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Editorial

Fiel al lema de nuestra casa de estudios, “Ciencia, Arte, Libertad”, la revista Tequio
presenta en cada numero un tema central que da titulo a la edicién y que de manera
sucinta indica al lector lo que encontrara en sus paginas. Los contenidos siempre
guardan el caracter cientifico y surgen de la pluma de profesionales en el area, dando
espacio para que estudiantes de posgrado e investigadores titulares expongan la
revision de un tépico de los que constituyen sus lineas de investigacion.

Al ser el arte una de las actividades sustantivas de la Universidad Auténoma

“Benito Juarez” de Oaxaca (UABJO), en cada numero se incorporan obras pictdricas,
presentadas de tal forma que el lector podra observar una pequefia muestra de la
produccién de artistas universitarios, hombres y mujeres, vinculados a la UABJO.
En esta ocasion se trata de dos catedraticas universitarias, que tienen en comun
provenir del mismo nucleo familiar.
El nimero 2 de Tequio esta dedicado a la investigacion biomédica y es una evidencia
de la tarea que se lleva a cabo en las facultades de Medicinay Cirugia, Odontologia,
y Derecho y Ciencias Sociales, a través de los profesores investigadores y de los
jévenes investigadores de las catedras Conacyt, que se encuentran en la UABJO.

La presente edicién inicia con la importancia de los glicanos en procesos
fisiologicos vy patoldgicos, para enseguida dar lugar al panorama actual en el
diagndstico de la tuberculosis, enfermedad reemergente a nivel mundial que sigue
causando muertes en México. El tercer articulo presenta las técnicas y métodos
que buscan precisar el tiempo postcoital, a través del estudio del liquido seminal.
En cuarto lugar se aborda la participacién de la via colinérgica una vez activada
de manera exdgena, para coadyuvar al control no farmacolégico de enfermedades
inflamatorias. Los siguientes textos abordan diferentes fenémenos que se
relacionan con el cancer, desde el papel que las vesiculas y su contenido ostentan,
los fenémenos que llevan de una infeccidn viral a la tumorogénesis, los factores de
riesgo del cancer hepatico, hasta la actuacion de las células estelares en el proceso
fibrogénico. Todos los anteriores, temas de crucial relevancia que aportan al
desarrollo de nuevos métodos para prevenir o atender padecimientos que parecen
caracterizar con mayor énfasis el transcurso del presente siglo.

Comité editorial
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RELEVANCIA BIOLOGICA DE
LOS GLICOCONJUGADOS

BIOLOGICAL RELEVANCE OF
THE GLYCONJUGATES

Itandehui Belem Gallegos Velasco, Casandra Sosa Amaya,!
Luis Miguel Garcia Cruz* Brenda Leticia Santiago Olivera,*
Jesus Hernandez Juarez' y Pedro Antonio Hernandez Cruz™

Fecha de recepcién: 30 de noviembre de 2016
Fecha de aceptacién: 31 de octubre de 2017

Resumen - La glicociencia estudia los glicanos, uno
de los cuatro tipos de macromoléculas biolégicas
fundamentales de los seres vivos. Los glicanos son
las macromoléculas mdas abundantes en el planeta;
sin embargo, si se comparan con los 4cidos nucleicos,
las proteinas y los lipidos, son los menos estudiados.
El analisis de los glicanos es un area de oportunidad
para identificar su participacién en los principales
procesos fisioldgicos y patolégicos que afectan al ser
humano.

Palabras clave:
Glicociencia, salud, cancer.

Abstract - Glycoscience is a science that studies
glycans, one of the four types of fundamental
biological macromolecules of living things. Glycans
are the most abundant macromolecules on the planet,
however, compared to nucleic acids, proteins and
lipids, are the least studied. The study of glycans is
an area of opportunity to identify their participation
in the main physiological and pathological processes
that affect the human being.

Keywords:
Glycoscience, health, cancer.
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Introduccion

a informacién biolégica contenida en las
estructuras glicanicas es mucho mayor que
cualquiera contenida en los otros tipos de
macromoléculas. En la superficie de todas nuestras
células existe una gran cantidad de glicanos que
conforman lo que se conoce como el glicocaliz, el
cual es indispensable para establecer procesos de
comunicacién celular esenciales, particularmente en
el contexto de organismos pluricelulares, que incluyen
el desarrollo embrionario, los grupos sanguineos, la
adhesion celular, la funcion de moléculas bioldgicas
solubles como los anticuerpos o la sefializacién de
multiples receptores celulares (figura 1). Cambios en los
procesos biosintéticos de los glicanos pueden provocar
diversas enfermedades que afectan al ser humano,
incluyendo Alzheimer, cancer, diabetes y obesidad, asi
como diversos procesos infecciosos bacterianos o virales
donde los glicanos determinan nuestra susceptibilidad a
infecciones como el HIV, rotavirus o influenza.

