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NUESTROS
INVESTIGADORES

Dr. Cesar Lopez Camarillo

Profesor Investigador
Posgrado en Ciencias Gendémicas
Universidad Autonoma de la Ciudad de México

cesar.lopez@uacm.edu.mx

Desde agosto del 2003, se ha desempefiado como
Profesor Investigador en el Posgrado en Ciencias
Genodmicas de la UACM, impartiendo cursos de
Biologia Celular, Oncogenémica y Gendmica a
nivel licenciatura y posgrado. Ha participado en la
direccion de 26 Tesis de estudiantes de Maestria
y 8 de Doctorado. EIl Dr. Lépez-Camarillo es autor
de 145 articulos en revistas cientificas indizadas
internacionalmente, 10 capitulos de libros y 3
libros editados en el extranjero. Algunas de sus
distinciones académicas incluyen el Premio Lola e
Igo Flisser-OUIS UNAM a la mejor tesis Doctoral
2001, Premio Ciudad Capital: Heberto Castillo
2009, Premio Bristol a la Investigacion en Cancer
de Mama Avanzado 2010, Premio Nacional de
Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
2016 y el Premio Nacional de Oncologia “Guillermo
Montano” 2017

Es miembro del Sistema Nacional de Investigadores
Nivel 3 y miembro activo del Editorial Board en 12
revistas cientificas indizadas internacionalmente
(BMC Cancer, Int J of Molecular Medicine, Frontiers
in Oncology, Int J of Breast Cancer, Cancer
Biomarkers, etc). También es revisor activo de
articulos de investigacion en 142 revistas cientificas,
Publons Top 1% Reviewer in Molecular Biology and
Genetics (470 peer reviews). Actualmente tiene

colaboraciones con grupos de investigacion del
INMEGEN, el INER, el CINVESTAV, la ENMyH-
IPN, el Centro Médico Siglo XXI, el CIMAV, la
UNAM, la UAS y la UACh.

Lineas de Investigacion representativas del
grupo:

1. Busqueda de marcadores moleculares con valor
pronéstico en cancer de mama mediante el analisis
de perfiles proteédmicos en poblacién mexicana.

2. Analisis funcional de microRNAs, IncRNAs
y RNAs circulares en modelos de cultivos
organotipicos en tres dimensiones (3D) en cancer
de mama.

3. Anadlisis funcional de microRNAs en células
madres derivadas de cancer de mama.

4. Regulacién de los hallmarks del cancer mediante
rearreglos de la topologia del genoma en tres
dimensiones (3D).

5. Desarrollo y utilizacién de nanoparticulas de
diamante y paladio acopladas a farmacos en el
tratamiento del cancer de mama y ovario.

Publicaciones:

https://www.researchgate.net/profile/Cesar_Lopez-
Camairillo



LICEIJC'IATURA EN
CIENCIAS GENOMIGAS
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La Licenciatura en Ciencias Gendémicas se cre6 a propuesta de la Academia del Posgrado en Ciencias
Gendmicas, con el objetivo de promover una nueva oferta académica, dentro del Area de las Ciencias
de la Vida en la Universidad Autonoma de la Ciudad de México (UACM). El objetivo de la licenciatura es
formar profesionales en las Ciencias Genémicas con una preparacion tedrica y practica que les permita
comprender, estudiar, investigar y dar solucién a los problemas relacionados con la genémica humana y
de agentes infecciosos de importancia médica y agropecuaria, asi como en la identificacion humana. Los
graduados tienen la posibilidad de continuar con estudios de maestria en el Posgrado en Ciencias Gendémicas
y de integrarse tempranamente a proyectos de investigacion cientifica. La mision de esta licenciatura es
proveer a la Ciudad de México de profesionales en las Ciencias Gendmicas con una formacién cientifica
integral y profundamente humana, avalada en el cumplimiento de un programa de estudios de alta calidad
académica, que contempla tanto la adquisicién de conocimientos de frontera en el area, como el desarrollo
de habilidades metodoldgicas que fomenten el pensamiento critico e innovador en todos los campos de
accion de la Genomica en beneficio de la sociedad.

Este es el primer programa a nivel licenciatura en Ciencias Gendémicas acreditado en la Ciudad de México,
constituyéndose como una opcidn educativa innovadora y de alta calidad académica. La planta académica
esta conformada por 12 profesores de tiempo completo, todos tienen estudios de doctorado, pertenecen al
Sistema Nacional de Investigadores (SNI) y cuentan con lineas de investigacion que abordan problemas de
gran impacto relacionados con la Salud. Los estudiantes se incorporan tempranamente a estos proyectos de
investigacion en el séptimo y octavo semestre. La licenciatura se imparte en el Plantel del Valle de la UACM,
donde se cuentan con laboratorios de docencia, en ellos los estudiantes realizan practicas que les permiten
desarrollar habilidades y entender los procesos bioldgicos que se ensefian en las aulas. Actualmente, la
LCG atiende alrededor de 180 estudiantes desde el semestre de integracion hasta el 8vo semestre. La
licenciatura en Ciencias Genomicas cuenta con 13 titulados en Ciencias Genémicas y 25 egresados los
cuales se encuentran realizando su servicio social o tesis.

Si quieres saber mas sobre el plan de estudios puedes visitar el portal electrénico de la UACM
https://www.uacm.edu.mx/OfertaAcademica/CCyT/Ciencias_Genomicas

Fotografia: Alfredo Padilla Barberi



PUBLICACIONES CIENTIFICAS

recientes del PCG

Fuente: Paul & Lindamarie Ambrose

LA PUBLICACION DE RESULTADOS DE LOS PROYECTOS DE INVESTIGACION EN REVISTAS CIENTIFICAS

INTERNACIONALES CON ARBITRAJE ESTRICTO, CONSTITUYE UN IMPORTANTE INDICADOR DE LA CALI-
DAD E IMPACTO DE LAS INVESTIGACIONES REALIZADAS EN EL PCG-UACM
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CAPITULOS DE LIBROS

Breast Cancer
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Camarillo C. Novel Breast Cancer Treatment by Targeting Estrogen Receptor-Alpha
Stability Using Proteolysis-Targeting Chimeras (PROTACs) Technology. In: Mayrovitz
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Presentacion de cartel: Ocampo-Aguilera N.A., Méndez-Garcia L.A., Escobedo
G. y Solleiro-Villavicencio H. "Expresiéon de ACE2 en el higado de pacientes
con obesidad: asociacion con biomarcadores bioquimicos, citocinas
proinflamatorias y datos clinicos"”. Congreso Nacional de Genética de la
Sociedad Mexicana de Genética. 25 al 28 de octubre del 2022. Chapala, Jalisco.

Este trabajo obtuvo el 2do lugar de carteles de maestria en el Congreso Nacional de Genética

XXXl Congreso Nacional
de Bioguimica

ety

Presentacion de cartel: Danna Paola Aguirre Casimiro, Patricia Cuellar,
Claudia Castillo Mercado, Elizabeth J. Castaifieda-Ortiz, Landy Marlene Rojas
Avilés, Jesus Valdés, Elisa Azuara-Liceaga. “EhMyb10 Transcription Factor
Interactome: Evidence of Cotranscriptional Regulation” XXXIII Congreso

XXXl Congreso Nacional
de Bioguimica

ety

Nacional de Bioquimica 16 al 22 de octubre del 2022. Mérida Yucatan.

Presentacion de cartel: Elizabeth J. Castafieda-Ortiz, Patricia Cuellar, César
Rosales Zarza, Danna Paola Aguirre Casimiro, Landy Marlen Rojas Avilés,
Jesus Valdés, Patricia Talamas Rohana, Elisa Azuara-Liceaga. “DBD-Myb
Proteins In E. invadens: Classification And Cyst-Stage Transcription” XXXIII

e Congreso Nacional de Bioquimica. 16 al 22 de octubre del 2022. Mérida Yucatan.



®¥XI Congreso Macional Presentacion de cartel: Patricia Cuellar, Mariana Saldivar Anaya, Elizabeth

de Bioguimica J. Castafneda-Ortiz, Abigail Betanzos, Jesus Valdés, Mario Alberto Rodriguez
T Rodriguez, Carlos Martinez Rodriguez, Elisa Azuara-Liceaga. “EhMyb10
i ety Overexpression In E. histolytica: Implications during epithelial cell

interaction” XXXIII Congreso Nacional de Bioquimica. 16 al 22 de octubre del
2022. Mérida Yucatan.

¥¥XII Congreso Macional Presentacion de cartel: Laura Isabel Vazquez Carrillo, Jesus Enrique Sanchez

de Bioguimica Valdovinos, José Espinoza Hickks, César Lopez Camarillo, Jessica Hernandez-
o o i S ol e Ribera, Alejandro Camacho Davila, Edgar Estrella Parra, Maria Elizbeth Alvarez
Ry~ Sanchez. Effect of Prenylated Chalcones on Trichomonas Vaginalis. XXXIl|

E——— Congreso Nacional de Bioquimica. 16 al 22 de octubre del 2022. Mérida Yucatan

XXXl Congreso Nacional Presentacion de cartel: Marcos Morales Reyna, Joseé C. Espinoza Hickks, César

de Bioguimica Lépez Camarillo, Jessica Hernandez-Ribera, Alejandro Camacho Davila, Edgar
o o i S ol e Estrella Parra, Maria Elizbeth Alvarez Sanchez. Determination of the effect of
B prenylated chalcones on the membrane potential, apoptosis and metabolome

—— of castration-resistant cells in prostate cancer. XXXIIl Congreso Nacional de
Bioquimica. 16 al 22 de octubre del 2022. Mérida Yucatan.

Presentacion de cartel: Lucero Acufia Aguilar, Erasmo Orrantia Borunda, Olga
Nohemi Hernandez de la Cruz, Mario César Lépez Camarillo, Mario Miki
Yoshida, Sofia Moreno Terrones. Funcionalizacién de nanodiamantes con
metformina y su efecto citotoxico en lineas celulares de cancer. 9° Congreso
Internacional de la red de Biomateriales e Ingenieria de Organos. 26 al 28 de
octubre de 2022. Ciudad Juarez, Chihuahua.

Presentacion de cartel: Juan Carlos Martinez Brisefio, Alejandra Sanchez
+ - |consresomacionar Espinosa, Eduardo Carrillo Tapia, Maximo B. Martinez Benitez, Elizabeth
| encias Qumics - Biekigieas ). Castafieda Ortiz, José de Jesus Olivares Trejo, Lilia Lopez-Canovas.
“Disefio y seleccion de aptameros de ADN que reconocen a la Proteina
Quimioatrayente de Monocitos 1 humana” 10° Congreso Nacional de Ciencias

Quimico-Bioldgicas. 3 al 4 de noviembre del 2022. Zacatecas.

Presentacion oral: Elisa Azuara-Liceaga, Abigail Betanzos y Cecilia Bafiuelos. “La
brecha de género de las mujeres en la ciencia: vision desde la perspectiva de
las Ciencias de la Vida”. Congreso de Investigadoras del SNI y de Iberoamérica
2022. 10 al 12 de noviembre de 2022. Puebla, Puebla
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PROYECTOS EN DESARRLLO
DE LOS
INVESTIGADORES DEL PCG

Entamoeba histolytica
y la regulacion cotranscripcional

Claudia Castillo Mercado ', Patricia Cuellar 2, Jesus Valdés 3, Mario Alberto

Rodriguez 4, Elisa Azuara-Liceaga * *

" Estudiante del Programa de Maestria en Ciencias Gendmicas. 2 Estancia Postdoctoral en el Posgrado
en Ciencias Gendmicas. * Departamento de Bioquimica, Cinvestav-IPN. 4 Departamento de Infectémica y

Patogénesis Molecular, Cinvestav-IPN. 5 Posgrado en Ciencias Genoémicas, UACM

*Autor corresponsal: elisa.azuara@uacm.edu.mx

Incidencia de la amibiasis en México

Entamoeba histolytica es responsable de la
amebiasis, laterceracausade muerte porinfecciones
de parasitos con numeros que ascienden a 100,000
muertes anuales. Casi el 90% de las infecciones por
E. histolytica son asintomaticas, sin embargo cerca
de 50 millones de personas presentan sintomas’.
En el afo 2021, en México se reportaron 110,478
y 449 casos de amibiasis intestinal y de abscesos
hepaticos respectivamente. De manera interesante
en el afio 2022 se reportd un aumento en un 4% y
un 16% los casos de amibiasis intestinal y abscesos
hepaticos. Colima, Querétaro y Tlaxcala son los
estados con la menor cantidad de casos reportados,
mientras que la mayor incidencia corresponde a
los estados de Chiapas, Oaxaca y Veracruz que
aportan aproximadamente el 35% de los casos a la
incidencia nacional. Sin embargo, las estadisticas
pueden estar subestimadas por la dificultad para la
deteccion del parasito en la mayoria de los centros
de salud. Esto indica que, aunque la amibiasis no
es una de las principales emergencias a nivel salud,

no demerita su importancia, ya que en lugares con
un adecuado sistema de sanidad e higiene como la
CDMX los casos no han disminuido, por el contrario
entre el 2021 y el 2022 se observo un incremento
de casi 72% (1632 vs 2817 casos)?. Conocer los
mecanismos que regulan la expresion de genes
que participan en la virulencia de la amiba nos
permitira disefiar herramientas para combatirla y
comprender como esté parasito evade nuestras
defensas.

Caracteristicas generales:
virulencia

propiedades de

E. histolytica no requiere de un vector para su
transmisién y la infeccidn inicia con la ingesta de
quistes a través de agua o alimentos contaminados.
Esta forma se desenquista en el ileon terminal,
donde se genera la forma infectiva o trofozoitos
moviles. Los trofozoitos proliferan y se adhieren a
la superficie de la mucosa e invaden el intestino



grueso, causando diarrea y colitis. Los trofozoitos
penetran y atraviesan el epitelio intestinal donde
pueden diseminarse a ofros 6rganos, mas
comunmente al higado, donde forman abscesos®.
Bajo ciertas condiciones los trofozoitos se enquistan
nuevamente y son expulsados en las heces para
reiniciar el ciclo en otros huéspedes*. Entre las
propiedades de virulencia que caracterizan a la
amiba se distinguen la adhesioén a la célula blanco
mediada por factores como la lectina GalGalNAc o
el citoesqueleto de actina que le permite a la amiba
formar placas de adhesion hacia la célula blanco.
La amiba ademas secreta factores citotdxicos como
amebaporos o proteasas que le permiten degradar
a la célula blanco (célula intestinal, eritrocito o
bacteria) para alimentarse de ella o evadir células
del sistema inmune®. La expresion de estos factores
tienen que ser finamente regulados para que se
sinteticen en el momento adecuado a través de
mecanismos de regulacion de la expresion génica.

