material genético de un organismo,
tanto el que se expresa en el fenotipo como el
que puede expresarse en futuras generaciones.

VERTICALES

Este mecanismo se realiza debido a que una
cadena del DNA transporta la informacion a
una molécula de RNA, cuando éste es mRNA,
la secuencia de bases de esta molécula sirve
como molde para que con la participacion de
tRNA se lleve a cabo la seleccién de los ami-
noacidos que constituyen una proteina.
Nombre del proceso por el cual la célula euca-
rionte introduce liquidos o particulas grandes,
el material ingerido primero es encerrado en
una porcion de la membrana plasmatica, me-
diante una invaginacion se desprende como
una vesicula y posteriormente es enviado a
los lisosomas donde es digerido.

Proceso por el cual los organismos a través de
miles de millones de generaciones se han ido
modificando y adaptando a su medio ambiente
a partir de mutaciones.

En la molécula del RNA de transferencia es la
secuencia de tres nucledtidos que es comple-
mentaria al codén del RNA mensajero, me-
diante este apareamiento es seleccionado un
aminoacido para la sintesis de una proteina.
La polimerasa es la enzima que al
desplazarse sobre el DNA lo desenrolla y va
agregando nucleoétidos a la cadena que se esta
sintetizando conforme al molde de la cadena
de origen. El transcrito es monocatenario y
complementario a un segmento de una de las
dos bandas del DNA.

Complejo proteinico de las células euca-
riontes presente en el citosol mediante el
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cual las proteasas degradan a las proteinas
de vida corta y las mal plegadas, si estas
ultimas no se degradan pueden ocasionar
trastornos neurodegenerativos, como las
enfermedades de Huntington, Alzheimer y
Creutzfeldt-Jacob.

Es el RNA que por la accion de una polimerasa
especifica, capta la informacion retenida en el
DNA para posteriormente transmitirla a otras
moléculas, el proceso culmina en la sintesis
de proteinas.

Asi se define a la muerte celular programada
la cual puede ocurrir ya sea para eliminar una
célula que ha dejado de ser necesaria durante
el desarrollo o bien para eliminar una que ha
sido dafiada.

Término que involucra aspectos que tienen
relacion con la biologia molecular y celular,
ademas de multiples conceptos: secuencia-
cion de acidos nucleicos, almacenamiento,
recopilacion y manejo de datos, evolucién e
identificacion génica, entre otros.

Las mutaciones peligrosas ocurridas en los ge-
nes hacen que éstos se activen excesivamente,
tienen un efecto dominante y soélo una copia
mutada de un gen con estas caracteristicas,
basta para producir problemas que desenca-
denan en cancer.
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Por este mecanismo los carbohidratos, lipidos
y proteinas sintetizados en la célula salen de
ella a través de vesiculas que se fusionan con
la membrana plasmatica y permiten su secre-
cion; en los diferentes pasos de este proceso
se controla el adecuado plegamiento de las
proteinas para ser exportadas correctamente.
Estructuras filiformes presentes en el nucleo
de las células eucaridticas, constituidas por
DNA y proteinas; en los 46 que tiene la especie
humana estd contenida toda su informacién
genética.

La génica es el proceso mediante el
cual la informacion presente en un gen influ-
ye sobre una célula u organismo induciendo
la sintesis de una proteina con una funcion
especifica.

Es una de las etapas de la mitosis, en ella las
dos cromatidas hermanas de cada cromosoma
se separan y el huso las desplaza hacia los
polos opuestos de la célula.

Asi se define a los segmentos de DNA que den-
tro de los cromosomas codifica la informacion
para sintetizar una proteina en particular o en
ocasiones varias proteinas con parentesco.
En la célula eucarionte es el organulo que con-
tiene moléculas de DNA y proteinas asociadas
constituyendo a los cromosomas, encargados
de transportar la informacion genética.
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Sydney Brenner: el Hombre Visionario que nos hizo Mirar al
Caenorhabditis elegans

M en C. Laura Silvia Salinas y Dra. Rosa Estela Navarro

Departamento de Biologia Celular y Desarrollo

Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México

Los grandes descubrimientos cientificos a veces
ocurren por serendipia, es decir son accidentales o
casuales, sin embargo en ocasiones gente visionaria
marca el rumbo de la investigacién y la dirige hacia
descubrimientos revolucionarios. La gran visién de
Sydney Brenner nos enseid que para hacer contri-
buciones importantes a la ciencia no se necesitan
preguntas sofisticadas ni modelos complejos.

Sydney Brenner naci6 el 13 de Enero de 1927,
en la ciudad de Germiston, al este de la provincia
de Gauteng en Sudafrica. Recibié su educacién en
medicina en Johannesburgo en la Universidad de
Witwatersrand. Su doctorado lo realizé en Inglate-
rra, en la Universidad de Oxford en donde obtuvo
el grado en 1952. En su doctorado realizo diver-
sos estudios enfocados a entender las bases de la
biologia molecular usando modelos sencillos como
bacteriéfagos y bacterias.