La glicosilacion

Laglicosilaciénde proteinas es un evento co-traduccional
que se presenta en el reticulo endoplasmico y también
un evento terminal que modifica los residuos de azucar
unidos a las proteinas en los diferentes niveles del
aparato de Golgi. Este fendmeno desempefia un papel
importante en el transporte y destino de las proteinas,
a las que se les afiaden residuos sacaridicos, pero
también se ha observado que tiene importancia por
los oligosacdridos que finalmente quedan expresados
en la superficie celular (Van den Steen, Rudd, Dwek y
Opdenaker, 1998).

Las glicoproteinas son biopolimeros que pueden
contener una o mas cadenas de carbohidratos unidas
al polipéptido. Dichas cadenas se clasifican, de acuerdo
con la unién entre el azucar y el aminodcido, en N- y
O-glicanos. Los N-glicanos generalmente presentan
una N-acetil-D-glucosamina unida a una asparagina.
Los N-glicanos presentes en las proteinas se
clasifican en tres grandes grupos: N-glicanos con un

alto contenido de manosa en su estructura, los cuales
son muy comunes en proteinas con diversos origenes
y funciones, vy son intermediarios para otro tipo de
estructuras N-glicanicas mds complejas;
también las estructuras del tipo lactosaminico, cuya
caracteristica principal es la presencia de Galpl-
4GIcNAc en cantidad variable y actian como sefiales
de reconocimiento celular, ya que las glicoproteinas
que presentan este tipo de estructuras normalmente
se encuentran en la superficie celular; el tercer tipo
de estructura N-glicanica se conoce como hibrida y las
proteinas que tienen esta clase de arreglo contienen
una mezcla de las estructuras lactosaminicas y de las
manosas (figura 2). Los N-glicanos también pueden
proteger a las proteinas que los portan de la accién de
las proteasas.

Los O-glicanos poseen una N-acetil-D-galactosamina
unida a una serina o una treonina de la cadena
polipeptidica, a diferencia de los N-glicanos. Los
O-glicanos presentan una mayor variedad de
estructuras, habiendo ocho secuencias consenso de
las cuales deriva el resto de estructuras (figura 3).
Por su gran complejidad vy diversidad, participan en
diversas funciones, por ejemplo, en la conformacién
de la estructura secundaria y terciaria e inclusive de la
cuaternaria de algunas proteinas, como en el caso de
las mucinas (Carraway y Hull, 1991); también evitan
la agregaciéon de las proteinas (Rose et al, 1984),
muchos de los que se encuentran en las glicoproteinas
participan activamente en el reconocimiento celular,
actuando como ligando (Chapman, Eckart, Kaufman vy
Lapointe, 1996; Lai, Visser y Poppema, 1991; Powell y Varki,
1994), en la fertilizacién (Gong, Dubois, Miller y Shur,
1995) y en diversas moléculas que juegan un papel
relevante en laregulacién de la respuesta inmunoldgica.
En este grupo de células, la O-glicosilacién de eipitopes
de moléculas extrafias es importante en la interaccién
de grupos celulares (Nguyen, Knapp y Humpreys, 1993)
y en la transduccién de sefiales (Willougtby 1993).
La presencia de estructuras O-glicanicas anormales
-como el antigeno T y Tn y sus formas sialiladas

existen
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(figura 3)- en las proteinas, como las mucinas, se ha
asociado al desarrollo de tumores (Yamashita, Chunng,
Horie, Kanagi y Sowa, 1995). Considerando la relevancia
de las estructuras oligosacaridicas en las funciones
celulares, se han desarrollado diversas técnicas para su
estudio y caracterizacién; una de ellas es el empleo de
lectinas, especialmente las provenientes de vegetales,
debido a su capacidad para interaccionar y reconocer
especificamente secuencias vy
las estructuras oligosacaridicas presentes en las
glicoproteinas y de acuerdo con esta especificidad se
pueden clasificar en lectinas que interactan con glicanos
del tipo N v lectinas que interactdan con glicanos del
tipo O. En virtud de la gran complejidad de las estructuras
O-glicanicas, las lectinas que interacttan con ellas se
subdividen en varios grupos, como se describe en el
cuadro 1.