Mecanismos de regulacion de la expresion
génica

A pesar de ser un organismo unicelular que puede
ser considerado “primitivo”, en realidad, la amiba es
un eucarionte muy complejo, por ejemplo desde el
punto de vista de sugendma, el 75% esta compuesto
por A-T y posee un alto contenido de regiones
repetidas. El genoma de aproximadamente 20
Mpb contiene 8,201 genes®, donde se encuentran
codificados factores de transcripcion y de splicing
que se requieren para la expresion de sus genes.
Para regular la transcripcion, la amiba utiliza 3
elementos en sus promotores: una caja TATA,
un elemento GAAC y un elemento Inr. A estos
elementos ubicados en la regién promotora de los
genes, se unen factores generales de transcripcion
como la RNA Pol Il, y la proteina TBP, entre otros™%.
Sin embargo, también otras proteinas pueden
regular la expresion de un gen y son denominados
factores de transcripcion. De manera interesante,
en la amiba se han distinguido grandes familias
de genes como resultados de una expansion
genodmica y muchos de ellos han adquirido
funciones que le permiten a este organismo
responder y adaptarse a los diferentes ambientes
en los que se desarrolla como el colon o el higado
0 para enquistarse®. Las proteinas Myb, son una de
las familias mas abundantes en este protozoario y

las profundizaremos mas a continuacion.

Por otro lado, casi el 30% de los genes de la
amiba (2,442 genes) contienen intrones. Los
intrones en los genes de E. histolytica poseen
sitios de splicing (ss) 5'y 3' conservados, pero las
secuencias con puntos de ramificacién carecen
de conservacion. Estos sitios son reconocidos
para ensamblar el spliceosoma y llevar a cabo
la remocidn de intrones. Recientemente, se han
identificado algunas proteinas involucradas en el
proceso de splicing por medio de espectrometria
de masas, demostrando que es esencial para la
maduracién de los mensajeros. Las interacciones
RNA-RNA son principalmente responsables de la
remodelacion del spliceosoma y la conformacion
del nucleo catalitico pero también se requieren
numerosas proteinas para el ensamblaje, la catalisis
y fidelidad del splicing®. Una de estas proteinas es
el factor de splicing EhU2AF2 que participa en el
reconocimiento del punto de ramificacion y recluta
a otros componentes del spliceosoma para poder
remover a los intrones.

Proteinas Myb

Como se mencioné anteriormente, la familia de las
proteinas Myb es amplia, diversa y esta presente
en todas las células eucariotas. Las proteinas Myb
desempefian la funcién de factores de transcripcion
que se unen al DNA a través de un dominio MYB
(DBD-MYB) que consiste de una region de 1 a
3 repetidos de aminoacidos que presentan una
estructura secundaria hélice-vuelta-hélice. Dentro
de cada repetido, hay tres triptéfanos conservados
que estan separados por 18 o 19 aminoacidos
responsables de estabilizar la estructura. La
tercera hélice de cada repetido tiene contacto
directo con el surco mayor del DNA mientras que
las dos hélices complementarias dan estabilidad a
la interaccién DNA-proteina™. El DBD-MYB media
la actividad de uniéon al DNA en una secuencia
especifica denominada ERM". Las proteinas Myb
pueden participar en funciones diferentes: a) Como
factores de transcripcién en la regulacion de la
expresion génica; b) como cofactores de splicing c)
como proteinas de unién a telomeros "2,

Lenomicas 9



EhMyb10: Un factor de transcripcion implicado
en virulencia

El gen ehmyb10 codifica para una proteina de
153 aminoacidos que pesa 17.9 kDa, y es uno
de los genes myb de mayor expresién™. En un
trabajo previo, se modelé la estructura terciaria del
DBD-MYB de esta proteina, la cual conserva la
estructura de hélice-vuelta-hélice en los repetidos
R2 y R3'. Ademas en trofozoitos recuperados de
una interaccion con epitelio de colon, se mostrd
que ehmyb10 aumenta su expresion casi 3 veces
mas'™. Adicionalmente, mediante analisis EMSA
se demostré que la proteina EhMyb10 reconoce
y se une al ERM, por lo que EhMyb10 podria ser
un factor de transcripciéon que regula 846 genes
que contienen al ERM en su regién promotora.
De estos, 147 presentan al menos un intrén, por
lo que podrian ser ademas, blancos de splicing.
Este proceso simultaneo de transcripcion y splicing
es denominado regulacién cotranscripcional. Por
medio de un analisis ontoldgico, los posibles genes
blanco se clasificaron en cuatro categorias: funcién
molecular, proceso bioldgico, componente celular y
tipo de proteina. La funcién molecular mas frecuente

EhMyb10
[y

fue actividad catalitica, por ejemplo cinasas y
proteinas remodeladoras de cromatina SWI5.
Entre los procesos bioldgicos, mas frecuentes se
encontré el de genes que participan en regulacion
biolégica que se refiere a la modulaciéon de la
expresion génica. Ademas, 13 de estos genes se
modulan en condiciones de colonizacion intestinal
y en clonas virulentas de HM1:IMSS, como el gen
que codifica para la ribonucleoproteina pequefa
U1. Por medio de un ensayo de interaccién
empleando el programa STRING se determiné la
posible asociacion de EhMyb10 con las proteinas
de splicing, como EhU2AF2, y proteinas que
conforman al complejo PRP19, como EhCDC5-like
(Fig. 1), este complejo es necesario para regular
la actividad del spliceosoma. Esto es interesante
ya que sugiere la presencia de un mecanismo de
regulacién cotranscripcional en E. histolytica.

EhCDC5-like:
splicing?

¢Factor de transcripcion vy

El gen ehcdc5-like de E. histolytica codifica para
una proteina Myb de 238 aminoacidos con un peso
tedrico de 27.4 kDa, se conforma por 717 pb, y no

Complejo PRP19

Proteinas de union a
DMA/RMNA

Spliceosoma

Figura 1. Red de interaccion de proteinas involucradas en la regulacion cotranscripcional en E. histolytica. Interactoma
de las proteinas EhMyb10, EhCDC5-like y EhU2AF2 obtenido mediante el programa STRING. En amarillo se muestran a las
proteinas que podrian participar como factores de transcripcion, en azul las que conforman al complejo activador del spliceosoma

y en verde a las proteinas que llevan a cabo el splicing.
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contienen intrones. Esta proteina Myb pertenece a
la familia R2R3-Myb ya que su dominio de unién a
DNA presenta solo dos repetidos; ademas presenta
varias regiones desordenadas en su extremo amino
terminal que apoyan su interaccién con RNA. La
familia CDC5 en otros organismos participa en el
control del ciclo celular G2/M y en la reparacion
de DNA'. De manera interesante, por medio de
inmunoprecipitacion, se demostré que la proteina
CDC5 del humano se asocia con proteinas que
participan en el splicing. Al utilizar un cultivo de
Saccharomyces cerevisiae deficientes en CEF1,
una proteina ortéloga de CDC5, se observé que los
mensajeros conservaban los intrones, la levadura
era incapaz de realizar el proceso de splicing'®.
Ahora sabemos que la proteina CDC5 forma parte
del complejo Prp19 que participa en la activacion
del spliceosoma'?, aunque también puede unirse a
secuencias de DNA para promover la transcripcion
¢, Cual seria el papel que desemperfia EnCDC5-like
en E. histolytica, splicing, transcripcion?

EhMyb10, EhnCDC5 y EhU2AF2: Proteinas clave
en la regulacion cotranscripcional

Para resolver estas preguntas, en el laboratorio 2
del Posgrado de Ciencias Gendmicas el grupo de la
Dra. Elisa Azuara Liceaga ha estudiado a EhMyb10
y a EhCDC5-like y su participacion en los procesos
de splicing y transcripcion. Para ello, los genes
se sobreexpresan en trofozoitos transfectados
y se analizan a través de diferentes estrategias:
Western blot, inmunofluorescencia indirecta,

PCR. Estos analisis nos permiten determinar el

papel que desempefian estas proteinas en el
splicing y la transcripcion. Por medio de ensayos
de inmunofluorescencia marcamos con a las
proteinas con diferentes anticuerpos acoplados a
fluoréforos y observamos a la proteina EhCDC5-
like co-localizando con la proteina EhMyb10 en
el citoplasma y en el nacleo de la amiba (Fig. 2
A). De manera interesante, de manera similar
pero ahora sobre-expresando, en conjunto con
EhMyb10, al factor de splicing EhU2AF2 en un
trabajo en colaboracién con el Dr. Jesus Valdés
del departamento de Bioquimica del CINVESTAV
observamos que ambas proteinas también se co-
localizan en espacio y tiempo en el nucleo de los
trofozoitos transfectados (Fig. 2 B).

Recordemos que el nicleo es donde ocurren los
procesos de splicing y transcripcién, lo que nos
sugiere una asociacion entre ambas maquinarias.
Es decir, en la ameba al igual que en otros
organismos los procesos de transcripcion y
procesamiento ocurren de manera simultanea y
cooperativa. Ademas, por medio de ensayos de
PCR disefiamos oligonucledtidos que hibridan con
los extremos de un intrén para uno de los genes
blanco, y analizamos qué ocurre con la cantidad
de transcrito y el intrén, jpermanece en el gen o
es removido? En estos ensayos hemos observado
que algunos de los genes blanco presentan mayor
procesamiento y mayor transcripcion cuando las
amebas son transfectadas con EnCDC5-like.

Figura 2. Localizacion de
las proteinas EhMyb10,
EhCDC5-like y EhU2AF2 en
trofozoitos de E. histolytica.
A) Localizacién de las proteinas
EhMyb10 (verde) y EhCDC5-
like (rojo) y B) EhMyb10
(verde) con EhU2AF2 (rojo).
Los nucleos de la amiba estan
tefiidos con DAPI (azul). Las
flechas blancas sefialan los
sitios donde la marca de las
proteinas colocalizan.
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Aun falta mas por saber, mas por conocer de
este microorganismo que nos pueda ayudar a
comprender como regula de una manera tan fina la
expresion de sus genes de acuerdo a su ambiente
para no causar un desequilibrio con su hospedero
y poder permanecer en el intestino sin causar
dafos aparentes. Pero sin duda, un mecanismo
de regulaciéon cotranscripcional seria una buena
manera de lograrlo, y podria ser la clave de su éxito
como parasito.
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El ciclo de vida de muchos protozoarios parasitos
se compone de dos estadios: trofozoito y quiste. El
trofozoito es una fase movil capaz de colonizar el
epitelio del tracto intestinal, por lo que se le conoce
como fase invasiva. El estadio de quiste es una
forma de resistencia la cual se produce cuando hay
condiciones ambientales adversas. Los quistes,
sobreviven largos periodos de inanicion, sequia y
otras amenazas ambientales, y permiten ademas
la diseminacién de estos organismos, por lo que
es la fase infectiva'. Entamoeba histolytica es un
parasito que infecta a los humanos, causando la
amebiasis intestinal y en algunos casos amebiasis
extraintestinal, la cual principalmente afecta al
higado y los pulmones. La amebiasis es endémica
de muchas regiones del mundo, sin embargo se
presenta en mayor forma en zonas tropicales y
subtropicales, representando un serio problema de
salud publica?. E. histolytica se cultiva axénicamente
en los laboratorios desde 1968, inicialmente en

cultivos bifasicos y posteriormente, en medio
liquido enriquecido, en presencia de suero bovino
y vitaminas que permiten su crecimiento?®. Para
estudiar los eventos que regulan el proceso de
enquistamiento, es necesario que en el laboratorio
se pueda inducir emulando las condiciones que
ocurren en el intestino; sin embargo, en el caso
de E. histolytica las cepas que se cultivan han
perdido la capacidad de enquistarse y es por ello
que se recurre a otra ameba miembro del género
Entamoeba, la cual es Entamoeba invadens. Este
organismo es un excelente modelo para entender
los mecanismos moleculares que ocurren durante
el proceso de diferenciacion de trofozoito a quiste.

E. invadens parasita a reptiles causando alta
morbilidad y mortalidad en serpientes y lagartijas.
En el laboratorio se estudia a E. invadens cepa IP-
1, la cual se aisl6 de una tortuga y es altamente
patogénica en serpientes*. La morfologia y el ciclo
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de vida es muy similar al de E. histolytica en sus
estadios de trofozoito y quiste. Los trofozoitos tienen
un tamafo de 15 a 30 ym con una forma amorfa.
Los quistes son redondos con un tamafio de 12
a 15 pym, presentando muchas similitudes en los
procesos de enquistamiento y desenquistamiento
con E. histolytica. El modo de transmision al igual
que E. histolytica, es a través de la contaminacion
fecal-oral con quistes los cuales se pueden adquirir
en la comida o agua contaminada. Durante el paso
por el estdbmago los quistes se rompen en el ileon
terminal y se liberan los trofozoitos los cuales se
multiplican por fisién binaria y colonizan el intestino
delgado de los reptiles. Estos se pueden volver a
enquistar en respuesta a diferentes estimulos que
pueden estan relacionados con condiciones poco
adecuadas o estrés. Los quistes viajan a través del
intestino grueso para ser excretados para continuar
asi su ciclo de vida e infectar a otro hospedero®.

El genoma de E. invadens tiene un tamafio de
40.89 Mb en el cual se codifican 11,549 genes®.
Este genoma tiene un mayor tamano, si se
compara con el de E. histolytica el cual es de 20.8
Mb con alrededor de 8,333 genes anotados’. Esta
diferencia esta relacionada con un mayor tamafio
de las regiones intergénicas en E. invadens. Al
analizar el contenido de genes codificantes para
proteinas se determiné que un 69% de estos genes
tienen ortdlogos en E. histolytica lo cual implica
que alrededor de 5,227 genes son comunes entre
ambas especies. En el genoma de E. invadens
estan codificadas proteinas que comparten
dominios y pertenecen a diferentes familias;
existen alrededor de 572 familias formadas por 2
0 mas proteinas y 78 familias formadas por mas de
10 proteinas, entre estas se encuentran familias
de cinasas, fosfatasas, proteinas de unién a GTP,
Rho-GTPasas, actinas, proteinas de unién a calcio
y una familia de proteinas Myb. La familia Myb es
la mas abundante relacionada a la regulacion de la
expresion de genes y proteccion del genoma tanto
en E. invadens como en E. histolytica®®*.

El uso de E. invadens como modelo de
enquistamiento-desenquistamiento ha permitido
conocer algunos aspectos morfoldgicos, fisioldgicos
y moleculares que acompafan el proceso de
diferenciacion a quiste®'*". Para ello, se diluye
el medio de cultivo o bien se elimina la glucosa
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lo cual desencadena las sefiales para inducir el
enquistamiento. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que las relaciones taxonomicas entre E.
invadens y E. histolytica presentan distancias
evolutivas importantes'?.

¢Qué se ha aprendido sobre el enquistamiento
de E. invadens?

