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EDITORIAL

SOBRE EL PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2024 EN
DISENO Y ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

E | otorgamiento del Premio Nobel de Quimica
2024 a David Baker, Demis Hassabis, y John M.
Jumper es un reconocimiento al campo de la bio-
logia computacional, en particular, en la prediccion
computacional de estructuras proteicas. Este reco-
nocimiento destaca el impacto revolucionario de las
tecnologias de aprendizaje automatico e inteligencia
artificial en la solucién de problemas biologicos
complejos que, en tiempos pasados, parecian intra-
tables. A través de este premio, se enfatiza como la
confluencia de la biologia con tecnologias avan-
zadas puede despejar misterios del mundo natural
que han desafiado a los cientificos durante décadas.

Las proteinas son moléculas fundamentales en todos
los procesos celulares y desempefan sus funciones
criticas a través de su estructura tridimensional. El
“problema del plegamiento de proteinas”, es decir,
la prediccion de estructuras proteicas a partir de
secuencias de aminoacidos, ha constituido uno de
los desafios mas grandes de la biologia molecular.

A partir de la propuesta de los patrones de plega-
miento de las alfa hélices, por Linus Pauling, Robert
Corey, y Herman Branson en 1951 y de las hojas
beta plegadas por Pauling y Corey, también en 1951,
se fue encontrando que estos patrones se repetian en
la inmensa mayoria de las proteinas y que ademas
habia otros tipos de plegamientos, asas y vueltas que
tendian a conectar esas regiones. Esos patrones indi-
caban que la estructura de las proteinas no era al
azar, pero no daban ninguna pista de como poder
predecir en forma detallada, a partir de la secuencia
de aminoacidos, cual estructura finalmente adopta-
ria la proteina.

Tradicionalmente, resolver las estructuras proteicas
dependia de técnicas experimentales como la crista-
lografia de rayos X, la resonancia magnética
nuclear, y, més recientemente, la criomicroscopia

electronica que son muy efectivas, pero son labo-
riosas y requieren tiempo para realizarse.

A lo largo de muchos afios esto permitio la creacion
de bases de datos muy confiables y sélidas con
estructuras de proteinas determinadas experimental-
mente como el Protein Data Bank (PDB), que
contiene un nimero muy grande de estructuras
tridimensionales asociadas a secuencias de amino-
acidos y que pueden ser utilizadas por computadoras
y programas para el procesamiento de datos.

El desarrollo de métodos computacionales cada vez
mas complejos y sofisticados ha traido una revolu-
cion a este campo, permitiendo predicciones mas
rapidas y precisas, lo que ha cambiado las reglas y
los procedimientos para la investigacion y las apli-
caciones préacticas.

Una manera en que los cientificos habian estado
intentando resolver “el problema del plegamiento de
las proteinas”, fue a partir de principios fisicos y
quimicos. Para hacerlo de esta forma, hay que
calcular computacionalmente valores de parametros
como angulos torsionales, puentes de hidrogeno,
interacciones electronicas pi-pi, energias de tension
de enlaces y otras variables, tratando de alcanzar los
minimos de energia. Estos célculos son una tarea
enorme, y mas, si se trata de una proteina grande,
por lo que siempre se buscaban atajos para sim-
plificar y acortar los calculos.

Las innovaciones aportadas por Baker, Hassabis, y
Jumper han sido muy importantes en este cambio
para abordar el problema. El desarrollo, por parte de
estos cientificos, de algoritmos avanzados que apro-
vechan enormes cantidades de datos bioldgicos,
como los contenidos en el PDB, y recursos compu-
tacionales potentes, ha dado lugar a avances en la
prediccion de estructuras proteicas con mucha pre-
cision. Utilizan avances en algoritmos de aprendiza-
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dizaje de maquina aplicados a secuencias de
proteinas y patrones de estructuras de proteinas con
un poder y una profundidad que no se habia
alcanzado antes.

AlphaFold 2 de Google DeepMind, liderado por
Hassabis y Jumper, y RoseTTAFold del equipo de
Baker en la Universidad de Washington, son dos
ejemplos destacados de este tipo de esfuerzos
computacionales. Utilizando técnicas de aprendi-
zaje profundo, estas herramientas interpretan el
lenguaje complejo de las secuencias proteicas y
predicen sus estructuras tridimensionales con una
precision asombrosa, evitando los célculos quimi-
cos y fisicos del plegamiento mencionados antes.
Estos programas aprenden de una base de datos
extensa de estructuras proteicas conocidas y detec-
tan patrones y relaciones que predicen el resultado
final del plegamiento. Esta capacidad para predecir
la configuracion fisica de proteinas a partir de sus
secuencias solas ha transformado fundamental-
mente el campo de la biologia estructural.

La exactitud de AlphaFold 2 se validé en la compe-
tencia bianual de Evaluacion Critica de la Predic-
cion de Estructuras Proteicas (CASP), la cual pro-
porciona una plataforma rigurosa para medir el
progreso en la prediccion de estructuras proteicas.
La eficacia de AlphaFold 2 en la competencia
CASP14 en noviembre de 2020 demostrd su gran
supremacia, a menudo igualando o superando los
métodos tradicionales en términos de velocidad y
precision. Esto hizo que el jurado de la competencia
declarara que el problema de la prediccion de la es-
tructura de las proteinas a partir de su secuencia pri-
maria de aminodcidos estaba basicamente resuelto.

Unos 20 afios antes del trabajo de DeepMind sobre
AlphaFold2, David Baker y sus colaboradores desa-
rrollaron una herramienta de software que llamaron
Rosetta, la cual modelaba estructuras de proteinas
usando principios fisicos. Inicialmente, Baker utili-
70 Rosetta para predecir estructuras de proteinas y
compitio en varios CASP a lo largo de varios afios.
Sin embargo, cuando Baker not6 la dominancia en
la prediccion de proteinas de AlphaFold, decidid
invertir la funcion de Rosetta y utilizarla para dise-
far proteinas completamente nuevas; algunas de ellas
jamas habian sido producidas por la naturaleza. El
trabajo de Baker y colaboradores continua hasta hoy
en dia, y el comité Nobel lo premi6 por lograr cons-
truir “proteinas espectaculares’ haciendo “creaciones”
que pueden ser utilizadas como “productos farmacéu-
ticos, vacunas, nanomateriales y pequefnos sensores”.

Ademas de su impacto en la ciencia basica, las
implicaciones de estas herramientas computacio-

nales son vastas y se extienden a aplicaciones prac-
ticas en numerosos campos. Uno de los que mas se
mencionan es el descubrimiento de farmacos. Y,
aunque la capacidad de predecir rapidamente estruc-
turas proteicas es fundamental para el disefio de
medicamentos efectivos, el tener esas estructuras no
es equivalente a tener una molécula que afecte su
funcion. Ni tampoco siempre acelerara el proceso de
disefio de farmacos, como muchas personas creen
y/o esperan que lo haga.

Desde hace bastantes afios ha existido la creencia de
que nuestra deficiencia en conocimiento sobre la
estructura de las proteinas nos esta impidiendo dar
grandes pasos en el descubrimiento de fdrmacos.
Pero esta creencia revela que no se tienen en cuenta
otros factores que también son muy importantes en
el proceso, después de haber resuelto el primer paso,
que es conocer su estructura. Las proteinas tienen
movimientos y cambian de forma conforme llevan a
cabo sus funciones y, también, a veces, cuando se
unen a moléculas farmacologicas. La energética de
esos eventos depende de multiples factores, sobre
los cuales muy pequenas diferencias pueden tener
un efecto muy significativo. Ademas, el disefio de
farmacos, que modulen efectivamente la funcion de
las proteinas, requiere una comprension profunda de
las interacciones moleculares y las fuerzas que las
regulan. Por lo tanto, aunque las herramientas com-
putacionales han mejorado nuestras capacidades de
manera espectacular de trabajar en esto, son solo
una parte de un conjunto mas amplio de técnicas que
deben integrarse para abordar los desafios comple-
jos del desarrollo de farmacos. Como ya se dijo, el
conocimiento de las estructuras de las proteinas es
un muy buen primer paso para lograr este fin.

La contribucién de los ganadores del Premio Nobel
de Quimica 2024 va mas alla de resolver un
problema biologico involucrando muchos datos.
Han abierto nuevas avenidas para la investigacion y
la innovacion, mostrando el poder de los enfoques
interdisciplinarios que combinan biologia, ciencia
computacional y fisica para investigar el mundo
natural. A medida que estas herramientas compu-
tacionales contintien evolucionando y mejorando,
su potencial para impactar la ciencia y la medicina
se expandird ain mas, prometiendo descubrimientos
nuevos e innovaciones que, por ahora, siguen fuera
de nuestro alcance. [ &

o

(v

Ruy Pérez Montfort

Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Autonoma de México
ruy@ifc.unam.mx
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ARTIcULO DE REVISION

LAS TECNICAS MOLECULARES PARA EL ANALISIS DE

LA EXPRESION GENICA, CON UN ENFOQUE EN MODELOS
DE HONGOS. ANTECEDENTES HISTORICOS Y
APLICACIONES ACTUALES

Francisco Padilla-Garfias*(1), Minerva Georgina Araiza-Villanueva (1), Antonio Pefia Diaz (1)
(1) Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de Mexico (UNAM), Ciudad Universitaria, CDMX, Mexico.

* Autor de correspondencia correo E: fpadilla@ifc.unam.mx

RESUMEN

Las técnicas moleculares para el anlisis de la expresion génica, a lo largo del
tiempo, han sido objeto de una evolucion significativa y son ahora funda-

mentales para comprender la regulacién genética en diversos organismos, PALABRAS
entre ellos los hongos. Desde las técnicas clasicas como Northern blot y el CLAVE
ensayo de proteccion contra RNAsa, hasta las herramientas mas modernas técnicas
como la reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa

moleculares,

cuantitativa (RT-qPCR) y la secuenciacion de proxima generacion (Next
Generation Sequencing; NGS) de acido ribonucleico (RNA), estas meto-
dologias han revolucionado la investigacion genética. Estos enfoques per-
miten estudiar de manera precisa la cantidad y variabilidad de la expresion
genica, facilitando la identificacion de genes clave y revelando patrones de
expresion y regulacion genética. Con aphcac1ones cada vez mas elaboradas,
estas técnicas proporcionan una vision detallada de la dinamica genética,
contribuyendo significativamente al avance del conocimiento en biologia
molecular y genética. En esta revision realizamos un recorrido historico de
las principales técnicas utilizadas para estudiar la expresion génica, haciendo
énfasis en estudios realizados en hongos, con el objetivo de proporcionar una
perspectiva sobre la utilidad e importancia de estas metodologias.

Recibido el 10 de abril de 2024  Aceptado el 01 de octubre de 2024

expresion génica,

regulacion
genética,

analisis de RNA,

regulacion de genes
en hongos,

214


mailto:fpadilla@ifc.unam.mx

Padilla-Garfias F, Araiza-Villanueva MG, Pefia Diaz A

ABSTRACT

Molecular techniques for gene expression analysis have significantly evolved
over time and are now fundamental to understanding gene regulation in
diverse organisms, including fungi. From the classical techniques such as
Northern Blot and RNase Protection Assay to more modern tools such as
Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)
and Next Generation Sequencing (NGS) of ribonucleic acid (RNA), these
methodologies have revolved genetic research. These techniques enable
precise study of gene expression levels and variability, facilitating identi-
fication of key genes and revealing patterns of gene expression and
regulation. With increasingly sophisticated applications, these approaches
provide detailed insight into gene dynamics, significantly contributing to the
advancement of knowledge in molecular biology and genetics. In this review
we provide a historical overview of the main techniques used to study gene
expression, with an emphasis on studies conducted in fungi, with the aim to
provide a perspective on the utility and importance of these methodologies.

PALABRAS
CLAVE

molecular
techniques,

gene expression,
gene regulation,
RNA analysis,

gene regulation
in fungi

Introduccion

La expresion génica en todos los organismos, inclu-
yendo los hongos, se refiere al proceso mediante el
cual la informacidn genética almacenada en el DNA
(acido desoxirribonucleico) se transcribe al RNA
(acido ribonucleico) el cual puede posteriormente
traducirse en proteinas, o cumplir funciones celu-
lares, por ejemplo, regulatorias. Este proceso de
flujo de la informacién genética es fundamental para
llevar a cabo diversas funciones celulares, como la
adaptacion ambiental, la patogénesis, o las interac-
ciones simbioticas, entre otras (1).

El estudio de la expresion génica en hongos y leva-
duras es crucial, dado que proporciona informacion
sobre los procesos bioldgicos subyacentes en estos
organismos. Ademas, permite comprender las res-
puestas bioldgicas ante diversos estimulos, como la
exposicion a agentes antiflingicos o la patogénesis,
asi como las adaptaciones a los cambios en el
ambiente y las reacciones ante modificaciones gené-
ticas. Este conocimiento puede ser aplicado a areas
como la biotecnologia y la investigacion basica (2).

Los estudios con enfoque transcriptomico son esen-
ciales para comprender la adaptabilidad de los
organismos, incluyendo su impacto en la salud hu-
mana, medio ambiente e investigacion. El uso de
técnicas avanzadas como la transcriptomica y la
genomica funcional ha contribuido significativa-
mente a mejorar nuestra comprension de la expre-
sion génica en hongos y los impactos en su
fisiologia (3).

Las técnicas de estudio de la expresion génica en los
hongos son fundamentales para comprender como

los genes se expresan o reprimen en respuesta a
diferentes condiciones ambientales o sefiales
internas (4).

Cada técnica utilizada para entender la transcrip-
tomica y gendmica tiene su lugar en la investiga-
cion, y la eleccion depende de la pregunta cientifica
que se pretenda abordar, los recursos disponibles y
la idoneidad para analizar la expresion génica en
hongos, como se ilustra en la figura 1 (4). En la
actualidad, las tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion (Next Generation Sequencing,
NGS), base fundamental de la secuenciacion del
RNA (RNA-Seq), son cada vez mas populares
debido a su capacidad para proporcionar informa-
cion detallada y global sobre la expresion génica (5),
dejando en desuso metodologias como Northern
blot, ensayo de proteccion de RNAsa (RNase Pro-
tection Assay, RPA), la visualizacion diferencial del
RNA mensajero (mRNA) mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (differential display of
mRNA by PCR, DD-PCR), el andlisis en serie de la
expresion génica (Serial Analysis of Gene Expres-
sion, SAGE) y los microarreglos de DNA (3,5). Sin
embargo, estas ultimas técnicas siguen siendo utiles
y todavia se aplican en casos especificos en los que
pueden ser mas convenientes.

Este trabajo presenta y compara de manera concisa
los métodos genéticos utilizados en el perfilado de
la expresion génica en diferentes organismos, como
se resume en la Tabla 1 y clasificandolos segun su
fundamento como se muestra en la figura 2; pero a
lo largo de la revision se hace hincapié en su
aplicacion al estudio de los hongos.
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Northern blot

El Northern blot es una técnica ampliamente
utilizada en biologia molecular, que permite la
deteccion directa y la cuantificacion de RNA,
principalmente mRNA, en muestras bioldgicas (6).
Originalmente desarrollada por James Alwine y
George Stark en 1977 (7), esta técnica de hibrida-
cion tomo su nombre por su semejanza con el
Southern blot, una técnica previamente desarrollada
por Edwin Southern para la deteccion de DNA (8).
Desde entonces, el Northern blot se convirtid en un
pilar fundamental para estudiar la expresion génica
y la regulacion a nivel de RNA.

El fundamento del Northern blot radica en la hibri-
dacion entre una sonda marcada y el RNA objetivo
(Fig. 1, Fig. 2). El proceso se inicia con la extraccion
del RNA total de la muestra de interés, seguido de
su separacion por tamano mediante electroforesis en
gel (9). Los fragmentos de RNA son luego trans-
feridos a una membrana sélida, como polivinil
fluoruro (PVDF) o nitrocelulosa, donde se inmovi-
lizan. Al inicio de la aplicacion de esta técnica el
RNA se transferia a membranas de diazobence-
noximetilo (DBM) para garantizar su transferencia
y adherencia covalente en la membrana (7).

Posteriormente se procede a la hibridacion con una
sonda de RNA marcada con métodos radioactivos o
no radioactivos, que es complementaria a la secuen-
cia del RNA de interés (Fig. 1). La deteccion de la
hibridacion revela la presencia y la cantidad de un
RNA especifico en la muestra (10).

El Northern blot se ha utilizado para investigar la
expresion geénica y la regulaciéon de RNA en dife-
rentes condiciones (6); no solo permite evaluar los
niveles de un transcrito, sino también su integridad,
asi como la distincion entre variantes de splicing
alternativo. Esta técnica permite tanto la determi-
nacion del tamafio como la abundancia relativa de
mRNA especificos, lo que facilita la comparacion
directa de los niveles de mRNA entre muestras en
una sola membrana (Tabla 1) (11,12). Su fortaleza
radica en su simplicidad y alta especificidad, lo que
permite el uso de sondas de hibridacién con homo-
logia parcial. Una vez que se estandariza la técnica,
el costo de ejecutar multiples geles es bajo. Ademas,
los blots pueden almacenarse durante periodos pro-
longados y rehibridarse si es necesario (11).

Sin embargo, el Northern blot tiene algunas limita-
ciones (Tabla 1); por ejemplo, al no poder cuanti-
ficarse la cantidad de transcrito, se le considera
semicuantitativo (12). Ademas, existe el riesgo de
degradacion del mRNA durante la electroforesis, lo
que compromete tanto la calidad como la cuantifica-

cion de la muestra. Su sensibilidad es relativamente
baja, en comparacion con técnicas como la reaccion
en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa
cuantitativa (RT-qPCR), y la deteccion con multi-
ples sondas puede resultar desafiante. Otra des-
ventaja, que no es exclusiva de esta técnica, es la
necesidad de cierta capacitacion para llevar a cabo
la metodologia, ya que se requiere especial atencion
en el manejo del bromuro de etidio (EtBr), dietilpi-
rocarbonato (DEPC) y luz ultravioleta (UV), ademas
de que altas dosis de radioactividad y formaldehido
representan riesgos tanto para los trabajadores como
para el medio ambiente (11). No obstante, se han
implementado algunas estrategias para superar estas
limitaciones, como el uso de sondas de RNA anti-
sentido altamente especificas, membranas de nylon
cargadas positivamente para mejorar la sensibilidad
y el enriquecimiento del mRNA mediante la selec-
cion con oligo dT (11,12).

A pesar de sus limitaciones, el Northern blot sigue
siendo una herramienta valiosa para realizar compa-
raciones relativas de los niveles de RNA mensajero
(mRNA) e investigaciones cualitativas sobre mRNA
especificos. Por ejemplo, Reisinger y colaboradores
(13) demostraron su eficacia en la caracterizacion de
diferentes lineas celulares que producen un anti-
cuerpo recombinante, lo que ilustra su idoneidad
para evaluar las relaciones entre las cadenas pesadas
y ligeras.

Los RNA pequeiios (SRNA), como los microRNA
(miRNA), los RNA de interferencia pequefios
(siRNA) y los RNA que interactiian con PIWI (piRNA),
son reguladores clave de los transcriptomas y pro-
teomas de los organismos mediante su interaccion
con cadenas complementarias del mRNA. La abun-
dancia y expresion de estos SRNA son relevantes
para la funcién biologica de cualquier organismo. El
Northern blot ha sido ampliamente utilizado para
estudiar sSRNA, siendo una técnica semi-cuanti-
tativa, economica y facilmente disponible. Aunque
la NGS proporciona una vision general de la
poblacién de sSRNA, el Northern blot complementa
y valida los resultados, proporcionando informacion
sobre la secuencia y longitud, lo que lo convierte en
una metodologia confiable para estudiar miRNA y
otros SRNA en diversos organismos. Ademas, el
Northern blot permite determinar con precision la
abundancia de miRNA y otros SRNA, asi como iden-
tificar la isoforma de tamafio mas abundante (14).

En un estudio sobre el virus del herpes simple 1
(VHS-1), se utiliz6 la técnica de Northern blot para
investigar seis miRNA expresados durante la infec-
cion litica en diversas lineas celulares. Esta técnica
permitid detectar con gran especificidad tanto los
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Técnica Importancia Limitaciones
Northern blot Permite la deteccién y cuantificacién | Requiere una cantidad
de RNA especifico. significativa de RNA
Es util para examinar la presencia, Baja sensibilidad para RNA de
tamafio y abundancia relativa de baja abundancia.
mRNA en muestras de hongos.
RNase Protection | Similar al Northern blot, pero con Requiere cantidades
Assay una mayor sensibilidad. considerables de RNA.
Permite la identificacion de mRNA Es mas laborioso que algunas
especificos y la cuantificacidon técnicas mas recientes.
precisa. La técnica puede ser costosa y
complicada.
Differential Display of | Ayuda a identificar genes Menos sensible y mas propenso a
MRNA by PCR diferencialmente expresados. errores que otras técnicas
Puede revelar cambios en la modernas.
expresién génica en diferentes Dificultad para identificar genes
condiciones. especificos en mezclas complejas
de RNA.
cDNA Amplified Permite la identificacién de cambios | Requiere optimizaciény
Fragment Length en la expresion génica sin necesidad | validacién experimental.
Polymorphism (cDNA- | de secuenciacion. Menos preciso que técnicas
AFLP) basadas en secuenciacion.

Serial Analysis of
Gene Expression
(SAGE)

Facilita la cuantificacion global de los | Costosa y compleja en términos
niveles de expresidon génica. de analisis bioinformatico.
Menos utilizada con la
popularizacién de técnicas de
secuenciacion masiva.

Microarreglos de DNA

Permite el analisis simultaneo de la Sensibilidad limitada para RNA de
expresion de miles de genes. baja abundancia.

Dependiente de la calidad de las
sondas y de la anotacién
gendmica.

Quantitative Reverse
Transcription
Polymerase Chain
Reaction (qRT-PCR)

Proporciona cuantificacion precisay | Alta sensibilidad a la variabilidad
sensible de la expresion génica. experimental.

Analiza un numero limitado de
genes simultdneamente.

RNA-Seq, Next
Generation
Sequencing, NGS

Permite la secuenciacion masiva y Costosa y requiere capacidad
cuantificacion de transcritos a nivel computacional.
de todo el genoma. La interpretacion de los datos

puede ser compleja.

Tabla 1. Comparacién de laimportancia y limitaciones de las técnicas utilizadas para estudiar la expresion de genes.

premiRNA como los miRNA maduros. Al carac-
terizar la expresion de ambos tipos de miRNA en
diferentes condiciones, el estudio revel6 diferencias
en la biogénesis de los miRNA entre la infeccion
litica y latente, y descubrid un mecanismo regulador
que bloquea la exportacion nuclear de los pre-

miRNA, dependiendo de la proteina viral ICP27 y
de la sintesis del DNA viral (15).

En un modelo de bacterias, el Northern blot se ha
utilizado con ligeras modificaciones para detectar
RNA endogenos pequeiios de ~14 nucledtidos (nt)
en extractos de RNA total de bacterias. En parti-
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cular, este tipo de RNAs tan pequenios suele no
detectarse con éxito con un Northern blot conven-
cional; sin embargo, este método modificado se
aplico con éxito a la deteccion de RNA diminutos
de dos modelos diferentes, Bacillus subtilis y
Escherichia coli (16).

El analisis mediante Northern blot se ha utilizado en
hongos para investigar la expresion génica y la regu-
lacion a nivel de RNA en Aspergillus fumigatus, un
hongo filamentoso patdgeno oportunista que puede
causar infecciones pulmonares graves en humanos
inmunocomprometidos. En un estudio realizado por
Amich y colaboradores (17), se emple6 para anali-
zar la expresion de un gen de resistencia a antifin-
gicos, llamado cdriB. Los resultados revelaron una
sobreexpresion significativa de cdriB en cepas resis-
tentes a azoles, lo que sugiere un papel importante
de este gen en la resistencia de este hongo a
antifungicos.

Recientemente, se reportd una modificacion a la
técnica de Northern blot, la cual se probod en
Schizosaccharomyces pombe. Esta técnica permitio
cuantificar los niveles relativos de modificaciones
de bases en multiples RNA de transferencia (tRNA).
A la técnica en cuestion se le nombrd hibridacion
positiva en ausencia de modificaciones o PHAM y
se utiliz6 para caracterizar cuatro deficiencias de
enzimas de modificacion del tRNA (TMEs). Estas
enzimas son importantes, ya que muchas modifi-
caciones del tRNA estan vinculadas a la expresion
génica alterada, y las deficiencias debidas a muta-
ciones en las TMEs son responsables de numerosas
enfermedades (18).

El método de Northern blot PHAM requiere menos
inversion que otros métodos utilizados actualmente,
como la secuenciacion. Ademas, el uso de dos
sondas en este método proporciona una mayor
sensibilidad y especificidad, ya que se tienen dos
sondas de DNA que se unen al mismo tRNA, una se
une a una region con modificaciones postranscrip-
cionales, mientras que la otra sonda se une a una
region no modificada, garantizando que la deteccion
sea especifica y reproducible. Un solo PHAM blot
se puede utilizar para analizar multiples tRNA
especificos, y puede detectar y cuantificar algunas
modificaciones que no pueden identificarse median-
te los métodos de secuenciacion (18).

En resumen, el Northern blot es una técnica clasica
pero poderosa que ha sido fundamental para estudiar
la expresion y la regulacion génica a nivel de RNA.
Aunque es superada en sensibilidad por métodos
mas modernos, sigue siendo una herramienta valiosa
en el arsenal del bidlogo molecular para la carac-
terizacion de RNA especificos en diversas condi-

ciones bioldgicas. En cuanto a su uso en modelo de
hongos, el Northern blot ha sido una herramienta
importante que ha permitido avances significativos
para la comprension de la biologia molecular de
especies patdgenas y su interaccion con los hos-
pedadores.

Ensayo de proteccion de RNAsa (RNAse Protec-
tion Assay, RPA)

El ensayo de proteccion de RNAsa (RPA) surgio en
la década de 1980 como una herramienta para
investigar la expresion génica y la estabilidad del
RNA en diversos sistemas bioldgicos (19). Este
método demostrd ser adecuado para cuantificar los
transcritos de mRNA, ademas de definir los sitios de
inicio de la transcripcion y delimitar los extremos 3’
del RNA y las uniones de empalme (20).

El RPA se basa en la capacidad de las proteinas
ribonucleasas, conocidas también como RNAsas,
para degradar RNA de manera especifica. En el
RPA, el RNA de interés se hibrida con una sonda
previamente marcada, ya sea radioactivamente (radio-
marcada) o marcada con marcadores no radioacti-
vos, como moléculas fluorescentes o luminiscentes
(sonda no isotopica). Esta sonda esta disefiada para
ser complementaria a la secuencia objetivo (20), y
actua como protectora del RNA frente a la degra-
dacion por las RNAsas (Fig. 1). Después de la hibri-
dacion, se eliminan los RNA no hibridados y se
cuantifica la sefial de la sonda, proporcionando
informacion sobre la cantidad de RNA objetivo
presente en la muestra (21-23).

El RPA es una técnica de hibridacion (Fig. 2) que
implica los siguientes pasos: 1) aislamiento del
RNA, 2) generacion y purificacion de la sonda, 3)
hibridacion, 4) digestion con RNAsa, y 5) separa-
cion y deteccion de los fragmentos protegidos. Para
la hibridacién se utilizan sondas de RNA radio-
marcadas que se preparan mediante transcripcion in
vitro de plasmidos o plantillas de la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) que contienen pro-
motores de bacteriéfagos (20). Una vez obtenidas
las sondas se puede proceder al primer paso, que es
la hibridacion entre ellas y la molécula en cuestion,
y se lleva a cabo en solucion. Posteriormente se trata
la mezcla sonda/RNA con RNAsa especifica contra
RNA monocatenario para degradar todo el RNA
monocatenario restante. En este paso, el hibrido
sonda/mRNA queda protegido de la degradacion
por RNAsas, mientras que la sonda libre es digerida.
A continuacion, se utiliza un gel desnaturalizante
para medir la cantidad de sonda protegida y visua-
lizar mediante autorradiografia (sondas marcadas
radiactivamente) o mediante un procedimiento de
deteccion secundario (sondas marcadas no radiac-
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tivamente). El resultado obtenido muestra la canti-
dad de RNA de interés que estaba presente en la
muestra (Fig. 1). Un paso importante en esta meto-
dologia es utilizar un exceso molar de la sonda sobre
la muestra a estudiar en la reaccion de hibridacion,
ya que asi la intensidad del fragmento protegido sera
directamente proporcional a la cantidad de RNA
blanco en la mezcla de la muestra, lo cual permite
obtener resultados cuantitativos. La cuantificacion
del nivel de mRNA mediante RPA requiere el uso
de controles internos adecuados. Los controles inter-
nos mas utilizados incluyen los genes de manteni-
miento expresados constitutivamente, como el de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
la B-actina, la ciclofilina y los RNA ribosomales 18S
y 28S (23).

Los ensayos de RPA han demostrado ser extrema-
damente sensibles para la deteccion y cuantificacion
de especies de mRNA en mezclas complejas de
RNA celular total (23), ya que pueden utilizarse
para discriminar entre blancos estrechamente rela-
cionados, por ¢jemplo, miembros de familias multi-
génicas, disenando sondas para que abarquen las
regiones en las que los genes relacionados difieren
mas (24). Ademas, como el tamafio de las sondas
utilizadas en los ensayos de proteccion contra nu-
cleasas es una variable que se puede ajustar, las
sondas pueden disefiarse para proteger fragmentos
de diferentes tamafios. Esta caracteristica permite el
analisis simultdneo de varios mRNA diferentes en
la misma muestra de RNA total (25). El ensayo RPA
también se puede utilizar para estudiar variantes del
splicing o del promotor, lo cual es sumamente util
en cronobiologia para estudiar el perfil temporal de
expresion de los genes circadianos y los efectos de
la manipulacion genética sobre estas oscilaciones.
(22,26-29).