El grado y tipo de glicosilacién se halla regulado
por un abanico de glicosiltransferasas que actdan
secuencialmente en el reticulo endoplasmico vy en el
aparato de Golgi, sintetizando la unién especifica de
un monosacarido a un glicano precursor. Por lo tanto,
el repertorio de glicosiltransferasas presentes en un
determinado tipo celular determina las caracteristicas
particulares de las estructuras de los oligosacaridos
que poseen las glicoproteinas de la membrana
plasmatica vy la matriz extracelular (Varki, Cummings,
Esko, Freeze, Hart y Marth, 1999). Tomando en cuenta
la diversidad y distribucién ubicua que poseen los
glicoconjugados, resulta sencillo visualizar que estas
estructuras median una amplia variedad de efectos
biolégicos, los cuales en general es posible agrupar
en dos tipos: funciones estructurales del glicano en si
mismo o la modulacién de la molécula a la que estan
covalentemente unidos y funciones relacionadas al
reconocimiento de la estructura sacaridica por lectinas
enddgenas, como selectinas y galectinas, o exdgenas
como las lectinas microbianas (Varki et al., 1999).

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas
que reconocen de manera especifica y reversible
carbohidratos en solucién o presentes en las

conformacién de
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membranas celulares. Lectinas provenientes del
reino vegetal han sido empleadas en la investigacion
biomédica de diferentes formas; asi, por ejemplo: la
lectina de Helix pomatia se ha utilizado en tinciones
de histoquimica de adenocarcinoma de pulmén vy
carcinomas de mama, ya que puede servir como un
marcador prondstico en ambos tejidos; o la lectina
Phaseolus vulgaris, que fue usada como un factor
prondstico en cancer de mama y colon, asi como en el
estudio de los linfomas de células B difusas; la lectina
obtenida de Vicia villosa con especificidad hacia
GalNac, empleada como factor prondstico en el cancer
de mama; la lectina de Arachis hypogeae especifica
para el antigeno TF, que ha demostrado funcionar como
marcador prondstico en el cancer de mama (Dan, Liu
y Ng, 2016) vy la lectina de Amaranthus leucocarpus,
que tiene afinidad por los antigenos Tn y TF que se
han empleado en el estudio del cancer cervicouterino
y de mama (Aguilar, Pérez-Campos, Soldrzano, Pérez,
Zenteno y Hernandez, 2015).

La glicociencia

La glicociencia es una rama de las ciencias de la vida
que estudia la estructura y funcién de los glicanos,
uno de los cuatro tipos de macromoléculas bioldgicas
fundamentales de los seres vivos. Los glicanos son las
macromoléculas mas abundantes en el planeta; sin
embargo, comparativamente con los dcidos nucleicos,
las proteinas vy los lipidos, son los menos estudiados.
La disrupcion en los procesos
sintetizar adecuadamente los glicanos son un
mecanismo fisiopatolégico fundamental en distintas
enfermedades que afectan al ser humano, incluyendo
Alzheimer, cancer, diabetes y obesidad, asi como en
diversos procesos infecciosos bacterianos o virales
donde los glicanos determinan nuestra susceptibilidad
ainfecciones como el HIV, rotavirus o influenza. Deigual
manera, aplicar nuestros conocimientos acerca de los
glicanos tiene una gran trascendencia en el desarrollo
diagnodstico v terapéutico de diversas enfermedades,
a través de la identificacién de estructuras glicanicas

que permiten
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aberrantes, particularmente en el cancer, que sirven
para establecer diagndsticos tempranos. Uno de los
principales avances y aplicaciones de la glicociencia ha
sido en el desarrollo de glicoproteinas recombinantes
de uso terapéutico, como la eritropoyetina, o en
distintos anticuerpos monoclonales donde los glicanos
en estas glicoproteinas definen su estabilidad y/o
funcién efectora.

Los glicocientificos tienen origenes disciplinarios
distintos; encontramos microbiélogos, bioquimicos,
bidlogos, quimicos, fisicos, ingenieros, biotecndlogos,
etcétera. La convergencia de dichos origenes forma la
glicociencia, que genera una gran riqueza al abordar
los problemas a través de enfoques complementarios
y con un mayor éxito para comprender integralmente
la funcion de los glicanos y de los procesos en los que
estan involucrados.