Durante el enquistamiento, lo primero que se
observa es el cambio de morfologia, las células
ameboides se redondean y empiezan a ocurrir una
serie de cambios estructurales, metabdlicos y en sus
patrones de expresion de genes. El enquistamiento
ocurre en el estadio G2 del ciclo celular, el DNA
se replica una vez seguida de dos divisiones
reductivas, dando lugar a quistes tetranucleados.
También se forman los cuerpos cromatoides que
son caracteristicos de los quistes los cuales son el
resultado de la agregacién de ribonucleoproteinas.
Un evento importante que se observa en los
cultivos es el agregamiento de las células, proceso
que esta mediado por lectinas como la Gal/GalNAc,
asi como otras glicoproteinas que se encuentran
en la superficie de los trofozoitos. La formacion de
una pared rigida impermeable es el resultado de la
sintesis de quitina mediada por quitina sintetasas.
Los principales componentes de la pared del quiste
son fibrillas de quitina, lectinas de Jacob y Jessie
y quitinasas. Durante el desenquistamiento cada
quiste tetranucleado da origen a 8 amébulas, las
cuales pueden iniciar la colonizacion intestinal.

El proceso de enquistamiento de E. invadens
se ha estudiado también mediante estrategias
gendémicas empleando andlisis transcriptémicos
para determinar cambios en la expresion de genes
involucrados en el proceso de enquistamiento
y desenquistamiento®®. El proceso se sigue
durante diferentes intervalos de tiempo, para
analizar eventos tempranos (8 y 24 hrs) y eventos
tardios (48 y 72 hrs) mientras que el proceso de
desenquistamiento se ha estudiado durante 2
y 8 hrs. Interesantemente, de los 11,549 genes
codificados en el genoma, 4,577 y 5,375 genes
modificaron su expresion durante el enquistamiento
y el desenquistamiento. Los genes que inician su
expresion durante eventos tempranos son los
que estan relacionados con la sintesis de quitina,
cinasas, proteinas activadoras de GTPasas y



proteinas involucradas en la sintesis de lipidos.
De manera interesante, también se incrementa la
expresion de genes relacionados con meiosis. Se
propone que el proceso de meiosis ocurre durante
el enquistamiento, con las dos divisiones (meiosis
| y meiosis Il) que dan como resultado los cuatro
nucleos haploides que son caracteristicos de los
quistes. Tambien se propone que este proceso, al
estar relacionado con eventos de recombinacion
favorecen la diversidad genética que pudiera ser
necesaria para que estas amebas puedan parasitar
a mas hospederos®®.

Durante el enquistamiento tardio (48 a 72 h) existen
eventos relacionados con procesos catabdlicos,
se inhibe la dlicdlisis y el metabolismo de
aminoacidos. También se aumenta la expresion de
proteinas relacionadas con la reparacion del DNA
como Rad52 cuyo papel podria estar relacionado
con la division nuclear, de igual manera, genes
relacionados con el ensamblaje de la cromatina
y el metabolismo del DNA se activan. De manera
interesante, la fosfolipasa D aumenta su expresion
durante el enquistamiento, esta es una una enzima
involucrada en la sefalizacion de segundos
mensajeros de lipidos. La fosfolipasa D cataliza la
conversion de fosfatidilcolina en acido fosfatidico y
se ha relacionado con muchos procesos biolégicos
importantes, incluido el transporte de vesiculas y la
transduccion de sefiales necesarias para el cambio
de forma ameboide a quiste®.

En contraste, durante el desenquistamiento hay un
aumento en la expresion de genes relacionados
con el metabolismo de carbohidratos, la actividad
transcripcional y la sintesis de proteinas. En
esta etapa, también se enriquecen funciones
relacionadas con vias glicoliticas, biosintesis de
lipidos y ensamblaje de ribosomas®®. Los cambios
transcripcionales durante el enquistamiento
sugieren la activacion-desactivacion de un
programa temprano de desarrollo y una regulacién
relacionada con la inhibicién de la expresién de los
genes involucrados en los procesos metabolicos
generales en los quistes maduros; la transcripcion
de estos genes luego se reanuda durante el
desenquistamiento.

En el laboratorio estamos iniciando el estudio
de las proteinas EiMyb en este parasito, el cual

tiene codificados en su genoma 44 genes que
codifican para estas proteinas®®. Las proteinas
Myb conservan un dominio especifico para unirse
al DNA llamado MYB, de ahi su nombre. Estas
proteinas se clasifican de acuerdo a este dominio
y se encontraron dieciséis proteinas del tipo
1R-MYB, veintisiete proteinas del tipo 2R-MYB
y una proteina del tipo 3R-MYB. Haciendo un
analisis de la probable funciéon de estas proteinas
se identificaron proteinas que pueden fungir como
factores transcripcionales, proteinas relacionadas
con splicing, proteinas relacionadas con actividad
remodeladora de la cromatina y proteinas de union
a telomeros, todas ellas conservan el dominio de
union a DNA MYB. De manera interesante, muchos
de estos genes se expresan diferencialmente
durante los eventos de enquistamiento vy
desenquistamiento (Figura 1). Por ejemplo, de los
44 genes eimyb, 14 se expresan en los trofozoitos,
16 genes se expresan diferencialmente durante
los estados tempranos de diferenciacion; y de
15 a 17 en los estados de diferenciacion tardia,
observandose genes eimyb especificos para cada
uno de los estados de diferenciacion®. Esto hace de
las proteinas Myb importantes candidatos a regular
el proceso de diferenciacion de trofozoito a quiste,
asi como en el desenquistamiento.

El enquistamiento y el desenquistamiento son
procesos fundamentales de diferenciacion celular
de las amebas y por lo tanto, son importantes
desde una perspectiva tanto biolégica como
médica. Comprender los mecanismos moleculares
y celulares subyacentes no solo proporcionara
nuevos conocimientos sobre este proceso,
sino que también proporcionara fundamentos y
objetivos potenciales para el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de la amibiasis los
cuales también bloquearian la transmisién de la
infeccion™.
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Figura 1. Genes eimyb expresados diferencialmente en la transicion del estadio trofozoito-quiste. Los datos se obtuvieron
de Ehrenkaufer et al., 2013¢ en la base de datos de AmoebaDB (https://amoebadb.org/) y se compararon con la condicién basal.
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La diabetes mellitus (DM) agrupa a un conjunto
de trastornos cuya principal caracteristica es
la hiperglucemia cronica, la cual puede ser
consecuencia de una secrecion alterada de
insulina, un defecto en su accién, o de ambas’.
Esta condicion se considera actualmente como
una de las emergencias sanitarias mundiales de
mas rapido crecimiento del siglo XXI. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud la prevalencia
mundial de DM en adultos aumenté del 4,7 %
en 1980 al 8,5 % en 2014', y de acuerdo con la
International Diabetes Federation? en 2021, se
estim6 que la prevalencia de DM en el mundo
era de 537 millones de personas y se espera que
este niumero aumente a 643 millones para 2030
y a 783 millones para 2045. En México, desde el
afio 2000, la DM constituye una de las primeras
causas de muerte siendo soélo superada en el 2021
por la enfermedad causada por SARS-CoV2 y las
enfermedades del corazon®.

Diabetes mellitus y sus complicaciones

La DM se clasifica en diabetes tipo 1, tipo 2,
gestacional y debido a otras causas (monogénica)’
en dependencia de si se debe a una deficiencia
absoluta (tipo 1) o relativa (tipo 2 y gestacional)
de insulina. La deficiencia relativa de insulina se
relaciona con la llamada resistencia periférica a la
insulina y origina la mayor parte de los casos de la
enfermedad (90- 95%) y de sus complicaciones. La
DM no solo reduce la calidad y esperanza de vida,
sino que también es una causa importante de una
serie de complicaciones micro y macrovasculares
de la enfermedad. Dichas complicaciones
afectan a casi todos los tejidos del organismo,
posicionando a la enfermedad como una de las
principales causas de ceguera, amputaciones y
alteraciones cardiovasculares y renales, entre
otras®. La nefropatia diabética (ND) es una de las
mas frecuentes complicaciones de la enfermedad
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cuyo desenlace es la enfermedad renal terminal.
Aproximadamente, entre el 30- 40% de los
pacientes con diabetes sufren de ND°®.

La ND es una complicacién microvascular crénica
en la que ocurre dafio a nivel de la circulacion
capilar renal provocando alteraciones en la funcion
y estructura glomerular. La hiperglicemia es un
mediador importante para la progresion de la
NDS. Los niveles de glucosa elevados en sangre
provocan la formacién y acumulacién intracelular
de productos de glicacion avanzada (AGEs), el
cual es el principal mecanismo involucrado en la
etiopatogenia de la ND, ademas de activar la via del
poliol, la via de las hexosaminas y la proteina cinasa
C (PKC), lo cual provoca inflamacién, hipertrofia,
fibrosis renal, hiperfiltracion e hipertension
glomerular que conducen al fallo renal®. Los AGEs
son un grupo heterogéneo de moléculas que se
generan por medio de reacciones no enzimaticas
de glicacion. La acumulacion de AGEs y su union
a su receptor (RAGE) en monocitos-macréfagos,
células endoteliales, mesangiales y podocitos en
los glomérulos renales, activa varias cascadas de
sefalizacion que modifican el funcionamiento de
estas estructuras®® . En particular, la interaccion
de AGE-RAGE y la activacion de las vias de
sefalizacion asociadas inducen la expresiéon de
varios genes pro-inflamatorios y la apariciéon de
cambios fenotipicos celulares, incluidos el estimulo
a la migracidn, invasion, proliferacion y apoptosis®.

La regulacion de las vias de senalizacion
intracelulares y los RNA circulares

Una forma de regular las vias de sefalizacidn
intracelulares es a través de RNAs no codificantes,
como los RNAs circulares (circRNAs) y microRNAs
(miRNAs). Los circRNAs son un tipo de RNAs largos
no codificantes con una estructura covalentemente
cerrada y sin extremos 5 6 3, por lo que son
resistentes a las exoribonucleasas y se pueden
localizar en el nucleo o el citoplasma celular o
secretarse en forma de exosomas®. Los circRNAs
se forman por un proceso de ‘backsplicing’ en el
que puede ocurrir la unién covalente entre el sitio
donante y el aceptor de ‘splicing’ cadena arriba,
formando asi un lariat compuesto por exones; o por
circularizacion impulsada por complementariedad
de intrones, o porque el ‘spliceosoma’ corta los
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exones Y los intrones se circularizan® (Figura 1) .

Diversos estudios han demostrado que los circRNAs
actian como esponjas de los miRNAs. Los miRNAs
son RNAs pequefios no codificantes de alrededor
de 18-25 nt de longitud que participan en la
regulacién negativa de la expresion génica a nivel
pos-transcripcional’®. Por otra parte, recientemente
se ha encontrado evidencia del papel de los
circRNAs como esponjas de proteinas de union al
RNA (RBP), regulando también asi la expresion de
los genes®. Se han propuesto varias hipétesis para
explicar el significado de la union de los circRNAs a
proteinas, entre ellas se encuentran: los circRNAs
funcionan como vehiculos de ribonucleoproteinas,
transportando estas moléculas hacia una
localizacion subcelular especifica; o las secuestran
impidiéndoles que realicen su funcién; o pueden
funcionar como un andamio para multiples RBP,
facilitando la interaccion entre ellas; o se unen a
RBP provocando cambios alostéricos en ellas para
regular su funcion®'" (Figura 1).
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Figura 1. Formacion, clasificacién y funciones de los
circRNAs. Los circRNA se forman por backsplicing.
Hay tres tipos principales de circRNA: exdnicos (ecircRNA),
intrénicos  (CiRNA) y exdnicos/intrénicos (EICiRNA). Los
ecircRNA funcionan principalmente en el citoplasma a través
del mecanismo de esponja de miRNA o de proteinas, mientras
que los EIciRNAs y ciRNAs se acumulan en el nucleo y
facilitan la transcripcién de sus genes parentales. Algunos
circRNAs actuan interactuando o codificando proteinas.
(Modificado de Yang et al., 2018)



Rol de los RNA circulares en la nefropatia
diabética

La participacion de los circRNAs en la modulacién
de los eventos fisiopatoldgicos que ocurren en la
ND ha sido demostrada en reportes recientes'?'4.
Por ejemplo, el circ_0037128 se sobre-expresa,
tanto en la linea celular SV40-MES13 de células
mesangiales de ratén expuestas a altos niveles de
glucosa como en el modelo de ratén de ND y actua
como esponja del miR-17-3p, teniendo como blanco
a la cinasa AKT3, promoviendo asi la proliferacion
celular y la fibrosis a través del eje circ_0037128
/ miR-17-3p / AKT3". Sin embargo, el patron de
expresion de circRNAs en la ND aun no esta claro y
el rol que juegan en el desarrollo de la enfermedad
sigue sin ser dilucidado™.

En nuestro laboratorio se han encontrado
evidencias de que los factores de transcripcion
c-Jun y c-Fos tienen motivos de unién a RNA
(RRM) y potencialmente se unen a RNA circulares
que se expresan en células renales, no siendo asi
para otras proteinas de la via AGE-RAGE" (Figura
2). Aunque se ha reportado mediante ensayos
de interaccién global de acidos nucleicos que
aproximadamente el 8.1% de las proteinas de union
a estas moléculas en humanos tienen una funcion
dual®, de union a DNAy RNA, no se ha demostrado
la interaccién entre circRNAs y los factores de
transcripcion c-Jun y c-Fos, y de existir como esta
pudiera modular la expresion de proteinas de la via
AGE-RAGE involucradas en los eventos claves que
caracterizan a la ND.
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Los circRNAs y sus genes parentales

Se han reportado evidencias que sugieren que
los circRNAs derivados de exones pueden regular
transcripcionalmente a sus genes parentales.
Por otra parte, los circRNAs formados por
intrones y exones (EIcirRNAs), que estan
enriquecidos en el nucleo, pueden interactuar con
las ribonucleoproteinas nucleares pequefias U1
(snRNP) que luego se unen a Pol Il en el promotor
de sus genes parentales, y por tanto, mejorar
la expresion génica'. Siguiendo esta linea de
evidencias analizamos si los genes parentales de
los circRNAs que potencialmente eran capaces de
unirse a c-Jun y c-Fos, se expresan en tejido renal
encontrando una mayor expresion del gen fat1, el
cual se ha asociado a las alteraciones presentes
en la nefropatia diabética. A su vez, encontramos
que los genes parentales de 17 circRNAs que
se expresaban en la linea celular HEK-293 de
células embrionarias renales sometidas a altas
concentraciones de glucosa tenian sitios de
unién en sus promotores para c-Jun, c-Fos y AP-
1, sugiriendo que estos factores de transcripcion
podrian regular la transcripcion de los circRNAs
estudiados.