Como se ha mencionado previamente una gran
ventaja del RPA es su alta sensibilidad y la detec-
cion y cuantificacion simultdneas de multiples blan-
cos de mRNA (de hasta 10 o 12) en una uUnica
muestra de RNA (21). Este método es tan sensible
que permite la deteccidn, cuantificacion y caracte-
rizaciébn de mRNA especificos de hasta 4000 copias
en una mezcla compleja de RNA celular total o
mRNA (Tabla 1) (20,30).

La RPA es ampliamente aceptada; complementa la
informacion obtenida por la RT-qPCR, con la ven-
taja de que no requiere un paso de transcripcion
inversa. Ademas, proporciona datos adicionales que
no pueden obtenerse de la RT-qPCR, como el tama-
fo y la integridad de un transcrito especifico. Tam-
bién puede sustituir al analisis de Northern blot, en
el que las limitaciones de sensibilidad, especificidad,

y resolucion suelen verse comprometidas por la
incapacidad de cargar grandes cantidades de RNA
en el gel, la transferencia ineficiente del gel a la
membrana del blot y la hibridacion cruzada o ines-
pecifica entre las sondas y las moléculas de RNA
blanco. Ademas, la hibridacion en solucion en el
RPA favorece la deteccion de transcritos poco fre-
cuentes (31). Asimismo, los ensayos de RPA son
adecuados para mapear posiciones de uniones
externas e internas en el RNA, como los sitios de
iniciacion y terminacion de la transcripcion y los
limites intrén/exon. Estas reacciones también pue-
den realizarse como ensayos multiples para analizar
simultaneamente varios transcritos, siempre que los
fragmentos protegidos presenten tamaiios diferentes
(31,32). Ademas, su alta sensibilidad y especifici-
dad han sido utilizadas para la deteccion y cuanti-
ficacion de miRNA (32).

Las principales limitaciones del RPA son la falta de
informacion sobre el tamafio del transcrito y que
cuenta con baja sensibilidad, en comparaciéon con
otras técnicas como RT-qPCR, ya que solo es capaz
de detectar entre 4000-5000 copias del transcrito
(Tabla 1) (21).

Otra desventaja del RPA es que ¢l ensayo puede ser
dificil de establecer para un nuevo gen porque las
condiciones de hibridacion y digestion deben deter-
minarse empiricamente. Ademas, la sonda radio-
marcada es susceptible a la formacion de estructuras
secundarias estables que pueden generar productos
no deseados resistentes a la RNAsa. Asimismo, las
sondas radiomarcadas de alta actividad especifica
solo pueden utilizarse durante unos pocos dias por-
que tienden a sufrir radiolisis rapidamente (33).

Desde su implementacion el RPA ha sido utilizado
en diversos modelos biologicos. En modelos muri-
nos se ha utilizado para el andlisis simultaneo de
varias quimiocinas, con el objetivo de obtener una
vision completa de su participacion en los procesos
inflamatorios e infecciosos (34).

En el 2004, Cloutier y colaboradores (35) imple-
mentaron un método de RPA para detectar multiples
transcritos de la fase latente y litica del herpes virus-
8 (HHV-8). Con este método lograron detectar y
cuantificar tres genes HHV-8 latentes (marco de
lectura abierto (ORF 71-72-73) y tres liticos (ORF
74-K4-K2) en células 293T transfectadas con vec-
tores de expresion del HHV-8. También anali-
zaron los transcritos de dos genes que codifican
para la enzima GAPDH vy ciclofilina, que utilizaron
con fines de normalizacidon. Los resultados obteni-
dos indicaron que el método es especifico, sensible,
y permite el monitoreo simultaneo de la expresion
de genes latentes y liticos del HHV-8 (35).
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Figura 1. Principales técnicas de biologia molecular utilizadas para analizar la expresién génica.
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El RPA también se ha utilizado para estudiar el
splicing alternativo y la poliadenilacion del pre-
mRNA generados por parvovirus durante la infec-
cion (36). Incluso, actualmente el RPA sigue siendo
utilizado para estudios relacionados con SARS-
CoV-2, en donde se observa que la inactivacion
fotodinamica (PDI) altera la integridad de las parti-
culas de HcoV, permitiendo la digestion del RNA
viral por ribonucleasas exogenas. Utilizando lenti-
virus pseudotipados con la proteina Spike (S) del
SARS-CoV-2, se reportd un efecto antiviral fuerte y
dependiente de la luz de PhytoQuin, que impedia la
entrada mediada por S en células humanas (37,38).

En bacterias, se logrd identificar un intrén en
Bacillus cereus ATCC 10987, B.c.I4, que se em-
palma 56 nt rio abajo del sitio de empalme 3’
esperado in vivo. En un estudio se confirmé median-
te el ensayo RPA que el segmento de 56 pares de
bases (pb) forma parte de la molécula de RNA
intrén, descubriéndose asi un nuevo sitio de splicing
de B.c.14 (38).

En el contexto del estudio de los hongos, utilizando
un protocolo de proteccion contra RNAsas se moni-
torearon los niveles de transcripcion de sib/+ y
sib2+ en células cultivadas en ausencia o presencia
de hierro o del quelante de hierro Dip en la levadura
S. pombe. Estos genes codifican, respectivamente,
para una siderdforo sintetasa y una L-ornitina N5-
oxigenasa que participan en la biosintesis del ferri-
cromo. Es este estudio se observd que ambos genes
se expresaban facilmente en presencia de Dip, mien-
tras que su expresion disminuia fuertemente en
condiciones basales o de abundancia de hierro (39).

El RPA ha tenido un impacto significativo en la
investigacion biologica y médica, al proporcionar
una herramienta precisa y sensible para estudiar la
expresion génica y la biologia del RNA.

Visualizacion diferencial del mRNA mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (Differential
Display of mMRNA by PCR, DD-PCR)

En la década de 1990, la biologia molecular experi-
mentaba un rapido avance con el descubrimiento de
nuevas técnicas dedicadas a estudiar la expresion
génica. La DD-PCR surgi6 como una alternativa
innovadora para comparar los patrones de expresion
génica entre diferentes muestras biologicas. Fue
desarrollada por Liang y Pardee (40), con el objetivo
de comparar los perfiles de expresion génica entre
diferentes condiciones experimentales.

La DD-PCR se basa en la transcripcion reversa del
mRNA total a DNA complementario (cDNA), utili-
zando oligonucledétidos oligo-dT, seguida por la am-
plificacion de fragmentos de cDNA mediante PCR,

utilizando oligonucle6tidos especificos y condicio-
nes de PCR disefiadas para resaltar las diferencias
en la expresion génica (Fig. 2). Los productos de
PCR se separan posteriormente en un gel de polia-
crilamida y se visualizan para comparar los perfiles
de expresion génica entre las muestras (Fig. 1) (41).

El método original de DD-PCR proponia como ne-
cesarios 12 oligonucleétidos oligo(dT): 11 Ts para
anclar el oligonucledtido en el sitio de polia-
denilacion 3’ y dos bases adicionales (por ejemplo
5'-T11GC). De este modo, cada oligonucleotido
oligo(dT) reconoce 1/12 de la poblacion de mRNA,
ya que existen 12 combinaciones de las dos ultimas
bases 3, excluyendo la T en el penultimo punto. La
amplificacion del cDNA requeria de oligonucle6ti-
dos con secuencias arbitrarias disefiadas para unirse
a los cDNA a distancias aleatorias de las colas de
poli(A). Estos oligonucledtidos debian ser cortos
(de 6 a 7 pb) para permitir un alineamiento frecuente
cerca del final de las cadenas de cDNA. Liang y
Pardee (40) comprobaron que el uso de un oligonu-
cleotido oligo(dT) para retrotranscribir el RNA,
junto con el oligonucledtido arbitrario de 10 bases
(para amplificar cDNA), daba resultados especificos
y reproducibles.

Casi inmediatamente, Liang y colaboradores refina-
ron la DD-PCR con algunas optimizaciones clave
(40). Estas incluian la reduccion del nimero de
oligonucledtidos anclados de 12 a 4; se determin6
también que la cantidad inicial de RNA total podia
ser tan pequefia como 200 ug y que el RNA poli(A)
no era necesario (40). Desde su concepcion en 1992,
la DD-PCR suscit6 un gran interés, ya que se trataba
de un método atractivo que combinaba el analisis
comparativo de varias muestras con la sensibilidad
de la PCR. Sin embargo, en sus primeros afios de
uso se identificaron pocos genes nuevos de interés,
lo que sugirio que el método requeria de mayores
modificaciones para mejorar considerablemente el
muestreo de genes expresados diferencialmente y
aislar genes relevantes.

Una de las ventajas de la DD-PCR es que permite
identificar genes expresados diferencialmente en
diversos sistemas in vitro e in vivo, sin depender del
conocimiento previo de la secuencia ni de la
disponibilidad de clonas de cDNA (42). Ademas, la
DD-PCR se puede realizar con pequefias cantidades
de RNA total (<100 ng), por lo que es adecuada para
perfiles de transcripcion de muestras que se sabe
producen cantidades limitadas de RNA, como mues-
tras de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) (Tabla 1). Esta técnica implica una canti-
dad relativamente pequeina de pasos por lo que se
puede realizar en cualquier laboratorio capaz de
aislar y manipular RNA y DNA y realizar PCR y
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electroforesis en gel. Desde una perspectiva finan-
ciera, la DD-PCR es relativamente econdmica y varias
empresas proveedoras de biotecnologia como Gene-
Hunter (Nashville, TN), QIAGEN (Valencia, CA),
Ambion, Inc. (Austin, TX) tienen kits disponibles
para ayudar a aplicar la técnica DD-PCR (43).

Ademas, a diferencia de los sistemas basados en
chips, la DD-PCR ofrece la posibilidad de descubrir
nuevas transcripciones, variantes 0 RNA extrafos
de patogenos (44). Sin embargo. la DD-PCR carece
del componente cuantitativo de técnicas como
Northern blot,1a RPA ola RT-qPCR (Tabla 1) (42).

Se han realizado diversas mejoras al protocolo ini-
cial, enfocadas principalmente en ajustes de los con-
juntos de oligonucle6tidos, la mejora de la reprodu-
cibilidad de la huella, eliminacion de falsos posi-
tivos y confirmacion de la expresion diferencial de
los clones candidatos, asi como en la adaptacion
para la huella dirigida y automatizada (40,45,46). A
pesar de estos avances, la DD-PCR clasica presenta
limitaciones, ya que genera etiquetas de secuencias
expresadas (EST) cortas, que principalmente repre-
sentan la region 3’ no traducida (UTR) de los
mRNA. Dado que la secuencia de los extremos 3’
cortos no codificantes carece en su mayoria de infor-
macion relevante para la clasificacion de genes y la
prediccion de su funcion, la utilidad de la informa-
cion proporcionada por la DD-PCR es limitada en
muchos casos dentro del contexto de la descripcion
de genes (42).

La DD-PCR ha sido una herramienta valiosa en la
investigacion bioldgica, permitiendo la identifica-
cion de genes diferencialmente regulados en diferen-
tes contextos experimentales. Con esta técnica se
han identificado numerosos genes, incluidos candi-
datos a supresores tumorales, genes que regulan el
desarrollo, la diferenciacion y la funcion celular y
muchos otros (45,46).

La DD-PCR se ha aplicado en diversos modelos
bioldgicos eucarioticos, incluyendo mamiferos, plantas
y hongos. En un modelo murino se aplico para
identificar la expresion genética, en musculos facia-
les de ratas normales y desnervadas (musculos cigo-
maticos, elevador nasolabial y canino) (47). En este
mismo modelo también se estudiaron los mecanis-
mos involucrados en el proceso de remodelacion
cardiaca después de un infarto al miocardio (48).
También se identificaron genes que responden a la
progesterona y estrégenos en el hipotalamo ventro-
medial de ratas hembra (49,50).

En el caso especifico de los hongos, la DD-PCR se
ha utilizado para estudiar cambios en los perfiles de
expresion génica inducidos por choque térmico y la
desrepresion del catabolismo de carbono en

Saccharomyces cerevisiae (51). En Candida albicans,
los estudios mediante DD-PCR identificaron T/F-2,
que puede desempefiar un papel en la regulacion
positiva de las fosfolipasas, y los genes relacionados
con el estrés CIPI y CIP2 (52). En Histoplasma
capsulatum y C. albicans, identificaron los genes
involucrados en la interaccion huésped-patdogeno
(41). En Cryphonectria parasitica se utilizo DD-
PCR para estudiar el efecto del hipovirus CHVI-
713, el cual inhibe la virulencia de este hongo y se
observo una alteracion en la via de sefializacion
CPG-1 (53). También, mas recientemente, esta
técnica permitid identificar que el gen que codifica
para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDI) es inducido durante estrés osmotico y
salino en aislados de S. cerevisiae (54).

Polimorfismo de la longitud de los fragmentos
amplificados de ¢cDNA (cDNA Amplified Frag-
ment Length Polymorphism, cDNA-AFLP)

El polimorfismo de longitud de fragmentos ampli-
ficados de cDNA (cDNA-AFLP) es una técnica
robusta y confiable que se basa en la técnica de poli-
morfismos de la longitud de fragmentos amplifi-
cados de DNA o AFLP, la cual toma huellas génicas
con base en la amplificacion, mediante PCR (Fig.
2), de fragmentos obtenidos por la digestion del
cDNA, por endonucleasas de restriccion (55).

La técnica de AFLP, utilizada para DNA gen6émico
(gDNA) fue desarrollada por la compafiia Dutch
Keygene, pero Vos y colaboradores (55) la publi-
caron por primera vez con el propdsito de generar
huellas génicas. Posteriormente su uso se amplio
para analizar la expresion génica; fueron Bachem y
colaboradores (56) los primeros en describir su uso.

El método para RNA se basa en la retrotranscripcion
del RNA total de la muestra, utilizando oligos-dT.
El ¢cDNA resultante se extrae posteriormente con
fenol y se precipita con etanol (segun el método ori-
ginal) (56). Posteriormente, el cDNA se trata segin
los protocolos normales de AFLP en gDNA, en donde
se hace una digestion completa del cDNA mediante
enzimas de restriccion como 4sel y Tagl, seguida de
la amplificacion de los fragmentos obtenidos para
detectar polimorfismos que puedan surgir debido a
mutaciones en la secuencia de DNA cercanas a los
sitios de restriccion. Estos polimorfismos pueden
identificarse mediante electroforesis, donde los pa-
trones de los fragmentos amplificados de DNA se
visualizan como bandas que difieren en numero y
tamafio (Fig. 1), lo que constituye un patrén espe-
cifico altamente reproducible debido a la naturaleza
restringida de la técnica (55,56). Desde su desarrollo,
se han publicado varias modificaciones del proto-
colo cDNA-AFLP original (57,58).
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Las pr1n01pales ventajas del cDNA-AFLP en com-
paracion con técnicas como los mlcroarreglos es
que permite el andlisis de la expresion de todo el
genoma en cualquier especie sin conocimiento
previo de la secuencia y que se pueden analizar tanto
genes conocidos como desconocidos (59). Otras
ventajas significativas de cDNA-AFLP sobre los
microarreglos de DNA son los costos iniciales rela-
tivamente bajos y su alta especificidad, lo que per-
mite perfilar la expresion de genes homologos como
los miembros de familias de genes (Tabla 1) (58).

En comparacién con técnicas como SAGE, el
cDNA-AFLP es mas versatil, y las etiquetas obteni-
das son entre 10 y 30 veces mas largas, lo que
permite una mayor caracterizacion sin la necesidad
de grandes bases de datos (59).

La técnica cDNA-AFLP también tiene una serie de
limitaciones, ya que este procedimiento requiere
mucho tiempo, y trabajo, y no es muy susceptible de
automatizacion. Ademas, cuando las etiquetas tienen
una longitud insuficiente para caracterizar funcio-
nalmente ¢l transcrito de interés, puede ser necesaria
la identificacion de la secuencia completa de los
cDNA obtenidos (58). Ademas, los conjuntos de
datos obtenidos por separado, a diferencia de los
datos de SAGE y microarreglos, no se pueden com-
parar ni fusionar facilmente (Tabla 1) (59).

En plantas, la técnica fue utilizada en Nicotiana
tabacum para detectar genes poco expresados y
distinguir entre secuencias homodlogas, el cDNA-
AFLP permitié identificar qué genes perciben un
perfil de expresion regulado por el ciclo celular,
como histonas, factores de replicacion, ciclinas, y
cinasas dependientes de ciclinas, entre otros (59).

Asimismo, en la bacteria patogena de plantas
Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) subsp.
carotovora (Ecc), se realiz6 cDNA-AFLP para de-
terminar los genes expresados diferencialmente en
Eca y Ecc durante infeccion en plantas. (60).

Algunos hongos en los que se ha aplicado la técnica
de ¢cDNA-AFLP incluyen Puccinia striiformis, un
patdgeno biotrofico del trigo. En este caso, se detec-
taron genes tanto del trigo como de P. striiformis
asociados al proceso de infeccion (61). Otro ejem-
plo relevante es Botrytis cinerea, un hongo patoge-
no que afecta las manzanas, en el que se empleo el
andlisis de polimorfismo (cDNA-AFLP) para identi-
ficar genes expresados en B. cinerea por el control
bioldgico con la cepa Kh5 de Pichia anomala (62).
Asimismo, Brachypodium distachyon es un hongo
en el cual se encontraron genes que responden al
estrés salino (63). También Hyaloperonospora para-
sitica, hongo responsable del mildiu en la col china

se estudid6 mediante esta técnica para identificar
genes regulados durante su infeccion (64).

Analisis en serie de la expresion génica (Serial
Analysis of Gene Expression, SAGE)

En 1995 se desarrolld una metodologia novedosa,
denominada analisis en serie de la expresion génica
(Serial Analysis of Gene Expression, SAGE). Esta
técnica permite el andlisis cuantitativo y simultaneo
de un gran numero de transcritos (65) Ademas, per-
mite crear perfiles de expresion génica en diferentes
estados y condiciones de la célula (65,66).

La identificacion y cuantificacion de transcritos me-
diante la técnica SAGE se basa en la secuenciacion
de tags (fragmentos de cDNA obtenidos a partir del
mRNA de la muestra) concatenados entre si (Fig. 2),
teniendo en cuenta que cada fag representa un mRNA
especifico de la muestra (Fig. 1). Para esta técnica,
el mRNA extraido de la muestra es atrapado en la
cola de poli-A por secuencias de timina unidas a
biotina; esas secuencias de timina sirven como oli-
gonucledtidos para poder sintetizar el cDNA me-
diante una transcriptasa reversa; el cDNA se extrae
mediante el uso de perlas que contienen estrep-
tavidina (proteina sintetizada por Streptomyces
avidinii, caracterizada por su alta afinidad por la
biotina), para posteriormente ser fragmentado por
una enzima de anclaje (enzima de restriccion, AE).
Los fragmentos del cDNA no unido a las perlas se
eliminan por medio de lavados, mientras que el
cDNA unido a las perlas se liga a dos adaptadores
en reacciones independientes, una de ellas con
extremos cohesivos, y otra con sitios de restriccion
para una enzima de etiquetado (tagging enzyme, TE)
y una secuencia corta complementaria a la secuencia
contraria; las dos reacciones se combinan y se repite
la reaccion de digestion con la TE para obtener frag-
mentos de ~10 pb que se ligaran para formar los di-
tags. Los di-tags se amplifican por PCR y se ligan
para formar concatdmeros (molécula de DNA con
copias multiples de una misma secuencia de nucleo-
tidos dispuestas en serie) mas largos, que son clona-
dos en un vector y posteriormente secuenciados
(Fig. 1) (5).

El resultado de SAGE es una lista de tags o etiquetas
de secuencias cortas y el numero de veces que se
observa cada tag en la secuenciacion, lo cual refleja
el nivel de expresion del gen al que corresponde
cada tag. Utilizando bases de datos de secuencias se
puede determinar con cierta seguridad de qué
mRNA “original” se extrajo el tag. Pueden aplicarse
métodos estadisticos a las listas de etiquetas y
recuentos de diferentes muestras para determinar si
existe expresion diferencial de genes (65-67).
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Originalmente, la técnica SAGE se desarroll6 para
estudiar e identificar marcadores de cancer de
pancreas, basado en la premisa de que una secuencia
de tags de 9-10 pb puede ser suficiente para identi-
ficar de forma unica un gen (65). Posteriormente, la
técnica se refind y se generaron las metodologias
LongSAGE, RL-SAGE y SuperSAGE, las cuales
utilizaron tags de 26 pb que los hacian mucho mas
especificos. La implementacion de la metodologia
SuperSAGE se desarroll6 en hojas de arroz (Oryza
sativa) infectadas con Magnaporthe grisea, para
analizar las interacciones huesped-hospedero (68),
actualmente se siguen implementando variaciones
en el protocolo original para mejorar la utilidad de
la técnica en determinadas condiciones.

La principal ventaja de la técnica SAGE es que
permite realizar analisis simultaneos y cuantitativos
de un gran nimero de transcritos, gracias a que se
miden los niveles absolutos de mRNA, y no nece-
sariamente se requiere informacion preexistente de
los genes de interés (5,65,69). La verdadera utilidad
de la técnica se potencia cuando se tiene un genoma
previamente anotado, haciendo coincidir las secuen-
cias de los tags con genes previamente anotados
(Tabla 1) (69,70).

Entre las desventajas de esta técnica estan que suele
ser costosa, laboriosa, y propensa a errores de secuen-
ciacion (70). Ademas requiere una gran cantidad de
RNA total inicial, 10 que la hace inaplicable para
organismos en los cuales 1os protocolos de extrac-
cion de RNA total incluyen pasos adicionales por lo
que disminuye la calidad y cantidad del RNA obte-
nido (5). Otra desventaja es que, debido a la corta
longitud de las secuencias de los tags, mas de un gen
puede compartir estas secuencias. Sin embargo, esta
deficiencia se puede resolver mediante la imple-
mentacion de SuperSAGE o LongSAGE (Tabla 1)
(5,65,69).

SAGE se convirtié en una herramienta ampliamente
utilizada para realizar perfiles de expresion génica a
gran escala, utilizando cé€lulas de seres humanos,
animales, levaduras y plantas (67).

Durante varios anos, la metodologia SAGE y sus
variantes se utilizaron para estudiar los perfiles trans-
criptomicos de varios hongos. Por ejemplo, en S.
cerevisiae se estudio el cambio en la expresion
génica inducido por el acido oleico, y se encontrd
que se sobreexpresaban el 20 % de los genes, en su
mayoria mRNA que codifican para enzimas de la -
oxidacion peroxisomal necesarias para la degrada-
cion de los acidos grasos (71). En el hongo fitopa-
tégeno M. grisea se identificaron los genes que se
sobreexpresan durante la infeccion en plantas (72);
en Ustilago maydis se identificaron los que parti-

cipan en la regulacion de la actividad de la proteina
cinasa A, la biogénesis del ribosoma y el metabo-
lismo del fosfato (73); y en hongos patdgenos de
plantas como Blumeria graminis y patdogenos de
mamiferos como Cryptococcus neoformans, Coc-
cidioides posadasii y Trichophyton rubrum se identi-
ficaron genes responsables de la virulencia y la
proliferacion en el hospedero, con el objetivo de
encontrar farmacos que puedan frenar su desarrollo
(74).

Microarreglos de DNA (DNA microarray)

Los microarreglos de DNA (biochips de DNA o
chips de DNA) son una tecnologia que se usa para
analizar la expresion génica que, al igual que el
Northern blot evoluciond a partir del Southern. En
la década de 1970 se realizaron los primeros estu-
dios donde se analizaba la expresion génica basan-
dose en la hibridacion (Fig. 2), donde regiones de
DNA se hibridaron con una sonda radiomarcada de
DNA o RNA. Después, a finales de la misma déca-
da, se produjeron matrices ordenadas (75,76) y desde
entonces se realizaron multlples modificaciones a la
técnica hasta llegar al afio 1995 cuando se publico
el primer estudio en el que se utilizd la palabra
"microarray", que explicaba cdmo se podia contro-
lar la expresion de 45 genes de Arabidopsis. El
arreglo se construyd mediante la impresion roboti-
zada a alta velocidad del cDNA sobre vidrio (77).

La tecnologia explot6 el principio de la hibridacion
(Fig. 2) con secuencias complementarias, entre el
cDNA transcrito inversamente a partir de una mues-
tra biologica de RNA y una sonda predisenada de
cDNA fija en un portaobjetos (78). Un microarre-
glo, por lo tanto, consiste en una biblioteca predise-
flada de sondas sintéticas de acido nucleico inmovi-
lizadas y dispuestas espacialmente sobre una matriz
solida (79).

La implementacion y el acelerado uso de los micro-
arreglos permitié dar paso a la era OMICA, con el
objetivo de cuantificar y caracterizar la expresion
total de los RNA, es decir, realizar analisis trans-
criptomicos (5). La preparacion de un microarreglo
para estudiar un perfil de expresion génica requiere
dos componentes basicos e indispensables. Por un
lado, el soporte en el que se fijan las sondas (que
puede ser una membrana o un chip de vidrio) y la
preparacion de las muestras de RNA que se hibridan
en el soporte (79).

Varias empresas, como Agilent y Affymetrix ofre-
cen soportes a medida con un nimero determinado
de sondas. Los soportes también pueden construirse
con un fin determinado y normalmente se utilizan
robots para “imprimir” sondas predisefiadas que se
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uniran al soporte (80), esas sondas no son otra cosa
mas que las secuencias especificas a las que se les
ha asignado un espacio en el soporte.

La preparacion de la muestra consiste en aislar y
extraer el mRNA de las células de interés, las cuales
pueden ser del mismo tipo, pero en diferentes condi-
ciones experimentales, ya que una servira como
control y otra como experimental para realizar el
analisis de expresion génica (81), el siguiente paso
es etiquetar el mRNA, mediante una reaccion de
transcripcion inversa. Para producir una hebra comple-
mentaria de cDNA que contenga nucledtidos marcados
con una sonda fluorescente, la muestra control se
puede etiquetar con un fluoroforo y la muestra expe-
rimental con otro diferente (por ejemplo, la cianina
3 y la cianina 5 o Alexa555 y Alexa647) (5,81);
después, las muestras marcadas diferencialmente se
hibridan con la matriz; es decir, se coloca el cDNA
etiquetado en el chip de DNA donde se hibridan con
sus sondas complementarias (en el caso de los chips
de dos colores, las dos poblaciones de cDNA etique-
tadas se mezclan para hibridaciones simultaneas con
sus objetivos en el chip). Posteriormente, se realizan
multiples lavados para eliminar las secuencias no
hibridadas; el chip hibridado se excita con un laser
para obtener la intensidad de fluorescencia, que es
proporcional a la cantidad de muestra presente en
cada punto. Con las intensidades de fluorescencia se
crea una imagen digital que permite realizar la cuan-
tificacion, si se desea calcular la expresion relativa
entre dos muestras, etiquetadas con fluoroforo dife-
rente; la imagen resultante se analiza calculando la
proporcion de los dos colorantes (Fig. 1) (81).

La tecnologia de los microarreglos impuls6 la geno-
mica funcional; es decir la identificacion de los genes
implicados en ciertos procesos celulares, suponien-
do que sus niveles de expresion son proporcionales
a los niveles de proteinas, lo que permite entender el
funcionamiento celular (5). Entre las principales
ventajas de esta técnica, destaca que un solo experi-
mento puede proporcionar rapidamente informacion
sobre la expresion de miles de genes de todo el geno-
ma en el organismo de interés, para comparar los
patrones de expresion entre dos estados cuales-
quiera, indicando qué genes estan regulados positiva
o negativamente entre las muestras control y experi-
mentales (80). Los microarreglos son reproducibles
y suficientemente sensibles, aunque a menudo convie-
ne aplicar una metodologia confirmatoria (5); por
ejemplo, RT-qPCR (Tabla 1).

Aunque los microarreglos han sido una poderosa
herramienta y han permitido entender algunas enfer-
medades, procesos bioldgicos, entre otros, tienen
algunas limitaciones. Debido a que se monitorean
genomas completos o genes preseleccionados, la

deteccion de mutaciones, splicing alternativo o se-
cuencias desconocidas esta limitada en este método
(Tabla 1) (80). Para llevar a cabo un experimento
con microarreglos se requieren reactivos costosos y
equipos especializados para imprimir las sondas,
etiquetar el objetivo, realizar la hibridacion, cuan-
tificar las senales de hibridacion, etc. (5), y en la
mayoria de las ocasiones todo lo involucrado esta
sujeto a los parametros de un fabricante (82). Tam-
bién se sabe que, en el uso y analisis de los micro-
arreglos, pocas veces se aplica la normalizacion y
estandarizacion de la metodologia (82,83), ademas
de que el rigor estadistico que se utiliza no es
robusto (84). Los microarreglos poco a poco han
entrado en desuso debido a los avances de las
metodologias basadas en NGS (5,82).

Los microarreglos han sido una metodologia amplia-
mente aplicada en investigacion médica y biologia
molecular de plantas y hongos, que a lo largo de los
afios han sido utilizados con multiples enfoques. Por
ejemplo, Breakspear y Momany (85) enlistaron los
primeros cincuenta estudios de expresion génica
mediante el uso de microarreglos en hongos fila-
mentosos, clasificandolos como cambios en el
metabolismo, en el desarrollo celular, patogénesis,
simbiosis y aplicaciones industriales. Garaizar y cola-
boradores (86) recabaron la informacion relacio-
nada con la patogénesis, la biologia celular, la
susceptibilidad a los antifingicos y el diagnodstico de
C. albicans, y afios después se reportaron los cam-
bios en la expresion génica de esta levadura durante
la infeccidon de rifiones en mamiferos (87). En S.
cerevisiae se utilizaron para estudiar la regulacion
de la biogénesis de la pared celular (88), para estu-
diar la respuesta a metales pesados como el cadmio
(89) y compuestos quimicos toxicos (90). En leva-
duras no convencionales como Debaryomyces hansenii
se utilizaron para analizar los efectos ocasionados
en presencia de NaCl y cambios de pH con un
enfoque hacia el metabolismo energético (91).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcrip-
tasa inversa cuantitativa (Quantitative Reverse Tran-
scription Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (RT-qPCR), es una técnica que surgié como una
variante de la reaccion en cadena de la polimerasa
convencional (Polymerase Chain Reaction, PCR)
(Fig. 2), que ha sido ampliamente utilizada para
detectar RNA una vez que se construyo la molécula
de cDNA de manera cuantitativa en diferentes am-
bitos de la biologia molecular. Es tan robusta que
desde sus origenes se ha utilizado para cuantificar la
expresion génica (a partir del mRNA), cuantifica-
cion de patogenos (bacterias y virus), diagnostico
molecular, y la validacion de datos obtenidos por
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otras técnicas, como los microarreglos de DNA
(92,93).