Impacto de la glicociencia en la salud
humana

La glicociencia tiene un impacto en los siguientes
aspectos de la salud humana:

Enfermedades cronico-degenerativas
Las crénico-degenerativas
padecimientos de larga duracién y de progresion
lenta, que regularmente estan asociadas a la edad,
principalmente, y al envejecimiento, pero también
existen factores hereditarios que las favorecen como
la obesidad. Se ha demostrado que la accién de la a2-6
sialiltransferasa inhibe la abiogénesis (Kaburagi, Kizuka,
Kitazume vy Taniguchi, 2016). La hiperglucemia
sindrome metabdlico promueve la
0-Glucnacilacién de proteinas, las cuales pueden
participar en la toxicidad derivada de las altas
concentraciones de glucosa. Se ha comprobado que la
0-Glucnacilacién de NF«B tiene efectos reguladores
positivos, favoreciendo la inflamacién, pero también
tiene efectos reguladores negativos, inhibiendo la
accion pro inflamatoria de NFxB (Baudoin e Issad,
2015). La O-Glucnacilaciéon también participa en el

enfermedades son

asociada al

desarrollo de la nefropatia diabética, a través de la
inhibicién de la fosforilacion de la proteina cina c y del
6xido nitrico sintasa (Gellai, Hodrea, Lenart, Hosszu,
Koszegi, Balogh, Ver, Banki, Fulop, Molnar, Wagner,
Vannay, Szabo y Fekete, 2016).

Cdancer

El cancer representa un grave problema de salud a
nivel mundial. Los que causan un mayor numero de
muertes anuales son los de pulmén, higado, estémago,
colon y mama. Un cambio caracteristico de las células
tumorales corresponde a las alteraciones a nivel
de la glicosilacién. Dichas alteraciones pueden ser
muy diversas, como pérdida, aumento o aparicién de
expresion de estructuras oligosacaridicas, o bien la
acumulacion de precursores. La expresion de estos
glicoconjugados no ocurre de manera azarosa, se
ha visto que un grupo limitado de oligosacaridos
se encuentra frecuentemente enriquecido en Ia
superficie de la célula tumoral. Las modificaciones
en la glicosilaciéon pueden favorecer la metastasis,
la proliferacién no controlada vy la inhibicién de Ila
apoptosis, funciones clave en el desarrollo del cancer
(Luy Gu, 2015).

Como consecuencia de la transformacion maligna
ocurren cambios muy importantes en la glicosilacién,
sobre todo en la etapa de elongacién de los
0-glicanos. Esto determina que algunos tipos de nicleos
(figura 3), que en las células normales se encuentran
enmascarados por la adicién de otros azucares,
queden expuestos en la superficie celular, resultando
en la formacién de nuevos antigenos asociados al
cancer. Los antigenos mejor caracterizados en el
cancer de mama son los Tn [GalNAc((1-0-)Ser/Thr],
sialil-Tn  [Neu(a2-6)GalNAc((1-0-)Ser/Thr], T o TF
[Gal((1-3)GaINAc((1-0-)Ser/Thr] y sialil-T [Neu(a2-6)
Neu(a2-3)Gal((1-3)GalNAc((1-0-)Ser/Thr]. El antigeno
Tn es el precursor del antigeno T o TF: por la accién de
una B galactosil transferasa, se ha observado que la
actividad de la enzima B galactosil transferasa puede
estar bloqueada, esto provoca una temprana sialilacién
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del antigeno Tn, que normalmente se encuentra
sustituido con galactosa (Gal) o N-Acetilglucosamina
(GIcNACc), lo que permite la formacién del esqueleto
del oligosacérido y finalmente su terminacién con
la adicién del acido sidlico (NeuAc). La expresion del
antigeno sialil-Tn se ha asociado con carcinomas,
como por ejemplo, adenocarcinoma gastrico difuso,
cancer de pulmén, cancer cervicouterino y cancer
de higado. La expresién de antigenos del tipo Sialil-
Lewis se ha relacionado con la capacidad de las células
transformadas para invadir otros tejidos y evadir al
sistema inmune. Estos O-glicanos algunas veces estan
unidos a glicoproteinas que pueden ser expresadas en
las membranas celulares, lo cual permitiria la bisqueda
de nuevos marcadores glicosilados para la deteccién
del cancer de mama desde sus fases iniciales, en las
que los métodos histoldgicos no logran diferenciar la
morfologia celular.