Los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos y
los promotores de los miRNAs

Teniendo en cuenta que los cambios en la expresion
de los miRNAs también pueden ocurrir debido
a la interacciéon de los factores de transcripcion
con los promotores de los genes que les dieron
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Figura 2. Prediccion de regiones de union a RNA de las proteinas de interés involucradas en la via AGE-RAGE. A:
Puntuacion global de interaccién de controles negativos. B: Puntuacion global de interaccion de controles positivos. C: Puntuacion
global de interaccion de proteinas de interés. Puntuaciones > 0.5 indica la presencia de regiones de union a RNA (Tomado de

Pérez Navarro, 2022).
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origen, analizamos la presencia sitios de union de
los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos en los
promotores de los diferentes miRNAs blancos de
los circRNAs que estudiamos. Se encontré que los
promotores de cinco de los 13 miRNAs estudiados
tienen sitios de unién para c-Fos, mientras que el
resto presentan sitios de union para c-Jun. Estos
resultados sugirieron que c-Fos y c-Jun, también
podrian regular la transcripcién de estos miRNAs.

Laexpresion de c-Juny c-Fos enla hiperglicemia

Ha sido reportado un incremento de la expresién
de los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos'"’
durante la hiperglicemia, mediado por la interaccion
AGE-RAGE, lo cual activa la via Janus-cinasa 2
(JAK2) y promueve la produccién de colageno y
otras proteinas de la matriz extracelular. Teniendo
en cuenta los hallazgos descritos anteriormente,
es posible que c-Jun y c-Fos tengan un rol dual y
funcionen como un lazo de regulacién positiva o
negativa, incrementando la expresién de proteinas
de la matriz extracelular, de los propios factores
de transcripcidon c-Jun y c-Fos en las redes de co-
regulacion de circRNA-miRNA-mRNA, de miRNAs
y de los genes parentales de los RNA circulares
que son capaces de unirse a ellos durante la
hiperglicemia.

En el proyecto realizado se comprobé también que
en células embrionarias renales sometidas a altas
concentraciones de glucosa y de productos de
glicacién avanzada, se activa la via AGE-RAGE,
se modifica la expresién de c-Jun y c-Fos, se
expresan los circRNAs que son capaces de unirse
a esos factores de transcripcion y se incrementa la
expresion de fibronectina'. Sin embargo, restaria
comprobar experimentalmente el rol dual propuesto
para c-Jun y c-Fos en la co-regulacién de sus
genes blancos, y de circRNAs y miRNAS que
interactian con ellos, como sugieren los hallazgos
que revelamos, lo cual contribuira a desentrafar
el papel de la regulacién de la expresidon génica
en la etiopatogenia de la ND, asi como permitira
aportar evidencias acerca del rol de los circRNAs
como blancos terapéuticos y/o diagndsticos en esa
complicacién de la DM.
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El factor de crecimiento transformante 8

La familia del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) es una molécula relevante entre los
factores de crecimiento y citoquinas secretadas, ya
que participa en diversas funciones a nivel celular,
al igual que tiene un papel importante en muchas
enfermedades. El gen TGF-31 codifica una proteina
llamada factor de crecimiento transformante beta-1
(TGFB-1) que desencadena sefiales quimicas que
regulan diversas actividades celulares dentro de
la célula, incluido el crecimiento y la proliferacién
celular’.

Los ligandos TGF-f poseen 3 isoformas, TGF-§ 1,
2y 3, que se expresan ampliamente en varios tipos
de células y tejidos. TGF-31 es un homodimero que
ha sido ampliamente estudiado y es la isoforma
predominante. Es considerada una citocina
multifuncional que controla numerosos procesos

bioldgicos como lo son la inmunidad, diferenciacion,
supresion tumoral, metéstasis tumoral, migracion,
cicatrizacion de heridas, apoptosis y division
celular'.

Funcionamiento de la via de sefalizaciéon
TGF-B

El ligando TGF-B1 se une a varios receptores que
se encargan de reclutar y activar a los factores
de transcripcion de la familia SMAD que regulan
la expresion génica; Smad2 y Smad3 son los
factores de transcripcién, que principalmente, al
encontrarse activados pueden formar complejos
con Smad4 para translocarse al nucleo y asi
regular la transcripcion de sus genes diana (Figura
1). TGF-B1 también forma homo y heterodimeros
con otros miembros de la familia TGF-B, para asi
regular la proliferacion, diferenciacion y crecimiento
celular, ademas modular la expresién y activacion
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de otros factores de crecimiento, incluidos el
interferédn gamma y el factor de necrosis tumoral
alfa’.

TGF-beta en diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad
cronica y de progresion lenta, que al inicio
evoluciona de forma “silenciosa” ya que no produce
sintomas facilmente detectables que permitan
realizar un diagndstico temprano. Por otra parte, es
una de las enfermedades con mayor incidencia y
prevalencia en la actualidad. Los datos del Atlas de
la IDF (International Diabetes Federation, https://
diabetesatlas.org/) muestran que en el afio 2021
se reportaron 537 millones de casos de diabetes
en adultos (20-79 afios) en el mundo; y se estima
que para el 2030 la cifra aumente a 642 millones de
casos. Esta enfermedad es la responsable de 6.7
millones de muertes, en México 184,384 personas
fallecieron en 2021 a causa de la DM.
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Se han descrito dos tipos principales de diabetes,
tipo 1 (DMT1): que ocurre frecuentemente en la
infancia y es causada por la destruccién autoinmune
de las células de los islotes del pancreas; y
diabetes tipo 2 (DMT2): causada por la resistencia
a la insulina, siendo mas comun en pacientes
obesos y en adultos?. Una caracteristica es que los
pacientes presentan hiperglucemia, que provoca
a mediano y largo plazo diversas complicaciones
microvasculares y macrovasculares. La
nefropatia diabética es una de las complicaciones
microvasculares crénicas mas temidas y la principal
causa de enfermedad renal terminal; la mortalidad
en el paciente diabético con esta complicacion es
aproximadamente 30 veces mayor que cuando no
esta presente’.

TGF-B1 se incrementa en pacientes con diabetes,
producto de diversos factores como, la glucosa
alta en sangre, la formaciéon de productos finales
de glicacion avanzada (AGEs), la hipertension
y la dislipidemia, los cuales pueden activar la
sefializacion de TGF-B a través de mecanismos
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Figura 1. Via de senalizacion de TGF-B. Al unirse al receptor TGFBR I, TGF-B1 puede unirse a TGFBR Il que fosforila a
Smad2/3 y que se uniran a Smad4 para translocarse al nucleo y asi regular la transcripcion de sus genes blancos involucrados
en la inflamacion y fibrosis renal. Smad7 es un inhibidor que bloquea la fosforilacion de Smad2/3 mediante la degradacion de la
TGFBR 1. Ang Il y AGEs pueden activar a Smads independientemente de TGF-31 a través de la via ERK/p38/MAPK. Tomado y

modificado de BioRender.
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directos e indirectos (Figura 1). Por ejemplo, la
glucosa alta activa esta via, mejorando su actividad
transcripcional, también mejora su actividad al
regular positivamente a la trombospondina 1
(TSP1), que puede activar el TGF-B latente®.
De ahi que los niveles plasmaticos de TGF-1
estan correlacionados con la gravedad de las
complicaciones renales que sufren los pacientes
diabéticos®.

Los AGEs pueden activar la via TGF-B por un
mecanismo indirecto; en una fase inicial fosforilan
rapidamente a Smad2/3 por medio del receptor
ERK/p38 MAKPs®5. Al igual, la angiotensina Il
(Ang 1) también induce una rapida fosforilacion
de Smad2/3 por el mismo mecanismo indirecto
(Figura 1). Sin embargo, la activacion a largo
plazo de Smad2/3 inducida por Ang Il requiere
la sintesis dependiente de TGF-B. Ademas, la
glucosa elevada induce la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que es otro factor que
provoca la activacion de la sefializacion de TGF-3,
por medio de un mecanismo directo, activando a
la Proteina Activada-1 (AP-1), el cual es un factor
transcripcional que promueve la expresion génica.

La participacion de TGF-B1 en la patogénesis de la
enfermedad renal aun no es comprendida del todo.
Se ha reportado que es posible regular la expresion
de TGF-f por medio de la accién de RNA circulares
(circRNAs), ya que estos modifican la expresion
génica actuando como esponjas de miRNAs o de
los factores de transcripcion de los genes de dicha
vias7,

Los RNA circulares y los microRNAs como
reguladores de la expresion génica

Los RNA circulares (circRNAs) han sido descritos
como nuevos RNA reguladores no codificantes.
Estas moléculas se forman a través de un
mecanismo alternativo de splicing, denominado
backsplicing, en el cual el extremo 3" de un
exén se puede ligar al extremo 5" de ese mismo
exon, o de otro cadena arriba, a través de un
enlace 3'-5" fosfodiester formando una estructura
covalentemente cerrada de cadena sencilla®.

Hay evidencias que indican que algunos circRNAs
son mas abundantes que los RNAs lineales y que

participan de manera importante en la regulacion
de diversas enfermedades humanas, funcionando
como esponjas de microRNAs (miRNAs) vy
proteinas que median diversos cambios fisiologicos
y patolégicos a nivel celular®.

Los miRNAs maduros pueden ejercer sus funciones
biolégicas al unirse a la regién 3’ no traducida
(UTR) de sus RNAm blancos para inducir represion
de la traduccion del mRNA o degradacion de este?,
por lo que son parte fundamental de la maquinaria
reguladora de la célula y son importantes en
la mayoria de las funciones bioldgicas. Los
miRNAs pueden transferirse a células u érganos
diana para regular la expresién génica y también
pueden almacenarse de forma estable en los
fluidos corporales, protegidos por una estructura
de vesicula; por lo tanto, pueden funcionar como
biomarcadores de diferentes procesos patologicos’.

Los miRNAs desempefian funciones criticas en
diversos procesos fisioldégicos y patolégicos a
través de distintos mecanismos, uno de ellos es
el de silenciar la expresion de genes involucrados
en la enfermedad renal activada por la via de
sefializacion TGF-B°. Diversos estudios han
demostrado que estan asociados con diferentes
procesos patoldgicos como el cancer, mientras que
en otros se consideran reno-protectores como en
la nefropatia diabética*.

Los procesos de dafo renal en la DM pudieran
estar modulados por la interaccion de circRNAs
con miRNAs. Los circRNAs al servir de esponjas
de mIiRNAS, la estimulacion que ejerce el
incremento en la expresion de TGF-B1 sobre la
expresion de moléculas involucradas en el dafio
renal no se inhibiria. Por otro lado, se conoce que
los miRNAS podrian silenciar vias metabdlicas y
promover procesos fibréticos a nivel renal’®. Sin
embargo, aun se conoce poco acerca del papel de
las redes circRNA/mMiRNA/TGF-B1y su papel en la
acumulacién de matriz extracelular en el tejido renal
y en el proceso de fibrosis durante el desarrollo de
la nefropatia diabética.

En un proyecto en curso, identificamos, mediante
técnicas de mineria de datos, la interaccion entre
el circRNA_0000012 y el miRNA-1827, el cual
tiene como blanco al mMRNA del gen que codifica a

Lenomicas 23



TGF-B1'. Esta reportado que el circRNA_0000012
se expresa en células embrionarias de rifion a
altas concentraciones de glucosa'?, pero hasta el
momento no hay antecedentes experimentales
que corroboren las interacciones predichas. Se
impone analizar la expresion del miRNA-1827, el
circRNA_0000012, TGF-B1 y otras moléculas que
participan en el proceso fibrético a nivel renal como
Colageno IV y Fibronectina 1, en células renales
cultivadas a altas concentraciones de glucosa y
AGEs, para determinar si la expresion de TGF-1
podria estar modulada por la interacciéon con RNA
no codificantes.

De igual forma, seria necesario realizar analisis
funcionales de la expresién de estas moléculas,
silenciando o activando la expresiéon de los
RNA no codificantes (miRNAs y circRNAs) que
probablemente modulen la expresién de TGF-31.
Los resultados de este proyecto podrian dar luz
acerca de la fisiopatologia de las complicaciones
microvasculares de la diabetes, en particular la
nefropatia diabética, ademas de permitir identificar
posibles blancos terapéuticos.
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Los aptameros son moléculas de DNA, de cadena
sencilla, o RNA de alrededor de 100 nucledtidos,
capaces de unirse a un blanco molecular especifico
debido a que adoptan estructuras tridimensionales
Unicas que le confieren alta afinidad y especificidad
por dichos blancos'. Estas moléculas constituyen
reactivos moleculares que son utiles para detectar
desde otras moléculas pequefias no inmunogénicas,
hasta macromoléculas y células vivas sin que
sea necesario conocer el blanco especifico en la
superficie celular. La afinidad de los aptameros por
sus blancos es comparable a la de los anticuerpos.
Sin embargo, poseen ventajas sobre estos ultimos
ya que son sintetizados quimicamente, tienen
mayor estabilidad, no requieren de cadena de frio,
y cuando se disefian con fines terapéuticos, como
son de menor tamafo que los anticuerpos, tienen
mayor penetrabilidad en los tejidos, ademas de que
no son inmunogénicos?.

El proceso de generacion de los aptameros

La generacion de aptameros in vitro mediante el
proceso denominado SELEX (delinglés, Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) se
describié en 1990° y aunque es un proceso que se
realiza ‘a ciegas’, continda siendo la metodologia
estandar para la generacion in vitro de aptameros
de DNA o de RNA™2. Previo a la seleccién de los
aptameros mediante SELEX se sintetiza una
biblioteca de oligonucledtidos que posee una
region central aleatoria con una longitud entre
20-60 nucleodtidos, flanqueada por dos regiones
fijas conocidas de 20 nucleétidos cada una en los
extremos 5y 3’ 2. A continuacién, se seleccionan
los aptameros con mayor afinidad y especificidad
por su blanco realizando ciclos consecutivos de
seleccidn positiva en los que se pone a interactuar
la biblioteca de aptameros con el blanco de interés,
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se recuperan los oligonucleétidos que se unen al
mismo, se amplifican para enriquecer la poblacién
de aptameros especificos y se repiten los ciclos
de seleccion hasta que se obtenga una poblacion
homogénea de moléculas. Es conveniente tambien
intercalar ciclos de seleccidon negativa en que
a diferencia de los anteriores se recuperan los
aptameros no unidos a otros blancos, pero el resto
del proceso es semejante.

Se han descrito diferentes variantes del proceso de
SELEX, entre las que se destacan el “cell’-SELEX
en la cual se generan aptameros contra blancos
desconocidos, en su conformacion nativa, en la
superficie celular de células intactas vivas; el SELEX
que se realiza en animales vivos que permite la
generacion de aptameros que pueden penetrar los
tejidos de un animal que constituya un modelo de
una enfermedad en particular; y el SELEX contra
proteinas purificadas e inmovilizadas en soportes
sélidos’. Esta ultima variante posee la desventaja
que las proteinas blanco pierden su conformacion
nativa lo que podria interferir con el uso terapéutico
de los aptameros que se generen contra ellas.

La naturaleza de los aptameros, ; DNA o RNA?