En 1992, Higuchi y colaboradores reportaron por
primera vez el uso de la PCR cuantitativa (qPCR),
utilizando DNA, oligonucledtidos, la Taq polime-
rasa, y como colorante el EtBr, el cual aumentaba su
fluorescencia en presencia de DNA de doble cadena
(dsDNA) (94). Desde entonces la metodologia ha su-
frido multiples modificaciones hasta la version que
se utiliza hoy en dia. Tal ha sido su importancia, que

en los ultimos afios se volvid popular gracias a su
aplicacion para el diagndstico de COVID-19 (95).

La RT-qPCR aplicada al analisis de expresion géni-
ca es la combinacion de tres pasos: 1) la reaccion de
transcripcion inversa para convertir el mRNA en
cDNA dependiente de la transcriptasa inversa, tam-
bién conocida como retrotranscriptasa (RT), 2) la
amplificacion del cDNA mediante PCR y 3) la
deteccion y cuantificacion de los productos de ampli-
ficacion en tiempo real (96); el paso 2 y 3 se hacen
de manera simultanea (Fig. 1).

Figura 2. Clasificacion de las técnicas de biologia molecular usadas en el andlisis de la expresion de genes

de acuerdo con su fundamento metodolégico.

Para el paso 1 se debe realizar el disefio experi-
mental de extraccion del mRNA (mediante el
método que mejor se adapte a nuestras necesidades)
que representara una instantanea de los transcritos
que nos interesan. Después de la extraccion del
mRNA, se debe realizar una digestion con una
DNasa I, la cual elimina la contaminacion por DNA
producto de la extraccion. Una vez inactivada la
DNasa I, se utilizan oligos-dT que se unirén a la cola
poli-A de las moléculas de mRNA, con el fin de
cebar las reacciones catalizadas por una RT, y asi
sintetizar el cDNA (97).

Los pasos 2 y 3, que comprenden la PCR en tiempo
real, se basan exactamente en el mismo principio
que la PCR tradicional (PCR de punto final).
También consta de tres pasos: a) desnaturalizacion
de la plantilla del cDNA (que se lleva a cabo a unos

94-95 °C durante unos segundos para separar las
hebras dobles de cDNA); b) hibridacion de los
oligonucleodtidos (previamente disefiados, para am-
plificar fragmentos de aproximadamente unos 200
pb, la cual se lleva a cabo a alrededor de 50-60 °C;
y ¢) extension de oligonucleotidos (especificos para
los genes de interés) para amplificar o sintetizar
hebras de DNA complementarias en una tempe-
ratura de 68-72 °C, esto para permitir que la DNA
polimerasa lleve a cabo la reaccion. El tiempo y las
temperaturas para cada paso varian dependiendo de
diferentes factores, como el tamafo de la plantilla,
el porcentaje de citosina-guanina (C-G) y la DNA
polimerasa que se esté utilizando (98). Estos pasos
suelen repetirse durante 20 a 50 ciclos (5).

Durante la qPCR, un grafico de la concentracion de
DNA a lo largo del tiempo muestra una fase de
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retraso, seguida de una fase exponencial y luego una
fase de saturacion. Durante la fase exponencial, las
moléculas de DNA sintetizadas son proporcionales
a los niveles de DNA iniciales. Una caracteristica
clave de la qPCR es que el DNA amplificado se mide
momentaneamente conforme la reaccidon progresa,
mediante el uso de marcadores fluorescentes que se
incorporan a la dSDNA producto de la PCR (5). Este
es un nuevo enfoque en comparacion con la PCR
estandar, donde el producto amplificado se detecta
solo al final (94). Cabe mencionar que, para poder
detectar y cuantificar la fluorescencia, es necesario
un termociclador especial, entre los que destacan los

disefiados por las empresas Applied Biosystems,
QIAGEN o Bio-Rad.

La visualizacion en tiempo real de los amplicones
puede llevarse a cabo mediante dos métodos: 1)
utilizando colorantes intercalantes de dsDNA, como
el SYBR Green (99), el cual se une al dsDNA y
fluoresce cuando esta unido; o 2) sondas fluores-
centes, como TagMan, que contienen un reportero
fluorescente en un extremo y un quencher en el
extremo opuesto (99,100). Durante los ciclos de
PCR, los incrementos graduales en la concentracion
de DNA producen un aumento en la intensidad de la
fluorescencia, permitiendo asi la cuantificacion del
DNA presente en la muestra.

La deteccion en tiempo real del ciclo qPCR genera
una curva de amplificacion con tres fases clave:
iniciacion, exponencial, y meseta, que sirven como
base para la cuantificacion. Durante la amplifi-
cacion, la fluorescencia inicial baja establece el
nivel de referencia, y el umbral, el cual se rebasa en
la fase exponencial, que se utiliza para cuantificar
mediante el ciclo de cuantificacion (Ct o Cq) (92).

El uso de un gen de referencia constante, como los
que codifican para la GAPDH o B-actina, es crucial
para la cuantificacion, aunque los niveles pueden
variar en ciertas condiciones, requiriendo compati-
bilidad con el experimento (101).

En cuanto a los métodos de cuantificacion, se pueden
elegir entre absolutos y relativos. La cuantificacion
absoluta implica estdndares de concentracion cono-
cidos para el gen de referencia y el de interés, gene-
rando una curva estandar para cuantificar las
muestras. La cuantificacion relativa calcula la rela-
cion entre el gen de referencia y el de interés,
utilizando el método doble delta Ct (2°24¢9). Este
enfoque suele utilizarse para comparar muestras en
dos condiciones. La precision depende de mantener
constante al gen de referencia (102).

La RT-qPCR se utiliza de forma rutinaria en los
laboratorios donde se trabaja con biologia molecular
y expresion génica, ya que es altamente sensible y

especifica. Al utilizar el método de cuantificacion
correcto se pueden obtener valores numéricos y
reales sobre la expresion de un gen de interés; suele
ser una técnica rapida comparada con las otras
metodologias, y se pueden estudiar genes de baja
expresion a la vez, con una poca cantidad de RNA
(Tabla 1) (103). Por otro lado, comparado con otras
metodologias se deben tener varios controles inter-
nos sobre el experimento. Si no se trabaja con el
cuidado preciso, es una metodologia susceptible a
contaminaciones; se deben elegir los genes de refe-
rencia correctos que no cambien su expresion con el
tratamiento, y aun sigue siendo una metodologia
algo costosa (Tabla 1) (104).

Los primeros usos que se dieron a esta metodologia
fueron para estudiar la expresion génica, transcrip-
tasa inversa, etc., pero actualmente se usa mas con
un fin aplicado, por ejemplo, al diagnostico de en-
fermedades infecciosas, perfiles de expresion génica
en cancer, validacion de resultados de genomica
funcional, deteccion de biomarcadores en medicina
personalizada, o identificacion de enfermedades como
en el diagndstico de COVID-19 (95).

La RT-qPCR se utiliza en hongos y levaduras para
investigar la respuesta génica a diversas condi-
ciones, estrés o ctapa del crecimiento celular, reve-
lando informacion sobre la regulacion génica y los
mecanismos de adaptacion. Ademas, se emplea en
la deteccion y cuantificacion de especies especificas
en entornos ambientales, clinicos e industriales. La
versatilidad de la RT-qPCR permite adaptarla a una
variedad de estudios seglin los objetivos especificos
de la investigacion en hongos filamentosos y leva-
duras (105-107).

RNA-Seq: Secuenciacion de nueva generacion
(Next Generation Sequencing, NGS)

La secuenciacion del RNA (RNA-Seq) es una
técnica que se basa en la secuenciacion de nueva
generacion (Next Generation Sequencing, NGS)
(Fig. 2) que permite analizar la expresion génica y
descubrir nuevos transcritos de RNA en una muestra
bioldgica. Se basa en la secuenciacion masiva y
paralela de fragmentos de cDNA obtenidos experi-
mentalmente a partir de una muestra de RNA, pro-
porcionando una visiéon detallada y global de la
transcripcion en una célula o tejido especifico (108).

El RNA-Seq permite analizar el transcriptoma, que
abarca todos los transcritos en una célula o tejido,
para conocer su cantidad en una etapa de desarrollo
o condicion fisioldgica especifica (108,109). Este
enfoque es esencial para interpretar los elementos
funcionales del genoma, revelar constituyentes mole-
culares de células y tejidos, y comprender el desa-
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rrollo y las enfermedades. Los objetivos clave de la
transcriptomica incluyen catalogar todos los tipos
de transcritos, determinar la estructura transcrip-
cional de los genes y cuantificar los niveles de
expresion de cada transcrito durante el desarrollo y
en diversas condiciones (3,108).

La metodologia del RNA-Seq evolucioné como una
alternativa poderosa a las técnicas tradicionales,
como los microarreglos de DNA y la RT-qPCR, que
presentaban limitaciones en términos de sensibi-
lidad y capacidad de descubrimiento (3).

En la mitad de la década de 2000, con la intro-
duccion de las tecnologias NGS, surgié el RNA-Seq
como una herramienta innovadora para analizar la
expresion genlca La NGS ha pos1b111tad0 la
secuenciacion a gran escala de manera mas rapida y
eficiente en comparacion con los métodos conven-
cionales. El enfoque tradicional de secuenciacion,
conocido como Sanger, y utilizado desde la década
de 1970, era lento y costoso (108). Sin embargo, la
necesidad de secuenciar grandes cantidades de
DNA en un tiempo menor impulsé el desarrollo de
nuevas tecnologias. La introduccion de plataformas
como Illumina, Roche 454, SOLiD y Ion Torrent a
mediados de la década de 2000 marco el inicio de la
era de la NGS (110). La NGS ha sido tan importante
que gracias a ella en el 2001 se pudo reportar la
secuencia completa del genoma humano (111).

La plataforma mas utilizada es la desarrollada por
[llumina, por lo que la metodologia descrita es la
implementada por tal empresa. Antes de llegar a la
secuenciacion debe de construirse la biblioteca de
cDNA, y para ello debe aislarse el RNA por el mé-
todo que mejor se adapte, para después ser tratado
con DNasa I. Posteriormente se determina la calidad
y cantidad del RNA total para poder hacer la selec-
cion del mRNA, utilizando perlas magnéticas fusio-
nadas con oligos-dT para atrapar el mRNA por su
extremo 3’ rico en A (112); posteriormente se
sintetiza el ¢cDNA utilizando una RT. Luego se
amplifican los fragmentos de cDNA por PCR (113);
los amplicones se fragmentan con enzimas, sonica-
cion o nebulizadores, seguido de la seleccion de
tamafio para eliminar secuencias pequefias o selec-
cionar un margen ajustado de longitudes de secuen-
cia, y finalmente ser secuenciados (Fig. 1) (114).

Los datos generados por la secuenciacion se mapean
en un genoma de referencia, y a través de analisis
bioinformaticos se cuantifica la abundancia de cada
transcrito. Es importante destacar que en ciertos
casos los datos de RNA-Seq pueden ser empleados
sin la necesidad de un genoma de referencia. En
estas situaciones, se forman "contigs" a partir de los
datos utilizando herramientas como SPAdes o

Trinity. Estos "contigs" pueden luego ser utilizados
para predecir ORFs y ser anotados con bases de
datos como eggNOG (108,109).

El andlisis posterior incluye la identificacion de
genes diferencialmente expresados, la deteccion de
isoformas alternativas y el descubrimiento de nue-
vos transcritos (108). Normalmente, para el analisis
bioinformatico se utilizan pipelines como el desa-
rrollado con el programa snakePipes (2.5.0) (115).
A grandes rasgos, el control de calidad de los datos
brutos procedentes de las lineas de secuenciacion
debe de analizarse con FastQC (Babraham Bio-
informatics) y se visualiza con MultiQC (116). Los
adaptadores se eliminan utilizando Cutadapt (117),
y después con RNA STAR (118) se realiza la alinea-
cion de los datos de RNA-Seq con el genoma de
referencia, para poder realizar el recuento de lectu-
ras mediante un programa como feature-Counts
(119), y con el fin de estimar la expresion génica en
las muestras. Por ultimo, se utiliza DESeq2 (120)
para normalizar los datos y realizar el analisis de
expresion génica diferencial.

Las primeras aplicaciones que se le dieron al RNA-
Seq se centraron en organismos modelo y lineas
celulares, demostrando su capacidad para propor-
cionar perfiles de expresion génica mas precisos y
completos que los microarreglos de DNA. A medida
que la tecnologia avanzaba, su aplicacion se exten-
di6 a una variedad de organismos y condiciones
biologicas (109).

En el ambito de la micologia, el RNA-Seq ha sido
ampliamente utilizado en estudios para entender la
regulacion génica, la respuesta a estrés ambiental, la
identificacion de genes patogénicos y la elucidacion
de rutas metabolicas. Investigaciones en levaduras y
hongos filamentosos han revelado informacidn
valiosa sobre la adaptacion a condiciones adversas
y la virulencia, evidenciado en busquedas en bases
de datos como PubMed (108,109).

Es una técnica con una alta sensibilidad y reso-
lucion, que permite detectar niveles bajos de expre-
sion, proporciona detalles sobre isoformas, no
requiere informacion previa sobre secuencias de
RNA, lo que permite el descubrimiento de nuevos
transcritos, al igual que un enfoque multiproposito
porque se puede utilizar para cuantificar la expre-
sidon génica, identificacion de variantes de genes, y
analisis de fusiones génicas (Tabla 1) (3). A pesar
de la gran cantidad de ventajas de esta metodologia,
sigue caracterizandose por ser muy costosa, requerir
de recursos computacionales importantes para poder
analizar un conjunto de datos, y ademas la calidad
de los resultados depende de la precision del
genoma de referencia utilizado (Tabla 1) (109).
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Recientemente se han desarrollado multiples traba-
jos transcriptomicos en hongos con diversos objeti-
vos, destacando el estudio del hongo dimorfico
Sporothrix schenckii al exponerlo a estrés térmico
(121); el analisis de las vias metabolicas para pro-
ducir metabolitos secundarios del parasito nema-
todo Hirsutella minnesotensis que permite entender
como coloniza a su hospedero (122); el estudio
transcriptomico para entender como el hongo
Stemphylium lycopersici coloniza la planta de to-
mate (123), por ejemplificar algunos. Pero es evi-
dente que la mayoria de los trabajos que implican
RNA-Seq en hongos estan relacionados con entender
el ciclo celular y de vida del hongo, respuestas a
estrés, comparacion entre cepas, diferenciacion
celular, factores de patogenicidad, etc.

En resumen, esta es una técnica muy moderna que
sigue en constante evolucion y que ha desplazado a
otras debido a todas las ventajas que se han descrito.

Conclusiones

Las técnicas para estudiar los perfiles de expresion
de los genes en hongos son esenciales para tener una
comprension mas profunda y detallada de los
mecanismos que regulan la expresion génica en
diferentes condiciones ambientales. Cada uno de los
métodos mencionados a lo largo de esta revision,
tiene sus propias ventajas y limitaciones, las que
fueron brevemente resumidas y comparadas en la
Tabla 1.

Como se observa en la figura 1, estas técnicas mole-
culares han experimentado avances significativos en
las ultimas décadas. El principio metodoldgico de
cada una ha permitido clasificarlas de acuerdo con
su fundamento en tres grupos: basadas en hibrida-
cion con sondas especificas, en amplificacion por
PCR, y en secuenciacion, como se puede observar
en la figura. 2.

Actualmente, las tecnologias de NGS, como RNA-
Seq, son populares por su gran capacidad para
analizar la expresion global de los genes en hongos
y diversos organismos. Cada una de las tecnologias
mencionadas se siguen utilizando a pesar de sus
desventajas; por lo tanto, la eleccion de la técnica
mas adecuada dependera de la pregunta de inves-
tigacion especifica, los recursos disponibles, y las
caracteristicas de la muestra.
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RESUMEN
i , . o . PALABRAS
El higado es un 6rgano muy activo que en condiciones normales es quies- CLAVE
cente, estado del cual puede salir a causa de distintos estimulos. En general, uiescencia
con el paso del tiempo las células pierden definitivamente su capacidad q >
proliferativa y muestran tanto importantes cambios fenotipicos como senescencia,
alteraciones en mecanismos intracelulares relevantes para la funcion celular. higado,
A estas alteraciones se les conoce como senescencia celular. Aqui se analiza hepatocitos,
el papel de la senescencia celular en procesos de salud y enfermedad en el colangiocitos,
tejido hepatico. :
células estre-
lladas hepaticas
ABSTRACT
] ) ) ) . ) ) KEY WORDS
The liver is an active organ which under normal conditions is quiescent, but .
; NP quiescence,
under different stimuli, it can overcome that stage. In general, over the years
cells permanently lose their proliferative capacity and display important senescence,
phenotypic changes as well as several alterations in intracellular mechanisms liver,
relevant to the appropriate cell function. Together, these alterations are known hepatocytes,
as cellular senescence. Here, the role of senescence in health and disease .
. X ; : cholangiocytes,
processes in the liver tissue is analyzed. .
hepatic stellate
cells
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Introduccion

Las células de un organismo contienen la misma
informacion genética, pero cada tipo celular la ex-
presa de distintas formas, lo que define su identidad.
En el tejido hepatico, la poblacion celular esté repre-
sentada en un 80% por las células parenquimatosas,
es decir, los hepatocitos; el 20% restante (células no
parenquimatosas) incluye a las células endoteliales
que recubren a los capilares sinusoidales o sinusoi-
des, a las células de Kupffer (macréfagos residentes
del higado), a las células estrelladas hepaticas, dis-
tintos tipos de linfocitos y células epiteliales biliares
o colangiocitos. El higado es considerado un 6rgano
quiescente debido a que, en condiciones normales, rara
vez es posible observar division celular. Sin embar-
g0, si el higado es expuesto a estimulos quimicos o
quirtirgicos que impliquen una pérdida de tejido, sus
células pueden activarse, entrar en la etapa G1 del
ciclo celular y rephcarse hasta recuperar su masa
original mediante un mecanismo de hiperplasia
compensatoria conocido comunmente como regene-
racion hepatica. La regeneracion hepdtica tiene lugar
en todas las clases de vertebrados con distintos
grados de complejidad adquiridos a lo largo de la
evolucién (1). Dado que como ya se ha explicado,
el higado prolifera muy poco, es de interés conocer
qué caracteristicas muestra este 6rgano cuando se
encuentra en un estado senescente.

El término senescencia celular fue propuesto origi-
nalmente por Leonard Hayflick al observar que
después de 40 a 60 divisiones los fibroblastos en
cultivo dejaban de replicarse, a este namero se le
conoce como “el limite de Hayflick” (2). Poste-
riormente se comprobd que la senescencia celular
también ocurre in vivo en procesos del desarrollo
embrionario y en etapas posteriores donde se
observa que la senescencia tiende a incrementarse
con la edad de los individuos. En un sentido mas
amplio, la senescencia celular es una de las posibles
respuestas a distintos grados y tipos de estrés a los
que pueden estar expuestas las células; otras
posibilidades son el despliegue de mecanismos de
reparacion o la muerte celular (3).

La senescencia se caracteriza por llevar al arresto
celular irreversible —aun en la presencia de mito-
genos—, mientras las células permanecen metaboli-
camente activas, aunque de manera desregulada,
debido a alteraciones en la morfologia y funcion de
las mitocondrias. En este estado, las células también
muestran resistencia a apoptosis y presentan un fe-
notipo secretor asociado a senescencia. Para consi-
derar a una célula como senescente, no es necesario
que todos los eventos asociados se presenten. En la
literatura se distinguen dos formas de senescencia

celular: la senescencia replicativa, la cual se
caracteriza por una replicacion exhaustiva del DNA
con el consecuente acortamiento de los telomeros
donde la célula ya no es capaz de dividirse. En
contraste, la senescencia prematura, previa a la de
tipo replicativo, se induce por factores tales como el
estrés oxidativo, estrés osmatico, la sobreexpresion
de oncogenes, dafio al DNA y sefales mitogénicas
(4). Estudios recientes realizados en levaduras en
gemacion y en fibroblastos humanos sugieren que la
senescencia prematura puede ser el resultado a largo
plazo de dafios observados a nivel de la membrana
plasmatica (5).

(Qué tipo de estimulos pueden conducir a la célula
a un estado de senescencia? Entre las causas de la
senescencia celular destacan: el acortamiento pro-
gresivo y cambios en la estructura de los teldmeros,
sefnales mitogénicas, activacion de oncogenes, dafo
en el DNA sin resolver, cambios epigenéticos, re-
modelacion de la cromatina, la pérdida de la ho-
meostasis de proteinas (proteostasis), alteraciones
mitocondriales e inflamacion (3). Algunos factores
extrinsecos como la exposicion a radiacion, quimio-
terapias o deprivacion de nutrientes, pueden llevar a
la célula a la senescencia (Fig. 1).

La senescencia celular es crucial en procesos fisio-
logicos como el desarrollo embrionario, donde con-
tribuye en el desarrollo de la placenta y las células
senescentes se hacen presentes en la membrana
corionica en la etapa previa al parto (6). Asimismo,
la senescencia participa manteniendo la homeostasis
de los tejidos; en lesiones de la piel, la senescencia
promueve una adecuada cicatrizacion. También
destaca su papel en la secrecion de insulina por
células-B y contribuye a limitar el avance de pro-
cesos tumorales al evitar que células potencial-
mente disfuncionales, danadas o transformadas no
se perpetuen a las siguientes generaciones (3,6,7).

Experimentalmente se hace uso de algunos marca-
dores para discernir los eventos involucrados en la
senescencia; por ejemplo, el arresto celular puede
evaluarse mediante la deteccion de distintos
miembros de dos familias de cinasas dependientes
de ciclinas (proteinas reguladoras del ciclo celular)
como p21 y p53. En el caso del acortamiento de los
telomeros, el cual esta estrechamente asociado a la
baja actividad de la telomerasa en células somaticas,
es de utilidad la deteccion de proteinas asociadas a
esas regiones, como la histona H2AX fosforilada
(YH2A.X). Conforme progresa la senescencia,
aumenta el numero de lisosomas por lo que el
incremento de la B-galactosidasa asociada a
senescencia (B-gal-AS) que es producida por estos
organelos, es también un indicador comun.
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A continuacion, se describe como se estudia la
senescencia celular, con énfasis en procesos relacio-
nados con estados patoldgicos del tejido hepatico.

Desarrollo de un fenotipo secretor asociado a
senescencia en células hepaticas

A lo largo de la vida de los organismos el potencial
de replicacion de las células varia. En roedores
lactantes los hepatocitos muestran una actividad mi-

totica alta y conforme alcanzan la madurez, ésta
disminuye sensiblemente (esta capacidad decre-
ciente, también se ha observado in vitro). La
capacidad diferencial de proliferacion de los hepa-
tocitos maduros es evidente durante la etapa del
destete. Con base en su capacidad de proliferacion,
se han clasificado distintas poblaciones de hepa-
tocitos maduros (HM): los mas proliferativos en
neonatos son del tipo HM-I o también llamados he-

Figura 1. Causas internas
y externas que generan
senescencia celular. En-
tre los factores internos
que inducen a la senes-
cencia a través de los afios,
destacan la erosidn de los
telémeros, el dafio al DNA
no resuelto, activacion de
oncogenes, la alteracion
en el equilibrio de la home-
ostasis de la maquinaria
proteica (proteostasis), la
acumulacién de mitocon-
drias disfuncionales debi-
do a fallas en los procesos
de degradacion de éstas
(mitofagia), aumenta la
produccién de especies
reactivas de oxigeno. Por
otra parte, factores exter-
nos a los que podemos
estar expuestos (quimio-
terapias, radiaciones y des-
nutricién), también pue-
den disparar procesos de
senescencia celular. Figu-
ra realizada con herramien-

patocitos pequenos, los que proliferan de manera
limitada durante el destete y etapas jovenes son
llamados HM-II, y finalmente, los del tipo HM-III
son aquellos que ya senescentes pierden su capa-
cidad de replicacion (8).

Para el estudio de la senescencia de células hepa-
ticas se usan distintos modelos tanto in vivo como in
vitro. La senescencia es un proceso complejo y dina-
mico que en términos generales involucra estrés
oxidativo y dafio en las mitocondrias, por ello una
forma de abordar su estudio es ¢l uso de H>O», eta-
nol o cromo hexavalente como inductores de senes-
cencia prematura (Tabla 1). Es de notar que en higa-
do de humanos sanos se ha observado un porcentaje
basal de células senescentes de entre 3-7% (9).

Una vez que las células ya no se dividen, se desen-
cadena un fenotipo secretor caracterizado por la

tas de Biorender.com

producciéon de quimiocinas, citocinas y modula-
dores del sistema inmune, ademas son evidentes
cambios morfoldgicos. Tanto el arresto de las célu-
las como el desarrollo del fenotipo secretor
asociado a senescencia son dirigidos por complejas
vias de sefalizacion, tema revisado por Huda y
colaboradores, 2019 (10). El fenotipo secretor es
regulado mediante la modificacion de la cromatina
en el nucleo, asi como a nivel de transcripcion,
traduccion, estabilidad y secrecion del RNA men-
sajero (11).

Los tipos celulares que contribuyen mayormente a
la senescencia en el higado son los hepatocitos por
ser estos los mas abundantes y los colangiocitos,
aunque otras células hepaticas también pueden
mostrar signos de senescencia (10). El fenotipo
secretor puede tener similitudes entre distintos tipos
celulares, pero cada patron de secrecidn tiene sus
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peculiaridades (Tabla 1). En células HepG2 (linea
celular transformada de humano) tratadas con pero-
xido de hidrégeno, son tipicas la sobreexpresion del
gen que codifica la 3-gal-AS (y un aumento de la
actividad de la enzima), de la expresion del
inhibidor del ciclo celular, p21, la disminucion de
Ki67, proteina asociada a proliferacion y el incre-
mento de focos de heterocromatina asociados a la

Inductor de senescencia

Tipo celular

senescencia, ademas del alargamiento y aplana-
miento de las células (4,10,12). En uno de estos
trabajos, el aumento de los niveles del factor de
crecimiento derivado de plaquetas que activa fibro-
blastos y células estrelladas hepdaticas (o PDGF)
observado en células HepG2 senescentes, también
se observo en sueros de pacientes con cirrosis (4).
En hepatocitos AML12 de raton, se encontrd un pa-

Marcadores de senescencia Referencia

HepG2 (humano) H,0,

Macréfagos derivados

. Medio de HepG2 tratadas
de monocitos

humanos con H0;
HepG2 (humano) H,0,
HSC (humano) Medio de HepG2 tratadas

con H,0,

Hepatocitos L02

Cromo hexavalente
(humano)

Hepatocitos AML12 H.0
(raton) 2=
L. B Delecion condicional de
Colangiocitos (ratén)  \14m>2 (p-53 dependiente)
Delecion condicional de
Mdm?2 (p-53
independiente)

Hepatocitos (raton)

tR-gal-AS, tp21, {Ki67, tHP1R,

HLS 2
Migracién (12)
tR-gal-AS, 1p21, tHMGI-C (4)
tTNF-a, tI1L1B, 1TIMP1, t a-SMA, (4)
t procolagena *, 1PDGF
ta-enolasa, peroxiredoxina,

e . (14)
proteina tipo coactosina
tR-gal-AS, tyH2A.X (13)
p53, p27 (32)
p21, p27, 53BP1, yH2A.X, DCR2 (32)

Tabla 1. Ejemplos de algunos efectos observados en distintos tipos celulares hepaticos inducidos a senescencia.
B-gal-AS: R-galactosidasa asociada a senescencia; yH2A.X: histona H2AX fosforilada; p21, p53, p27: diferentes tipos
de ciclinas; Ki67, proteina indicativa de proliferacion; HP1R: proteina de unién a heterocromatina; IL8/IL1B:
citocinas proinflamatorias; HMGI-C: marcador de focos de heterocromatina asociados a senescencia; TNF-a.: factor
de necrosis tumoral-a; TIMP1: inhibidor tisular de metaloproteinasas; a-SMA: actina-a de musculo liso; PDGF:
factor de crecimiento derivado de plaquetas que activa fibroblastos y células estrelladas hepdticas; 53BP1 y DCR2:

marcadores de senescencia.

tron de secrecion similar después de ser tratados con
H20:, que ademas reproduce los cambios metabo-
licos observados (cambio a glicélisis, oxidacion de
glutamato y disminucion de la autofagia) en el
higado de ratones viejos (13). Algunos de los
efectos generados en hepatocitos por tratamiento
con H>O» pueden extenderse a otros tipos celulares
hepéticos al exponerse a los medios condicionados
obtenidos de los primeros (Tabla 1). En otra linea de
hepatocitos de origen humano expuestos a cromo

hexavalente se encontrd sobreexpresion de B-gal-
AS y de la fibronectina 1, closterina y la proteina-
30, marcadora de senescencia, entre otras mas (14).

A nivel epigenético, las células senescentes mues-
tran alteraciones tales como remodelacion de la
cromatina, pérdida de la heterocromatina (forma
compacta de la cromatina que impide la trans-
cripcion), hipometilacion del DNA, modificacion de
las histonas y cambios en la topologia tridimen-
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sional del genoma (15). En conjunto, el epigenoma
traduce la informacion genética en cambios en la
fisiologia de los organismos. Los cambios epigeno-
micos que surgen con la edad conducen a efectos
nocivos como son un aumento de la inflamacion,
fibrosis, una capacidad regenerativa reducida y a
estados patoldgicos. El papel de los cambios en la
cromatina en contextos relacionados con la edad atin
no es muy conocido (16).