La glicociencia ha contribuido a la busqueda de
nuevos blancos que puedan ser utilizados para el
desarrollo de métodos diagndsticos mas sensibles,
especificos y que permitan detectar la enfermedad
en etapas tempranas. Por lo anteriormente sefialado,
un reto para la glicociencia es la implementacién de la
glicbmica como plataforma clinica para el diagndstico
oportuno vy la valoracién de pacientes oncolégicos.

Inmunologia

Dentro del drea de la inmunologia, la descripcién de
los mecanismos de comunicacién intra e intercelular
constituye unaspecto clave enla prediccién de respuestas
biolégicas. En ese contexto, la participacion de los
glicoconjugados constituye una nueva plataforma de
regulacién de los procesos inmunolégicos, por lo cual la
vinculacién entre la inmunologia vy las glicociencias se
ha establecido de manera practicamente natural. Asi,
entonces, resultan areas de estudio comun dentro de
la investigacion bdsica la descripcién molecular de la
adhesién y migracion celular, la formacién de complejos
intermoleculares dindamicos (accion de Galectinas,
relacion receptor ligando, fagocitosis, activacién
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celular, sinapsis inmunoldgica, etcétera), la regulacién
de la sefializacién intracelular (glicosilacién por
0-GIctNAc de fosfoproteinas) vy la modulacién
transcripcional (transactivacion de factores de
transcripcion por Galectinas y estabilizacién de
ARNm). Dentro de los estudios aplicados en la clinica
humana vy veterinaria, la estabilidad estructural e
inmunogenicidad de biofarmacos es, sin duda, un
aspecto de gran interés entre estos dos campos.
Por su parte, los estudios de la relacién microbiota-
sistema inmune, metabolismo-sistema inmune vy la
inmunoterapia son dreas de gran interés y donde
las glicociencias tienen una participacion muy
importante, aunque no del todo conocida.

Enfermedades infecciosas

La interaccion de un organismo con su entorno abarca
muchos aspectos a considerar; el reconocimiento
de los factores medioambientales. Sin importar el
tipo de patégeno del que se trate (bacteria, hongo,
virus o pardsito), todos tienen en comun el hecho
de contar con superficies celulares recubiertas con
azucares conjugados a lipidos (glicolipidos), proteinas
(glicoproteinas) y a otros azucares (polisacaridos)
(Chapot-Chartier, 2014). Esta recubierta permite
a las células censar y protegerse de los cambios
bruscos del medio ambiente externo, proporciona
forma v rigidez a la célula y, en general, posibilita
la comunicacién intercelular. De manera similar, la
superficie de las células del hospedador, junto con
el material extracelular, estan enriquecidos con
moléculas hechas a base de azucares que hacen
posible que se lleven a cabo funciones semejantes
a las ya descritas para las células patégenas. Asi, no
es dificil entender la relevancia de la glicociencia en el
campo de las enfermedades infecciosas vy en el estudio
de los organismos patégenos.

Desordenes congénitosdelaglicosilacion
Los desérdenes congénitos de la glicosilacién son
un grupo de enfermedades metabdlicas hereditarias
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raras, con una incidencia calculada de < 1:25000.
Estos padecimientos son causados por mutaciones
en genes involucrados en la sintesis de glicanos; se
calcula que aproximadamente 2% del genoma estd
involucrado en este proceso. Actualmente se tienen
identificadas mas de cien enfermedades congénitas
de la glicosilacién, mismas que implican mutaciones
en genes que codifican para glicosiltransferasas,
glicosidasas, transportadores de glicosilnucledtidos,
sintesis de glicosilnucledtidos, sintesis de lipidos vy
proteinas involucradas en la homeostasis del Golgi.
La principal técnica que ha permitido su diagnostico
es el isoelectroenfoque de transferrina sérica, una

N-glicoproteina seria, la cual separa las isoformas de
transferrina de acuerdo con su estado de glicosilacién y
en pacientes con CDG detectala presenciade isoformas
hipoglicosiladas. Posteriormente se ha complementado
con el isoelectroenfoque de Apolipoproteina ClllI, un
marcador sérico de O-glicoproteinas y que junto con
el IEF de transferrina permiten identificar a enfermos
con afectacién mixta de ambas vias de la glicosilacién.
En Europa y Estados Unidos el andlisis del estado
de glicosilacién de estos marcadores ya se realiza
directamente a través de técnicas mas sofisticadas,
como ESI/MS.