En relacion a la generacion de aptameros de DNA o
RNA la decisién depende de las caracteristicas que
se requiera que tengan estas moléculas. Si bien
los aptameros de RNA adquieren mayor variedad
de estructuras tridimensionales debido a que
pueden establecer interacciones intracatenarias
mas abundantes y por tanto logran mayor afinidad
y especificidad por sus blancos moleculares, son
mas dificiles de obtener'. Esto debido a que para
enriquecer el conjunto de moléculas de RNA es
necesario realizar transcripcién reversa de las
mismas seguida de la amplificacion mediante PCR,
mientras que los aptameros de DNA se amplifican
directamente utilizando los cebadores que hibridan
con los extremos 5’ y 3’ de estos oligonucleétidos.
Por otra parte, los aptameros de DNA son mas
estables que los de RNA", pero no existen métodos
in silico para modelar la estructura tridimensional
del DNA de cadena sencilla y hay que utilizar
aproximaciones modificando la secuencia de
nucledtidos para convertirla en la secuencia de una
molécula de RNA.
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Disefio y seleccion de aptameros, ¢in silico o
in vitro?

En los ultimos afos el disefio de aptameros,
asi como también el analisis preliminar de
los pares de interacciones aptamero/proteina
mediante modelaciones in silico y métodos de
aprendizaje automatico han ganado popularidad
por su rentabilidad y ahorro de tiempo*t. Esto ha
conllevado a que en muchas ocasiones no se realice
el proceso de SELEX in vitro sino in silico y a partir
de estos resultados se sintetizan los aptameros
candidatos y se realizan los analisis experimentales
(Figura 1). Sin embargo, esta estrategia tiene
como desventaja que hay que conocer el blanco
especifico y ademas los metodos para modelar
estuructras tridimensionales e interacciones de
DNA o RNA con proteinas se basan, en su mayoria,
en informacion de secuencia por lo que los modelos
tridimensionales son imprecisos. La afinidad de un
aptamero por su blanco depende de la estructura
tridimensional que adopte’, por lo que se requiere
de mejores metodos de modelaje. Por esas
razones, nosotros proponemos que si se combinan
los métodos de SELEX in vitro, con pocos ciclos
de seleccién, seguido de la optimizacién de los
aptameros seleccionados mediante modelaciones
in silico de las interacciones con sus blancos, es
posible generar aptameros en cortos tiempos, con
un consumo 6ptimo de reactivos y mayor afinidad
(Figura 1).

Generacion de aptameros contra la Proteina
Quimioatrayente de Monocitos 1 (MCP-1)

Para demostrar nuestra hipotesis seleccionamos
aptameros de ADN de 40 mers contra la Proteina
Quimioatrayente de Monocitos 1 (MCP-1)
realizando los ciclos de SELEX en microplacas
de ELISA. El disefio del SELEX consistido en la
inmovilizacion de MCP-1 o albumina humana
(HSA) en los pozos de una microplaca de ELISA
para el paso de seleccion positiva o negativa,
respectivamente, seguido de la interaccion con
concentraciones elevadas de la biblioteca de
aptameros. En el paso de seleccion positiva se
recuperaron los aptameros unidos, se amplificaron
mediante PCR y se utilizé el conjunto de aptameros
enriquecidos y previamente desnaturalizados para
el paso de seleccién negativa. En este ultimo



paso se recuperaron los aptameros no unidos, se
amplificaron y desnaturalizaron y se utilizaron para
realizar el préximo ciclo de seleccion. Con este
disefio fue posible seleccionar en tan solo 10 ciclos
de SELEX, tres aptameros que se unian a MCP-
1y no se unian a HSA, utilizando concentraciones
pico y micromolares de proteina y de aptameros,
respectivamente. Por otra parte, este disefio no
requirié del aislamiento de DNA de cadena sencilla
después de la amplificacion de los aptameros
recuperados para realizar el préoximo ciclo de
SELEX, dado que por la baja concentracion de
estas moléculas durante la interaccion se favorecian
aquellas interacciones que se establecian con la
proteina inmovilizada en vez de con la cadena
complementaria de DNA. No obstante, después
del clonaje y secuenciacion de los aptameros
seleccionados, para proseguir con el analisis de los
mismos, se selecciond la cadena en direccion 5'-
3’ ya que es la que contenia la secuencia que se
disefié en la biblioteca original de aptameros.

A continuacion, la estrategia consistio en analizar
in silico las interacciones que se establecen entre
las secuencias seleccionadas y la proteina MCP-
1, mediante experimentos de docking molecular
y estimacion de la afinidad de los aptameros por
MCP-1 y HSA. Para ello, se obtuvo la estructura
secundaria de los aptameros generados mediante
el software RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cqgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi), se modelaron sus
estructuras tridimensionales mediante el servidor
RNAComposer (https://rnacomposer.cs.put.
poznan.pl/) y se realizaron los docking moleculares
mediante el software Haddock 2.4 (https://wenmr.
science.uu.nl/haddock?2.4/). Las estructuras de los
complejos entre los diferentes aptameros y MCP-1
fue posible resolverlas y refinarlas en un rango entre
0.9y 3 A. El proximo paso consistié en optimizar la
secuencia de los aptameros mas y menos afines a
MCP-1 y HSA, respectivamente. Se encontré que
la optimizacién de las secuencias de los aptameros
seleccionados in vitro generé dos nuevos aptameros
(S1 y S5) que establecian mudltiples interacciones
incluyendo puentes de hidrégeno con la forma
monomeérica de MCP-1 (Figura 2). Un hallazgo del
analisis de los datos estructurales y de unién reveld
que los tres aptameros seleccionados in vitro, asi
como los dos nuevos aptameros optimizados a
partir de los originales interactian con diferentes

Desafio y seleccidn de ia
binlioteca de aplimeros
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Figura 1. Estrategias para el disefio y seleccion de aptameros
con alta afinidad. A: in vitrolin silico combinada; B: in silico.

regiones de la proteina. Este hallazgo abre la
posibilidad de utilizar los aptameros seleccionados
para estandarizar ensayos ALISA, el cual es un
ensayo tipo sandwich en el cual se utilizan dos
aptameros diferentes para detectar una proteina
en una placa de ELISA.

El ultimo paso de la estrategia propuesta consistid
en la comprobacién experimental de la afinidad y
especificidad de los aptameros generados, lo cual
incluyo el céalculo de la constante de disociacién
de los mismos. En esta estrategia, en caso de no
obtener moléculas con la afinidad y especificidad
requerida para los fines propuestos es posible
reiniciar los ciclos de seleccion in vitro, analisis y
optimizacion in silico y finalmente comprobacion
in vitro hasta obtener aptameros son la afinidad
requerida.
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S1

S5

Figura 2. Modelos moleculares de los complejos establecidos entre los aptameros S1y S5 con MCP-1. En color azul se
muestra la forma monomérica de MCP-1 y en café los aptameros de DNA.

La estrategia propuesta es una alternativa rapida,
consume poca cantidad de reactivos y es poco
costosa y de acuerdo a los resultados obtenidos en
la generacion de aptameros contra MCP-1 promete
ser eficiente y rentable.
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Introduccion

La obesidad es una enfermedad crénica, de
origen multifactorial y alta prevalencia que se
distingue por la acumulacién anormal o excesiva
de grasa'. Esta enfermedad se caracteriza por la
presencia de inflamacién crénica de bajo grado a
nivel local y sistémico, que se debe a la infiltracion
y la activaciéon de células inmunes, asi como por
la secrecion de citocinas proinflamatorias como
la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-
1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la
interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8) y la
interleucina 1B (IL- 1B)'. La respuesta inflamatoria
sistémica de bajo grado afecta a diversos érganos,
y se ha relacionado con el desarrollo y progresion
de la enfermedad del higado graso asociada con
la disfuncién metabdlica (MAFLD, antes llamada
NAFLD)".

La MAFLD es un espectro de patologias hepaticas
relacionadas con la obesidadque van desde
la esteatosis hasta la esteatohepatitis. Se ha
calculado que la prevalencia de la NAFLD en
personas con obesidad es del 70%?2. Actualmente,
la patogenia de esta enfermedad es descrita
por la hipétesis de "los golpes mudltiples", la cual
considera multiples factores (la inflamacion, la
resistencia a la insulina, las adipocinas, los factores
nutricionales, la microbiota intestinal, el sexo y
factores epigenéticos) que actian en conjunto en
sujetos genéticamente susceptibles para inducir
la MAFLD?. Por otra parte, recientemente se ha
asociado el origen y la progresion de la MAFLD
con la disrupcioén del equilibrio del sistema renina-
angiotensina (RAS)3.
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El RAS es un sistema hormonal conformado por
dos vias o ejes que poseen efectos “contrarios” que
permiten el establecimiento de la homeostasis. El
primer eje (clasico) esta conformado por la enzima
convertidora de angiotensina (ACE), la angiotensina
Il (Ang Il) y el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1),
que al ser activado por la Ang Il induce efectos de
vasoconstriccion, proliferacion celular, profibrosis
e inflamacién. El segundo eje (alternativo) esta
conformado por la enzima convertidora de
angiotensina Il (ACE2), que escinde alaAng Il y la
convierte en angiotensina 1-7 Ang (1-7), un péptido
que activa a los receptores MAS (MasR), generando
efectos vasodilatadores, antiproliferativos,
antifibroticos y antiinflamatorios®.

La ACE2 es la principal contra-reguladora del eje
clasico de RAS yse ha asociado con diversas
patologias, por ejemplo, la MAFLDS. En ese
sentido, se reportd quela delecion del gen ACE2
en ratones causaba esteatosis hepatica y un
aumento en los niveles proteicos de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, MCP-1 e IL-8), agravando
la enfermedad hepatica de estos animales. Por el
contrario, la sobreexpresion de ACE2 en ratones
disminuia la inflamaciéon y, en consecuencia,
mejoraba la condicién hepatica®. Por su parte,
Fondevila y colaboradores’ encontraron que la
expresion hepatica de ACE2 es mayor en mujeres
diabéticas comparado con mujeres con obesidad no
diabéticas. Ademas, observaron que en pacientes
con obesidad y esteatohepatitis (una de las formas
mas graves de la MAFLD) habia mayor expresién
de ACE2 comparado con personas con obesidad
que no tenian NASH®.

Las evidencias descritas anteriormente, sugieren
que ACE2 es un factor critico en la aparicion del
proceso inflamatorio hepatico que conduce al
desarrollo y progresion de la MAFLD. Asimismo,
los niveles de expresion de ACE2 pueden variar en
funcién de la presencia de ciertas comorbilidades
y del estadio de gravedad de la MAFLD. Sin
embargo, para comprender a mayor profundidad
las caracteristicas del RAS hepatico en la obesidad
y su asociacion con citocinas proinflamatorias,
y variables antropométricas y bioquimicas se
desarrollé este trabajo, cuyo objetivo fue determinar
en muestras de higado de pacientes con obesidad
si correlacionan los niveles de mRNA de ACE2
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con los niveles proteicos de citocinas, asi como
con diferentes parametros bioquimicos, clinicos y
antropométricos.

Para ello, se analizaron setenta muestras de tejido
hepatico de pacientes con obesidad. Para evaluar la
expresion de ACE2y las citocinas proinflamatorias,
se aislé el RNA y se realizd6 una RT-gPCR. Por
otra parte, se evalud la concentracion de citocinas
mediante un inmunoensayo con perlas magnéticas.
Las muestras de los pacientes fueron estratificadas
por sexo, presencia o ausencia de comorbilidades
y la presencia o ausencia de hipertension arterial
sistémica (HAS). Se aplicaron pruebas estadisticas
para analizar las diferencias entre grupos, la
correlacion entre variables y una regresion lineal
para predecir el efecto de diferentes variables sobre
la expresion de ACE2.

En este trabajo se encontré que los sujetos con
comorbilidades presentan una mayor expresion
de ACE2 al compararse con el grupo de pacientes
sin comorbilidades. Asimismo, se encontré que las
personas con HAS expresan una mayor cantidad
de mRNA de ACE2 que las que no la padecen.
En concordancia con nuestros resultados, en
un estudio en donde se analizd el transcriptoma
de mas de 700 muestras de tejido pulmonar de
pacientes con COVID-19, se determiné que ACE2
tenia una mayor expresion en el tejido de sujetos
con comorbilidades (HAS, diabetes, enfermedad
cerebrovascular, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y enfermedad coronaria) al comparase con
el grupo control (sin comorbilidades)®. Es decir,
que las enfermedades no transmisibles, podrian
condicionar una mayor expresion de ACE2.

Los resultados de este trabajo (figura 1) demuestran
que en el tejido hepatico de pacientes mexicanos
con obesidad hay diferencias en la expresion de
ACE2 de acuerdo con el sexo, siendo esta mayor
en mujeres que en hombres. Esto podria deberse
a una mayor dosis génica de ACE2 en mujeres, ya
que este gen esta mapeado en el locus Xp22.2, una
region que escapa a la inactivaciéon del cromosoma
X. Ofra razén que puede explicar estas diferencias
de expresion de ACE2 es la produccion de
estrégenos en el sexo femenino, la cual promueve
la expresion de este gen*.



Figura 1. Representacion grafica de los resultados obtenidos. En este estudio encontramos que la expresion de ACE2
es mayor en mujeres que en hombres, en personas con comorbilidades vs. sin comorbilidades y en sujetos con hipertensién
arterial sistémica (HAS) vs. sin HAS. Asimismo, se hallé una correlacion inversa entre los niveles de expresion de ACE2 y la
concentracion sérica de GGT. Finalmente, encontramos que TNF-a. influye positivamente sobre los niveles de mRNA de ACE2.

Imagen creada con BioRender.com

Otro hallazgo importante es que encontramos
una correlacion entre la expresion de ACE2 y la
concentracion sérica de gama glutamil transferasa
(GGT). La GGT es una enzima que se ha utilizado
como biomarcador de dafo hepatico; es una
proteina ubicada en la membrana celular de
los colangiocitos y los hepatocitos, es decir que
cuando estas células se dafian, los niveles séricos
de GGT pueden aumentar significativamente9.
Nuestros datos sugieren que el mRNA de ACE2
podria estar relacionado con el dafo hepatico, el
cual se refleja en los valores de GGT. Sin embargo,
esta asociacion debe corroborarse con los valores
proteicos de ACE2 y estudiarse mas a fondo en
cohortes mas extensas, en estudios prospectivos,
asi como con estudios funcionales.

El modelo de regresion lineal multiple nos indico
que la citocina que influye mas en los valores de
expresion de ACE2 es la citocina TNF-a. En la
literatura existen evidencias de que TNF-a es
capaz de modular los niveles de mRNA de ACE2 de
células tiroideas humanas sanas y cardiomiocitos
humanos™. EI TNF-a es una citocina proinflamatoria

que aumenta significativamente en la obesidad y
un factor clave en el desarrollo de la MAFLD. Por lo
tanto, es probable que, con el incremento de TNF-a
por la obesidad, aumente la susceptibilidad del
higado para desarrollar MAFLD y, simultaneamente,
conforme incrementan los niveles de TNF-a en el
higado, también lo hara la expresion hepatica de
ACE2, lo cual, explicaria -parcialmente- por qué
en los estadios de mas gravedad de la NAFLD hay
una mayor expresion hepatica de ACEZ2" (figura 2).