Papel de la senescencia celular en distintas pato-
logias del higado

En condiciones normales, cuando se producen células
senescentes, ¢stas son reconocidas rapidamente y
eliminadas en dias o semanas por células del sistema
inmune. Si la capacidad de eliminar células senes-
centes es sobrepasada, éstas pueden acumularse y
mediante mecanismos paracrinos extender la senes-
cencia a otras cé€lulas. Las caracteristicas proapop-
toticas y proinflamatorias de las células senes-
centes presentes cronicamente, pueden propiciar
destruccion de los tejidos adyacentes y distantes, de
forma que también pueden afectar a células proge-
nitoras que en otras circunstancias ayudarian a la
regeneracion del tejido, y eventualmente, generar
procesos patoldgicos (17). En el tejido hepatico, la
senescencia puede ser benéfica, por ejemplo, en
situaciones donde se desarrolla senescencia en célu-
las formadoras de cicatrices, es decir, en las células
estrelladas, se produce un efecto antagoénico al pro-
ceso de fibrosis hepatica; asimismo, son positivos
los efectos antitumorales y proregenerativos (18).
(Pero qué papel tiene la senescencia en procesos
patologicos hepaticos?

Como ya se ha comentado, la senescencia celular
tiende a incrementar con la edad de los organismos.
La acumulacion de células senescentes tiene una
estrecha relacion con el desarrollo de patologias del
higado que involucran alteraciones metabdlicas
como las hepatitis virales cronicas, la enfermedad
de higado graso alcohodlica y no alcohodlica y la
fibrosis hepatica. Los hepatocitos senescentes pue-
den promover la activacion y eventual senescencia
de células estrelladas, aunque no se conocen los
efectos de éstas (y de otras células senescentes
hepéticas) sobre los hepatocitos (19). Debido a la
abundancia mayoritaria de los hepatocitos en el
higado, no se recomienda inducir la senescencia en
estas células.

Las células estrelladas son el tipo celular mas
fibrogénico en el tejido hepatico y se ha estudiado
extensamente su activacion en modelos de fibrosis
hepatica inducidos con tetracloruro de carbono y
dietilnitrosamina (DEN), ademds de su transicion
hacia el fenotipo senescente. Es de destacar que las

células estrelladas pueden adquirir el fenotipo
senescente en correlacion directa con la presencia de
obesidad (20). Mediante la comunicacion paracrina,
los hepatocitos, las células biliares, los macrofagos,
las células endoteliales sinusoidales y distintas cé-
lulas del sistema inmune pueden promover que las
células estrelladas se activen o inhibir que esto
suceda (21). Sin embargo, la induccioén de células
estrelladas a la senescencia, por ejemplo, con inter-
leucina-22, permite inhibir el proceso de fibrosis
hepatica (22,23).

En modelos de fibrosis hepatica se ha observado que
después de retirar el estimulo profibrético, el higado
puede volver a la normalidad mediante un proceso
llamado resolucion de la fibrosis, por el que puede
eliminar las células activadas (en inglés este proceso
es llamado “clearance”) que implica que las HSC
activadas entran espontaneamente en apoptosis (en
etapas tempranas de la resolucion) o adopten un
fenotipo inactivo que predomina hacia las etapas
media y tardia del proceso (Fig. 2). El fenotipo
inactivado no es equivalente al fenotipo quiescente
(ni al senescente), estas células se caracterizan por
mostrar una subregulacion de genes profibroticos y
por ser propensas a reactivarse nuevamente con
otros estimulos (19). Por el contrario, si el estimulo
profibrdtico continua, eventualmente las células es-
trelladas activadas dan origen a células senescentes
en las que disminuye la produccion de proteinas de
MEC y aumenta la sintesis de metaloproteasas de
matriz (MMP). Mediante estudios a nivel de célula
unica se ha determinado que existen subtipos de
células estrelladas. Uno de é€stos incluye a las célu-
las senescentes cuyo fenotipo secretor —dado que
incluye la expresion de los genes que codifican para
las interleucinas IL1A, IL1B e IL6— es claramente
proinflamatorio y profibrogénico. Las células estre-
lladas hepaticas senescentes practicamente no existen
en el higado sano, pero aumentan notablemente en
un modelo murino y en pacientes que padecen estea-
tohepatitis asociada a disfuncion metabolica (24).

Con base al hecho de que la persistencia de células
estrelladas senescentes puede promover la forma-
cion de tumores, una estrategia experimental con-
siste en eliminarlas de manera especifica mediante
el uso de senoliticos como dasatinib y/o quercetina.
Senoliticos como los mencionados también pueden
usarse para eliminar células progenitoras hepaticas
senescentes; existen otros compuestos que contri-
buyen a eliminar hepatocitos senescentes. En ra-
tones viejos se ha demostrado la presencia del
marcador pl6 en células endoteliales sinusoidales
senescentes, pero el uso de senoliticos no es reco-
mendado porque se disminuye la capacidad de
autorenovacion de las células que aun no son
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senescentes. La presencia de células senescentes se
ha caracterizado como un factor que reduce el éxito
de trasplantes de higado por complicaciones biliares
a pesar de mantener el 6rgano del donante en frio.
En ratones donde se reproducen las etapas pre-
trasplante, se han usado senoliticos que permiten
una mejor preservacion del higado, lo cual también
se probo en fragmentos descartados de higados de
donadores humanos (25). Con relacion al potencial
del uso de senoliticos como terapia en humanos
(senoterapia), los primeros reportes publicados en

2019 abordaron el uso intermitente de dasatinib y
quercetina (DQ) para mejorar la fibrosis pulmonar
idiopatica (26) y la disfunciéon renal asociada a
diabetes (27). Recientemente se ha administrado por
primera vez DQ en un ensayo clinico (fase I), para
tratar a pacientes con enfermedad de Alzheimer
(28). Para el caso de enfermedades que afectan al
higado, solo se ha estudiado a nivel preclinico
usando un modelo en ratas en que se indujo
senescencia mediante ligacion del ducto biliar. En
dicho trabajo se encontr6 que la mezcla DQ
administrada a las 48 horas postcirugia, no mejord

Figura 2. Activacion de células estrelladas hepaticas y sus posibles destinos. Las células estrelladas quiescentes
muestran un fenotipo facilmente distinguible por su forma y por la presencia de gotas de vitamina A. En presencia
de estimulos profibréticos, las células estrelladas se activan y dejan de ser quiescentes, ademas sufren una

transdiferenciacién que es evi-
dente por la deplecidon de la
vitamina A, la adquisicion de
actividad contractil similar a mio-
fibroblastos y un incremento en
la sintesis de proteinas de
matriz extracelular (MEC). En la
etapa de resolucién, condicio-
nada a la eliminacién del esti-
mulo profibrético, el higado
puede deshacerse de las célu-
las estrelladas activadas por
apoptosis o las células pueden
inactivarse. Cuando las células
estrelladas se inactivan, se ob-
serva una subregulacién de
genes profibréticos y quedan
propensas a reactivarse nueva-
mente con otros estimulos.
Cuando el estimulo profibro-
tico es crénico (perpetuacion),
el fenotipo activado continta y

eventualmente conduce a la

senescencia celular en la cual disminuye la produccién de proteinas de MEC, como colagena y aumenta la sintesis
de metaloproteasas de matriz (MMP). La interleucina 22 (IL-22) es capaz de inducir a las células estrelladas a la
senescencia y, por lo tanto, contribuye a inhibir el proceso de fibrosis hepatica (22,23). Figura realizada con

herramientas de Biorender.com

las sefiales de senescencia, en contraste al trata-
miento con células progenitoras de higado obtenidas
de humano (29). Actualmente se encuentran en
curso ensayos clinicos de fase 1 y 2 para tratar enfer-
medades como osteoartritis con otros senoliticos
como fisetina y navitoclax (revisado por Chaib y
col., 2022) (17).

En un interesante trabajo se analizd la evolucioén
temporal de las afectaciones al higado en ratones
inoculados con DEN por 16 semanas. En ese tra-
bajo, mediante marcadores de senescencia y de
proliferacion, se determino la participacion de célu-
las tipo miofibroblastos, que corresponden a las
células estrelladas activadas, y de hepatocitos, como
se ilustra en la figura 3 (30).

En humanos también es clara la asociacion de pro-
cesos de senescencia con patologias hepaticas. Un
estudio demostré que la senescencia replicativa se
presenta en un 20% de los individuos sanos y que
aumenta sustancialmente a un 50% en casos de pa-
cientes con hepatitis cronica o hasta 60% en pacien-
tes diagnosticados con hepatocarcinomas relacio-
nados con hepatitis C (9). Asimismo, en pacientes
con cirrosis de distintos origenes se ha observado un
mayor acortamiento de teldémeros en correlacion
con el grado de severidad de la enfermedad, inde-
pendientemente de la edad. Ademas, se determind
que dicho acortamiento y el incremento de la 3-gal-
AS ocurre principalmente en hepatocitos y no en
células estrelladas hepaticas, ni en linfocitos (31).
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Otras patologias del higado que involucran senes-
cencia celular son aquellas que afectan los con-
ductos biliares y las células residentes como son la
colangitis esclerosante primaria y la colangitis biliar
primaria. En este contexto, Ferreira-Gonzalez y
colaboradores en 2018 desarrollaron en ratones, un
modelo de delecion condicional de Mdm2 (regu-
lador negativo del supresor tumoral p53 y regulador
positivo de p21 proteina rio abajo de la via de p53 y

determinante de la sobrevivencia celular) especi-
ficamente en los ductos biliares donde demostraron
la presencia de colangiocitos senescentes y la induc-
cion mediante comunicacion paracrina de senes-
cencia en hepatocitos y colangiocitos adyacentes
(32). Un importante hallazgo es que al boquear la
via de sefalizacion de TGF-B, pudieron inhibirse, al
menos parcialmente, los efectos de la senescencia y
mejorar la funcion hepatica.

Figura 3. Cronologia de la aparicion de células senescentes durante el desarrollo de hepatocarcinoma (HCC) por
tratamiento de ratas con dietilnitrosamina (DEN). La inoculacién intraperitoneal de ratas una vez por semana con
DEN por 16 semanas, produjo efectos notables relacionados con el deterioro del higado evaluado mediante varios
marcadores (GGT, colagena, -gal-AS, yH2A.X y otros) y andlisis histopatoldgico. A primera vista, desde los 10 dias

de tratamiento son

lesiones nodula-
res visibles que
empeoran con el
tiempo. Bajo este
tratamiento se de-
termind la senes-
cencia evaluada
por cuantificacion
de 3-gal-AS mayo-
ritariamente en
células tipo miofi-
broblastos, segui-
da por hepatocitos.
Paralelamente, el
marcador de proli-
feracion Ki67 mos-

tré que los hepa-

tocitos proliferan a partir de las 10 semanas de tratamiento en tanto que las células tipo miofibroblastos son
senescentes. * dafios iniciales; ** dafios crecientes; *** dafios maximos. Figura realizada con base en lo reportado
por Pacheco Rivera y colaboradores, 2016 (30). Figura realizada con herramientas de Biorender.com

Otros tipos celulares afectados con la edad son las
c¢lulas endoteliales sinusoidales que una vez senes-
centes pierden sus fenestraciones tipicas, se engrosa
el endotelio, se deposita colagena, lo que conduce a
una desregulacion sinusoidal. La senescencia en
células de Kupffer ha sido poco estudiada, pero
recientemente se reportd que estas c€lulas en estado
senescente secretan IL-18 que es regulada por el
micro RNA miR-7 (33).

Conclusion

Hoy en dia, se reconoce que el fenotipo secretor
asociado a senescencia representa caracteristicas
heterogéneas y dinamicas que pueden resultar en
efectos benéficos o perjudiciales para las células,
pero los eventos que lo disparan y su comporta-

miento en condiciones de salud y enfermedad atn
no se conocen. En el contexto hepatico, los fend-
menos de senescencia son vitales tanto en salud
como en condiciones patologicas. El uso terapéutico
de senoliticos como dasatinib, quercetina y otros
mas, de manera amplia en la clinica, estard condi-
cionado a conocer a profundidad su efectividad,
especificidad, sus posibles efectos colaterales, y al
desarrollo de ensayos rigurosos con nimero sufi-
ciente de pacientes para obtener resultados mas
confiables que superen la etapa preclinica.

Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autéonoma de México
por ser un motor de difusion de la cultura.

Referencias

1. Delgado-Coello B. Liver regeneration
observed across the different classes of vertebrates

from an evolutionary perspective. Heliyon. 2021;
7(3):06449.

242



Delgado Coello BA

2. Hayflick L, Moorehead PS. The serial
cultivation of human diploid cell strains.
Experimental Cell Res. 1961; 25(3):585-621.

3. Kumari R, Jat P. Mechanisms of cellular
senescence; cell cycle arrest and senescence
associated secretory phenotype. Front Cell Dev
Biol. 2021; 9:645593.

4. Wijayasiri P, Astbury S, Kaye P, Oakley F,
Alexander GJ, Kendall TJ, Aravinthan AD. Role of
hepatocyte senescence in the activation of hepatic

stellate cells and liver fibrosis progression. Cells.
2022; 11(4):2221.

5. Suda K, Moriyama Y, Razali N, Chiu Y,
Masukagami Y, Nishimura K, Barbee H, Takase H,
Sugiyama S, Yamazaki Y, Sato Y, Higashiyama T,
Johmura Y, Nakanishi M, Kono K. Plasma
membrane damage limits replicative lifespan in
yeast and induces premature senescence in human
fibroblasts. Nat Aging. 2024; 4(3):319-335.

6. Kuehnemann C, Wiley CD. Senescent cells at
the crossroads of aging, disease, and tissue
homeostasis. Aging Cell. 2024; 23:¢13988.

7. Munoz-Espin D, Cafiamero M, Maraver A,
Gomez-Lopez G, Contreras J, Murillo-Cuesta S,
Rodriguez-Baeza A, Varela-Nieto I, Ruberte J,
Collado M, Serrano M. Programmed cell
senescence  during mammalian  embryonic
development. Cell. 2013; 155:1104-1118.

8. Mitaka T, Ichinohe N, Tanimizu N. “Small
hepatocytes” in the liver. Cells. 2023; 12:2718.

9. Paradis V, Youssef N, Dargere D, Ba N,
Bonvoust F, Deschatrette J, Bedossa P. Replicative
senescence in normal liver, chronic hepatitis C, and

hepatocellular carcinomas. Human Pathol. 2001;
32(3):327-332.

10. Huda N, Liu G, Hong H, Yan S, Khambu B,
Yin X-M. Hepatic senescence, the good and the bad.
World J Gastroenterol. 2019; 25(34):5069-5081.

11. Herranz N, Gil J. Mechanisms and function of
cellular senescence. J Clin Invest. 2018;
128(4):1238-1246.

12. Irvine KM, Skoien R, Bokil NJ, Melino M,
Thomas GP, Loo D, Gabrielli B, Hill MM, Sweet
MlJ, Clouston AD, Powell EE. Senescent human
hepatocytes express a unique secretory phenotype
and promote macrophage migration. World J
Gastroenterol. 2014; 20(47):17851-17862.

13. Singh BJ, Tripathi M, Sandureddy R, Tikno K,
Zhou J, Yen PM. Decreased autophagy and fuel
switching occur in a senescent hepatic cell model
system. Aging. 2020; 12(14):13958-13978.

14. Ma Y, Liang Y, Liang N, Zhang Y, Xiao F.
Identification and functional analysis of senescence-

associated secretory phenotype of premature
senescent hepatocytes induced by hexavalent
chromium. Ecotoxicol Environ Saf. 2021;
211:111908.

15. Muthamil S, Kim H-Y, Jang H-J, Lyu J-H, Shin
UC, Go Y, Park S-H, Lee HG, Park JH. Biomarkers
of senescence and aging: current state-of-the-art.
Challenges and future perspectives. Adv Biol. 2024;
8:2400079.

16. Yang N, Occean JR, Melters DP, Shi C, Wang
L, Stransky S, Doyle ME, Cui C-Y, Delannoy M,
Fan J, Slama E, Egan JM, De S, Cunningham SC,
de Cabo R, Sidoli S, Dalal Y, Sen P. A hyper-
quiescent chromatin state formed during aging is
reversed by regeneration. Mol Cell. 2023;
83(10):1659-1676.

17. Chaib S, Tchkonia T, Kirkland JL. Cellular
senescence and senolytics: the path to clinic. Nat
Med. 2022; 28:1556-1568.

18. Ferreira-Gonzalez S, Rodrigo-Torres D, Gad
VL, Forbes SJ. Cellular senescence in liver disease
and regeneration. Semin Liver Dis. 2021; 41:50-66.

19. Zhang M, Serna-Salas S, Damba T, Borghesan
M, Demaria M, Moshage H. Hepatic stellate cell
senescence in liver fibrosis: characteristics,

mechanisms and perspectives. Mech Ageing Dev.
2021; 199:111572.

20. Yoshimoto S, Loo TM, Atarashi K, Kanda H,
Sato S, Oyadomari S, Iwakura Y, Oshima K, Morita
H, Hattori M, Honda K, Ishikawa Y, Hara E, Ohtani
N. Obesity-induced gut microbial metabolite

promotes liver cancer through senescence
secretome. Nature. 2013; 499(7456):97-101.

21. Tsuchida T, Friedman SL. Mechanisms of
hepatic  stellate cell activation. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol. 2017; 14(7):397-411.

22. Kong X, Feng D, Wang H, Hong F, Bertola A,
Wang F-S, Gao B. Interleukin-22 induces hepatic

stellate cell senescence and restricts liver fibrosis in
mice. Hepatology. 2012; 56(3):1150-1159.

23. Chen E, Cen Y, Lu D, Luo W, Jiang H. IL-22
inactivates hepatic stellate cells via downregulation
of the TGF-B1/Notch signaling pathway. Mol Med
Rep. 2018; 17:5449-5453.

24. Yashaswini CN, Qin T, Bhattacharya D, Amor
C, Lowe S, Lujambio A, Wang S, Friedman SL.
Phenotypes and ontogeny of senescent hepatic

stellate cells in metabolic dysfunction-associated
steatohepatitis. J Hepatol. 2024; 81(2):207-217.

243



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):235-244, 2024

Senescencia celular en el tejido hepatico

25. Ferreira-Gonzalez S, Man TY, Esser H, Aird R,
Kilpatrick AM, Rodrigo-Torres D, Younger N,
Campana L, Gadd VL, Dwyer B, Aleksieva N,
Boulter L, Macmillan MT, Wang Y, Mylonas KJ,
Ferenbach DA, Kendall TJ, Lu W-Y, Acosta JC,
Kurian D, O'Neill S, Onicsu GC, Banales M,
Krimpenfort PJ, Forbes SJ. Senolytic treatment
preserves biliary regenerative capacity lost through
cellular senescence during cold storage. Sci Transl
Med. 2022; 14:eabj4375.

26. Justice JN, Nambiar AM, Tchkonia T,
LeBrasseur NK, Pascual R, Hashml SK, Prata L,
Masternak MM, Kritchevsky SB, Musi N, Kirkland
JL. Senolytics in idiopathic pulmonary fibrosis:
Results from a first-in-human, open-label, pilot
study. EBioMedicine. 2019; 40:554-563.

27. Hickson LJ, Langhi Prata LGP, Bobart SA,
Evans TK, Giorgadze N, Hashmi SK, Herrmann
SM, Jensen MD, Jia Q, Jordan KL, Kellogg TA,
Khosla S, Koerber DM, et al. Senolytics decrease
senescent cells in humans: Preliminary report from
a clinical trial of Dasatinib plus Quercetin in
individuals  with  diabetic  kidney disease.
EBioMedicine. 2019; 47:446-456.

28. Gonzales MM, Garbarino VR, Kautz TF,
Palavicini JP, Lopez-Cruzan M, Dehkordi SK,
Mathews JJ, Zare H, Xu P, Zhang B, Franklin C,
Habes M, Craft S, Petersen RC, Tchkonia T,
Kirkland JL, Salardini A, Seshadri S, Musi N, Orr
ME. Senolytic therapy in mild Alzheimer’s disease:
a phase 1 feasibility trial. Nat Med. 2023; 29:2481-
2488.

29. Jannone G, Bonaccorsi Riani E, de Magnée C,
Tambucci R, Evraerts J, Ravau J, Baldin P, Bouzin
C, Loriot A, Gatto L, Decottignies A, Najimi M,
Sokal EM. Senescence and senotherapies in biliary
atresia and biliary cirrhosis. Aging (Albany NY).
2023; 15(11):4576-4599.

30. Pacheco-Rivera R, Fattel-Fazenda S,
Arellanes-Robledo J, Silva-Olivares A, Aleman-
Lazarini L, Rodriguez-Segura M, Pérez-Carreén J,
Villa-Trevino S, Shibayama M, Serrano-Luna J.
Double staining of 3-galactosidase with fibrosis and
cancer markers reveals the chronological
appearance of senescence in liver carcinogenesis
induced by diethylnitrosamine. Toxicol Lett. 2016;
241:19-31.

31. Wiemann SU, S Satyanarayana A, Tsahuridu
M, Tillmann HL, Zender L, Klempnauer I,
Flemming P, Franco S, Blasco MA, Manns MP,
Rudolph KL. Hepatocyte telomere shortening and
senescence are general markers of human liver
cirrhosis. FASEB J. 2002; 16:935-942.

32. Ferreira-Gonzalez S, Lu WY, Raven A, Dwyer
B, Man TY, O'Duibhir E, Lewis PJS, Campana L,
Kendall TJ, Bird TG, Tarrats N, Acosta JC, Boulter
L, Forbes SJ. Paracrine cellular senescence
exacerbates biliary injury and impairs regeneration.
Nat Commun. 2018; 9(1):1020.

33. WangY, QiuH, Chen S, Li D, Zhao X, Guo M,
Li N, Chen C, Qin M, Zhou Y, Xiao D, Zhao J, Xu
L. MicroRNA-7 deficiency ameliorates D-
galactose-induced aging in mice by regulating
senescence in Kupffer cells. Aging Cell. 2024;
el4145.

244



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):245-265, 2024

ARTICULO DE REVISION

Funcion y regulacion de Weel,
historia y avances mas recientes

Imagen tomada del articulo



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):245-265, 2024

ARTIcULO DE REVISION

FUNCION Y REGULACION DEL MODULADOR
NEGATIVO DEL CICLO CELULAR WEE1, UNA VISION
HISTORICA Y AVANCES MAS RECIENTES

Mingyar N. Lopez-Hernandez (1), Estefany Damaris Guerrero-Molina (1),
Samantha Romero-Rodriguez (2), Jorge M. Vazquez-Ramos* (1)

(1) Facultad de Quimica, Departamento de Bioquimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de
México, México. (2) PPD, parte de Thermo Fisher Scientific, Ciudad de México, México

* Autor de correspondencia E-mail: jorman@unam.mx

RESUMEN

Weel es una cinasa que regula negativamente la progresion del ciclo celular
mediante la fosforilacion de un residuo de tirosina altamente conservado en
las cinasas dependientes de ciclina (CDKs), cuya actividad es necesaria para
la progresion del ciclo celular. Weel se descubrié hace mas de 50 afios en

levaduras de fision, cuando mutantes en el gen mostraron células con un PALABRAS
fenotipo pequeiiito (wee), ya que éstas avanzaron prematuramente a la CLAVE
mitosis, incluso con DNA dafiado, y fueron incapaces de detener la

progresion del ciclo celular, por lo que se dividieron a un menor tamaio. regulacion del
Weel se ha descrito en un gran niimero de eucariontes y se ha determinado ciclo celular,
que, en la mayoria de ellos, controla la transicion G2/M, ademas numerosos

experimentos han demostrado que Weel es necesaria para la salida de mitosis CDKs,

y la transicion G1/S; sin embargo, no existe una revision sistematica de la

funcion de Weel en cada transicion del ciclo celular. En esta revision se regulacion de
describen los experimentos que establecieron que Weel es un regulador clave Weel,

de la transiciéon G2/M y el papel de Weel en la salida de mitosis y en la

transicion G1/S, donde la actividad de Weel evita el inicio desregulado de la tratamiento de
replicacion y dano en el DNA. Ademas, se describe en cada punto de cancer

regulacion, los principales mecanismos que han sido descritos para favorecer
la activacion o la inactivacion de Weel. Finalmente, se comenta de qué
manera se ha aprovechado el papel de Weel en las diferentes transiciones del
ciclo celular para generar estrategias para el tratamiento del cancer.
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ABSTRACT

Weel is a kinase that negatively regulates cell cycle progression by
phosphorylating a highly conserved tyrosine residue in cyclin dependent
kinases (CDKs), whose activity is required for cell cycle progression. Weel
was discovered more than fifty years ago in fission yeast, when mutants in its
gene showed a “wee” phenotype, as they advanced prematurely to mitosis,
even with damaged DNA, and were unable to stop cell cycle progression, thus
dividing at a smaller size. Subsequently, Weel was described in many
eukaryotes, and it has been determined that, in most of them, it controls the
G2/M transition. In addition, many experiments have shown that Weel is
required for mitosis exit and the G1/S transition; however, there is no
systematic review of the function of Weel in each cell cycle transition. In this
review we describe the experiments that established that Weel is a key
regulator of the G2/M transition, we also review the role of Weel in mitosis
exit and in the G1/S transition, where Weel activity avoids deregulated
initiation of replication and DNA damage. In addition, we describe at each
point of regulation, the main mechanisms that have been described to favor
the activation or inactivation of Weel. Finally, we review how the role of
Weel in the different transitions of the cell cycle has been exploited to
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generate strategies for the treatment of cancer cells.

El ciclo celular

La serie de eventos que permiten la duplicacion de
las células eucariontes se conoce como ciclo celular.
En éste, la mayoria de los componentes celulares
son replicados continuamente; sin embargo, el ma-
terial genético que se encuentra presente debe ser
duplicado una vez por ciclo. Esto ocurre en una
etapa discreta llamada fase de sintesis (S), mientras
la distribucién de los componentes duplicados de
una célula madre a una hija ocurre durante la mitosis
o fase M. En general, el ciclo celular contiene fases
adicionales, conocidas como fases intermediarias, o
“gaps” entre las fases S y M. La primera fase “gap”,
G1, ocurre antes de la fase S, mientras que G2
ocurre antes de la fase M. Durante estos “gaps”
ocurre el crecimiento celular y también se perciben
sefiales intracelulares y extracelulares que permi-
tiran una division celular exitosa (1).

Para el control del ciclo celular, proteinas cinasas,
fosfatasas y proteasas especializadas han evolu-
cionado para funcionar como interruptores molecu-
lares y en consecuencia imponer un modo gradual
en la progresion de los procesos de duplicacion y
reparticion del DNA durante la mitosis (2). Una
familia de proteinas cinasas que esta altamente
conservada entre todos los eucariontes y que se
encarga de fosforilar un gran nimero de sustratos,
permitiendo con ello la progresion del ciclo, es la
familia de cinasas dependientes de ciclina (CDKs),
las cuales requieren de la asociacion de una proteina
ciclina (Cyc) como primer paso para modular

positivamente su actividad. De manera similar a
otras cinasas, para su activacion total, las CDKs
requieren de la fosforilacion de un residuo de
treonina que se encuentra conservado en el asa o
“loop” de activacion de la cinasa, una region que
dependiendo de su conformacién puede ocluir el
acceso al sitio activo (3). La fosforilacion del resi-
duo es mediada por una cinasa activadora de CDKs
(CAK), cuya actividad parece ser constitutiva a lo
largo de todo el ciclo celular. La CAK también
pertenece a la familia de las CDKs y en animales
estd formada por el complejo CDK7/CycH (4, 5).

En humanos, en respuesta a sefales antiprolifera-
tivas, la actividad cinasa de los complejos CDK/Cyc
se puede modular negativamente por la asociacion
de proteinas pertenecientes a dos familias de inhi-
bidoras de CDKs: CIP/KIP (CDK interacting pro-
tein/kinase inhibitory protein) e INK4 (Inhibitor of
CDKH4). La familia de proteinas CIP/KIP esta con-
formada por las proteinas p21, p27 y p57, mientras
que la familia de inhibidores INK4 estd conformada
porpl5, pl6, pl8y pl9; la familia INK inhibe parti-
cularmente a complejos CDK/Cyc que participan en
la transicion G1/S, lo cual contrasta con el mayor
rango de accion de la familia CIP/KIP, que es capaz
de inhibir complejos CDK/Cyc que participan
durante todo el ciclo celular (Revisado en 6).

La familia Weel

Ademas de la asociacion de proteinas que modulan
negativamente la actividad cinasa de las CDKs, esta
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actividad también se puede modular negativamente
por la fosforilacion de un residuo de treonina (T) y
uno de tirosina (Y) que estan altamente conservados
en las CDKs que participan en la regulacion del
ciclo celular, y que en la CDK1 de humano, la CDK
mas importante para el control de la mitosis,
corresponden a las posiciones 14 y 15 respectiva-
mente. La fosforilacion de la Y15 estd mediada por
la proteina Weel A (de aqui en adelante Weel) (7-
9), una tirosin-cinasa que se encuentra altamente
conservada en todos los eucariontes y cuya funcion
es medular para coordinar el avance correcto del
ciclo celular. Por otra parte, la fosforilacion de la
T14 esta mediada por otro miembro de la familia
Weel, la cinasa inhibidora de cdc2 asociada a
membrana, especifica para tirosina y treonina
(Mytl), la cual, como su nombre lo indica, fosforila
la T14 y la Y15 (10, 11). El altimo miembro que
integra la familia de cinasas inhibidoras es la
proteina Weel B, la cual fosforila especificamente la
Y15 y conserva una alta homologia con la proteina
Weel A (12). La proteina WeelB se expresa unica-
mente en los ovocitos, y su funcién, junto con la de
Mytl, es fundamental para su desarrollo, ya que
mediante la fosforilacion de CDK1 en los residuos
de T14 y Y15, ambas proteinas mantienen arres-
tados a los ovocitos en la profase de meiosis I,
durante la vida reproductiva femenina, hasta que se
promueve su crecimiento y maduracion para quedar
arrestados nuevamente en la metafase II; fase en la
que pueden ser fertilizados y esto promueve la
salida de meiosis (13-16). En esta etapa, la proteina
WeelB también inhibe la actividad cinasa del
complejo CDK1/CycB, lo que promueve la degra-
dacion de la CycB y la salida de meiosis (17).