Cuadro 1.
Clasificacion de lectinas que poseen especificidad hacia O-glicanos
GRUPO DE LECTINA
GalNAc Griffonia simplicifolia Leguminosa
Vicia villosa Leguminosa
GalNacal-3GalNAc Amphicarpea bracteata | Leguminosa
Dolichos biflorus Leguminosa
Galpl-3GalNAc Arachis hupogaea Leguminosa
Vicia graminea Leguminosa
Sophora japdnica Leguminosa
Amaranthus caudatus Amarantdcea
Amaranthus leucocarpus Amarantacea
Artocarpus integrifolia Moraceas
GalNAcal-3[Fcal-2]Galpl-3
GIcNAC Crotalaria striata Leguminosa
Falcata japdnica Leguminosa
Vicia cracca Leguminosa
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Figura 1.
Importancia de los carbohidratos unidos a glicoproteinas o glicolipidos en las interacciones célula-célula, en la
interaccion de patégenos como virus y de bacterias con las células.

Célula

Bacteria

Virus
Receptores

ohidratos

Acuarela de José Luis Feliciano

Figura 2.
Nucleos sacaridicos internos que corresponden a N-glicanos. Ndcleos sacaridicos internos que corresponden a
N-glicanos. A) N-glicanos ricos en manosa, B) N-glicanos complejos y C) N-glicanos hibridos.

Sia= Acido sidlico. Gal= Galactosa. GalNAc=N-acetilgalactosamina. GIcNAc=N-acetil-glucosamina. Man=Manosa. Ser=
Serina. Thr=Treonina. Asn= Asparagina.
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Figura 3.

Nucleos sacaridicos internos que corresponden a los ocho nucleos de iniciacién de O-glicanos. Estructura y biosintesis
de los ndcleos (core) de O-glicanos. Se resalta en borde mds oscuro los antigenos mayormente asociados a cancer
de mama que se han identificado. Las enzimas encargadas de la biosintesis se conocen como glicosiltransferasas,
la primera etapa de la O-glicosilacién ocurre por la adiciéon de GalNAc a un residuo de Treonina (Thr) o de Serina
(Ser) aminoacidos que estan en la cadena polipeptidica y que es catalizada por una GalNAc-Transferasa (paso 1);
posteriormente dicha estructura se empezara a elongar por la adicién de mas azucares que son incorporados a dicha
estructura por diferentes glicosiltransferasas, identificandose hasta el momento ocho tipos diferentes de nucleos de
0O-glicanos cuya formacién es de la siguiente manera: ndcleo 1 actda la B3Gal-Transferasa (paso 2), nlcleo 2 actia
la B6GICNAc-Transferasa (paso 3), ndcleo 3 actla la B3GIcNAc-Transferasa (paso 4), nucleo 4 actua la B6GICNAC-
Transferasa (paso 5), ndcleo 5 actda la a3GalNAc-Transferasa (paso 6), nucleo 6 actida la B6GIcNAc-Transferasa (paso
7)., nucleo 7 actia la a6GalNAc-Transferasa (paso 8) y nucleo 8 actia la a3Gal-Transferasa (paso 9). Las estructuras
sialil-Tn y sialil-TF se forman al ser incorporado acido sialico a las estructuras de los antigenos Tn y TF, en reacciones
catalizadas por la a.2-6-sialil-Transferasa (paso 10) o la a.2-3-sialil-Transferasa (paso 11), respectivamente.
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Nucleo 3 , P
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Resumen - Los métodos alternativos de identificacién
provienen del desarrollo de técnicas moleculares
basadas en la identificacién y andlisis de los acidos
nucleicos. Estos métodos han dado un gran impulso
a la investigacién epidemiolégica de la tuberculosis
humana, al proporcionar herramientas que permiten
identificar, comparar y trazar los patrones gendmicos de
cepas obtenidas en distintas poblaciones. La presente
revision tiene como objetivo dar un panorama de las
posibilidades que hay en materia de diagndstico e
identificacién de organismos altamente patégenos,
como son las micobacterias, permitiendo de esta
manera una mayor rapidez en el establecimiento del
tratamiento para disminuir los indices de mortalidad
por TB. El presente trabajo se desarrollé a través de
compilar informacién bibliografica relacionada con el
tema, permitiendo correlacionar el resultado de varios
autores expertos en la materia.