A pesar de las limitaciones del estudio
(desproporcion entre hombres y mujeres, no contar
con datos de los tratamientos que utilizaban los
pacientes y no tener controles con normopeso), una
de las fortalezas de este estudio es que es el primero
en evaluaren pacientes mexicanos con obesidadla
relacién entre la expresion hepatica de ACE2 y
citocinas de origen hepatico, asi como con el sexo
y las comorbilidades. Los resultados obtenidos son
relevantes, pues destacan una relacion entre la
expresion de ACE2, comorbilidades asociadas con
la obesidad, GGT, el sexo y TNF-a.
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Progresion de la MAFLD

TNF-a

Figura 2. Mecanismo hipotético de los resultados obtenidos. TNF-a es una citocina que aumenta significativamente en
la obesidad y un factor critico en la fisiopatogenia de la MAFLD. Con el incremento de TNF-a, aumenta la susceptibilidad de
desarrollar MAFLD vy, conforme se incrementan los niveles de TNF-a en el higado, y la expresién hepatica de ACE2. Imagen

creada con BioRender.com
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El protozoario parasito Entamoeba histolytica
sigue causando en nuestro pais, y en el mundo,
un numero considerable de casos de disenteria y
hasta cien mil casos de abscesos hepaticos. Ambas
afecciones son tratadas muy eficientemente con
Metronidazol, pero es muy preocupante la aparicion
de cepas del parasito resistentes a dicha droga, por
lo que numerosas investigaciones estan enfocadas
en identificar distintas drogas antiamibianas, asi
como nuevos blancos terapéuticos y diagndsticos
(teragndsticos) para combatir a E. histolytica.
En este articulo describiremos como la proteina
amebiana EhU2AF2 pudiera ser utilizada para
estos ultimos dos fines.

Hace unos afos identificamos un conjunto de
proteinas y snRNAs (RNAs pequefios nucleares)
que participan en la maduracion (capping Yy

poliadenilacion) y el procesamiento (splicing) de los
RNAs mensajeros de E. histolytica'. Entre ellas se
encuentra el factor constitutivo de procesamiento
EhU2AF2. Interesantemente, otros laboratorios
identificaron que EhU2AF2 se sobre-expresa en
cepas amebianas agresivas, es decir, recuperadas
de abscesos hepaticos amebianos producidos en
animales de experimentacion?.

En la mayoria de las especies estudiadas U2AF2
acopla la sintesis (transcripcion) y el procesamiento
de los RNA mensajeros (mMRNAs) que se
sintetizan en los organismos por accion de la RNA
Polimerasa Il (RPO2) ya que U2AF2 hace contacto
con el extremo carboxilo terminal de la RPO2,
asi como con la maquinaria de procesamiento
(spliceosoma), y con el propio mRNA naciente®.
Durante el procesamiento cotranscripcional de
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los mRNAs, U2AF2 participa en la definicion del
sitio aceptor de splicing (3’ss) activando asi dicho
proceso. En E. histolytica el peso molecular del
factor U2AF2 es de 84 kDa, en lugar de 65 kDa,
que es el comun en otras especies. Por esa razon,
primero verificamos que EhU2AF2 es en realidad
un factor involucrado en los eventos de splicing en
la amiba. Cuando establecimos cepas amebianas
en las que la expresion de EhU2AF2 fue silenciada
nos sorprendimos al comprobar que efectivamente
la ausencia de EhU2AF2 resulté en un aumento
en el splicing de los mRNAs analizados y al
mismo tiempo elimind las variantes de splicing con
retencion intrénica (la forma mas comun de splicing
alternativo en E. histolytica)*. Estos datos indican
que EhU2AF2 participa en el splicing como un
inhibidor parcial de dicho proceso.

Naturalmente, nos preguntamos si la accién
inhibitoria del splicing ejercida por EhU2AF2 se
debe al dominio extra, denominado KH-QUA2 (aqui
llamado KQ84), presente en el extremo carboxilo
de la proteina. La respuesta es si. Los mismos
ensayos de splicing in vivo que realizamos con las
transfectantes en las que EhU2AF2 fue silenciada,
se hicieron ahora, pero con transfectantes en las
que el dominio carboxilo terminal de EnU2AF habia
sido eliminado. De nuevo, la ausencia del KQ84
resulté en la represion de la retencion intronica y la
estimulacion del procesamiento de los mensajeros
analizados indicando que la actividad represora del
splicing de EnU2AF2 se debe al dominio KQ84.

Los dominios KH-QUA2 permiten la interaccion
entre proteinas de la familia STAR (Signal
Transduction and Activation of RNA). Los
mismos dominios son esenciales para reclutar
los componentes del spliceosoma al mRNA
naciente. El primer factor en ser reclutado es SF1,
cuando su dominio KH-QUA2 reconoce y se une
transitoriamente al sitio de ramificacion NCURAY.
El residuo de Adenina del sitio de ramificacion sera
esterificado al sitio donador del splicing (5°ss) en la
primera reaccién de transesterificacion de las dos
necesarias para remover cada uno de los intrones.
Estas caracteristicas nos hicieron preguntarnos
si el KQ84 inhibe el splicing en E. histolytica ya
por competencia entre el KQ84 y el KQ de SF1
por el sitio de ramificacion o bien por una posible
interaccion entre ambos KH-QUA2 que prolongase
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la interaccion de SF1 con el sitio de ramificacién
resultando en la retencion del intrén e inhibiendo el
splicing. Varias lineas de evidencia mostraron que
la segunda hipotesis es correcta.

Primero purificamos los dominios KQ84 y KQ de SF1
marcados, respectivamente, con los poli-Histidinas
o GST, a partir de bacterias recombinantes.
Enseguida usamos dichas proteinas para
detectar EhU2AF2 o SF1 en extractos proteicos
de las distintas transfectantes antes descritas.
Encontramos que los anticuerpos anti-Histidinas
reconocieron a la proteina His6-KQ84 unida a SF1
solo en extractos amebianos que sobre-expresaban
EhU2AF2 silvestre pero no la EhU2AF2 sin su
extremo carboxilo terminal. Complementariamente,
los anticuerpos anti-GST reconocieron a la proteina
GST-KQSF1 unida a EhU2AF2 en los mismos
extractos. Estos datos indican una clara interaccion
entre ambos dominios KH-QUAZ2.

Luego usamos los mismos dominios recombinantes
en experimentos de unidon a RNAs sintéticos
correspondientes a sitios de ramificacion de
mensajeros de levadura (controles) y de E.
histolytica. Dichas interacciones RNA-proteina
fueron verificadas por inmunoprecipitacion con
anticuerpos anti-GST o anti-Histidinas. Debido
a que el punto isoeléctrico de KQ84 es de 4.1, a
pH neutro dicho dominio no se une a secuencias
de ramificacion amebianas o de levadura. Sin
embargo, en las mismas condiciones, el KQ84
interactua eficientemente con el KQ de SF1, tanto
en solucién (y en ausencia de RNA), como cuando
SF1 reconoce y se une a un sitio de ramificacion.

Durante la remocion de los intrones, el spliceosoma
experimenta varias transformaciones denominadas
complejos E, A, B, B>, B*, C1, C2 y Post Splicing
Lariat. En la transicion del complejo E al complejo
A el factor SF1 unido al sitio de ramificacion es
reemplazado por el apareamiento del snRNA
U2 con dicho sitio de ramificacion, facilitando
las transformaciones del spliceosoma rio abajo.
Nosotros demostramos que el reemplazo de SF1
por el snRNA U2 es inhibido por la presencia del
KQ84, indicando que la inhibicién del splicing por
dicho dominio se debe a una interaccién prolongada
de SF1 sobre el sitio de ramificacion.



Tabla 1. La ausencia del dominio KH-QUA2 de EhU2AF2 incrementa la virulencia.

Factor de virulencia / Transformante EhU2AF2  AKQ84
Tiempo de duplicacion (h) 104 55
Eritrofagocitosis 15 min 142 171
30 min 108 138
Migracion 250 375
Formacién de abscesos hepaticos 450 1000

Los cambios se expresan en % respecto al 100 % de las transformantes con vector vacio.

Estos mecanismos moleculares tienen un profundo
impacto en el fenotipo virulento de E. histolytica. La
evaluacion de los caracteres asociados a virulencia
(tasa de crecimiento, eritrofagocitosis, migracion
y formaciéon de abscesos hepaticos en animales
de experimentacion) de las cepas transfectantes
fueron sorprendentes: comparadas con las
transformantes de EhU2AF2 silvestre, las cepas sin
el KQ84 se duplicaron a mayor velocidad, ingirieron
mas eritrocitos en un mismo periodo de tiempo,
migraron mas y formaron mayores abscesos
hepaticos, demostrando que las amibas silvestres
requiere inhibicién parcial de su mecanismo basal
de splicing para no poner en peligro a su hospedero
y colonizarlo eficientemente.

Finalmente, por su importancia en la virulencia

amebiana y su patrén de expresion, proponemos
usar a EhU2AF2 como un blanco teragndstico.
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Helicobacter pylori es una bacteria con alto
impacto en la salud humana, capaz de sobrevivir
y prosperar en el ambiente &cido del estomago
y producir gastritis. Se adquiere por transmision
oral-oral o fecal-oral y tiene una prevalencia de
aproximadamente el 50% a nivel mundial, afectando
cerca de 4.4 mil millones de individuos. A pesar
de que casi el 90% de las personas infectados
son portadores asintométicos, hallazgos recientes
revelan que la presencia de H. pyloriimplica riesgos
significativos para la salud, cada vez mas dificiles de
contener, considerando el aumento de la resistencia
de este microorganismo a los antibidticos'. A la
fecha, se sabe que las personas infectadas con
esta bacteria tienen hasta un 10% de riesgo de
desarrollar ulceras duodenales o gastricas, e
; L.
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incluso se le ha categorizado por la Organizacién
Mundial de la Salud como un carcinégeno clase 1,
ya que confiere un riesgo del 0.1 al 3% de desarrollo
de adenocarcinoma gastrico y hasta un 0.01% de
posibilidades de adquirir linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosas?.

H. pylori se ha adaptado a la superficie luminal
gastrica, gracias a una eficiente movilidad, una
fuerte adherencia a las células epiteliales y un
aparato enzimatico robusto. En el nicho acido del
estdmago, la bacteria sobrevive usando enzimas
para la conversion de urea en amonio y didxido
de carbono, lo cual incrementa el pH de su
microambiente. Ademas, por su forma helicoidal
y sus flagelos, H. pylori puede atravesar la capa



Tabla 1. Principales factores de virulencia de H. pylori *.

Proteina

Funcién

Citotoxina asociada
al antigeno A (CagA)

Citotoxina
vacuolizante (VacA)

Proteina inflamatoria
de membrana
externa (QipA)

Proteina A
promotora de diceras
duodenales (DupA)

Gamma-glutamil
transpeptidasa
(GGT)

A través del sistema de secrecién tipo 4, que funciona como una jeringa, Cagh se
inyecta directamente al citoplasma de la célula epitelial, donde se fosforila y activa
cinasas, induciendo modificaciones en el citoesqueleto, alterando la polaridad
celular ¥ conduciendo a un fenotipo conocido como “colibri™,

Promueve la formacidn de vacuoclas acidas en el citoplasma de las células
gastricas, lo cual desestabiliza la integridad de la mitocondria, la membrana
plasmatica y las estructuras endomembranosas, conduciendo asi a las células al
colapso. Ademds, esta proteina contribuye en la supresidn de la respuesta
inmunoldgica, alterando a las células T vy las presentadoras de antigeno.

Contribuye en la adhesién de la bacteria a las células epiteliales e incrementa la
inflamacién por la produccién de interleucina 8 (IL-8), ademas de estar relacionada
con la proliferacion celular v la reduccion de las uniones entre las células,

Provee resistencia al acido y promueve la produccién de IL-B en la mucosa gaslrica,
lo que conduce a inflamacién y a la infiltracién de leucocitos polimorfonucleares.

A través de su funcidn de hidrolasa, cataliza la conversion de glutamina en
glutamate y amonio, asi como la hidrélisis de glutatién en glutamato vy
cisteinilglicina, todo lo cual conduce a la produccién de especies reactivas del
oxigeno, que al igual gue el amonio, inducen al arresto del ciclo celular, la apoptosis
¥ la necrosis de las células hospederas. Ademas, inhibe la proliferacion de las
células T y la diferenciacién de las células dendriticas

de moco y evadir el pH bajo del lumen gastrico'.
Aunado a lo anterior, este microorganismo presenta
una gran variedad de factores de virulencia
que mejoran su patogenicidad y contribuyen de
manera importante a la aparicion de gastritis y
Ulceras duodenales (Tabla 1). Estas moléculas,
ademas, disparan las respuestas inmunolégicas
y adaptativas del hospedero para combatir la
infeccién, sin embargo, ésta puede persistir por
décadas si no es tratada adecuadamente?.

Diversas evidencias muestran que la infeccion
con H. pylori es mas compleja de lo que parece,
y que no se circunscribe Unicamente al estomago,
detectandose ademéas en diferentes tejidos y
6rganos. Al parecer, el dafio pudiera estarlo
produciendo la bacteria o componentes de ella que
son secretados al medio en vesiculas de membrana
externa, e incluso contenidos en estructuras

rodeadas de membrana (exosomas) producidas por
las células del hospedero en las que se transportan
los factores de virulencia bacterianos mas alla del
estébmago, contribuyendo, eventualmente, con la
apariciéon de enfermedades extragastricas (Fig. 1).
Hallazgos adicionales sefialan que esta bacteria
puede interactuar con la microbiota intestinal del
hospedero y afectar la progresion de diversos
padecimientos; por ejemplo, disminuyendo la
sensibilidad a la insulina y promoviendo la aparicion
de diabetes*.