Weel es una cinasa atipica ya que, tanto a nivel de
secuencia como de estructura, estd mas relacionada
con cinasas de serinas y treoninas que con cinasas
de tirosinas. Se ha sugerido que la familia de
proteinas Weel pudo haber evolucionado de cinasas
de serinas y treoninas, y algunas mutaciones especi-
ficas la convirtieron en una cinasa de tirosinas que
actiia sobre CDKs (18). El origen de la especificidad
de Weel por la fosforilaciéon de la Y15 parece
provenir de caracteristicas especificas en el “loop”
de activacion y la presencia de un acido glutamico
en la posicion 309 del “loop” rico en glicinas (region
de la cinasa donde se asocia el ATP), lo cual, por un
impedimento estérico, desfavoreceria la fosforila-
cion de la T14 que precede a la Y15 de CDK1 (18).
En la posicion equivalente al glutdmico 309 de
Weel, Mytl posee una serina, un aminoacido de
cadena lateral mas corta, lo cual podria explicar en
parte porqué Mytl también es capaz de fosforilar la
T14 de CDK1, aunque esto debera ser demostrado.

La fosforilacion de la Y15 en la CDK no modifica
su estructura ni tampoco inhibe la asociacion del
ATP, ya que éste se asocia de manera estable a la
CDK, aunque en una configuraciéon incompatible
con la transferencia del fosfato y al sustrato. Por otra
parte, la fosforilacion de la Y15 es un impedimento
estérico en la CDK, tanto por carga como por
espacio, para que el sustrato se asocie a la CDK para
su fosforilacion. No se ha determinado como es que
la fosforilacion de la T14 de la CDK inhibe su
actividad; sin embargo, se propone que ésta
bloquearia aun mas la union del sustrato y ademads
impediria la unién o la configuracion adecuada del
ATP (19).

En animales, los primeros estudios sobre Weel
evidenciaron que su actividad es importante para
regular la transicion G2/M; sin embargo, también
aparecieron reportes que sugirieron su participacion
en la regulacion de otras fases del ciclo celular,
principalmente la transicion G1/S. Recientemente
se han podido dilucidar de manera fina los meca-
nismos bioquimicos de la regulacion de Weel sobre
el ciclo celular y se ha demostrado que Weel
participa en cada transicion del ciclo celular; sin
embargo, no se ha realizado una revision sistematica
de la funcion de Weel en cada transicion.

Dada la importancia de la regulacion del ciclo
celular para mantener el tamaio, forma y funcion de
los diferentes 6rganos y estructuras que conforman
a los animales y evitar la aparicion de enfermedades
como el céancer, aqui revisamos aquellos experi-
mentos que llevaron al descubrimiento de Weel
como un regulador clave del ciclo celular en
animales, y también los avances mas recientes en el
campo y de qué manera se ha aprovechado el cono-
cimiento sobre la regulacion del ciclo celular por
Weel para generar terapias contra el cancer.

El descubrimiento de Weel

En 1974, el descubridor de Weel, Paul Nurse traba-
jaba en el laboratorio del doctor Murdoch Mitchison
en la Universidad de Edimburgo, Escocia y la inves-
tigacion se enfocaba en describir a los genes que
controlan el ciclo celular. Para lograrlo, generaban
mutantes termosensibles del ciclo de division celu-
lar (cdc) en Schizosaccharomyces pombe, es decir,
levaduras que después de ser mutagenizadas no se
pudieran dividir a una alta temperatura (la tempe-
ratura de restriccion), la cual no impedia el creci-
miento de las levaduras silvestres. S. pombe es un
microorganismo ideal para dichos estudios, ya que
tiene forma de varilla alargada y conforme progresa
en el ciclo celular, aumenta de tamafio de manera
longitudinal y se divide a un tamafo constante. Paul
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Nurse observd una mutante que se dividia a un
menor tamafo al ser llevada a la temperatura de
restriccion. Con el fin de reflejar el origen escocés
del trabajo, decidieron utilizar la palabra “wee” para
nombrar a la mutante, ya que esta palabra se usa
particularmente en Escocia para referirse a algo
pequetio (20-22).

Inicialmente se pensé que Weel no fosforilaba a
Cdc2, la tnica CDK en S. pombe que controla la
progresion del ciclo celular, ya que levaduras en
donde weel estaba mutada mantuvieron a Cdc2
fosforilada en la Y15 (23). Posteriormente, se des-
cubri6 que Mikl (mitosis inhibitory kinase), una
cinasa homodloga a Weel, también fosforila a Cdc2
en la Y15 (24). La delecion de mikl, a diferencia de
la mutacion de weel, no mostrd un fenotipo “wee”;
sin embargo, la doble mutante llevada a la tempe-
ratura de restriccién mostré un fenémeno conocido
como catastrofe mitotica, en el que las células eran
muy pequefias y mostraban patrones anormales de
segregacmn de cromosomas y formacion del
“septum”, la pared celular que se forma entre dos
células hijas, a menudo generando células sin
nucleo; adicionalmente, en esta doble mutante la
CDK no se fosforilaba en la Y15. Cuando la doble
mutante se incubo a la temperatura de restriccion en
presencia de hidroxiurea, un inhibidor de la ribonu-
cledtido reductasa que inhibe la sintesis de DNA por
la deplecion de nucledtidos y arresta a las células en
la fase S, las levaduras avanzaron hacia una mitosis
catastrofica sin haber duplicado su DNA. De mane-
ra similar, cuando la doble mutante weelmikl se
cruzo con una levadura que contenia una mutacion
en cdcl0, un gen que codifica para un regulador
positivo de genes necesarios para la transicion G1/S,
la triple mutante entrd a mitosis, contrastando con el
arresto en G1 de la mutante cdc0 (25-28). El avan-
ce hacia mitosis tanto de la doble mutante weelmikl
en presencia de hidroxiurea, como de la triple
mutante weelmiklcdcl0 sugiri6 que Weel y Mikl
funcionaban redundantemente para establecer un
punto de control en la transicion G2/M, que asegu-
raba que los procesos necesarios para una division
celular exitosa se habian ejecutado correctamente.

Posteriormente, mediante ensayos de complemen-
tacion en cepas de levaduras deficientes en weel, se
describieron los homoélogos de Weel en humanos,
Drosophila y Xenopus (29-31), mientras que homo-
logos de la proteina Mik1 no han sido encontrados.

Weel controla la transicion G2/M

Una vez establecida la importancia de Weel para el
control del ciclo celular en levaduras y dado que se
encontr6 que Weel estd altamente conservada en
eucariontes, se determino si la regulacion del ciclo

celular por Weel se conservaba en otros eucarion-
tes. En vertebrados, la fosforilacion de CDK1en T14
y Y15 se observo en interfase, mientras que en la
transicion G2/M dicha fosforilacién desaparecio
abruptamente, y esto se acompafid con un aumento
de su actividad de cinasa (Fig. 1). Por otra parte,
cuando las posiciones 14 y 15 de CDK1 de células
HeLa se mutaron por aminoécidos no fosforilables,
de manera similar a las levaduras de fision con
mutaciones en weel y mikl, se observaron eventos
mitdticos prematuros, como el desensamble de la
lamina nuclear y la reorganizacion de la red de
microtibulos, eventos necesarios para la ruptura del
nucleo y la division de las células respectivamente.
Lo anterior permitio establecer que la fosforilacion
de la Y15 es un mecanismo que se conservo en la
evolucion, en la mayoria de los organismos, para
regular la entrada a la mitosis. La mutacion simple
en la T14 no mostrd ningun fenotipo, mientras que
la mutacion en la Y15 mostrd un fenotipo mitético
solo tras una expres1on prolongada y en muy pocas
células, lo que sugirio cierto nivel de redundancia en
la fosforilacion de ambos sitios, aunque parecié mas
importante la fosforilacion en la Y15 (32).

Cuando se analiz6 la actividad de Weel a lo largo
del ciclo celular, ésta fue mayor en G2, lo que
coincidi6 con la mayor fosforilaciéon de CDK1 en la
Y15; cuando las células avanzaron a la mitosis, la
actividad de Weel y la fosforilacion en CDK1 dis-
minuyeron drasticamente (9, 31, 33, 34) (Fig. 1). Lo
anterior permitio establecer que en la mayoria de los
eucariontes, Weel regula la transicion a la fase M
fosforilando a CDK1 en la Y15 durante interfase, lo
que evita el inicio prematuro de la mitosis, poste-
riormente, cuando la célula esta en condiciones de
dividirse, Weel es inactivado mediante la actividad
de diferentes CDKs, que como se revisara mas ade-
lante, producen un “loop" de retroalimentacion ne-
gativa, que provoca una mayor actividad de CDK1
y una menor actividad de Weel a medida que las
CDKs aumentan la fosforilacion sobre Weel.

En la transicion G2/M, para desplazar el equilibrio
de la forma inactiva de CDK1 hacia la forma activa,
se requiere a la fosfatasa CDC2S5, la cual se encuen-
tra conservada en la mayoria de los eucariontes (Fig.
1C). CDC25 es una fosfatasa con actividad dual que
remueve las fosforilaciones en la T14 y la Y15 de
CDKI1; en humanos existen tres isoformas (A, B 'y
C), de las cuales inicialmente se pensé que CDC25A
era importante para regular la transicion G1/S y
CDC25B y C para regular la transicion G2/M (35-
39); sin embargo, estudios posteriores han sugerido
que las tres isoformas podrian regular tanto la
transicion G1/S como la transicion G2/M (Para una
revision completa ver 40).
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Figura 1. Weel controla la transicion G2/M. A) En humanos, durante interfase, @Weel es fosforilado por CDK2
en la $123, @lo que promueve la fosforilacién de Weel en la $121 por CK2a; (3)esto promueve el reconocimiento
de Weel por la proteina F-box B-TrCP, como parte del SCF, para su ubicuitinacién y posterior degradacién mediante
el proteasoma; sin embargo, en interfase se requiere niveles altos de Weel para mantener inhibida a CDK1 y evitar
una mitosis prematura, por lo que para tener niveles adecuados de Weel, la actividad de la fosfatasa Cdcl4
antagoniza las fosforilacion en la S123. B) Adicionalmente, durante interfase, la proteina MIG6 compite con B-TrCP,
lo que favorece la estabilizacion de Weel y promueve niveles adecuados de fosforilacion en la Y15 de CDK1 y de
CDK2. C) En la entrada a mitosis, @Ia fosfatasa CDC25 favorece la desfosforilacion de CDK2 en la Y15, @Io que
incrementa la actividad de CDK2 sobre Weel y ceba su inactivacién; posteriormente, (3)CDC25 favorece la
desfosforilacién de CDK1, (®)lo que incrementa la actividad de CDK1 sobre CDC25 y favorece su activacion,
estableciendo un loop de retroalimentacién positiva que favorece la activacién de CDK1. (5)Conforme aumenta la
actividad de CDK1, ésta incrementa la fosforilacion sobre Weel y activa los mecanismos que favorecen su
inactivacion, estableciendo un loop de retroalimentacién negativa que eventualmente lleva a la inactivacién de
Weel y la mitosis. D) En la entrada a mitosis, la fosforilacion de CDK2 sobre Weel promueve su inactivacidon
mediante dos mecanismos. La fosforilacién de la T239 en la regién conocida como “Wee box” promueve direc-
tamente la inactivacion de Weel, mientras que la fosforilacidon en la S472 promueve el reconocimiento por B-TrCP;
adicionalmente, la fosforilacion en la S212 de Weel por CK26 también promueve el reconocimiento por B-TrCP
para su ubicuitinacién y posterior degradacién via proteasoma. E) En mitosis, (1)la fosforilacién en la $123 de Weel
por CDK1, @promueve la fosforilacién de la S53 por PIx1, (3)lo que promueve la asociacién de B-TrCP, la
ubicuitinacién de Weel y su degradacion. Por otra parte, en humanos la proteina F-box Tome-1 promueve la de
degradacion de Weel, aunque no se ha determinado la cinasa que fosforila a Weel para promover el recono-
cimiento por Tome-1, sin embargo; es probable que de manera similar a Xenopus, @CDKI cebe el reconocimiento
por @Tome-l para la ubicuitinacion y posterior degradacidon de Weel.
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La inactivacion de Weel

Acompafiando la inactivacion de Weel en la fase M
se observo su hiperfosforilacion, lo que sugirid que
este era el mecanismo de inactivacion. En su ex-
tremo amino Weel posee numerosos sitios blanco
de fosforilacion por CDKs (Tabla 1), e in vitro, el
complejo CDK1/CycB1 fosforilo a Weel; sin em-
bargo, en Weel de humano y raton esto no modifico
su actividad (9, 41), mientras que en Weel de
Xenopus la fosforilacion si inhibid la actividad de la
cinasa, por otra parte, ademas de la inactivacion de
Weel en mitosis, también se observo la degradacion
de la proteina (9).

La degradacion de Weel depende de un complejo
proteico con actividad de proteasa conocido como
proteasoma, el cual requiere, en general, que las
proteinas sean marcadas para su degradacion y esto
ocurre mediate la ubicuitinacion de las proteinas. La
ubicuitina es una proteina de 76 aminoacidos cuya
ligacion a la proteina blanco de degradacion depen-
de de una serie de reacciones realizadas por enzimas
conocidas genéricamente como E1, E2 y E3. El paso
final de la reaccion, que implica la transferencia de
una ubicuitina (o mas de una) al sustrato, es llevada
a cabo por una ubicuitin ligasa (E3) (1).

En Xenopus se reportd que la degradacion de Weel
depende de la enzima E2 cdc34, la cual promueve la
degradacion de Weel después de que la fase S ha
concluido (42), mientras que estudios tanto en
Xenopus como en humano, sugieren que la presen-
tacion de Weel a cdc34 para su ubicuitinacion, esta
mediada por la proteina con caja F (F-box) Tome-1
(trigger of mitotic entry) (Fig 1E), la cual pertenece
al complejo ubicuitin ligasa E3 SCF, cuyo nombre
se deriva de las proteinas que lo componen: Skp,
Culina-1 y proteina con F-box. Las proteinas F-box
son las encargadas de reconocer a las proteinas
blanco de ubicuitinacion y diferentes proteinas F-
box se pueden intercambiar en el SCF para presentar
diferentes sustratos (1).

En Xenopus, la asociacion de Tome-1 a Weel re-
quiere la fosforilacion de la S38 en la cinasa, la cual
es mediada por CDK1, y se ha reportado que la fos-
forilacion desaparece cuanto se activa el “check-
point” de replicacion del DNA, lo que estabiliza a
Weel, detiene el ciclo celular y eventualmente per-
mite la reanudacion de la replicacion. Interesan-
temente, Tome-1 es degradada al término de la
mitosis mediante el APC'/Ciclosoma (Anaphase
Promoter Complex), una ubicuitin ligasa que pro-
mueve la degradacion de proteinas al final de la
mitosis y en G1 temprana. Se sugiere que la degra-
dacion de Tome-1 en dicha ventana de tiempo per-

mite la reacumulacion de Weel al inicio del ciclo
celular, en donde su presencia podria ser necesaria
para contribuir a la irreversibilidad de la mitosis,
como se revisara en una seccion posterior (43-45).

Tome-1 no es la tnica proteina F-box que participa
en la degradacion de Weel; tanto en Xenopus como
en humanos, la proteina B-TrCP (“p-transducin
repeat-containing protein”), como parte del SCF,
participa en la degradacion de Weel. Similar a
Tome-1, la asociacion a B-TrCP requiere la fosfo-
rilacion de Weel en diferentes sitios, aunque de
manera particular, la fosforilacion es cebada por una
CDK que fosforila la S123 (Tabla 1), lo cual
promueve la fosforilacion de la S121 por la iso-
forma a de la caseina cinasa 2 (CK2), una cinasa de
serinas y treoninas que es activa constitutivamente
durante el ciclo celular y que lo regula. La fosfori-
lacion de ambas serinas crea un primer fosfodegron
(sefial para degradacion) en Weel que promueve
su recambio durante interfase (Fig. 1A) (46).
Adicionalmente, la isoforma 6 de la CK 1 fosforila a
Weel en la S212 para promover su degradacion
directamente mediante B-TrCP durante la mitosis
(Fig. 1D) (47).

La fosforilacion en la S123 de Weel también genera
un motivo de unidon al dominio polo box (PBD) de
la proteina Plx1 (Polo-like protein) que favorece la
asociacion entre las proteinas. PIx1 es una cinasa de
serinas y treoninas cuya forma activa se acumula al
inicio de la mitosis, y al igual que las CDKs es muy
importante para el control del ciclo celular. La aso-
ciacion de Plx1 a Weel promueve la fosforilacion
de la S53 de Weel, lo que genera un segundo fosfo-
degron en Weel que estimula su asociacion a [3-
TrCP y su degradacion al inicio de la mitosis (Fig.
1E) (46, 48, 49). Evidentemente, la fosforilacion de
multiples sitios en el extremo amino de Weel de
humano promueve su degradacion en la entrada a
mitosis permitiendo con ello la activacion de CDK1
(Tabla 1).

No solo la fosforilaciéon del N-terminal de Weel
promueve su degradacion; en el “loop” de activa-
cion de la cinasa, la fosforilacion en la S472 pro-
mueve la asociacion con B-TrCP y la degradacion
de Weel. Se sugiere que esta fosforilacion podria
ser mediada por el complejo CDK2/CycA, ya que la
fosforilacion requiri6 a la L483, que forma parte de
un motivo RxL, el cual es necesario para la asocia-
cion del complejo CDK2/CycA a sus sustratos (50,
51, 52) (Fig. 1A). La degradacion mediante la
fosforilacion en la S472 es antagonizada por la
proteina MIG6/ ERRFI1 (mitogen-inducible gene 6/
ErbB receptor feedback inhibitor 1), una proteina de
andamiaje que inhibe la via de transduccion de sefia-
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les mediante el Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR) y que generalmente se recono-
ce como un inhibidor de la sefializacion mitdtica y
la proliferacion celular (revisado en 53). MIG6 se
asocia al dominio cinasa de Weel para promover su
estabilidad, compitiendo con B-TrCP por la asocia-
cién a Weel y por lo tanto previniendo su degrada-
cion por el proteasoma (Fig. 1B). La presencia de
MIG6 es un control importante para evitar una en-
trada prematura a mitosis, e interesantemente tam-
bién para la salida de ésta (54).

Oponiéndose a las fosforilaciones que promueven la
degradacion de Weel, en humanos, la fosfatasa
Cdcl4, que en levaduras de gemacion es importante
para la desfosforilacion de multiples proteinas en la
salida de mitosis, estabiliza a Weel en interface
removiendo las fosforilaciones en las serinas 123 y
139 (Fig. 1A) (55, 56). Cdcl4 también remueve
fosforilaciones en Cdc25, la fosfatasa que se opone
a la actividad de Weel, evitando con ello la acti-
vacion de Cdc25 y que esta remueva prematu-
ramente las fosforilaciones en la T14 y Y15 de
CDK1 (57).

La fosforilaciéon del N-terminal de Weel no solo
promueve la degradacion de la cinasa, en Xenopus
se reportd que la fosforilacion de la T186 por el
complejo CDK1/CycB en una regién que se deno-
mind “Wee box”, la cual comprende 8 aminoacidos,
promueve la inactivacion de Weel. Los primeros
tres aminoacidos de la caja, una asparagina, seguida
de una isoleucina y luego de otra asparagina,
conforman el motivo NIN, el cual es importante
para la interaccion intramolecular del extremo
amino regulatorio (NRD) de Weel con su dominio
catalitico (CD), lo que favorece una conformacion
del CD que fosforila a CDK1. La otra parte de la
“Wee box” es un motivo de fosforilacion por CDKs,
que al ser fosforilado desfavorece la interaccion
entre el NRD y el CD (58). La “Wee box” también
esta conservada en otros organismos como
Drosophila y pollo; de hecho, en humanos se ha
demostrado que la fosforilacion del residuo
equivalente a la T186, la T239 esta implicada en la
inactivacion de Weel para la entrada a mitosis
(Tabla 1) (51, 58).

La fosforilacion de Weel en maultiples sitios es
importante para su regulacion como un sistema
biestable

En Xenopus se ha demostrado que la presencia de
numerosos sitios de fosforilacion en Weel contri-
buyen a que la inactivacion de Weel sea ultrasen-
sible, es decir, con una cinética sigmoidal y no lineal
de inactivacion, la ultrasensibilidad a su vez es una
caracteristica necesaria para el comportamiento

biestable de Weel, es decir, que Weel sea activo
durante interfase e inactivo durante mitosis, sin
niveles intermedios de actividad (59, 60). La ultra-
sensibilidad permite que pequeiias fluctuaciones en
la fosforilacion de Weel no la inactiven de manera
prematura, sino hasta que se alcanza un umbral de
fosforilacion en la transicion G2/M.

En el NRD de Weel de diferentes especies existen
numerosos sitios de fosforilacion, sin que exista una
conservacion de la posicion de los sitios entre
especies, lo que sugiere que es mas importante el
nimero y no la posicion de las fosforilaciones en
Weel(60). En Xenopus se ha demostrado que exis-
ten sitios de fosforilacién que no son necesarios para
la inactivacion; sin embargo, su presencia permite la
inactivacion ultrasensible de Weel, por lo que se ha
sugerido que existen sitios que actuan como sefiue-
los de la actividad de las CDK, que amortiguarian la
inactivacion de Weel, por lo que la conservacion de
la posicion de los sitios no seria importante como si
lo seria su presencia (60). Tendra que ser demos-
trado que el numero de sitios de fosforilacion en
Weel de humanos y otros organismos contribuyen
a la inactivacion ultrasensible de Weel, ya que esto
solo se demostr6 para Xenopus.

Por otra parte, en Saccharomyces cerevisiae se ha
observado que la fosforilacion de Weel por el
complejo Cdc28/Clb2 (CDK1 y una CycB respec-
tivamente) promueve la activacion de Weel, la
fosforilacion de la Y15 de Cdc28 y la formacion de
un complejo Cdc28/Clb2/Weel que mantiene a la
CDK inactiva antes de mitosis; posteriormente, la
desfosforilacion de Cdc28 por Mihl, la fosfatasa
homologa a CDC25 de eucariontes superiores,
favoreceria la activacion del complejo Cdc28/Clb2
y por lo tanto la hiperfosforilacion de Weel y su
inactivacion (61). Un mecanismo similar de regu-
lacion entre CDK1 y Weel se demostré en huma-
nos. En presencia de concentraciones bajas de
ciclina B, durante interfase, se favorecio la activa-
cion de Weel, probablemente por la fosforilacion de
Weel por los complejos CDK1/CycB1 formados; a
medida que aument6 la cantidad de CycB, lo que
ocurre cuando las células se acercan a mitosis, la
actividad del complejo se mantuvo constante, hasta
que en cierto umbral de CycB, el complejo
CDK1/CycB1 fue totalmente activo. Como en leva-
duras, también fue necesaria la actividad de CDC25
para favorecer la activacion de CDK1 (62).

En esta mecanistica, el “loop” de retroalimentacion
que existio entre Weel y CDKI1 influy6 en el com-
portamiento ultrasensible de la activacion de CDK1;
se sugiere que entre mas aumenta la actividad de
CDKI por el aumento de CycB, mas se favoreceria
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la activacion de Weel y por consiguiente manten-
dria en niveles bajos de actividad los cada vez
mayores niveles de complejo CDK1/CycB. Por otra
parte, CDC25 permitiria desplazar el equilibrio para
la inactivacion de Weel, promoviendo la activacion
de CDK1/CycB y en consecuencia la hiperfosfo-
rilacion de Weel y su inactivacion (62). Entonces,
diferentes mecanismos que permiten que la inacti-
vacion de Weel sea ultrasensible también contri-
buyen a que la activaciéon de CDK 1 sea ultrasensible
y esto a su vez permite que la transicion a la mitosis
sea un proceso biestable.

CDK2/CycA actua como un cebador para la
inactivacion de Weel en mitosis

Una pregunta interesante ha sido cémo comienza la
inactivacion de Weel, ya que su inactivador, el com-
plejo CDK1/CycB, se encuentra inhibido en G2, asi
que se ha postulado que un complejo CDK/Cyc cuya
actividad inicia antes de la fase G2, actiia como
cebador para la inactivacion de Weel (63). Diversos
estudios han sugerido que el complejo CDK2/CycA
es el encargado de cebar la inactivacion de Weel
(Fig. 1C), ya que en células de Xenopus o de huma-

S38 Xenopus CDK1 Degradacién por Tome-1 43
Promueve la fosforilacién de la S121 por CK2a y de la
$123 Humano CDK1/2 $53 por Plx1 46
CDK2 y .,
S123y S121 Humano K20 Promueve la degradacién por B-TrCp 46
CDK1ly .

S$123y S53 Humano PIx1 Promueve la degradacién por B-TrCp 46
S212 Humano CK26 Promueve la degradacion por B-TrCp 47
S472 Humano CDK2 Promueve la degradacién por B-TrCp 50
T186 Xenopus CDK1 Inactivacion de Weel 58
T239 Humano CDK2 Inactivacién de Weel 51

Tabla 1. Principales fosforilaciones reportadas en Weel y
efecto que tienen en la cinasa.

no, cuando se depletd o silencid a CycA o a CDK2, la
cinasa que se asocia principalmente a CycA, las
c€lulas no avanzaron a la mitosis, y esto se acom-
pafid de un aumento en la fosforilacion de la Y15 de
CDK1 y de la inhibicién de su actividad (64-67). Por
el contrario, cuando se agregd CycA exdgenamente
a c€lulas de Xenopus, la fosforilacion inhibitoria de
CDKI1 disminuy06 y se favoreci6 la mitosis; de manera
similar, cuando se agregd CycA exodgenamente a ex-
tractos celulares que recapitularon la progresion del
ciclo celular, se favorecio la inactivacion de Weel y
la activacion del complejo CDK1/CycB1 (62, 68).

Debido a que CycA también regula la transicion por
la fase S (65), el arresto de las células en G2 debido
al silenciamiento de CycA se puede atribuir a defec-
tos en S y no realmente a una funcion en G2. Para
descartar lo anterior, Hégarat ef al. (69) indujeron
especificamente la degradacion de CycA en células
que ya habian terminado la duplicacion de su DNA,
lo que provoco la disminucion de las células en
mitosis; sin embargo, esto se revirtio agregando un
inhibidor de Weel, aunque las células pasaron mas

tiempo en metafase, lo que sugiere que la funcion de
CycA en mitosis no solo seria inhibir a Weel. A
pesar de lo anterior, los experimentos confirmaron
que los efectos observados en la transicion G2/M
debido al silenciamiento de CycA, se debieron a la
funcion que tiene el complejo CDK2/CycA sobre
Weel y no a la funcion del complejo en la fase S.

Ademas de Weel, varios moduladores de la activi-
dad de CDK1 en la transicion G2/M podrian ser
regulados por los complejos CycA/CDK2, como
CDC25 o PIx1. Sin embargo, cuando se silencio la
expresion de CycA en células HeLa, la sobreex-
presion de las tres isoformas de CDC25 no revirtio
el arresto de las células en G2; pero, el silencia-
miento de Weel promovio la hipofosforilacion de
CDKI en la Y15, restaur6 su actividad y, conse-
cuentemente, el indice mitotico (64). Lo anterior
sugiere que en la transicion G2/M, la regulacion de
CycA/CDK sobre Weel es mas importante que la
regulacion sobre CDC25.

Estudios en células de humanos sugieren que el
complejo CDK2/CycA podria promover directa-
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mente la inactivacion de Weel, mediante la fosfo-
rilacion de la T239 en la “Wee box™, ya que la fosfo-
rilacion de dicho residuo dependi6 de la presencia
de un motivo RxL cercano al blanco de fosfori-
lacién, y cuando se mutd el motivo, disminuyo la
asociacion del complejo CDK2/CycA a Weel, la
fosforilacion de la T239 y las células pasaron mas
tiempo en la transicion G2/M. Por otra parte, como
se mencion6 previamente, la fosforilaciéon en la
S472, que promueve la degradaciéon de Weel,
también dependid de un motivo RxL cercano al sitio
de fosforilacion, por lo tanto, el complejo
CDK2/CycA estaria contribuyendo al menos por
dos mecanismos a la inactivacion de Weel, para
favorecer posteriormente su inactivacion por el
complejo CDK1/CycB (Fig. 1D) (50, 51).

Como se revisara en una seccion posterior, en la
transicion G1/S, el complejo CDK2/CycA también
es blanco de Weel (70), por lo que para poder
iniciar la inactivacion de Weel al inicio de G2, es
necesario favorecer la activaciéon del complejo
CDK2/CycA. In vitro, la fosfatasa CDC25b activo
eficientemente a los complejos CDK2/CycA (71),
mientras que in vivo, la inhibiciéon de las tres
isoformas de CDC25 inhibio la activacion de
CDK2/CycA al inicio de G2 (72). Lo anterior sugie-
re que CDC25b es el activador que ayuda a los
complejos CDK2/CycA a escapar de la inhibicion
de Weel para posteriormente promover su inacti-
vacion (Fig. 1C).

Weel se relocaliza durante la mitosis

Otro mecanismo que contribuye a inhibir la acti-
vidad de Weel sobre los complejos CDK1/CycB,
cuya localizacion y actividad es principalmente
nuclear durante la mitosis, es la relocalizacion de
Weel del nucleo al citoplasma. Durante interfase la
localizacion de Weel es nuclear, y al inicio de la
profase la proteina se relocaliza hacia el citoplasma,
aunque la cinasa permanece en ciertas regiones del
nucleo, lo que sugiere que la actividad de Weel se
puede requerir tardiamente durante la mitosis, por
ejemplo, para la salida de ésta, como se revisara en
una seccion posterior (1, 73).