Palabras clave:
Micobacteria, marcador genético, hsp65, rpoB, 16S
rRNA.

Abstract - The alternative methods of taxonomic
identification come from the development of molecular
techniques based on the identification and analysis
of nucleic acids. These methods have given a great
impulse to the epidemiological investigation of human
tuberculosis by providing tools that allow identifying, to
compare and obtain the genomic pattern of strains from
different populations. The aim of the present review is
to provide an overview of the possibilities for diagnosis
and identification of highly pathogenic organisms,
such as mycobacteria, thus allowing faster treatment
establishment to reduce mortality rates by TB. The
present work was developed through the compilation of
bibliographical information related to the subject, allowing
correlating the information of several expert authors.
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Mycobacteria, genetic marker, hsp65, rpoB, 16S rRNA.
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Introduccion

n 1993, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) declaré a la tuberculosis (TB) como una
enfermedad reemergente. De acuerdo con
datos de la misma organizacion, la tercera parte de
la poblacién mundial se encuentra afectada por este
padecimiento. En 2015 se registraron 10.4 millones
de casos nuevos, de los cuales 5.9 (56%) son hombres,
3.5 (34%) mujeres y 1.0 (10%) nifios; 1.2 (11%)
millones del total de dichas incidencias corresponden
a personas con el virus de inmunodeficiencia humana
(HIV). Los paises con mayor presencia de TB se
localizan en los continentes africano y asiatico; en lo
que respecta al americano, Brasil es donde se presenta
un mayor registro. México pertenece al grupo de paises
con menor incidencia: 0-24.9 casos por cada 100 000
habitantes (OMS, 2016). En nuestra nacién, la TB estd
ubicada en el nimero 17 entre las causas de muerte y
el primero como causa de muerte por un solo agente
infeccioso (Moran Aceves, Pefia, Gallegos, Flores M.,
Montoya, Figuera, Villa y Sanchez, 2000).

Elmicroorganismo causante de la TB es un bacilo Gram
positivo, perteneciente al orden Actinomicetales, de la
familia Mycobacteriaceae y género Mycobacterium.
Aunque, engeneral,se hacereferenciaa Mycobacterium
tuberculosis como el agente etiolégico de TB, ala fecha
se han descrito hueve especies de este género con la
capacidad de infectar al humano, a las que en conjunto
se les denomina Complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB), a éste pertenecen M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum, M. microti, M. canettii, M. caprae, M.
pinnipedii, M. mungiy M. orygis (Huard, Lazzarini,
Butler, Van Soolingen y Ho, 2003).

La via de diseminacién de estos microorganismos
es directa, ya que emplean como medio de transporte
las gotitas de Pffliiger expelidas durante el estornudo
0 tos del portador. El conducto de entrada es el
aparato respiratorio, incubandose -en primer lugar- a
nivel pulmonar pudiendo diseminarse y establecerse,
posteriormente, en otros o6rganos, incluyendo el
sistema nervioso central. Este mecanismo de infeccién

se relaciona directamente con el hecho de que entre 80
y 85% de casos de TB sean de tipo pulmonar; otros tipos
que se han descrito son meningea, intestinal, renal,
6sea, ganglionar o cutanea (Romero Cabello, 2007).

Es importante mencionar que existen infecciones
llamadas micobacteriosis, causadas por micobacterias
no tuberculosas, las cuales pueden actuar como
patégenos bajo ciertas condiciones (Sauret
y  Hernandez-Flix, 1990), cuya incidencia
ha ido en aumento progresivo en pacientes
inmunocomprometidos por causas diversas, como
desnutricion vy, en particular, en aquellos infectados
con HIV (Mederos, Rodriguez, Blanco, et al.,, 2003).

Técnicas de diagndstico

El diagndstico de las infecciones micobacterianas se
basa en la observacién al microscopio de bacilos acido-
alcoholresistentes (BAAR) con tincién de Ziehl-Neelsen
y el aislamiento por cultivo, seguido de identificacién
bioquimica. La sensibilidad de la baciloscopia varia
entre 30 y 80%, depende tanto del aislamiento en
cultivo como de los métodos de recuperacién utilizados
y de la poblacién evaluada (Sommers y McClatchy,
1983); en general, se considera que la baciloscopia
tiene un limite de deteccion del orden de 103 a 105
microorganismos por mililitro de muestra (Kent vy
Kubica, 1985). Por otra parte, debido al prolongado
tiempo de replicacion de las micobacterias, las técnicas
de aislamiento basadas en el cultivo requieren de tres
a ocho semanas y su sensibilidad (70-90%) es baja
cuando se analizan muestras biolégicas que contienen
un numero pequefio de microorganismos (Eisenach,
Cave y Crowford, 1993).