En este sentido, la diabetes mellitus (DM) es una
epidemia con una creciente prevalencia a nivel
mundial, y cuya presencia tiende a incrementarse
con la obesidad y otras enfermedades
relacionadas, como el higado graso no alcohdlico y
los desérdenes cardiovasculares, interconectados
por la resistencia a la insulina (RI) y el sindrome
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Figura 1. H. pyloriy su relacion con las enfermedades. El 6rgano blanco de H. pylori es el estémago, especialmente la region
del antro, la parte mas distal del estémago, préxima al duodeno. Sin embargo, a través de diferentes metodologias como el
cultivo celular, los ensayos de PCR y tinciones histolégicas, esta bacteria se ha detectado en otros érganos y tejidos del cuerpo
humano (cerebro, ojos, cavidad nasal, oido medio, cavidad oral, piel, pulmones, corazon, tracto digestivo, peritoneo, vesicula
biliar, higado, rifion, pancreas, vejiga y érganos reproductores), donde se ha relacionado con diversas enfermedades, siendo la
infeccion un factor de riesgo o desencadenante, aunque una clara participacion de la bacteria todavia es controversial. Imagen
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metabolico (SM)E. Existen diversos tipos de diabetes:
la tipo 1 (DM1), que se debe a una destruccion
autoinmune de las células pancreaticas, lo que
usualmente conduce a una deficiencia absoluta de
insulina; la tipo 2 (DM2), que se produce por una
progresiva pérdida de la adecuada secrecion de
insulina por las células, frecuentemente asociada
con RI sistémica; la gestacional, diagnosticada
en el segundo o tercer trimestre del embarazo; y
otras mas, producidas por el sindrome diabético
monogénico (diabetes neonatal o diabetes de inicio
en la madurez de los jévenes), enfermedades del
pancreas exocrino (fibrosis quistica y pancreatitis) o
medicamentos (glucocorticoides, farmacos usados
en el tratamiento de VIH/SIDA o aquellos que se
utilizan después de un trasplante de érganos)’.
La DM2 es la forma mas comun de diabetes
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y representa el 90-95% de todos los casos.
Esta enfermedad es de origen multifactorial y
generalmente primero se desarrolla el SM, lo que
desencadena hiperglucemia, deficiencia y RI, v,
eventualmente, dafo a las células pancreaticas. En
México, la prevalencia de SMy DM2 es de 41% y
10%, respectivamente?®.

La DM tiene una asociacion bidireccional con
las infecciones, es decir, cuando la DM altera las
inmunidades innata y adquirida, predispone a las
infecciones; y a su vez, las infecciones pueden
empeorar el desarrollo de la DM. Asi, la infeccion
por H. pylori se ha relacionado recientemente con
la DM. Datos derivados de diferentes poblaciones
asiaticas han demostrado una correlacion entre
parametros como hiperglucemia, hemoglobina



glicosilada y RI, con la seropositividad a H. pylori.
En poblaciones chinas, incluso, se ha sugerido que
la presencia de H. pylori podria ser considerada
como predictor de hiperglucemia y Rl. Por otra
parte, un meta-analisis de 9,559 casos de individuos
infectados con H. pylori asocié esta condicidn
con un mayor riesgo de desarrollar DM1 y DM2,
y esto es mas evidente en poblaciones asiaticas.
En otro estudio, se determind que mujeres chinas
infectadas con H. pylori presentan un riesgo mayor
de tener DM25.

En México, la posible correlacion entre la DM2
y la infeccién con esta bacteria apenas se esta
empezando a estudiar por nuestro grupo. Si bien
es de nuestro interés profundizar en las bases
biolégicas y mecanismos asociados con estos
padecimientos, sea desde la perspectiva del agente
patégeno y su hospedero, o desde la condicién
y entorno del individuo que padece una u otra
enfermedad, recientemente estamos incorporando
una Vvision transdisciplinaria para un abordaje
mas integral de las investigaciones y la eventual
propuesta de recomendaciones, politicas publicas
y estrategias de socializacion del conocimiento
para la gestion, manejo y eventual solucion de
estos graves problemas de salud que conllevan
altos costos para los sistemas de atencion.

La actividad cientifica que se realiza actualmente
es predominantemente especializada y atiende
partes de la infeccion por H. pylori, asi como las
enfermedades que conlleva, pero no su totalidad.
Hoy surgen diferentes aproximaciones (por ejemplo,
las ciencias de la complejidad) para concertar los
aportes provenientes de diferentes campos del
conocimiento en fendmenos y problematicas que
contienen componentes sociales importantes, como
es el caso de la DM. Aunado a lo anterior, estamos
enunanuevaera, en la que gracias a las tecnologias
de la informacion y las comunicaciones se generan
altos volumenes de datos; particularmente, en
este campo, han ganado terreno las plataformas
bioinformaticas. No obstante, no se dispone de
suficientes sistemas de analisis e interpretacion,
marcos tedricos o conceptuales y representaciones
para entenderlos segun su contexto. Algunas
herramientas que nos permiten visualizar el auge
vertiginoso y tendencias en la generaciéon de
conocimiento incluyen los estudios ciencio-, infor-

y bibliométricos, los cuales se refieren al uso
de métodos matematicos y estadisticos para el
analisis de la literatura cientifica y la generacion de
indicadores vinculados tanto a la produccién como
al consumo de publicaciones, tipo de instituciones
y paises que generan cierto conocimiento, y asi
investigar el desarrollo, estructura, dinamica,
tendencias y relaciones de la practica cientifica®.
Paralelamente, la inteligencia artificial augura el
acceso a nuevas formas de atender los problemas,
y al mismo tiempo, la necesidad de desarrollar
nuevos marcos regulatorios, éticos y legales, para
los cuales se requieren especialistas en areas
emergentes.

Hablar de enfoque y visién transdisciplinarios
en temas de DM y su potencial correlaciéon
con la infeccidon con H. pylori, también implica
desarrollar las investigaciones en conjunto con las
instituciones que cuentan con: los datos y muestras
de pacientes, informacion sobre sus estilos de
vida, las estrategias de atencion, los programas
de prevencion, las politicas publicas relacionadas
y otros insumos que permitan comprender mejor
los factores, agentes y fendmenos (econdmicos,
sociales, histéricos, culturales, genéticos y otros
mas) asociados con estos padecimientos.

Con este tipo de aproximaciones, es posible
entonces, desarrollar modelos predictivos para
detectar las poblaciones en riesgo y determinar
la probabilidad de que padezcan estas (u
otras) enfermedades. Mas aun, disponiendo
de distintos escenarios y con el soporte de las
evidencias cientificas, se hace factible el disefio e
implementacion oportunos de politicas y programas
mas asertivos en el sector publico.

Por otro lado, también se valora necesario que la
sociedad misma adopte una mayor cultura cientifica
y en tal caso, conozca sobre los padecimientos,
sus causas y su manejo adecuado a través de
informacién respaldada en investigaciones; se
cuestione respecto de soluciones “magicas”; v,
en consecuencia, se responsabilice de su estado
de salud y procure estilos de vida y habitos mas
saludables.
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En la practica, ya existen reportes de ensayos
clinicos y analisis comparativos entre abordajes
transdisciplinarios y convencionales', en los cuales
se evidencian las ventajas de los primeros. La
meta es alcanzar un mejor manejo y atencion de
las enfermedades mediante procesos relacionales
o traslacionales, en el que cada especialista
contribuye con su conocimiento y experiencia, pero
también los transfiere a otros e incluso co-crea
nuevo conocimiento, mejorando eventualmente los
resultados.

Hasta el momento, se cuenta con algunos estudios
de este tipo relacionados con la DM'?; el hecho
de correlacionarla con la infeccion por H. pylori
hace aun mas complejo hablar de transdisciplina
y demandara entonces la participacion de un
mayor niumero de expertos en diferentes campos
del conocimiento, asi como diversificar las
herramientas de estudio.

Referencias bibliograficas

1. de Brito, B. B. et al. Pathogenesis and clinical management
of Helicobacter pylori gastric infection. World J Gastroenterol 25,
5578-5589 (2019).

2. Leja, M., Grinberga-Derica, I., Bilgilier, C. & Steininger, C.
Review: Epidemiology of Helicobacter pylori infection. Helicobacter
24, 12635 (2019).

3. Kao, C.-Y,, Sheu, B.-S. & Wu, J.-J. Helicobacter pylori infection:
An overview of bacterial virulence factors and pathogenesis.
Biomed J 39, 14-23 (2016).

4. Chen, C.-C. et al. The interplay between Helicobacter pylori and
gastrointestinal microbiota. Gut Microbes 13, 1-22 (2021).

5. He, J. et al. Helicobacter pylori and unignorable extragastric
diseases: Mechanism and implications. Front Microbiol 13,
972777 (2022).

6. Polyzos, S. A., Papaefthymiou, A., Doulberis, M., Mavridoglou,
G. & Kountouras, J. Helicobacter pylori infection and diabetes
mellitus. Diabetes & Metabolic Syndrome: Clinical Research &
Reviews 15, 845-846 (2021).

7. Committee, A. D. A. P. P. 2. Classification and Diagnosis of
Diabetes: Standards of Medical Care in Diabetes—2022. Diabetes
Care 45, S17-S38 (2021).

8. Aschner, P. New IDF clinical practice recommendations for
managing type 2 diabetes in primary care. Diabetes Res Clin Pract
132, 169-170 (2017).

9. Gutiérrez-Solis, A. L., Datta Banik, S. & Méndez-Gonzalez, R.
M. Prevalence of Metabolic Syndrome in Mexico: A Systematic

40 endmicas

Review and Meta-Analysis. Metab Syndr Relat Disord 16, 395—
405 (2018).

10. Flores-Fernandez, C. & Aguilera-Eguia, R. Indicadores
bibliométricos y su importancia en la investigacion clinica. ¢Por
qué conocerlos? Revista de la Sociedad Espafiola del Dolor
(2018) doi:10.20986/resed.2018.3659/2018.

11. Fernandez Piciochi, C., Bimbela Pedrola, J. L., Sarria
Santamera, A. & Martin Saborido, C. Transdisciplinariedad efectiva
en el cuidado de la diabetes: Diagnéstico PRECEDE. Endocrinol
Diabetes Nutr 69, 231-233 (2022).

12. Alderfer, M. & Nemours Children’s Clinic. Transdisciplinary

versus usual care for type1 diabetes in adolescence. https:/
ichgep.net/clinical-trials-registry/NCT03557151 (2022).



DE NUESTROS
COLABORADORES

Senales de transporte nuclear en
Entamoeba histolytica

Israel Canela-Pérez* y Jesus Valdes Flores

Departamento de Bioquimica, Cinvestav-IPN

*Autor corresponsal: biomedicas_icp@outlook.es

Transporte nuclear de proteinas

La principal caracteristica de los organismos
eucariontes es poseer un nucleo que contiene el
DNA y diversas moléculas como proteinas, lipidos,
y RNA entre otros metabolitos'. Desde 1833 Robert
Brown realiz6 arduas observaciones de muestras
celulares usando el microscopio y se percaté de la
presenciadel nucleo celular, resultados que publicdy
presentoé en una conferencia de la sociedad Linnena
de Londres. Resulta sorprendente como el nucleo
celular se sigue estudiando hasta el dia hoy en
diversos organismos eucariontes encontrandonos
con nuevos hallazgos que no nos dejan de
maravillar?. Por otra parte, es bien sabido que el
nucleo es un organelo delimitado por una envoltura
que le confiere determinada independencia del
citoplasma para controlar su contenido interno y
realizar procesos moleculares especificos como la
replicacién del DNA, la transcripcion de diversos
tipos de RNAs, la regulacion de la expresion génica,
la sintesis de ribosomas, la reparacién del DNA,
entre muchos otros eventos fundamentales para
la célula®. Durante varias décadas, se realizaron
estudios que demostraron el paso de moléculas

entre el citoplasma vy el interior del nucleo a través
de la membrana nuclear, sin embargo, no fue asi
para macromoléculas como las proteinas, que
necesitan atravesar complejos macromoleculares
conocidos como complejos de poro nuclear (NPC)*.
Afinales de la década de los 80s y principios de los
90s se realizaron estudios moleculares mediante
técnicas de DNA recombinante que esclarecieron el
proceso de transporte nuclear de proteinas a través
de los NPCs®. Entre estos estudios se pueden
citar los de Kalderon del National Institute for
Medical Research en Londres en 1984 y Dingwall
del Laboratory of Molecular Biology Hills Road
Cambridge de Inglaterra en 1988, que por primera
vez identificaron y publicaron las caracteristicas de
los motivos proteicos contenidos en los polipéptidos
que son importados al interior del nucleo®’. Por su
parte Kalderon logré identificar la secuencia de
importacién nuclear correspondiente a la proteina
viral del antigeno T mayor del virus SV40, mientras
que cuatro afos mas tarde Dingwall publicé la
secuencia especifica de importacién de la proteina
nucleoplasmina del anfibio Xenopus laevis. Estas

%;f.;‘ nomicas 41



secuencias fueron consideradas como las dos
sefiales de localizacion nuclear (NLSs) candnicas
por ser las primeras en ser publicadas. Sin embargo,
a la secuencia del antigeno T mayor del SV40 se le
acufié con el nombre de NLS monopartita ya que
cuenta con 7 residuos de aminoacidos de manera
consecutiva que son necesarios para el proceso
de internalizaciéon nuclear. Por otra parte, a la NLS
de la nucleoplasmina se le asigné como bipartita,
debido a que se demostré experimentalmente
el requerimiento de dos grupos de aminoacidos
basicos para la importacion nuclear de la proteina;
estos dos grupos de aminoacidos estan separados a
SuU vez por una secuencia espaciadora que no tiene
influencia en el proceso®. Ambos investigadores
concluyeron que las secuencias de importacion
nuclear deben estar enriquecidas con aminoacidos
de naturaleza basica, principalmente argininas y
lisinas (Figura 1).

Durante los ultimos 30 afios se han caracterizado
diversas sefales de importacion nuclear de
proteinas virales (VIH , dengue, Virus porcino,
Virus equino) eucariontes unicelulares como

levaduras (Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces  pombe), protozoarios
(Trypanosoma  cruzi, Trypanozoma  brucei,

Leishmania major), organismos multicelulares

como plantas (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa),
y mamiferos (Mus musculus, Homo sapiens)®™.
Cabe resaltar que la presencia de aminoacidos
basicos en estos motivos proteicos se encuentra
altamente conservada en todas las divisiones
taxonémicas estudiadas, indicando que el proceso
biolégico de importacion nuclear de proteinas se
ha mantenido de manera canoénica a lo largo de la
evolucion de los eucariontes con ligeros cambios a
nivel de género. Con respecto a la especificidad en
el tamano, dimensionado en kilodaltons (kDa), de
los polipéptidos transportados al nucleo mediante
el NPC, es altamente selectiva y controlada™.