En humanos, la relocalizacion de Weel del nucleo
al citoplasma estd mediada por la proteina CRM1
(Chromosomal Maintenance 1, también conocida
como exportina), ésta regula la exportacwn de
Weel mediante una secuencia de union a CRM1
presente en la cinasa, la cual estd conservada en
Weel de diferentes organismos. La mutacion de dos
residuos en la secuencia de union a CRM1 o la
inhibicion de CRM1 con leptomicina B, inhibid la
relocalizacion de Weel al citoplasma; sin embargo,
a pesar de que la relocalizacion de Weel en mitosis

sugiere que esto es necesario para la activacion del
complejo CDK1/CycB y la mitosis, la inhibicion de
la relocalizacion de Weel no provocd la inhibicion
de mitosis (51). Esto se podria explicar porque los
complejos CycB1/CDKI se activan inicialmente en
el citoplasma, especificamente en los centrosomas,
que son los centros organizadores de los micro-
tubulos en la célula. La activacion de los complejos
CycB1/CDK1 promueve su relocalizacion al
nucleo, donde, si estuviera presente la actividad de
Weel, los inhibiria; sin embargo, como ocurre en
interfase, los complejos CycB1/CDKI1 pueden ser
exportados del nicleo ya que durante la profase no
se inhibe su exportacion debido a que su actividad
es necesaria en el citoplasma para remodelar el
citoesqueleto y la separacion de los centrosomas. En
el citoplasma los complejos pueden ser activados
nuevamente por CDC25, ya que la fosfatasa perma-
nece en el citoplasma hasta la profase tardia (74).
Concomitantemente, en el nucleo CycA/CDK2
puede promover la inactivacion de Weel,
eventualmente los complejos CycB1/CDKI1 cada
vez mas activos en el citoplasma e importados al
nucleo promoverian la inactivacion de Weel y el
inicio de la metafase. Si la exportacion nuclear de
Weel no es critica para la ejecucion de la mitosis,
entonces es posible que Weel esté teniendo alguna
funcion en el citoplasma durante la mitosis.

Recientemente se mostro la presencia de Weel en
los centrosomas, asi como la fosforilacionenla Y15
de CDKI1 asociada a estos durante interfase (75).
Como se menciond anteriormente, los complejos
CycB/CDKI se activan inicialmente en los centro-
somas durante la profase, de hecho, en S. cerevisiae
tanto la localizacion de Cdc2 y Cdc13 (CDK1 y un
tipo de ciclina B respectivamente), como la acti-
vidad de Cdc2 en el cuerpo polar del uso, el
organelo equivalente al centrosoma, son necesarias
para la transicion G2/M (76, 77). Se ha propuesto
que en el centrosoma se regula el “timing” del
compromiso a mitosis, regulando el balance entre
las moléculas antimitéticas y promitoticas (78), en-
tonces la presencia de Weel y su regulacion sobre
CDKI en el centrosoma podria ser importante para
evitar un compromiso prematuro a la mitosis,
aunque esto debera ser demostrado.

Weel en la salida de mitosis y G1

Se ha sugerido que la actividad de Weel es nece-
saria para la salida de mitosis, ya que antes de que
empezaran a decaer los niveles de CycB, un proceso
necesario para la salida de mitosis relacionado con
la inactivacion de CDK1, decay6 la actividad cinasa
asociada a CDKI, lo cual se acompand de una
segunda ola de fosforilacion en la Y15 de la cinasa,
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posterior a la primera ola que se observo durante la
transicion de interfase a la mitosis (79). Los estudios
sugieren que esta segunda ola de actividad de Weel
permitiria inhibir la actividad del complejo
CDK1/CycB1 sobre Cdc20, un activador del APC/C
que promueve la degradacion de CycB. Contrario a
la fosforilacion del APC/C por el complejo
CDKI1/CycB1, que estimula su actividad de
ubicuitin-ligasa, la fosforilacion de Cdc20 inhibe su
asociacion al APC/C por lo que al inhibir la
actividad del complejo CDK1/CycB1 se promo-
veria la asociacion de Cdc20 al APC/C, la degra-
dacion de CycB y consecuentemente la salida de
mitosis (Fig. 2). Interesantemente, durante la
segunda ola de fosforilacion en la Y15, reaparece la
fosforilacion en la S287 de CDC25C, que inhibe su
actividad de fosfatasa, lo que favoreceria la fosfo-
rilacion de la Y15 (79-82).

Para permitir la reactivacion de Weel en la salida de
mitosis es necesario contrarrestar los mecanismos
que iniciaron la inactivacion de Weel en la entrada
a mitosis. Se ha demostrado que la actividad de
Fepl, una fosfatasa esencial para regular el grado de
fosforilacion del dominio carboxilo terminal de la
RNA polimerasa II, también participa en la salida de
mitosis mediante la desfosforilacion de diferentes
sustratos, entre ellos Weel. Se propone que Fepl
remueve la fosforilacion de la T239 de Weel, lo que
permite la reactivacion de la cinasa; adicional-
mente, Fcpl también actiia sobre Cdc20, lo cual
podrla promover su asociacion al APC/Cy la degra-
dacion de CycB1 (83). Existen multiples mecanis-
mos que aseguran la inactivacion de Weel en la
entrada a mitosis, por lo que la reactivacion de
Weel, dependiente de la desfosforilacion de la
T239, podria no ser suficiente para estabilizar la

Figura 2. Weel participa en la salida de mitosis. @En la salida de mitosis MIG6 compite con B-TrCP para estabilizar
a Weel, @mientras que la fosfatasa Fcpl antagoniza la fosforilacion de Weel en la T239, para evitar su
inactivacion. @La estabilizacion y reactivacion de Weel promueve la fosforilacion de la Y15 de CDK1 y su
inhibicidn, @Io gue promueve la perdida de fosforilacion en Cdc20, el activador del APC. @La forma
hipofosforilada de Cdc20 se puede asociar al APCy activarlo, adicionalmente, Fcp1 también actua sobre Cdc20 para
favorecer su asociaciéon con el APC. Finalmente, @Ia activacion del APC promueve la degradacidn de CycB y esto

la @salida de mitosis.

actividad de Weel en la salida de mitosis. Se ha
propuesto que MIG®6, quien antagomza la degrada-
cion de Weel evitando la asociacion de la proteina
F-box B-TrCp, favoreceria la estabilizacion de la
proteina en la salida de mitosis, ya que células
deficientes en MIG6 mostraron un retraso en la
salida de mitosis, lo cual se acompaiié de un aumen-

to en la actividad de CDK1 (Fig. 2) (54). Dado que,
para la salida de mitosis, la actividad de Weel solo
se necesitaria en una pequefia ventana de tiempo, a
diferencia de la actividad necesaria antes de la
entrada a mitosis, es posible que los mecanismos
mencionados sean suficientes para la estabilizacion
de la actividad de Weel en la salida a mitosis.
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Cuando se inhibi¢ la expresion del mensajero de
cdc20, se retraso la salida de mitosis y aumento la
fosforilacion en la Y15 de CDK1; por otra parte, el
retraso en la salida aumenté en presencia de una
mutante no fosforilable de CDK1 en T14y Y15 o
cuando Weel también se depletd. Lo anterior su-
giere que Weel participa en un mecanismo de res-
paldo que permite la salida de mitosis si falla alguno
de los mecanismos que normalmente la promueven.
La redundancia en los mecanismos de control del
ciclo celular se debe a la importancia del proceso,
ya que, por ejemplo, para organismos unicelulares,
que las células no se dividan significaria la perdida
de la progenie (84).

Por otra parte, cuando se indujo la salida de mitosis
mediante la inhibicion del complejo CDK1/CycB,
sin la degradacion de CycB, las células regresaron a
mitosis 30 minutos después de remover la inhibicion
del complejo; sin embargo, al remover el inhibidor
una hora después, aumento la fosforilacion en T14
y Y15 de CDK1 y muy pocas células regresaron a
mitosis a pesar de la presencia de CycB1; adicio-
nalmente, el retorno a mitosis ocurrié en todas las
células si estas salieron de mitosis con una version
no fosforilable de CDK1 en las posiciones 14 y 15
o si se inhibid la actividad de Weel y de Mytl. Estos
experimentos sugieren que Weel y Mytl forman
parte de un sistema de respaldo que evita el retorno
a mitosis cuando CycB no es degradada. La concu-
rrencia de dos momentos celulares diferentes es
catastrofica, como lo demuestra el hecho de que las
células que son revertidas a mitosis en la fase G1
tardia sufren apoptosis, por lo que existen meca-
nismos redundantes que aseguran que dos fases del
ciclo celular no ocurran al mismo tiempo (85).

Weel y el control de la transicion G1/S

Estudios en humano y Xenopus identificaron que
ademas de CDKI1, CDK2 también es blanco de
regulacion por Weel. La fosforilacion en la Y15 de
CDK2 aument? hacia la fase S y posteriormente se
perdio en la entrada a la fase M, de manera similar
a la fosforilacion en la Y15 de CDKI1. La fosfori-
lacion en la Y15 de CDK2 inhibi6 su actividad de
cinasa, y debido a que la actividad de CDK2 en aso-
ciacion con CycA es fundamental para la transicion
G1/S, principalmente para promover la replicacion
del DNA, se ha sugerido que Weel podria controlar
la transicion G1/S de manera analoga a como con-
trola la transicion G2/M (70, 86, 87).

En células de ratéon, cuando CDK2 se sustituyo por
una mutante que no podia ser fosforilada ni por
Weel ni por Mytl (CDK2AF), la actividad de
CDK2 aument6 prematuramente y esto correlaciond
con un inicio prematuro de la replicacion del DNA.

Interesantemente, este fenotipo solo se observo
cuando las células provenian de un estado quies-
cente (88). En células de humano, la mutante
CDK2AF inici6 prematuramente la replicacion del
DNA, ademas, las células exhibieron dano en el
DNA durante la fase S e inestabilidad gendmica,
también increment6 el cebado de los origenes de
replicacion y disminuyd la velocidad de la horquilla
de replicacion, lo que también se observo cuando se
silencid6 la expresion de Weel (89, 90).

El dafo en el DNA en las células depletadas de
Weel se revirtié cuando también se depleto el factor
1 de licenciamiento de la cromatina y la replicacion
(CDT1) o la proteina MCM2 (mini-chromosome
maintenance), ambas proteinas importantes para el
inicio y la elongacion de la replicacion, lo que
sugirio que el dano inducido por la ausencia de
Weel estaba asociado a la replicacion del DNA en
la fase S; interesantemente, el dafio en el DNA
también se revirtid cuando se depleté a CDKI1 o a
CDK2, lo que sugiri6 que el dafio generado se
debid a la desregulacion de las cinasas durante la
replicacion (91).

Se propone que la disminucién en la velocidad de la
replicacion cuando se inhibe a Weel se debe al au-
mento en el nimero de origenes de replicacion
activados; esto consume rapidamente los compo-
nentes necesarios para la replicaciéon, como el
desoxiATP (dATP), que disminuye su concen-
tracion cuando Weel es inhibido (92). La dismi-
nucién de los niveles de dATP también se podria
deber a la degradacion desregulada de la subunidad
2 de la ribonucledtido reductasa (RRM2), la enzima
encargada de la sintesis de desoxinucledtidos
(dNTPs), ya que cuando Weel es inhibida aumenta
la fosforilacion en la T33 de RRM2 y su degra-
dacion. Normalmente, la fosforilacion de la T33
promueve la degradacion de la proteina en la fase
G2 mediante la proteina F-box Cyc F; la fosfo-
rilacion estd mediada tanto por CDK1 como por
CDK2, por lo que se propone que la actividad de
Weel en la transicion G1/S evita la degradacion
prematura de la subunidad 2 de la RNR, lo que
promoveria niveles optimos de dNTPs en la fase S
(Fig. 3) (93, 94).

Weel también podria estar regulando la transicion
G1/S favoreciendo un recambio adecuado de CycE,
una ciclina que se asocia a CDK2 para promover
eventos tempranos de la replicacion del DNA (1).
En embriones de Xenopus la sobreexpresion de
Weel provocé la estabilizacion de CycE, mientras
que en c¢lulas humanas la mutante CDK2AF mostro
una mayor degradacion de CycE. Se infiere que la
fosforilacion por Weel de CDK2 en la Y15 regula
la degradacion de CycE, aunque aun no es claro si
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esto se debe a la inhibicion de la actividad de CDK2,
ya que en los embriones de Xenopus que sobre-
expresaron a Weel, esta actividad es similar a la
actividad detectada en los embriones control, a

pesar de que aumento la fosforilacion en la Y15 de
CDK2 en las sobreexpresantes de Weel (89, 95).

Ademas del estrés replicativo generado por la
ausencia de actividad de Weel en la fase S, también
se genera dafio en el DNA mediante nucleasas, cuyo
blanco son las estructuras intermediarias que se
generan durante la replicacion, que requieren su
resolucion por medio de la reparacion. MUSSI1-
EME2 es una nucleasa que escinde intermediarios
replicativos persistentes durante la fase M, promo-
viendo la sintesis reparativa del DNA fuera de la
fase S y asegurando con esto la correcta segregacion
de los cromosomas (96, 97). Durante la fase S,
Weel inhibe a CDK1 para evitar que esta fosforile
prematuramente a la endonucleasa de andamiaje
SL.X4, ya que, cuando Weel es inhibida, su fosfori-
lacion promueve su asociacion con MUS81-EME?2
y reubica este complejo hacia los intermediarios de
la replicacion, lo que promueve la pulverizacion de
los cromosomas (Fig. 3) (92, 98).

Por lo tanto, la actividad de Weel seria necesaria al
menos en dos puntos de la fase S, al principio, para
mantener niveles de actividad adecuados en CDK2,
lo que evitaria el inicio desregulado de la repli-
cacion, y posteriormente, para evitar que algunos
intermediarios generados por el estrés replicativo,
que ocurren de manera normal durante la replica-
cion, sean blanco de degradacion por nucleasas cuya
actividad se desregula debido a una actividad
aumentada de las CDKs (Fig. 3). Seré interesante
determinar de qué manera se modula la actividad de
Weel sobre CDK2 para que le permita niveles de
actividad pertinentes que promuevan la replicacion;
ya que una actividad excesiva de Weel sobre CDK2
seria contraproducente para la replicacion del DNA.

La inhibicion de Weel como estrategia para el
tratamiento de cancer

Una consecuencia de la desregulacion del ciclo
celular es la aparicion de cancer, donde la expresion
de genes relacionados al ciclo celular es severa-
mente afectada. Weel se ha considerado como su
presor de tumores o como oncogén en distintos tipos
de cancer. En algunos tipos, la inestabilidad gen6-

Figura 3. La actividad de Weel es
necesaria en la transicion G1/S. En
la transicion G1/S Weel mantiene
inhibida a CDK1 para evitar que
ésta fosforile a la endonucleasa de
andamiaje SLX4, ya que su fosfo-
rilacion promueve su asociacion
con la nucleasa MUS81/EME2, lo
que en la fase S promoveria la
pulverizacién de los cromosomas.
De manera similar, niveles bajos
de actividad cinasa en CDK1 son
promovidos por Weel para evitar
la fosforilacion de RRM2, ya que su
fosforilacion en la T33, durante la
fase S, promoveria el reconoci-
miento de RRM2 por la proteina F-
box CycF para su ubicuitinacién y
posterior degradacion; esto provo-
caria la disminucion de la sintesis
de desoxinucledtidos. Durante S,
Weel también modula la actividad
de CDK2 para evitar la degradacién

prematura de RRM2, ya que esta

CDK también fosforila a RRM2 en la T33. Adicionalmente, la regulacion de Weel sobre CDK2 evita el inicio
desregulado de la replicaciéon, manteniendo una cantidad adecuada de origenes de replicacion cebados, ya que un
exceso de origenes de replicacion consumiria rapidamente los componentes necesarios para la replicacién y

provocaria la disminucién de la velocidad de replicacion.
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mica como resultado de la deficiencia del factor
transcripcional p53, el cual en condiciones normales
produce una respuesta a dafio en el DNA y establece
un “check point” que evita la duplicacion del DNA
dafiado, provoca que Weel se comporte como un
oncogén, estableciendo un “check point” previo a la
entrada a mitosis que permite la reparacion del DNA
y en consecuencia la sobrevivencia de las células.
En otros tipos de céncer, la pérdida de Weel
favorece la proliferacion debido a que el punto de
control G2/M no es activado permitiendo que las
células entren a mitosis, incluso con DNA dafiado
(Revisado en 99, 100).

En diversas lineas de cancer se ha observado la
inhibicion sostenida de los complejos CDK1/CycB,
y una de las vias principales que media dicha
inhibicion involucra a Weel, por lo que se ha
sugerido que la actividad sostenida de Weel
prolongaria la viabilidad de las células al mantener
el arresto del ciclo celular en la transicion G2/M;
esto permitiria la accion de mecanismos de repa-
racion, lo cual es contraproducente cuando el dafio
en el DNA es excesivo. Particularmente, la acti-
vidad de los complejos CDK1/CycB es necesaria
para promover la apoptosis por dafio en el DNA, por
lo que una actividad excesiva de Weel también
inhibiria la apoptosis (101, 102). En este sentido, se
ha reportado que el factor transcripcional KLF2
(Kruppel-like factor 2), perteneciente a la familia de
genes Kruppel-like que tienen una funcién impor-
tante en la proliferacion celular y la diferenciacion,
reprime la expresion de Weel, por lo que la expre-
sion de KLF2 favoreceria la induccion de apoptosis
por dafio en el DNA en la transicion G2/M cuando
la actividad de Weel es excesiva (103, 104). KLF4
y KLF6, otros miembros de la familia favorecen la
expresion de p21 durante la transicion G1/S cuando
hay dafio en el DNA, y en tipos de cancer donde la
expresion de KLF2, 4 y 6 es baja, la reexpresion de
esos factores transcripcionales arresta el creci-
miento y promueve el control del ciclo celular. La
expresion de KLF2 en células tumorales es reducida
por PCR2 (Complejo represivo polycomb 2), al
promover la metilacion de su region promotora, por
lo que se ha sugerido la inhibicién de PRC2 como
terapia en tipos de cancer donde la expresion de
KLF2 es baja, lo cual evitaria la progresion de tu-
mores mediante la reexpresion de KLF2 y la inhi-
bicion de la expresion de Weel (103-105).

Debido a la importante participacion de Weel en
respuesta a dafio en el DNA, cuya actividad es nece-
saria para establecer un “check point” que permita
la reparacion del dafio, la inhibicion de Weel se ha
utilizado para sensibilizar a células cancerosas con
DNA dafiado. Se ha observado que la sensibiliza-

cion se incrementa en células cancerosas deficientes
de p53, puesto que en estas células el punto de
control en G no es capaz de detener el ciclo celular
ante dafio al DNA, y al evadir el punto de control
G2/M, por la inhibicion de Weel, se activa la
apoptosis por un dafio irreparable en el DNA.
Entonces la inhibicion de Weel concomitantemente
con agentes que dafian el DNA (quimicos o fisicos),
en células que dependen tinicamente de Weel para
establecer un punto de control para la reparacion del
DNA, como aquellas deficientes en p53, se plantea
como una estrategia que ayuda a la eliminacion de
células cancerosas (106).

Como se reviso en una seccion anterior, la actividad
de Weel es importante para regular el avance de la
fase S, ya que su inhibicion disminuye la velocidad
de lareplicacion y provoca dafo en el DNA (90, 91).
De manera similar, la actividad de Chk1, una cinasa
que participa en la via ATR (Ataxia-Telangiectasia
Relacionada) que detiene el ciclo celular en res-
puesta a estrés replicativo, es necesaria para regular
el avance a través de la fase S en condiciones
normales del ciclo celular, ya que su inhibicion
también promueve la disminucioén de la velocidad
de la replicacion y causa dafio en el DNA (107-110).
Cuando Weel y Chkl se inhiben conjuntamente, se
reduce atin mas la velocidad de la replicacion, pero
no aumenta el dafio en el DNA. Los estudios
sugieren que Weel y Chkl tienen una via comuin
para controlar la fase S, que seria la regulacion de la
actividad de CDK2, Weel fosforilando a CDK?2 en
la Y15; mientras que Chkl promoveria la degra-
dacion de CDC25A para estabilizar la fosforilacion
en la Y15. Por lo tanto, la regulacion de CDK2 por
ambas cinasas evitaria el inicio desregulado de la
replicacion y la actividad desregulada de nucleasas
que incrementan su actividad por el aumento desre-
gulado de la actividad de las CDKs (90, 91,98, 111).
Paralelamente, Chkl regula negativamente a la
cinasa Dbf4-Cdc7, la cual, en conjunto con CDK2,
fosforila al complejo de prereplicacion para per-
mitir el cargado de la proteina CDC45, lo que
favorece la activacion de los origenes de replica-
cion. Cuando Weel es inhibido, Chkl se activa y
limita el cargado de CDC45, lo que limita el dafio
generado por la inhibicion de Weel; sin embargo,
cuando Weel y Chkl se inhiben conjuntamente se
favorece el cargado de CDC45 de forma desregu-
lada, causando un inicio masivo de origenes de
replicacion no programados, lo que desencadena
una catastrofe replicativa. Por lo tanto, la inhibicion
de ambas cinasas se plantea como una mejor estra-
tegia para eliminar células cancerosas, en compa-
racion a la inhibicion individual de Weel o de Chkl
(109, 112-114).
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Otra estrategia que ha sido eficaz en el tratamiento
de células cancerosas ha sido la inhibicion conjunta
de Weel y Sirtl. Sirtl pertenece a la familia de las
sirtuinas, particularmente a la clase III de desa-
cetilasas de histona, de las cuales algunos de sus
miembros regulan la reparacion por dafio al DNA.
Sirt]l desacetila proteinas de la via de reparacion
por recombinacién homologa (HR) como NBSI
(Nijmegen breakage sindrome 1)y Rad51, que par-
ticipan en el reclutamiento de proteinas reparativas
y en el apareamiento de las hebras homdlogas de
DNA respectivamente. Cuando Sirtl es inhibida,
NBS1 y Rad51 acumulan acetilaciones y esto
interfiere con el funcionamiento correcto de la via
de reparacion. Entonces, cuando se administra el
inhibidor de Weel, que promueve la generacion de
dafio en el DNA, concomitantemente con el inhi-
bidor de Sirtl, se provoca un incremento de dafio en
el DNA debido a la inhibicién de la reparacion por
HR, y esto incrementa el nimero de células que
sufren apoptosis en comparacion a cuando solo se
inhibe a Weel (115-118).

Recientemente se ha reportado que el AZD1775, la
molécula méas ampliamente utilizada para abatir la
actividad cinasa de Weel, inhibe a otras cinasas con
la misma eficacia con la que inhibe a Weel, por lo
que es probable que en los diversos experimentos en
donde se ha utilizado el AZD1775, los resultados
observados no se deban Uinicamente a la inhibicion
de Weel (119, 120). Debido a esto se han desarro-
llado nuevas estrategias para inhibir a Weel; una de
estas consiste en dirigir su degradacion mediante
una molécula bifuncional que se une tanto a Weel
como a una ligasa E3 expresada normalmente en la
célula, un sistema que se denomina PROTAC (pro-
teolysis targeting chimera) (121, 122). Una de las
ventajas del sistema es que la degradacion de la
proteina se da en concentraciones mucho menores a
las requeridas para inhibir la actividad catalitica de
las enzimas, lo cual limita la inhibicion inespecifica
de cinasas. Recientemente se reportaron moléculas
que se unen a B-TrCP (123) y debido a que ésta
promueve la ubicuitinacion y degradacion de Weel
tanto en interfase como en mitosis, la ligasa se
podria utilizar en el sistema PROTAC para poten-
ciar la degradacion de Weel como una estrategia
contra el cancer; aunque debido a que MIG6 antago-
niza la asociacion a B-TrCP en interfase, para una
degradacion exitosa a lo largo de todo el ciclo
celular se debera inhibir la expresion de MIG6.
Ademas de B-TrCP también se podria dirigir la
degradacion de Weel mediante Tome-1, que hasta
donde sabemos no existe algin mecanismo que
antagonice su reconocimiento hacia Weel, aunque
primero serd necesario encontrar moléculas que se
asocien a Tome-1 para utilizar el sistema PROTAC.

Finalmente, se conoce que la proteina de union a
RNA HuR, sobreexpresada en lineas cancerosas,
regula postranscripcionalmente al mRNA de Weel
al unirsele y favorecer su exportacion al citoplasma
para ser traducido, lo que reestablece el punto de
control G2/M, evitando asi la catdstrofe mitotica y
favoreciendo la transformacion celular, por lo tanto,
la inhibiciéon de HuR se ha propuesto como blanco
terapéutico para promover la muerte de células
cancerosas, mediante la desestabilizacion del men-
sajero de Weel (124).

En resumen, la estabilizacion de Weel en diversos
tipos de cancer promueve la supervivencia de las
células, por lo que la inhibicion de Weel parece ser
una estrategia plausible para el tratamiento del
cancer. Sin embargo, debido a que normalmente
Weel regula la transicion G1/S y la fase S, y evita
el dafio en el DNA controlando la actividad des-
regulada de diversas nucleasas, la inhibicion de
Weel conjuntamente con las vias encargadas de
mantener la integridad del DNA parece una mejor
estrategia para el tratamiento de células cancerosas,
incluso para un rango mas amplio de tipos de cancer
y no solo para aquellos en los que los niveles y/o
actividad de Weel se encuentran desregulados.

Conclusiones

En vertebrados, como se ha visto en esta revision, la
funcion de Weel es fundamental para la correcta
progresion de todo el ciclo celular. En humanos,
Weel fosforila a dos de las cuatro principales
cinasas que controlan el ciclo celular, CDKI y
CDK2. CDK4 y CDK®6, las que regulan princi-
palmente la entrada al ciclo celular (G1), no son
blanco de fosforilacion por Weel y es muy probable
que debido a esto, Weel no es tan importante en este
punto como si lo son miembros de la familia
CIP/KIP e INK. Sin embargo, debido a la naturaleza
continua del ciclo celular, en el que al término de la
mitosis muchas proteinas deben ser degradadas,
desfosforiladas e inactivadas, de manera mas o
menos simultdnea al comienzo de la sintesis y acti-
vacion de proteinas necesarias para la fase Gl1, la
actividad de Weel es fundamental, como un meca-
nismo que funciona redundantemente junto a otros
para asegurar la irreversibilidad de la mitosis. La
regulacion de CDK2 por Weel en la transicion G1/S
podria representar una paradoja, ya que CDK2 es
necesaria para la replicacion del DNA; sin embargo,
existen mecanismos que mantienen un recambio de
Weel en interfase, lo cual podria modular su
actividad. Por otra parte, diversos estudios sugieren
que al comienzo del ciclo celular se necesitan, en
general, niveles menores de actividad cinasa,
mientras que para la ejecucion de la mitosis se re-
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quieren niveles mucho mayores (125). Por lo tanto,
en la fase S, los procesos necesarios para su ejecu-
cion se podrian estar realizando a pesar de la inhi-
bicion de CDK2 por Weel.

Por otra parte, la inhibicion de Weel en conjunto
con el dafio al DNA o la inhibicion de otros regu-
ladores del ciclo celular parecen acciones promete-

doras en el tratamiento de céancer; sin embargo,
como en otras estrategias que se estan empleando
contra el cancer, habra que dirigir los esfuerzos en
la obtencion de terapias que afecten unicamente a
los tipos celulares afectados y no a todas las células
en general.
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3. Siglas de la coenzima proveniente de una de las
vitaminas B, estd unida, a la a-cetoglutarato deshi-
drogenasa y participa en la descarboxilacion del
sustrato.

5. Dafio ocasionado en los lipidos de las mem-
branas, por los radicales libre del oxigeno y que es
inhibido por la vitamina E.

7. Es una enfermedad ocasionada por un defecto
en la sintesis de lisina y prolina en el reticulo
endoplasmico debido a la ausencia de vitamina C, era
frecuentemente desarrollada por los marinos con
largas temporadas en altamar.

9. Nombre genérico de las enzimas que requieren
NAD", NADP", FMN o FAD como aceptoras de
hidrégenos o electrones.

11. Siglas de la forma oxidada de la flavin adenin-
dinucledtido.

15. Muchas de las enzimas necesitan de estas es-
tructuras para su funcionamiento, en su composicion
intervienen vitaminas como: riboflavina, tiamina,
piridoxina, biotina, 4cido pantoténico, entre otras.

16. Su ausencia en la dieta es responsable de la
anemia perniciosa que ocasiona fatiga y debilidad
general.

19. Acido que es cofactor de la piruvato deshidro-
genasa, posee dos grupos SH, al oxidarse da lugar al
disulfuro.

20. Es la enzima que rompe enlaces peptidicos del
fibrindgeno en la sangre y forma fibrina presente en
el codgulo, la deficiencia de la vitamina K retarda el
proceso de la coagulacion.

21. Siglas del dinucledtido que contiene tres fos-
fatos y se produce en la ruta del fosfogluconato.

22. Precursor de una vitamina que se sintetiza por la
accion de los rayos ultravioleta sobre la piel.

24. Es un transportador liposoluble de electrones,
participa en los complejos 1, II, y IIT del sistema de
transporte de electrones en la mitocondria.

26. Esun factor de la coagulacion sanguinea, perte-
nece a la misma familia de la ubiquinona.

27. Nombre de la deshidrogenasa que interviene en
el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, estd acoplada al
FAD y cuando el sustrato se oxida, la coenzima se
reduce a FADH>

29. Siglas de la coenzima reducida que posee nico-
tinamida y transporta hidrogenos y electrones en los
procesos de oxido-reduccion.

30. Acido monopteroilglutdmico, en la forma de
tetrahidrofolato participa en la sintesis de las puri-
nas; su deficiencia conduce a la anemia megalo-
blastica.

I VERTICALES I

1. Este cuadro se presenta cuando algunas vitami-
nas se consumen en exceso, como por ejemplo la vi-
tamina C puede ocasionar trastornos gastrointestina-
les; y la A puede dar lugar a problemas dérmicos.

2. Cuando este ion esta unido al piridoxal, forma
parte de la coenzima participante en muchas de las
reacciones de los aminoacidos.