Durante casi dos décadas, Sydney trabajé ar-
duamente de la mano de Francis Crick estudiando
las bases genéticas y el desciframiento del codigo
genético en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Cambridge. En aquella época, el tema candente en
la investigacion era entender como funcionaba el
DNA. Junto con Francois Jacob y Matthew Meselson
descubridé al RNA mensajero, el intermediario en la
lectura del DNA y la produccion de una proteina.
Con Francis Crick demostroé que el codigo genético
esta compuesto de tripletes y cada triplete es leido
durante el proceso de traducciéon como un aminoa-
cido para hacer una proteina.

En 1962, el Premio Nobel de Medicina fue en-
tregado a Francis Crick, James Watson y Maurice
Wilkins “por sus descubrimientos concernientes a
la estructura molecular de los &cidos desoxirribonu-
cleicos (DNA) y su importancia para la transferencia
de la informacién en la materia viva”. Después de
que la informacidén basica de cdmo se transfiere
la informacion de los genes a las proteinas habia

sido discernida, Brenner decidié buscar una nueva
pregunta para continuar su investigacion, su pre-
gunta era como los genes pueden dar lugar a ciertas
caracteristicas en los individuos. Asi fue como al
inicio de la década de los 60s, el joven Brenner, a los
treinta afios, comenzaria la busqueda de un modelo
animal que le permitiera contestar sus inquietudes
acerca de cdmo se desarrolla un organismo y cdmo
se determina el comportamiento.

A inicios de los 60s George Streisinger y Sey-
mour Benzer habian comenzado a realizar estudios
genéticos utilizando al pez cebra y a la mosca de
la fruta pero Sydney Brenner considerd que estos
organismos eran muy complejos para responder
las preguntas que él queria hacer. Basandose en su
experiencia con las bacterias y sus bacteriéfagos, él
buscaba un organismo pequeno, de facil manteni-
miento en el laboratorio, que contara con un nimero
reducido de neuronas, que pudiera ser visualizado
con facilidad bajo el microscopio y en que se pudiera
hacer genética. Estas caracteristicas las cumplia el
nematodo Caenorhabditis elegans, lo que lo llevo
a utilizarlo como modelo en su investigacion. Su
meta fue establecer las bases genéticas para poder
cultivarlo en el laboratorio y hacer mutagénesis que
permitieran identificar la funcion de los genes.

Sydney Brenner reclutd a un grupo de cientificos
entusiastas y talentosos como John Sulston y Robert
Horvitz quieres mapearon el destino de cada una de
las células del organismo y realizaron mutagénesis
que los llevaria mas adelante a descubrir los meca-
nismos basicos de la muerte celular programada o
apoptosis. En 1967, junto con John Sulston y Robert
Horvitz, comenzd con la identificacion de cada una
de las células que conforman al gusano y construyo
con ello el primer linaje celular del desarrollo de un
organismo. Casi una década mas tarde, en 1974
publicaron en la revista Genetics su articulo titulado
“The Genetics of Caenorhabditis elegans” en donde
Brenner y sus colaboradores abordaron una de las
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preguntas mas visionarias para su época, como los
genes pueden especificar estructuras complejas en
los organismos superiores. En este trabajo, reporto
el aislamiento de cientos de mutantes de C. elegans,
en dénde realizando ensayos de complementacion
y de mapeo, Brenner describid cerca de cien genes
asociados a los fenotipos reportados. Por sus gran-
des contribuciones a la ciencia, Sydney Brenner,
Jonh Soulston y Robert Horvitz recibieron el premio
Nobel de Medicina en el 2002.

Ademas del arduo trabajo genético, Sydney
Brenner lanzd un proyecto junto con Nichol Thomp-
son para determinar la estructura del nematodo por
microscopia electréonica que fue completado por
John White y Eileen Southgate, quienes mas tarde
lograron tener la descripcidn del sistema nervioso
de un organismo por primera vez.

En 1975, en una conferencia en Asilomar, en
los Estados Unidos de Norteamerica, anuncio que
secuenciaria el genoma del C. elegans. Junto con
John Sulston habia determinado que el genoma del
C. elegans era Unicamente 20 veces mas grande
que el genoma de la bacteria E. coliy, en 1998, se
publicé el primer genoma completo de este animal,
el primero en su tipo.

En 1996, Sydney Brenner fundé el Instituto
de Ciencias Moleculares en Berkeley, California y
durante muchos afios fue profesor distinguido en
el Instituto Salk en La Jolla, California. Brenner
escribid numerosos libros, entre los que destacan

“Complex genetic programmes” (1976), “Loose
ends from current biology” (1997) asi como “In the
Spirit of science: Lectures by Sydney Brenner on
DNA, worms and brains” (2018), entre otras obras.
La obra completa de Sydney Brenner asi como sus
aportaciones al campo de la biologia molecular y del
desarrollo siguen vigentes en un siglo en el que la
clonacién de genes, la secuenciacion genética vy la
obtencién de animales mutantes son actividades co-
tidianas en diversos laboratorios en todo el mundo.

El 5 de Abril de este afo, a la edad de 92 afos,
Sydney Brenner muridé en Singapur. Nos queda su
legado, el C. elegans uno de los organismos mas
utilizados en el campo de la biologia del desarrollo.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

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

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

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

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

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

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

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

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

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

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

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

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

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

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

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

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



64

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

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

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

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

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

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

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

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