Un terreno poco explorado

La caracterizacion de sefales de transporte
nuclear es un terreno de la biologia molecular casi
sin explorar en el parasito protozoario Entamoeba
histolytica. Este microorganismo presenta las
caracteristicas tipicas de una célula eucarionte, sin
embargo, presenta particularidades como son las
mitosomas (mitocondrias adaptadas) cuya funcién
es realizar la sintesis bioenergética del parasito.
Cabe sefalar que E. histolytica es el agente
etiolégico de la disenteria amebiana, registrando
en el afo 2022 en México mas de 162000 casos
de amebiasis intestinal y 428 casos de abscesos

A)  Antigeno T mayor del virus SV40
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Figura 1. Esquema a escala en el que se representan el antigeno T mayor del virus SV40 y la proteina nucleoplasmina
de Xenopus laevis. Sus respectivas sefiales de importacién nuclear se muestran en azul. A) Sefial de localizacién nuclear
monopartita caracterizada por Kalderon en el afio 1984. B) Sefial de localizacién nuclear bipartita descrita por Dingwall en el afio
1988. En ambos esquemas de proteinas se indica el extremo amino terminal y carboxilo terminal. La barra inferior representa

una porcién a escala de 50 residuos de aminoacidos.
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A) Helicasa B) Pseudouridina sintasa

Figura 2. Estructura molecular de las proteinas helicasa y pseudouridina sintasa de E. histolytica.
A) Helicasa en la que se resalta en rojo su NLS monopartita (NLS-M) localizada en su extremo carboxilo.

B) Pseudouridina sintasa con una NLS monopartita localizada en la parte central de la proteina. En azul se )
resalta el extremo amino y en verde el extremo carboxilo terminal. T
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Figura 3. Estructura molecular de una glicoproteina y la fosfodiesterasa de E. histolytica. A) Se presenta una glicoproteina
resaltando en rojo las regiones enriquecidas con aminoacidos basicos y en amarillo la regién espaciadora que conforman a la
NLS bipartita (NLS-B) localizada en su zona central. B) Pseudouridina sintasa con una NLS bipartita localizada en la parte central
de la proteina. En azul se resalta el extremo amino y en verde el extremo carboxilo terminal.
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hepaticos causados principalmente por este
parasito protozoario. El genoma de E. histolytica fue
publicado desde el afio 2005, por lo que se cuenta
con toda la informacion codificante del parasito'.
Con esta informacién disponible hemos llevado a
cabo un analisis informatico paraidentificar las NLSs
canonicas y no clasicas en el proteoma total del
parasito. Como era de esperar, se han encontrado
NLSs monopartitas, sin embargo, hemos hallado
una variacién notable en las longitudes que las
conforman con respecto al nUmero de aminoacidos
como se puede apreciar en los dos ejemplos de
la Figura 2 en los que se indican las NLSs de una
helicasa y una pseudouridina sintasa.

Por otra parte, las sefiales bipartitas de la
glicoproteina y la fosfodiesterasa de E. histolytica
presentan una ligera variacién en longitud al
compararlas con la secuencia canonica de
nucleoplasmina de X. Jaevis. Sin embargo,
se conserva la organizacion de dos regiones
enriquecidas con aminoacidos basicos separados
por una secuencia espaciadora (Figura 3). Estos
resultados no deberian sorprendernos ya que
como se menciond anteriormente la conservacion
de estas sefiales se encuentra al parecer en todos
los organismos eucariontes estudiados y en las
proteinas virales que entran al nucleo de células
huésped nucleadas’.

Hemos encontrado también una particularidad
notable en E. histolytica con respecto a la presencia
de sefiales no canodnicas de longitudes atipicas,
sugiriendo un posible evento de importacion
especie especifico.

Sin duda, estos hallazgos aportan una pieza
importante en el rompecabezas de translocacién
nuclear de eucariontes, abriendo nuevas
alternativas de estudio, especificamente de
protozoarios parasitos, cuya exploracion se limita
a pocas especies estudiadas pertenecientes a los
géneros Trypanosomatidae y Leishmania®10.13-15,
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NOTICIAS
del mundo de la ciencia

La microbiota intestinal puede desempefiar un
papel importante en el desarrollo de diabetes

El grupo de investigacion dirigido por el investigador
Mark O. Goodarzi ha encontrado una relacion
entre el tipo de bacterias que se encuentran en el
intestino humano y el desarrollo de la diabetes tipo
2. En un estudio publicado en la revista Diabetes
se analizd la asociacion entre la presencia de 36
bacterias, productoras de butirato, en muestras de
heces fecales y la sensibilidad a la insulina. Los
autores encontraron que las personas que tenian
mayor abundancia de la bacteria Coprococcus, en
su flora intestinal, mostraban mayor sensibilidad
a la insulina, mientras que aquellos en los que en

Para conocer mas:

Butyrate-Producing Bacteria and Insulin Homeostasis: The
== Microbiome and Insulin Longitudinal Evaluation Study (MILES)

Journal of Diabetes

su flora predominaba la bacteria Flavonifractor
disminuia la sensibilidad a esta hormona. Estos
investigadores concluyeron que las bacterias del
género Coprococcusy otras relacionadas, formaban
una red de bacterias con efectos beneficiosos
sobre la sensibilidad a la insulina. A pesar de que
las bacterias del género Flavonifractor también son
productoras de butirato, su presencia se asocio
con la resistencia a la insulina y la predisposicion
a padecer diabetes tipo 2. La importancia de este
hallazgo permitira dirigir el desarrollo de nuevos
probidticos para la prevencion de la diabetes.

Jinrui Cui. et al. Diabetes. 2022: ¥1 (11} 2438 DOIL: 10.2337/db22-0168

Nucléolo y las Bacterias

El nucleolo es un compartimiento subcelular donde
se transcriben y procesan los RNAribosomales en el
nucleo de las células eucariontes. En las arqueas, de
manera interesante, se han identificado homélogos
de proteinas nucleolares, pero su estructura no se
habia identificado. Un equipo de cientificos de la
Facultad de Ciencias, UNAM (FC), el Instituto de
Biologia (IB-UNAM) y la King Abdullah University
of Science & Technology (KAUST) de Arabia
Saudita describieron la presencia del nucléolo
en Saccharolobus solfataricus. Estas arqueas
son organismos acido-termofilicos que viven en
aguas termales geotérmicas. Los investigadores,
empleando microscopia electrénica de transmision,
} frontiers Para conocer mas:

in Microbiology

identificaron regiones electrodensas las cuales son
similares a los compartimientos fibrogranulares
donde se encuentran las regiones organizadoras
nucleolares (AgNOR) que son los lugares donde
se transcriben, y procesan los RNA ribosomales.
Este equipo de investigadores complementd esta
investigacion realizando analisis protedmicos
donde identificaron proteinas relacionadas con
la biogénesis de los ribosomas. Este estudio es
relevante porque demuestra la presencia de este
compartimiento en dos dominios del arbol de la
vida: las arqueas y los eucariontes.

https/Awww. frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2023. 107507 1/full
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Las bacterias tienen histonas despues de todo

El espacio subcelular donde se localiza el
genoma de un organismo siempre es limitado,
independientemente que este sea eucarionte
o procarionte. Por esa razén, para cualquier
organismo vivo es crucial organizar y compactar
su genoma. Para conseguirlo, dichos organismos
han desarrollado estrategias que dependen de la
interaccion que se establezca entre el DNA y las
proteinas. Hasta ahora se habia considerado que las
histonas estaban ausentes del genoma bacteriano.
Sin embargo, mediante analisis bioinformaticos del
genoma bacteriano se han encontrado secuencias
de DNA que codifican proteinas que conservan el
dominio de plegamiento de las histonas (“histone
fold”). El grupo del investigador Tobias Warnecke
del Medical Research Council London en Londres,
identificé alrededor de 400 proteinas que conservan

Para conocer mas:
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el dominio “histone fold” en diferentes tipos de
bacterias. Su grupo de investigacion estudio
la proteina Bd0055 de la bacteria Bdellovibrio
bacteriovorus, la cual se une al DNA en forma de
dimeros y favorece el empaquetamiento del DNA.
Sin embargo, se observé un mecanismo diferente
al que ocurre con las histonas. Los dimeros
de la proteina Bd0055 recubren el DNA lineal,
formando un filamento de nucleo-proteinas con
una disposicién hacia el exterior lo cual presenta
una divergencia fundamental del modo de unién
de las histonas. Estos resultados demuestran que
las histonas son componentes integrales de la
cromatina en todo el arbol de la vida y destacan la
innovacién organizacional en las bacterias.

Histone-organized chromatin in bacteria
Antoine Hocher, Shawn P. Laursen, Paul Radford, Jess Tyson, Carey Lambert, Kathryn M

Stevens, Mathieu Picardeau, R. Elizabeth Sockett, Karolin Luger, Tobias Warnecke

Streptococcus salivarius y las alergias

Las alergias estan asociadas con la presencia de
alérgenos, como el polen o polvo, desencadenando
una reaccion inflamatoria en las fosas nasales, lo
que provoca picazon, estornudos y mucosidad
abundante. El grupo de investigacion de la Dra.
Min Li de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Shanghai Jiaotong, analizaron la composicién
de la poblacion microbiana en la nariz de personas
que tenian alergias y la compararon con la de
personas sanas. Los investigadores encontraron
menor diversidad en el microbioma nasal de las
personas que tienen alergias y mayor abundancia
de una especie bacteriana llamada Streptococcus

Para conocer mas:;

salivarius. Esta bacteria desempefa un papel
importante en la exacerbacion de los sintomas de
alergia, ya que al parecer algunas de las proteinas
de su superficie favorecen su unién a las células
epiteliales de las vias respiratorias provocando
una mayor inflamacién. Estos hallazgos permitiran
identificar a éstas proteinas de la superficie de esta
bacteria y dirigir estrategias para bloquear su union
con las células epiteliales a través de farmacos y
de esta manera realizar un mejor control de los
procesos alérgicos.

Exacerbation of allergic rhinitis by the commensal bacterium Streptococcus
salivarius. P. Miao et al. Nature Microbiology. Published online January 12, 2023.
doi: 10.1038/541564-022-01301-x doi: 10.1038/s41564-022-01301-x
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Los microexones y sus funciones para mantener
los niveles de glucosa en la sangre

En los Uultimos afos, se han identificado los
microexones, los cuales tienen un tamafo de
3 a 27 nucledtidos de largo, son mucho mas
pequefios que un exén promedio, cuyo tamario
es de aproximadamente 150 nucleétidos. Los
microexones se han descrito en muchas especies
diferentes, desde moscas hasta mamiferos,
sugiriendo que tienen una funcion importante
ya que se han conservado por seleccion natural
durante cientos de millones de afios. Primeramente,
estas secuencias se identificaron en células
neuronales demostrando que son cruciales para el
desarrollo de los fotorreceptores en las neuronas
de la retina. Sin embargo, recientemente un
equipo de investigacion dirigido por el investigador
Manuel Irimia del ICREA en Barcelona, Espafia
identificé a un grupo de microexones en células
pancreaticas. Estos microexones se encuentran

Para conocer mas:

en los islotes pancreaticos, tejidos que albergan
a las células beta que producen la insulina. De
los mas de cien microexones identificados en
los islotes pancreaticos, la mayoria se ubicaron
en genes criticos para la secrecion de insulina
y en algunos genes asociados con el riesgo de
desarrollar diabetes tipo 2. La investigacion reveld
que la inclusién de microexones en los transcritos
estaba controlada por la proteina SRRM3, la cual
se une a las moléculas de RNA. Los investigadores
demostraron que los niveles altos de azucar en
sangre inducian tanto la expresiéon de SRRM3
como la inclusiéon de microexones, lo que sugiere
la posibilidad de que la regulaciéon del empalme
de microexones pueda desempefiar un papel en
el mantenimiento de los niveles de azucar en la
sangre.

Pancreatic microexons regulate islet function and glucose homeostasis
Juan-Mateu, J., et al. Naf Metab, 2023 DOI; 10.1038/s42255-022-00734-2
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ANUNCIOS

SE SOLICITAN ESTUDIANTES DE LICENCIATURA PARA REALIZAR TESIS, SERVICIO SOCIAL Y/O POSGRADO

EN PROYECTOS DE INVESTIGACION GENOMICA Y PROTEOMICA EN EL PCG-UACM.

Se solicita estudiante para realizar su servicio social y/o tesis de licenciatura en proyectos de
investigacion en Trichomonas vaginalis y en cancer de préstata.

Requisitos: Estar inscrito en una institucion de educacion superior. Contar al menos con el 85% de los
créditos de la licenciatura. Promedio minimo de 8.

Informes: Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez

Email: maria.alvarez@uacm.edu.mx

Se solicita estudiante para realizar su servicio social y/o tesis de Licenciatura en el proyecto: Control
co-transcriptional de genes relacionados a la virulencia y el enquistamiento de Entamoeba.
Requisitos: Estar inscrito en la UACM en las licenciaturas de Ciencias Gendmicas o Nutricion o bien en una
Institucién de Educacion Superior en el area de las Ciencias de la Vida. Contar al menos con el 80% de los
créditos de la licenciatura.

Informes: Dra. Elisa Azuara

Email: elisa.azuara@uacm.edu.mx

Se solicita estudiante interesado en desarrollar servicio social y/o tesis de licenciatura en proyectos
de investigacion sobre Interaccion hospedero-patégeno en enfermedades infecciosas emergentes
y reemergentes, contar con al menos el 80% de los créditos de la licenciatura y con un promedio general
minimo de 8.0.

Informes: Dr. Mauricio Castafion Arreola

Email: mauricio.castanon@uacm.edu.mx

Solicito dos estudiantes para desarrollar proyectos en Genémica y Proteémica del Cancer de Mama.
Se desarrollaran proyectos de investigacion enfocados al analisis funcional de microRNAs y analisis
protedmico de biopsias de cancinomas mamarios.

Informes: Dr. César Lopez-Camarillo

Email: cesar.lopez@uacm.edu.mx

Se solicita estudiante interesado en desarrollar servicio social y/o tesis de licenciatura en proyectos
de investigacion sobre Diagnostico molecular y vacunas.

Requisitos: estar inscrito en alguna institucion de educacion superior, contar con al menos el 75% de los
créditos de la licenciatura y con un promedio general minimo de 8.0.

Informes: Dra. Helena Solleiro Villavicencio

Email: helena.solleiro@uacm.edu.mx
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Maestria
en Ciencias

Gendmicas

Lineas de Generacién y Aplicacidn del conocimianta;
Gendmica de Bacterias y Virus

Genbmica Humana
Gendmica de Parasitos
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Doctorado
en Ciencias

Gendmicas
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DESDE EL

PORTAOBIETOS:

Imagenes del MicroUniverso

glucagon

insulina

dieta normal

dieta alta en grasas

Distribucion de las hormonas insulina y glucagén en los islotes de Langerhans del pancreas de ratones
alimentados con una dieta normal o alta en grasas. El tejido pancreatico se procesé para ensayos
de inmunofluorescencia, usando anticuerpos especificos (fluorescencia verde). El nucleo celular fue
tefiido en azul y las preparaciones se analizaron por microscopia confocal. Las imagenes muestran
claras diferencias en la secreciéon hormonal cuando se administra una dieta alta en grasas en relacién
a una dieta normal, redistribuyéndose la insulina hacia el citoplasma y disminuyendo el glucagén en
los bordes de los islotes.

Crédito: Melisa Chacon, Angelica Silva, Dra. Abigail Betanzos. Infectémica y Patogénesis Molecular
(DIPM)-Cinvestav-IPN
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