4. Eslavitamina Be, forma bases de Schiff en reac-
ciones con aminotransferasas; su ausencia se asocia
con la anemia hipocrémica microcitica ya que su
forma fosforilada es indispensable para la formacion
del grupo hemo.

6. Numero asignado a la vitamina B que es pre-
cursora de los nucledtidos FMN y FAD.

8. Moléculas organicas indispensables en la dieta
de los animales superiores, algunas intervienen for-
mando parte de las coenzimas.

10. Proteina de la retina, por una reaccion ender-
gonica absorbe un foton y da lugar a retinal y opsina.

12. Estas enzimas intervienen en las reacciones de
oxido-reduccion y como grupo prostético participan
los nucleotidos de flavina.

13. A este grupo de vitaminas pertenecen el acido
ascorbico y el complejo B.

14. Acido indispensable en la dieta de los mami-
feros, forma parte de la coenzima A que interviene,
entre otras reacciones en la activacion de los grupos
acilo.

17. Acido que se sintetiza en pequefias cantidades a
partir del triptofano, pero es insuficiente metaboli-
camente, razon por la que debe ingerirse en la dieta.

18. Numero de la vitamina del complejo B cuya
ausencia en humanos ocasiona dafios neurologicos.

23. Vitamina que actia como un inhibidor de la
peroxidacion de los lipidos en las membranas
celulares.

25. Enfermedad ocasionada por la disminucion de la
ingesta de tiamina que puede ser ocasionada por el
consumo de arroz descascarillado.

28. Nombre de la base nitrogenada que participa en-
tre otros componentes, con la flavina y la niacina para
formar estructuras con funcion coenzimatica.

268



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):269-272, 2024

OTRAS COMUNICACIONES

ODS: “Agua limpia y
saneamiento”

Imagen tomada de https://es.wikipedia.org/wiki/Objetivo_de Desarrollo_Sostenible

6#/media/Archivo:Sustainable Development Goal-es-12.jpg



https://es.wikipedia.org/wiki/Objetivo_de_Desarrollo_Sostenible_6#/media/Archivo:Sustainable_Development_Goal-es-12.jpg
https://es.wikipedia.org/wiki/Objetivo_de_Desarrollo_Sostenible_6#/media/Archivo:Sustainable_Development_Goal-es-12.jpg

Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):269-272, 2024

OTRAS COMUNICACIONES

SEGUIMIENTO A LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE: OBJETIVO 6 “AGUA LIMPIA Y SANEAMIENTO”

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) fueron
establecidos por Naciones Unidas en 2015 como un
llamado para erradicar la pobreza, proteger el planeta
y garantizar que en el 2030 todas las personas
disfruten de paz y prosperidad (1). Los ODS se basan
en 17 objetivos globales, 169 metas y 231 indicadores,
estableciendo una agenda profundamente ambiciosa y
transformadora (2).

A poco tiempo de cumplirse el plazo para alcanzar el
cumplimiento de la agenda, el informe de los objetivos
de desarrollo sostenible 2023, emitido por Naciones
Unidas, sefiala que los avances en mas del 50 % de las
metas de los ODS son insuficientes, y que, el 30 %
estan estancados o han retrocedido. Esto, debido en
gran medida, explica el informe, a la pandemia de la
COVID-19, la crisis del cambio climatico y los
actuales conflictos politicos mundiales (3).

En relacion con el Objetivo 6 “Agua limpia y
saneamiento”, son 11 indicadores mundiales los que
sirven para monitorear el cumplimiento de este obje-
tivo. Los datos del informe sefialan que, entre 2015 y
2022, la proporcion de la poblacion mundial con
acceso a servicios de agua potable (indicador 6.1.1)
aumentd del 69% al 73%. Asimismo, el acceso a
saneamiento gestionado de manera segura (indicador
6.2.1a) creci6 del 49% al 57%, y los servicios basicos
de higiene (indicador 6.2.1b) pasaron del 67% al 75%.
Durante este periodo, fue la poblacion de las zonas
rurales quien experiment6 una mejora en el acceso al
agua, el saneamiento y la higiene, mientras que en las
zonas urbanas se mantuvo sin cambios o incluso
disminuyd. A pesar de estos avances, en 2022 todavia
habia 2,200 millones de personas sin acceso a agua
potable y 3,500 millones sin saneamiento seguro (3).

En cuanto a la calidad del agua (indicador 6.3.2), los
avances a nivel mundial para mejorarla son limitados.
Si bien para el ano 2022, de acuerdo con los datos del
mismo informe, aproximadamente el 58% de las
aguas residuales domésticas fueron tratadas de forma
segura (indicador 6.3.1); aun existe un gran niimero de
paises, principalmente de Africa y parte de Asia, que

carecen de estadisticas sobre el manejo de aguas
residuales. La industria alimentaria, en los sectores
agricola y ganadero, con el vertido al medio ambiente
de aguas residuales no tratadas (que pueden contener
desechos de animales, antibioticos, hormonas, pro-
ductos quimicos, fertilizantes o pesticidas), representa
una de las principales amenazas para su calidad.

Por otra parte, en 2020 el estrés hidrico (relacion entre
la demanda de agua y el suministro renovable) (indi-
cador 6.4.2) a nivel mundial se mantuvo en un nivel
seguro (18.2%); sin embargo, hay regiones como Asia
Central y Meridional, y Africa Septentrional que han
experimentado un aumento preocupante con niveles
superiores al 75%. Datos del Atlas de Riesgos
Hidricos del Instituto de Recursos Mundiales (World
Resources Institute, WRI) indican que 25 paises
albergan a una cuarta parte de la poblacion mundial
que enfrenta cada afio un estrés hidrico extrema-
damente alto. Los cinco paises con mayor estrés
hidrico son Bahrein, Chipre, Kuwait, Libano, Oman y
Qatar (4). Una de las claves para reducir el estrés
hidrico es mejorar la eficiencia en el uso del agua
(indicador 6.4.1), es decir, tener una mejor gestion del
agua destinada a la agricultura, control de fugas en las
redes de distribucion, y la optimizacion de los proce-
sos industriales y energéticos.

La coordinacion intersectorial y la cooperacion trans-
fronteriza de los paises sobre el agua (indicador 6.5.2)
también son fundamentales para alcanzar las metas del
objetivo 6, ya que promueve la integracion regional, la
paz y el desarrollo sostenible entre paises que com-
parten cuencas. Hasta el 2023, solo el 59% de las
cuencas transfronterizas mundiales tenian algin tipo
de arreglo operacional para la cooperacion en materia
de aguas. Ademads, actualmente, a pesar de que 44
paises estan cerca de alcanzar la meta de implementar
la gestion integrada de los recursos hidricos (indicador
6.5.1) a todos los niveles, todavia hay 107 paises con
una gestion integrada de los recursos limitada o
moderada. La implementacion de la gestion integrada
toma en cuenta informacion sobre los diversos usua-
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rios y usos del agua, para promover impactos positivos
a nivel social, economico, y ambiental. Aunado a lo
anterior, a nivel mundial se suman las numerosas ame-
nazas que enfrentan los ecosistemas relacionados con
el agua debidas al cambio climatico, la contaminacion,
y la sobreexplotacion de recursos hidricos.

En lo que respecta a nuestro pais, los datos de los
indicadores, hasta el 2022, sobre agua potable, sa-
neamiento e higiene son los siguientes: el 43% de la
poblacién utiliza un servicio de agua potable ges-
tionado sin riesgos (es decir, sin contaminacion por
residuos fecales o por sustancias quimicas priori-
tarias), el 63% utiliza servicios de saneamiento ges-
tionados de manera segura, y el 94% dispone de insta-
laciones para el lavado de manos con agua y jabén en
el hogar. En cuanto a las aguas residuales, el 64% de
las aguas residuales domésticas en México se tratan y
vierten de acuerdo con las normas nacionales o loca-
les; esta proporcion se encuentra por debajo de Chile
y Guyana Francesa. En calidad del agua, en 2023, el
57% de las masas de agua monitoreadas del pais con-
taba con buena calidad. Este indicador est4 por debajo
de los obtenido por otros paises de la region (5).

En lo que concierne al grado de implementacion de la
gestion integrada de los recursos hidricos, que evalua
cuatro dimensiones: entorno propicio, instrumentos de
gestion, financiacion e instituciones, y participacion;
Meéxico se sitlia en un nivel medio-bajo de implemen-
tacion con un 41%. Los datos disponibles del indica-
dor por dimension y progreso en el tiempo permiten
observar que el entorno, los instrumentos de gestion e
instituciones y participacion han disminuido. La pro-
porcion de la superficie total de las cuencas trans-
fronterizas (rios, lagos o aculferos) sujetas a arreglos
operacionales para la cooperacion en materia de aguas
es del 33% (5).

Respecto al estrés hidrico, el 45% de los recursos
hidricos renovables estan siendo extraidos. Ademas, el
24% de las cuencas hidrograficas en México experi-
mentan cambios rapidos en sus masas de agua super-
ficial, lo que sin duda esta relacionado con el cambio
climatico, la contaminacidn, y la sobreexplotacion que
ha enfrentado el pais y que afectan tanto la disponi-
bilidad como la calidad del agua. Por ejemplo, durante
el primer semestre de 2024, de acuerdo con los datos
del Monitor de Sequia, con corte al 30 de junio, el
porcentaje de areas con sequia de moderada a excep-
cional fue de 54.7% (6); mientras que en la primera
quincena de septiembre se registraron anomalias
positivas de precipitacion disminuyendo las areas de
sequia (7), pero también aumentaron los ciclones
tropicales y sus consecuencias, como las inunda-

ciones. En 2019, la industria minera presentd una fuga
de 4cido sulfurico en el Mar de Cortés, lo que generd
contaminacion y afectaciones al ecosistema (8).
Asimismo, durante afios la sobreexplotacion de agua
por la industria de alimentos ha contribuido a esta
escasez de agua, un ejemplo de esto es lo sucedido en
la comunidad de San Isidro, Jalisco, donde una
empresa estadounidense acapara tierras con acceso al
agua, dejando sin este recurso a la comunidad (9).

Estos indicadores reflejan los avances que ha tenido
Meéxico en el ODS 6, asi como los desafios que ain
persisten; ya que, aunque un porcentaje significativo
de la poblacion tiene, de alguna manera, acceso al
agua, es crucial poner atencion a la calidad del agua y
la eficiencia del recurso para garantizar un futuro sos-
tenible para las proximas generaciones. También es
importante reforzar e incluir indicadores mas precisos
sobre las dimensiones del agua (disponibilidad, acce-
sibilidad, aceptabilidad, confiabilidad y seguridad)
para complementar la informacion y de esta manera
focalizar las acciones e intervenciones en materia
hidrica.

Ademas, como en muchos otros temas, en nuestro pais
es fundamental fomentar una mayor cooperacion entre
las instituciones académicas, gubernamentales, la
sociedad civil, el sector privado y la participacion
comunitaria, pues la implementacion de politicas
integradas y sostenibles permitira una gestion hidrica
responsable. Esto es esencial para asegurar el derecho
humano al agua, con todos los aspectos sociales,
econdmicos y ambientales que ello implica.

Los datos que proporciona el informe de los ODS
2023 son contundentemente desalentadores y preocu-
pantes, por ello, Naciones Unidas hace un llamado ur-
gente a intensificar y acelerar todas las acciones nece-
sarias para alcanzar las metas fijadas para el 2030. En
espec1ﬁc0 para el ObjetIVO 6 “Agua limpia y sanea-
miento”, indica que serd necesario aumentar seis veces
las tasas actuales de progreso mundiales en el caso de
agua potable, cinco veces en el de saneamiento y tres
veces en el de la higiene (3). jHay que actuar ya!

Corin Hernandez Palafox

Alicia Murioz Espinosa

Centro de Investigacion en Evaluacion y
Encuestas (CIEE), Instituto Nacional

de Salud Publica

corinpalafox(@gmail.com, ciee45@insp.mx
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ALGO MAS QUE CIENCIA

Del Mictlan a la CDMX, evolucion
de una celebracion milenaria

En 2015, se estreno la pelicula Spectre, un episodio
mas de la saga del agente secreto James Bond, mejor
conocido como 007. Durante los primeros minutos
de la cinta, los productores ofrecieron al mundo
imégenes sorprendentes de una de las celebraciones
mas coloridas y atractivas de nuestro pais. Asi, es
posible observar en la pantalla la imagen de la muerte
transmutada en Catrinas majestuosas y elegantes
esqueletos, quienes, entre enormes calaveras, flores
de cempasuchil, y el sugerente ritmo de la batucada
desfilan por las calles aledanas al Zocalo, corazén de
la Ciudad de México.

La celebracion referida es conocida como “Dia de
Muertos” y, aunque ésta se observa en casi todo el
territorio nacional, su origen y formas de expresion
son muy diversas. Decir que esta celebracion tiene su
origen en la cosmovision que las grandes civili-
zaciones prehispanicas tenian de la muerte seria una
ligereza. Tampoco seria correcto describir este
festejo como resultado del sincretismo cultural con-
secuencia de la dominacion espanola. Y el deslum-
brante desfile que vimos en la pantalla... jes ficticio!,
tal desfile no sucedia en México antes de la cinta
Spectre.

Para tratar de entender el origen y significado de esta
celebracion, consideremos algunos de elementos que
la componen. De acuerdo con Matus-Moctezuma
(2013), en uno de los materiales consultados para este
trabajo, aunque el hombre se sabe mortal, en su fuero
interno se niega a morir y busca la forma de superar
las fronteras de la muerte. Es por este deseo de
trascender que surgen los mitos sobre “vida después
de la muerte” y las condiciones en que ésta sucede.
Entonces también aparece la idea de un “alma”
inmortal que habita el cuerpo material y que a la
muerte de éste viajard al lugar que cada cultura ha

=Y tu alma? ;Donde crees que haya ido?

—Debe andar vagando por la tierra, como tantas otras;
buscando vivos que recen por ella.

Pedro Paramo, Juan Rulfo

designado para recibirla. Pero para que el alma sea
aceptada en el lugar de destino, es menester que se
hayan cumplido ciertas condiciones en vida ademas
de algunas otras que deberan ser observadas en el
momento de la muerte. Incluso dependerd de los
parientes o la comunidad sobreviviente que las almas
de los difuntos alcancen su destino final satisfac-
toriamente.

Para los antiguos nahuas, la constitucion de los
hombres era compleja, pues ademas del cuerpo
material poseian al menos tres entidades animicas e
invisibles que les conferian facultades sensoriales,
movilidad, sentimientos, impulsos y capacidad inte-
lectual, entre otros atributos, y lo vinculaban con
alguna o algunas deidades en particular. Este con-
junto de atributos otorgaba a cada individuo su
naturaleza “humana” y le conferia su individualidad.
Las principales entidades animicas eran el feyolia o
tlatoque que residia en el corazon y albergaba la
esencia humana, la vida misma, las facultades men-
tales mas importantes y la pertenencia a un grupo de
parentesco. Al morir, viajaba a alguno de los lugares
destinados para los muertos. El tonalli se encontraba
en el cerebro y representaba la individualidad y el
destino personal; después de la muerte, el fonalli
reposaba sobre la tierra. El ihiyot/ se encontraba en el
higado y era el motor de las pasiones. Después de la
muerte, el ihiyot/ se dispersaba sobre la tierra y podia
convertirse en un ente fantasmal o en enfermedades.

El destino del teyolia dependia del tipo de muerte que
se hubiera sufrido y al llegar a €I, ayudaba en los
trabajos que correspondian al Sefior o Sefiora del
lugar. Asi, los guerreros muertos en combate o
sacrificio y las mujeres que morian durante el parto
iban a la casa del Sol y le servirian eternamente.
Quienes morian de alguna forma relacionada con el

274



Lozano Ortigosa RM

agua iban al Tlalocan, lugar del eterno verano y
servirian a Tlaloc. La gran mayoria iba al Mictlan,
pero no todos llegaban a su destino porque durante el
viaje habia que superar muchas dificultades: habia
que atravesar nueve salas y cada una encerraba un
gran peligro. A lo largo del trayecto, el cuerpo del
difunto se iba descomponiendo y descarnando hasta
quedar Unicamente el esqueleto. Al inicio de la
travesia, el viajero se encontraba con un paraje en
donde habia perros que voluntariamente servian de
guia en las primeras etapas del camino. Podia ser que
alguno de estos perros hubiera sido compafiero de
vida del viajero y el reencuentro revivia los lazos de
amistad que los habian unido y de esta forma el
viajero contaba con un aliado sincero; sin embargo,
no todos los difuntos encontraban a un perro guia o
no confiaban en ¢l lo suficiente y entonces lo mas
probable era que el viajero fracasara en su mision. En
estos casos, el viajero vagaba en las salas del infra-
mundo por toda la eternidad.

Esta travesia duraba cuatro afios, al cabo de los
cuales, si todo iba bien, el viajero llegaba ante la
presencia de Mictlantecuhtli y Mictlancihuatl, el
Senor y la Senora del Inframundo, quienes lo recibian
y le asignaban tareas en el Mictlan. A partir de ese
momento y en fechas especificas el viajero recupe-
raba su apariencia humana y podia regresar a visitar
a su familia por un breve periodo de tiempo.

Mictlantecuhtli, Sefior del Inframundo. Imagen tomada de
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5d/MXC
D 151122 Disk of Mictlantecuhtli.jpg

Esta idea de que la muerte era un pasaje hacia una
existencia diferente en la cual también habia trabajo
y responsabilidades, fue dramaticamente impactada
con la evangelizacion. Los colonizadores también
hablaban de una esencia vital: le llamaban “alma” y
también era inmortal. Pero a diferencia de las creen-
cias de los nativos, el alma era solo una y debia ser
salvada a lo largo de la vida o estaria condenada a
pagar eternamente por sus faltas (“pecados”). Tam-
bién habia varios lugares a donde iban las almas. Por
ejemplo, si se habia sido hombre o mujer de bien, una

persona piadosa, iria al paraiso, un lugar de gozo
eterno; en caso contrario, el alma iria al purgatorio,
un sitio concebido para hacer pagar con dolor las
faltas cometidas en vida, y si no conseguia ser redi-
mida, su alma era enviada al infierno en donde seria
torturada terriblemente por toda la eternidad.

De acuerdo con los materiales consultados, los
evangelizadores encontraron la forma de incrustar
estas ideas en el imaginario prehispanico. Con el trato
cotidiano de abuso y los largos sermones sobre las
virtudes de una vida de sacrificio en favor de la
salvacion del alma, con la promesa de una vida
“mejor” después de la muerte, los colonizadores y los
evangelizadores lograron infundir terror en los
nativos y aparentemente ganaron su voluntad de vivir
una “buena vida cristiana”.

Entre otras practicas, la buena vida cristiana signi-
ficaba observar las costumbres y fiestas religiosas.
Una de las cuales era la conocida como de “Todos
Santos”; festividad creada para honrar a la multitud
de creyentes que murieron durante los primeros afios
del cristianismo. Esta celebracion fue oficializada en
el calendario litargico en el siglo XIII y se fijo 1 de
noviembre para llevarla a cabo. Después, en el siglo
XIV se afiadi6 el 2 de noviembre para honrar la me-
moria de los miles de muertos causados por las pestes
que asolaron Europa por aquellos afios. A esta cele-
bracion se le conoce como de los “Fieles Difuntos”.
Ademas de lo anterior, en diferentes fechas se vene-
raban las reliquias de algunos santos. Particularmente
en Espaia e Italia se elaboraban exquisitos dulces y
panes finos con formas de osamenta, que represen-
taban estas reliquias y que eran bendecidos por el
sacerdote del lugar para, posteriormente, ser llevados
a los hogares en donde se colocaban, a manera de
ofrenda, en el altar o la mesa del santo de la devocion.
Obvio que las clases humildes no podian comprar
estos manjares, por eso también se elaboraban répli-
cas con ingredientes baratos. Hay aqui algunas seme-
janzas con el pan de muerto y otros componentes de
las ofrendas y los altares de muertos que se montan
en nuestro pais.

Otra practica de un “buen catdlico” era orar para
liberar a las almas del purgatorio y dejar provisiones
para pagar los servicios para el momento de su
muerte. En la época de la Colonia, todo lo relacio-
nado con la vida y la muerte era gerenciado por la
iglesia y administrado por el parroco del lugar. Era el
parroco quien, de acuerdo con el comportamiento y
las aportaciones de los feligreses, otorgaba o no el
bautismo, asistia a los moribundos o concedia un sitio
para “dar cristiana sepultura a los muertos”, recorde-
mos que los cementerios estaban en el terreno de las
parroquias. Todo esto implicaba ingresos para el
parroco y por esa razdn, estas practicas fueron am-
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pliamente fomentadas durante la Colonia. De hecho,
de acuerdo con los materiales consultados, hay evi-
dencia de que las autoridades eclesiasticas y civiles
de la época llegaron a recomendar, incluso a exigir a
los parrocos, mesura en el cobro por los servicios que
prestaban a los fieles.

Las practicas sociales derivadas de la muerte, como
los desfiles de los cortejos funebres, o las celebra-
ciones de algunas fiestas de caracter religioso,
también implicaban recursos para el gobierno del
lugar. Existen evidencias de que en algin momento
se regularon aspectos como la duracién del evento,
sitio en que se podia llevar a cabo, mercancias que se
podian comercializar, etc. Y en consecuencia, tanto
se fomentaron como se prohibieron ciertas activi-
dades. Por ejemplo, para el Dia de Muertos y de Los
Fieles Difuntos, se promovieron las verbenas popu-
lares, y las procesiones en honor de algin difunto;
cuando se establecieron los panteones administrados
por el gobierno, se permitia asistir al cementerio y
adornar las tumbas, pero se intentd impedir, sin con-
seguirlo por completo, que se hicieran visitas noctur-
nas o se consumieran alimentos o bebidas alcohdlicas
en el lugar.

Finalmente, la economia de mercado se impuso y ya
que los festejos del Dia o Dias de Muertos dejaban
muy buenos ingresos a los comerciantes y al gobier-
no en turno, poco a poco se fueron agregado elemen-
tos para hacerlos mas y mas redituables. La idea de
que “para el mexicano la muerte es sindnimo de
fiesta” resultd muy fructifera y, en consecuencia, el
festejo se fue transformado en un evento ludico, que
ha adquirido vida propia y que en varias regiones del
pais convive con el ritual prehispéanico o el catdlico.
Tan es asi, que 7 de noviembre de 2003, la conme-
moracion del Dia de Muertos en las comunidades
indigenas mexicanas fue declarado por la UNESCO
(Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura) Patrimonio Oral e Inmaterial de la Huma-
nidad. El proposito de este reconocimiento es que la
sociedad tenga clara conciencia del valor y preva-
lencia cultural del elemento puesto a consideracion.
Sin embargo, esta declaracion solo ha favorecido la
comercializacion de esta celebracion con evidentes
beneficios para los comerciantes y el gobierno en

turno y ha propiciado la invasion de los espacios
donde las comunidades indigenas solian llevar a cabo
sus rituales. Lamentablemente no se ha encontrado el
balance entre los beneficios econdmicos del atractivo
turistico y el respeto a las tradiciones ancestrales.

Pero lo cierto es que esta celebracion estd llena de
colorido, y en cualquiera de sus facetas, bien admi-
nistrada puede traer grandes beneficios al pais en
general y a las comunidades en particular. De hecho,
la vestimenta y el maquillaje alusivos a la muerte, los
concursos de altares o de “calaveritas™ (versos pica-
ros que refieren las peripecias de algin conocido o
personaje de importancia) han traspasado las fron-
teras y en algunos lugares en el extranjero desde hace
tiempo se llevan a cabo festivales del Dia de Muertos
que incluyen concursos de altares y calaveritas.

Desfile de Dia de Muertos, CDMX. Imagen tomada de
https://www.flickr.com/photos/culturacdmx/30582439401

También es cierto que el desfile que se muestra en
Spectre sentd un afortunado precedente. A partir de
2016, con excepcion de 2020 debido a la pandemia
por COVID-19, se ha llevado a cabo el Desfile de Dia
de Muertos de la Ciudad de México con creciente
éxito.[ )

Rosa Maria Lozano Ortigosa
Edicion de Estilo de la REB
rosamaria_lozano@hotmail.com

Materiales consultados:

Lommitz C. Idea de la Muerte en México. Primera Ed. Electronica. Fondo de Cultura Econémica 2013.

México

La muerte en México. De la época prehispénica a la actualidad. Revista Arqueologia Mexicana. No. 52.
Edicion especial octubre 2013. México. Ed. Raices, México. Edicion electronica. Disponible en
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https://tiendadigitales.raices.com.mx/reader/ame52-la-muerte-en-mexico?location=9 consultada en
octubre-noviembre de 2024

La muerte en el México prehispanico. Revista Arqueologia Mexicana. Numero Noviembre-Diciembre
1999. Vol VII No. 40. Ed. Raices, México. Edicion electronica. Disponible en
https://tiendadigitales.raices.com.mx/reader/am-40-la-muerte-en-el-mexico-prehispanico?location=11
consultada en octubre-noviembre de 2024

Spectre [pelicula]. Sam Mendez, Director. Eon Productions (2015) Metro-Goldwyn-Mayer 20th Century
Fox

Y para acompaiar este trabajo, una Calavera literaria:

VIVIR Y DEJAR MORIR
Por Copilot de Microsoft

Enia parada del inframundo, la Catrina desfilaba

junto a James Bond, que al Mictlan llegaba.
Con su alma inmortal y su estilo deslumbrante,
007 enfrentaba a Spectre, en un duelo impresionante.

Los cientificos del laboratorio, con curiosidad,

observaban la batalla con gran intensidad.
Servicios funerarios jlistos para actuar!
pues al paraiso o el infierno, todos iran a parar.

Entre esqueletos y almas del purgatorio,

Bond luchaba, firme en su territorio.
Teyolia, su fuerza, lo mantenia en pie,
en este magm'ﬁco, eterno, renacer.

La Catrina observaba con sonrisa traviesa,

sabiendo que en el Mictlan, la vida es una pieza,
un ciclo eterno, un viaje sin fin,
donde el alma inmortal siempre vuelve a su jardin.

Texto generado por Copilot de Microsoft, con el siguiente algoritmo: “Por favor escribe una calaverita literaria con
los siguientes elementos: Mictlan, alma inmortal, servicios funerarios, James Bond, 007, paraiso, infierno, desfile,
cientificos, laboratorio, Catrina, esqueleto, inframundo, Spectre, deslumbrante, magnifico, teyolia, pecados,
purgatorio”. Algoritmo suministrado por Rosa Maria Lozano Ortigosa. Texto creado con Microsoft Copilot: tu
complemento de IA Disponible en Microsoft Copilot: tu complemento de IA (abrir en explorador Microsoft Edge)
Texto ligeramente modificado por rmlo.
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Imagen propiedad de Maria Del Rosario Cruz Nieto
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DiA DE MUERTOS

En noviembre, la calle, habitualmente tranquila, madrugé a las 5:30 am,
empujando las sombras a la calle y techos, entre el ruido de cortinas
metalicas que suben, trasteo de botes, personas que gritan y arrojan atados
de cempoal, gladiola, mano de ledn, y girasoles.

Las rosas, en cajas blancas, se entregan a 2 manos, de 3 en 3, con una
reverencia.

La diminuta flor blanca, tan fragil, en vestiduras holgadas de papel tisuee.
Hay voces, con carcajadas intercaladas, colocando guirnaldas naranja y
negro de calle a calle.

Fuego y calabazas, el color de la noche, del temor a lo incierto.
Banderines de color intenso, alegres, del pueblo que se decanta por
conservar tradiciones.

La calle angosta es un laberinto de puestos de coronas, cruces, globos,
peluches, comida, compradores, autos despacio en zigzag entre gente que
cruza por cualquier lado, en la prisa por conseguir la flor mas fresca y
barata.

- Me acompafias al Panteon, Edu?

—Plantaré un encino.

—Abuela, me da miedo que te mueras.

—Todos morimos, para que haya espacio a otros humanos y subsista la
especie, pero no antes de la fecha.

—En este momento estamos vivos. ;Hueles las rosas?

—iEstaras en el cielo!

—Iré al polvo. Quizas formaré elemento de otro ser, amalgama de la roca o un
fragmento viral, perseverando en pertenecer a lo que llamamos vida.

—Buscame en las palabras de mis autores favoritos o un texto mio, si se
salvan del algoritmo inteligente que sepulta, entre excesos de
intrascendencias.

—Cuestiona y sonrie, porque, sin importar qué escriba, fue divertido.

La iglesia, toda blanca y sobria por fuera.

Por dentro, engalanada de flores, sobre los retablos dorados, acalorada por
velas y cirios, agrega tafiidos de bronce al canto de guitarras y del coro que
ensaya para la misa que compite con las costumbres del pais vecino.

Me quedo pensando “Qué lejos estamos de Homo Neanderthalensis de hace
400,000 afios enterrando a uno de los suyos, por razones todavia discutidas,
entre acto funerario, para no ver el cuerpo corrupto o la horrisona vision de
ser devorado por animales y moscas.”
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Los hallazgos en el yacimiento de Schoningen, Alemania de Neandertales
de 400,000 afios de antigiiedad, con restos de mas de 200 individuos con
evidencia fosilizada de haber sobrevivido a heridas en la cabeza, fracturas
consolidadas y artrosis, indican un comportamiento de cuidado. No sabemos
todavia, si cuidar del enfermo y desvalido sucedio6 por afecto, por
compasion o para esperar un trato parecido. El rasgo emocional del Homo.

E1 pueblo es un sincretismo de flores, musica, rezos, llanto, y disfraces de
Catrina y monstruos.

jAh!, la Catrina dibujada por Guadalupe Posada, en mofa a los locales que
imitaban modos y moda europea.

La Catrina, una variacion de la costumbre medieval del teatro, que usaba
esqueletos para burlarse de la igualdad de la muerte, del Rey, la aristocracia,
y el clero, traida por frailes Jacobinos de algun pueblo oriental budista.
Novedad despreciada por afos, por el sarcasmo y la risa al ridiculizar al
feudo.

“Nos reimos para no llorar de miedo”, dice el pueblo.

Estamos riendo demasiado, me parece.

Hay que buscar otras formas de expresar y combatir duelo y miedo.

Otros modos de ser alegre y divertirnos.

Esté4 la musica, el canto, el teatro, la escritura, técnicas de maquillaje y
moda, pensar, e incluso no hacer nada. “Se puede llorar cantando.”

Nos morimos 3 veces:

La primera cuando el médico lo dice: “Ha muerto™.
La segunda, cuando la tierra cubre el cuerpo.

La tercer muerte, cuando olvidamos.

—Te recuerdo: Mama, Pap4, hermano.

Cada afio es tan distinto, que no se si vuelva, pero les contamos a los nietos,
en las navidades y en cada salida al campo.
Me gustan varias cosas de noviembre.
Memorar, el colorido de las flores, hablar de la muerte como lo que es: el
final de un proceso, pero alegre que no es ahora, y cuando suceda ya no
estare.
Me disgusta tanta energia vital desperdiciada, basura, y que “Dia de
Muertos™ no es un dia, es temporada.
Desde la 6 pm, niflos y adultos disfrazados vuelven a recorren las calles.
Cierro la puerta, deslizo la bata suave y fresca, caminando con calcetas.
—Alexa, musica “Laqué, Flowers Duet.”

Entre pasitos de paloma, corto fruta, queso, preparo palomitas, descorcho
un vino local, rebosando la copa, que tengo de visita los recuerdos.

Ma. Del Rosario Cruz Nieto
mari.cn@hotmail.com
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SOLUCION AL

CRUCIOBIOQ

Funcion metabolica de las
vitaminas

Imagen creada (por rmlo) con Copilot de Microsoft, con el algoritmo: “Crea una imagen de la
estructura quimica de la cianocobalamina”, 04/12/24. Imagen disponible en th (1024x1024)


https://tse1.mm.bing.net/th?id=OIG3.2kZB_ELseGSP40adVpNR&pid=ImgGn
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SOLUCION AL CRUCIBIOQ®
FUNCION METABOLICA DE LAS VITAMINAS

Yolanda Saldaina Balmori
Correo E: balmori@bg.unam.mx

[ d aag
lnnnnﬂﬂnnnnllnnm O o
1 e[ (o lolmlalulr
ANOONOAOOEONEDE O . B
n o an

E
H @ @ 3 H SoEiEnmn

Iﬂllﬂlﬂﬂllﬂﬂﬂﬂl g B
0 R [N LlilPlo]

D a

s | PIRIOITRIOmMIBIINIA

%lﬂﬂﬂ E E =
A i

A ‘clolLlels|T]E[RIO[L]

3 I

WﬂnﬂIﬂﬂﬂml

E

E ﬂ

Slulclelinlilclh
D]

=all=] =

c|

m[o]o]

EHI
o] >=]-1=]>]

EIGIE]

7]
A
M
1
N
0]
s |
K
S|

EDE
o~

0
FliliiolalulINJOIN
E

B
Aol

FlolLltlclo

282


mailto:balmori@bq.unam.mx

Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):283-287, 2024

INDICE ANUAL DE LA

REVISTA DE EDUCACION
BrogQuimicA 2024

Imagen tomada de la Revista de Educacidn Bioquimica (REB) 2023



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 42(4): 283-287, 2024

INDICE ANUAL DE LA REVISTA
DE EDUCACION BloQuiMicA 2024

AUTORES DE LAS EDITORIALES

Camacho Carranza Rafael, Calderon Salinas
José Victor. (2024) Contender con el estrés
hidrico del planeta, un reto cientifico, tecnoldgico
y politico. (REB) 43(1):3-7

Calderén Salinas José Victor, Camacho
Carranza Rafael. (2024) ;Y la contaminacion del
agua? (REB) 43(3):135-139

De Uranga Armendariz Mikel, Calderdon
Salinas José Victor. (2024) Los acidos grasos
omega 3 y omega 6. (REB) 43(2):78-83

Ruy Pérez Montfort. (2024) Sobre el Premio
Nobel de Quimica 2024 en Disefio y Estructura de
las Proteinas (REB) 43(4):210-212

AUTORES DE LOS ARTICULOS

Alcantara Diaz David, Serment Guerrero Jorge,
Serment Gonzalez Silvia. (2024) Resistencia a
radiacion: aspectos basicos y aplicaciones (REB)
43(2):96-107

Cordova-Villalba Grisel, Becerra Arturo. (2024)
Origen y evolucion de las rutas metabolicas. (REB)
43(3):140-148

Cruz-Villarreal Daphne Esperanza, De Jesus-
Quiroz Carlos, Hauger Richard, Olivares-Reyes
Jests Alberto. (2024) El factor liberador de corti-
cotropina, las urocortinas y sus receptores: sus ac-
ciones mas alla del estrés, la depresion y la ansie-
dad (REB) 43(1):8-24

Delgado Coello Blanca Alicia (2024) Caracteris-
ticas de la senescencia celular en el tejido hepatico
en salud y enfermedad. (REB) 43(4):235-244

Gallegos Velasco Itandehui Belem, Vazquez
Aguilar Vicente, Sanchez Caballero Maria
Dolores, Lopez Castellanos Miriam Salome,
Santiago Olivera Brenda Leticia, Herniandez
Cruz Pedro Antonio. (2024) Glicosilacion viral.
(REB) 43(2):84-95

Garcia-Caffarel Emilio, Juarez-Diaz Javier
Andrés. (2024) Las S-RNasas: T2 ribonucleasas
especializadas en evitar la autofecundacion en
angiospermas usando mecanismos diversos que
van mas alla de su actividad de ribonucleasa.
(REB) 43(3):163-175

Garcia-Soto Ivete, Serrano Mario. (2024) Las
ROP GTPasas en las interacciones plantas-
microorganismos (REB) 43(1):25-34

Lopez-Hernandez Mingyar N., Guerrero-
Molina Estefany Damaris, Romero-Rodriguez
Samantha, Vazquez-Ramos Jorge M. (2024)
Funcioén y regulacion del modulador negativo del
ciclo celular Weel, una vision histérica y avances
mas recientes. (REB) 43(4):245-265

Padilla-Garfias Francisco, Araiza-Villanueva
Minerva Georgina, Pefia Diaz Antonio (2024)
Las técnicas moleculares para el andlisis de la
expresion génica, con un enfoque en modelos de
hongos. Antecedentes historicos y aplicaciones
actuales. (REB) 43(4):213-234

Palacios-Serrato Eva Guadalupe, Medina-
Abreu Karen Haidee, Oropeza-Martinez
Enrique, Macias-Silva Marina, Tecalco-Cruz
Angeles C. (2024) TRIM25: un regulador trans-
cripcional, postranscripcional y postraduccional
desregulado en cancer. (REB) 43(3):149-162

AUTORES DE OTRAS COMUNICACIONES
Calderon Salinas José Victor. (2024) La noche
mas corta. (REB) 43(2):116-118

Cruz Nieto Maria del Rosario. (2024) Dia de
muertos. (REB) 43(4):278-280

Cruz Nieto Maria del Rosario. (2024) DOXA
(REB) 43(2):125-126

Cruz Nieto Maria del Rosario. (2024) Ni para el
plato ni para la venta. (REB) 43(3):196-198

Gonce Jeronimo, Pastrana-Pineda César, Lopez
Noé, Encalada Rusely, Velazquez-Moyado

284



Revista de Educacion Bioquimica

Josué Arturo, Belmont-Diaz Javier A. (2024)
Problema Bioquimico. Cinética de produccion de

H>S por la cistationina B-sintasa de Trypanosoma
cruzi. (REB) 43(3):179-183

Gonce Jeronimo, Pastrana-Pineda César, Lopez
Noé, Encalada Rusely, Velazquez-Moyado Josué
Arturo, Belmont-Diaz Javier A. (2024) Solucion
al Problema Bioquimico. Cinética de produccion
de H>S por la cistationina 3-sintasa de 7rypano-
soma cruzi. (REB) 43(3):191-195

Hernandez Palafox Corin, Galindo Gomez
Carlos. (2024) Presencia de sindrome metabolico
en escolares y adolescentes, sobrepeso y obesidad.
(REB) 43(2):112-114

Hernandez Palafox Corin, Mundo Rosas Vero-
nica (2024) Escasez del agua, salud y bienestar.
(REB) 43(1):39-41

Hernandez Palafox Corin, Muiioz Espinosa
Alicia (2024) Seguimiento a los Objetivos de
Desarrollo Sostenible: Objetivo 6 “Agua limpia
y saneamiento”. (REB) 43(4):269-272

Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024) Algo més
que ciencia. Del Mictlan a la CDMX, evolucion de
una tradicion milenaria. (REB) 43(4):273-277

Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024) Algo mas
que ciencia. La magia de un eclipse total de sol.
(REB) 43(2):119-122

Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024) Algo mas
que ciencia. Oppenheimer, ;jun nuevo Prometeo?
(REB) 43(3):184-188

Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024) Algo mas
que ciencia. Una luz en la oscuridad. (REB)
43(1):52-56

Lozano Ruiz Hiram, Rueda y Sanchez de la
Vega Angélica (2024) Problema Bioquimico.
Estimacion del peso molecular de una proteina
por electroforesis en gel de poliacrilamida. (REB)
43(1):48-51

Lozano Ruiz Hiram, Rueda y Sanchez de la
Vega Angélica (2024) Solucion al Problema
Bioquimico. Estimacion del peso molecular de
una proteina por electroforesis en gel de polia-
crilamida. (REB) 43(1):67-70

Morales Lopez Sara, Milan Chavez Rebeca E.
(2024) in memoriam Dr. Guillermo Alvarez Llera.
(REB) 43(1):57-59

Pastrana-Pineda César, Gonce Jeronimo, Lopez
Noé, Saavedra Emma, Belmont-Diaz Javier A.

(2024) Problema Bioquimico ;Cuanto ATP se
produce en una mitocondria? (REB) 43(1):42-47

Pastrana-Pineda César, Gonce Jeronimo, Lopez
Noé, Saavedra Emma, Belmont-Diaz Javier A.
(2024) Solucion al Problema Bioquimico ;Cuanto
ATP se produce en una mitocondria? (REB)
43(1):62-66

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) CRUCIBIOQ.
Funciéon metabolica de las vitaminas. (REB)
43(4):266-268

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) CRUCIBIOQ.
Nucleotidos. (REB) 43(1):35-38

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) CRUCIBIOQ.
Papel metabolico de las enzimas. (REB) 43(3):176-
178

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) CRUCIBIOQ.
Sintesis de Lipidos. (REB) 43(2):108-111

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) Soluciéon al
CRUCIBIOQ. Funcion metabdlica de las vitaminas.
(REB) 43(4):281-282

Saldafia Balmori Yolanda. (2024). Solucién al
CRUCIOBIOQ. Nucleotidos. (REB) 43(1):60-61

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) Solucion al
CRUCIOBIOQ. Papel metabolico de las enzimas.
(REB) 43(3):189-190

Saldafia Balmori Yolanda. (2024) Solucioén al
CRUCIOBIOQ. Sintesis de Lipidos. (REB)
43(2):123-124

AUTORES DE LOS AVISOS

Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A. C. (2024) Convocatoria (REB)
43(2):127-128

Revista de Educacion Bioquimica. (2024)
Instrucciones para los Colaboradores de la Revista
de Educacion Bioquimica (REB) 43(1):71-73

Revista de Educacion Bioquimica. (2024)
Instrucciones para los Colaboradores de la Revista
de Educacion Bioquimica (REB) 43(2):129-131

Revista de Educacion Bioquimica. (2024)
Instrucciones para los Colaboradores de la Revista
de Educacion Bioquimica REB) 43(3):199-201

Revista de Educacion Bioquimica. (2024)
Instrucciones para los Colaboradores de la Revista
de Educacion Bioquimica REB) 43(4):288-290

285



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 42(4): 283-287, 2024

indice Anual 2024

TITULOS DE LAS EDITORIALES

Contender con el estrés hidrico del planeta, un
reto cientifico, tecnolégico y politico. (2024)
Camacho Carranza Rafael, Calderon Salinas José
Victor. (REB) 43(1):3-7

Los acidos grasos omega 3 y omega 6. (2024) De
Uranga Armendariz Mikel, Calderon Salinas José
Victor. (REB) 43(2):78-83

Sobre el Premio Nobel de Quimica 2024 en Diseiio
y Estructura de las Proteinas (2024) Ruy Pérez
Montfort. (REB) 43(4):210-212

.Y la contaminacion del agua? (2024) Calderon
Salinas José Victor, Camacho Carranza Rafael.
(REB) 43(3):135-139

TITULOS DE LOS ARTiCULOS

Caracteristicas de la senescencia celular en el
tejido hepatico en salud y enfermedad. Delgado
Coello Blanca Alicia (2024) (REB) 43(4):235-244

factor liberador de corticotropina, las urocorti-
nas y sus receptores: sus acciones mas alla del
estrés, la depresion y la ansiedad, El. Cruz-Villa-
rreal Daphne Esperanza, De Jesus-Quiroz Carlos,
Hauger Richard, Olivares-Reyes Jesus Alberto.
(2024) (REB) 43(1):8-24

Funcion y regulacion del modulador negativo del ciclo
celular Weel, una vision historica y avances mas
recientes. Lopez-Hernandez Mingyar N., Guerrero-
Molina Estefany Damaris, Romero-Rodriguez Sa-
mantha, Vazquez-Ramos Jorge M. (2024) (REB)
43(4):245-265

Glicosilacion viral. Gallegos Velasco Itandehui
Belem, Vazquez Aguilar Vicente, Sdnchez Caba-
llero Maria Dolores, Lopez Castellanos Miriam
Salome, Santiago Olivera Brenda Leticia, Hernan-
dez Cruz Pedro Antonio. (2024) (REB) 43(2):84-
95

Origen y evolucion de las rutas metabolicas. Cor-
dova-Villalba Grisel, Becerra Arturo. (2024) (REB)
43(3):140-148

Resistencia a radiacion: aspectos basicos y apli-
caciones. Alcantara Diaz David, Serment Guerrero
Jorge, Serment Gonzélez Silvia. (2024) (REB)
43(2):96-107

ROP GTPasas en las interacciones plantas-mi-
croorganismos, Las. Garcia-Soto Ivete, Serrano
Mario. (2024) (REB) 43(1):25-34

técnicas moleculares para el analisis de la expre-
sion génica, con un enfoque en modelos de hon-
gos. Antecedentes historicos y aplicaciones actua-
les, Las. Padilla-Garfias Francisco, Araiza-Villa-
nueva Minerva Georgina, Pefia Diaz Antonio
(2024) (REB) 43(4):213-234

S-RNasas: T2 ribonucleasas especializadas en
evitar la autofecundacion en angiospermas usan-
do mecanismos diversos que van mas alla de su
actividad de ribonucleasa, Las. Garcia-Caffarel
Emilio, Juarez-Diaz Javier Andrés. (2024) (REB)
43(3):163-175

TRIM25: un regulador transcripcional, pos-
transcripcional y postraduccional desregulado
en cancer. Palacios-Serrato Eva Guadalupe, Medi-
na-Abreu Karen Haidee, Oropeza-Martinez Enri-
que, Macias-Silva Marina, Tecalco-Cruz Angeles
C. (2024) (REB) 43(3):149-162

TITULOS DE OTRAS COMUNICACIONES

Cinética de produccion de H:S por la cistatio-
nina p-sintasa de Trypanosoma cruzi. Problema
Bioquimico. Gonce Jerénimo, Pastrana-Pineda
César, Lopez No¢, Encalada Rusely, Veldzquez-
Moyado Josué Arturo, Belmont-Diaz Javier A.
(2024) (REB) 43(3):179-183

Cinética de produccion de HzS por la cistationi-
na B-sintasa de Trypanosoma cruzi. Solucion al
Problema Bioquimico. Gonce Jeronimo, Pastrana-
Pineda César, Lopez No¢, Encalada Rusely, Velaz-
quez-Moyado Josué Arturo, Belmont-Diaz Javier
A. (2024) (REB) 43(3):191-195

,Cuanto ATP se produce en una mitocondria?
Problema Bioquimico. Pastrana-Pineda César,
Gonce Jeronimo, Lopez Noé, Saavedra Emma,
Belmont-Diaz Javier A. (2024) (REB) 43(1):42-47

,Cuanto ATP se produce en una mitocondria?
Solucion al Problema Bioquimico. Pastrana-Pine-
da César, Gonce Jerénimo, Lopez Noé, Saavedra
Emma, Belmont-Diaz Javier A. (2024) (REB)
43(1):62-66

Del Mictlan a la CDMX, evolucion de una tradi-
cion milenaria. Algo mas que ciencia. Lozano Or-
tigosa Rosa Maria. (2024) (REB) 43(4):273-277

Dia de muertos. Cruz Nieto Maria del Rosario.
(2024) (REB) 43(4):278-280

DOXA. Cruz Nieto Maria del Rosario. (2024)
(REB) 43(2):125-126

286



Revista de Educacion Bioquimica

Escasez del agua, salud y bienestar. Hernandez
Palafox Corin, Mundo Rosas Veronica (2024).
(REB) 43(1):39-41

Estimacion del peso molecular de una proteina
por electroforesis en gel de poliacrilamida. Pro-
blema Bioquimico. Lozano Ruiz Hiram, Rueda y
Sanchez de la Vega Angélica (2024) (REB)
43(1):48-51

Estimacion del peso molecular de una proteina
por electroforesis en gel de poliacrilamida. Solu-
cion al Problema Bioquimico. Lozano Ruiz Hiram,
Rueda y Sanchez de la Vega Angélica (2024)
(REB) 43(1):67-70

Funcion metabolica de las vitaminas. CRUCI-
BIOQ. Saldafia Balmori Yolanda. (2024) (REB)
43(4):266-268

Funcion metabolica de las vitaminas. Solucion al
CRUCIBIOQ. Saldafia Balmori Yolanda. (2024)
(REB) 43(4):281-282

in memoriam Dr. Guillermo Alvarez Llera. Mo-
rales Lopez Sara, Milan Chéavez Rebeca E. (2024)
(REB) 43(1):57-59

La magia de un eclipse total de sol. Algo mas
que ciencia. Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024)
(REB) 43(2):119-122

La noche mas corta. Calderdn Salinas José Victor.
(2024) (REB) 43(2):116-118

Ni para el plato ni para la venta. Cruz Nieto
Maria del Rosario. (2024) (REB) 43(3):196-198

Nucleotidos. CRUCIBIOQ. Saldafia Balmori Yo-
landa. (2024) (REB) 43(1):35-38

Nucleotidos. Soluciéon al CRUCIOBIOQ. Saldafia
Balmori Yolanda. (2024). (REB) 43(1):60-61

Oppenheimer, ;jun nuevo Prometeo? Algo mas
que ciencia. Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024)
(REB) 43(3):184-188

Papel metabolico de las enzimas. CRUCIBIOQ.
Saldafa Balmori Yolanda. (2024) (REB)

43(3):176-178

Papel metabolico de las enzimas. Solucion al
CRUCIOBIOQ. Saldana Balmori Yolanda. (2024)
(REB) 43(3):189-190

Presencia de sindrome metabdlico en escolares y
adolescentes, sobrepeso y obesidad. Hernandez
Palafox Corin, Galindo Goémez Carlos (2024)
(REB) 43(2):112-114

Seguimiento a los Objetivos de Desarrollo Soste-
nible: Objetivo 6 “Agua limpia y saneamiento”.
Hernandez Palafox Corin, Mufioz Espinosa Alicia
(2024) (REB) 43(4):269-272

Sintesis de Lipidos. CRUCIBIOQ. Saldana Bal-
mori Yolanda. (2024) (REB) 43(2):108-111

Sintesis de Lipidos. Solucion al CRUCIOBIOQ.
Saldafia Balmori Yolanda. (2024) (REB)
43(2):129-131

Una luz en la oscuridad. Algo mas que ciencia.
Lozano Ortigosa Rosa Maria. (2024) (REB)
43(1):52-56

AVISOS

Convocatoria. Asociacion Mexicana de Profesores
de Bioquimica, A. C. (2024) (REB) 43(2):127-128

Instrucciones para los Colaboradores de la Re-
vista de Educacion Bioquimica. Revista de Edu-
cacion Bioquimica. (2024) (REB) 43(1):71-73

Instrucciones para los Colaboradores de la Re-
vista de Educacion Bioquimica. Revista de Edu-
cacion Bioquimica. (2024) (REB) 43(2):129-131

Instrucciones para los Colaboradores de la Re-
vista de Educacion Bioquimica. Revista de Edu-
cacion Bioquimica. (2024) (REB) 43(3):199-201

Instrucciones para los Colaboradores de la Re-
vista de Educacion Bioquimica. Revista de Edu-
cacion Bioquimica. (2024) (REB) 43(4):288-290

287



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):288-290, 2024

INSTRUCCIONES PARA LOS

COLABORADORES DE LA REB

Imagen tomada de |la Revista de Educacidn Bioquimica (REB) 2024



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(4):288-290, 2024

INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La Revista de Educacion Bioquimica (REB) estd dedicada a la divulgacion, difusion, discusion, andlisis y
presentacion de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bloqulmlca y areas afines. La REB esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes desde nivel medio
Eenor hasta posgrado. Los trabafos que se sometan a evaluacion para su posible publicacion no deben de
erse publicado ni total ni parcialmente en otras publicaciones.

Se aceptan contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma de articulos de investigacion,
revision, critica y andlisis, asi como otras comunicaciones relacionadas con diversas formas de estimular el
aprendizaje de la bioquimica que pudieran servir de apoyo a investigadores, profesores y alumnos, en aspectos
académicos, de actualizacion e investigacion.

LAS CONTRIBUCIONES DEBEN AJUSTARSE A LOS SIGUIENTES
LINEAMIENTOS EDITORIALES:

I. Articulos de investigacion, revision, critica y vez que se utilicen.
analisis 5. Figuras, tablas, y pies de figuras o leyendas.

1. Portada. Titulo, que debe de ser claro, simple Presentarlas separadas del texto del articulo, ya sea

y atractivo; evitar las abreviaturas y de ser
necesarias, definirlas al inicio del texto.
Nombres completos de los autores, iniciando

or el nombre propio, seguido del o los ape-
{)lido(s). A cada autor se le asignard un nimero
arabigo, escrito entre paréntesis, para indicar
su afiliacion. Afiliacidon de los autores, indicar
departamento, institucion, ciudad, estado y
pais. Iniciar con el nimero ardbigo corres-
pondiente al autor/es. Nombre y direccion de
correo electronico del autor responsable de la
publicacion. Titulo breve del trabajo, maximo
60 caracteres.

2. Resumenes y palabras clave. Incluir dos resu-
menes; uno en espafiol y otro en inglés (Abstract)
de no mas de 350 palabras cada uno. Después de
cada resumen, incluir de tres a seis palabras clave
(espaiol e inglés segiin corresponda).

. Texto. Escribir el articulo en Word, con una exten-
sidbn maxima recomendada de 15 cuartillas a doble
espacio, en Times New Roman 12, sin formato de
texto, tabuladores o pies de pagina. Control de
cambios desactivado. Incluir las figuras, tablas,
leyendas y pies de figura después de las referencias
o en un archivo aparte, segin se describe en el
punto 5.

. Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las nor-
mas de la [IUPAC, aquellas especificas o poco co-
munes deberan definirse entre paréntesis la primera

que se incluyan después de las Referencias o se
envien por separado en un archivo de Word o
Power Point. Tanto los pies de figura como las
leyendas deben estar separadas de las figuras o
tablas. Las tablas deben estar en Word y sin for-
matos especiales. Enviar las figuras en formato jpg;
pueden ser a color, con fondo y sombreado. Nu-
merar figuras y tablas con arabigos.

Nota: Las figuras y las tablas se reduciran posible-
mente hasta un cuarto de las dimensiones de una
hoja tamafio carta; favor de tomarlo en cuenta para
que las letras y nimeros mas pequefios sean legi-
bles atn después de la reduccion.

En caso de emplear figuras previamente publica-
das, deberd darse el crédito correspondiente y, de
ser necesario, obtener el permiso para su publi-
cacion en la REB.

. Mencion de figuras y tablas. En las leyendas y

pies de figura usar la palabra completa, ejemplo:
Figura 1. En esta figura se describe... Dentro del
texto, las tablas o figuras se deben mencionar con
minusculas, la palabra completa y sin paréntesis.
Las referencias para las figuras deberan citarse con
la abreviatura, la primera letra con mayuscula y
entre paréntesis (Fig. 2); para las tablas, usar la
palabra completa, la primera letra mayuscula y
entre paréntesis (Tabla 2).

. Referencias. Se indicaran en el texto con niimeros

entre paréntesis, de acuerdo con su orden de apa-
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ricion. Las referencias se enlistaran al final del
trabajo por orden numérico de aparicion en el texto
y de‘t])en incluirse en el formato “Vancouver”, de
acuerdo con los siguientes ejemplos:

e Articulo: Autor/es. Titulo del articulo. Abreviatura
internacional de la revista. Afio; volumen (ni-
mero): pagina inicial-final del articulo. Ejemplo:
Dawes J, Rowley J. Enhancing the customer ex-
perience: contributions from information tech-
nology. J Business Res. 2005; 36(5):350-7.

e Libro completo: Autor/es. Titulo del libro. Edicion.
Lugar de publicacion: Editorial; afio. Ejemplo: Bell
J. Doing your research project 5th. ed.
Maidenhead: Open University Press; 2005.

e Capitulo de libro: Autor/es del capitulo. Titulo del
capitulo. En: Director/Coordinador/Editor del libro.
Titulo del libro. Edicion. Lugar de publicacion:
Editorial; afio. Pagina inicial-final del capitulo.
Ejemplo: Franklin AW. Management of the
problem. En: Smith SM, editor. The maltreatment
of children. Lancaster: MTP; 2002. p. 83-85.

e Pagina web: Autor. Titulo [Internet]. Lugar de
publicacion Editorial/Autor; afio de publicacion
[actualizado dia mes y afio; citado dia mes y afio].
Disponible en: URL Ejemplo: Organizacion Mun-
dial de la Salud [Internet]. OMS, 2020 [citada 25
marzo 2020]. Disponible en: https://www.who.int/es

e Articulo de revista electronica: Autor/es. Titulo
revista abreviado [Internet]. Lugar de publicacion:
Editorial; Afio de publicacion [citado dia mes y
afio]. Pagina inic1a{) final del articulo. Disponible
en: URL. Ejemplo: Spasojevic T, Wedmann S,
Klopfstein S. Seven remarkable new fossil species
of parasitoid wasps (Hymenoptera, Ichneu-
monidae) from the eocene messel pit [Internet].
PLOS ONE; 2018 [citado 25 marzo 2020]'13(6)'
e0197477. Disponible
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10. 137
1/journal.pone.0197477

Nota: En todos los casos, enlistar al/los autores de la
siguiente manera: Apellido seguido de la o las iniciales
sin puntos. Si fueran varios autores, separar los
nombres con coma. Ejemplo: Ruiz-Trillo I, Burger G,
Holland PWH, King N, Lang BF, Roger AJ, Gray M.

II. Otras comunicaciones incluyen resimenes y
comentarios a articulos cientificos, problemas ted-
ricos, ejercicios practicos, juegos didacticos, avisos de
reuniones académicas o cursos, informacion cientifica
o académica de interés general, cartas al editor, home-
na[ies a cientificos destacados, colaboraciones cultu-
rales o literarias, entre otras. En estos casos:

e El contenido de estas comunicaciones debera ser
desarrollado en forma resumida y de manera
explicita.

D odran incluir hasta tres figuras o tablas
confp orme a lo descrito en los incisos 5 y 6. Se
aceptaran hasta 10 referencias, mismas que se
citaran como se indica en el inciso 7.

III. Proceso de Envio. Enviar, como archivos
adjuntos, los archivos electronicos del trabajo a
publicar a la Revista de Educacion Bioquimica
(reb@bg.unam.mx), con copia al Editor en Jefe
(jealder(@cinvestav.mx), desde la direccion de correo
electronico del autor responsable de la publicacion.
Esta direccion serd considerada como la direccion
oficial para la comunicacion con los autores. El autor
responsable deberd indicar su adscripcion con telé-
fono, direccion electronica y postal para comunica-
ciones posteriores.

En el texto del mensaje se debera solicitar la
evaluacion del trabajo para su posible publicacion en
la REB; se debera incluir el titulo del trabajo, los
nombres completos de los autores y su adscripcion
institucional, asi como el nlimero, tipo y nombre de los
archivos electronicos enviados. En el mismo texto se
debe aclarar que el trabajo no ha sido enviado a otra
revista para su evaluacion (ni en forma total ni parcial)
y que el mismo no estd en proceso de publicacion en
otra revista o en otro tipo de publicacion. De igual
manera se debe manifestar que no existe conflicto de
intereses entre los autores que envian el trabajo.

IV. Evaluacién. Los manuscritos seran evaluados por
al menos tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviard el trabajo con los
autores en andnimo; los revisores también perma-
neceran anoénimos para los autores y entre ellos. Los
revisores opinaran sobre la relevancia del trabajo en
un lapso no mayor a 30 dias naturales.

Las correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas, con anonimato entre ellos, al Editor en Jefe.
El resultado de la evaluacion puede ser: rechazado,
enviado para correcciones, o aceptado.

Una vez obtenida la evaluacion, el Editor en Jefe la
comunicard al autor responsable de la publicacion, y
en su caso, le enviara las observaciones para que las
incorpore al manuscrito o manifieste su opinion sobre
aquellas que considere discutibles. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
REB, en un lapso no mayor a 30 dias naturales; si el
manuscrito es recibido de forma extemporanea, se le
considerard como si estuviera siendo enviado por
primera vez. De ser necesario, el Comité Editorial
volvera a enviar el manuscrito corregido a los revi-
sores para tener una nueva ronda de evaluacion. Una
vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera se
enviardn al autor responsable para su aprobacion o
correccion.

Los manuscritos que no cumplan con las
Instrucciones para Colaboradores de la REB no
seran aceptados para su revision.[:z
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