La microscopia directa no permite distinguir entre
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y las micobacterias
no tuberculosas (MNT), la mayoria de las cuales son
resistentes a antifimicos (American Thoracic Society,
1990). La identificacion de especies por cultivo
requiere, aun empleando métodos radiométricos,
de tres a cuatro semanas para obtener el resultado
(American Thoracic Society, 2000); identificarlas es
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especialmente importante en aquellas regiones en
donde la prevalencia de infeccién por MNT es elevada,
como en el noroeste de México (Moran et al, 2000),
va que en enfermedades ocasionadas por ellas se
requiere de tratamientos diferentes, por lo tanto, es
de suma importancia iniciar un tratamiento especifico
en forma oportuna y rapida.

Las limitaciones de los métodos tradicionales
de laboratorio para la deteccién e identificacion de
micobacterias han obligado a implementar nuevas
estrategias para disminuir el tiempo necesario para
examinar las muestras remitidas al laboratorio clinico.

Las pruebas rapidas y directas que detectan acidos
nucleicos resultan atractivas para el diagnodstico de
la TB en laboratorio (Eisenach et al, 1993). Se han
utilizado sondas de acidos nucleicos para localizar
micobacterias en cultivo, pero carecen de sensibilidad
cuando se utilizan en la deteccién directa en muestras
biolégicas (Lebrun, Espinasse, Poveda, Levy-Frebault,
1992), dependiendo del método de extraccion del
material genético y el tipo de muestra.

Actualmente, las técnicas moleculares permiten
reconocer micobacterias a nivel de especie en aquellas
muestras donde los métodos de cultivo y otros
procesos convencionales de deteccién son negativas.
Se esta haciendo extensivo el uso de procedimientos
de amplificacién de genes, tanto para la identificacién
del bacilo tuberculoso a partir de cultivos y muestras
clinicas, como paraladeteccién molecular deresistencia
a drogas. Asi, se tiene la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con
gran sensibilidad, que en condiciones éptimas puede
detectar de 1 a 10 microorganismos. Con los métodos
disponibles de extraccién de DNA es posible ahora
identificar micobacterias a partir de cualquier muestra
bioldgica (Barron, Monteghirfo y Rivera, 2006).

La PCR es una técnica de Biologia molecular que
permite amplificar exponencialmente una secuencia
especifica de DNA, localizada por electroforesis
en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio.
La técnica puede realizarse en tan sélo 24 a 48

Marcadores genéticos /Martinez et al./15-30

horas (Altamirano, Kelly, Wong, Bessuille, Black vy
Smith, 1992) vy es capaz de demostrar la presencia
de fragmentos de DNA micobacteriano en muestras
biolégicas de pacientes con sospecha clinica de TB
y con resultados negativos en la tincién de Ziehl-
Neelsen o el cultivo, lo cual resulta particularmente
Gtil en infecciones no baciliferas y en enfermos con
cuadros atipicos asociados con la infeccion por el
HIV o con la inmunosupresién por trasplante (Popper,
Winter y Hofler, 1994; Saboor, Johnson y McFadden,
1992). La amplificacién de secuencias especificas de
DNA micobacteriano mediante PCR se ha realizado
a partir de cultivos y directamente de muestras
biolégicas (Cormican, Barry, Gannon, Flynn, 1992;
Nolte, Metchock, McGowan, Edwards, Okwumabua,
Thurmond, Plikaytis y Shinnick, 1993).

Genoma de Mycobacterium tuberculosis
Anteriormente se consideré que el genoma de Mtb
era estable y carecia de polimorfismos. Estudios
realizados a mediados de la década de 1990
mostraron el descubrimiento de sitios monomarficos
y polimérficos en el genoma de la bacteria, que se
puede dividir posiblemente en tres grupos, llamados
polimorfismo de nucledtido sencillo (del inglés
SNPs), polimorfismo de secuencia extensa (LSPs) v
polimorfismo de secuencias repetitivas. Cuando este
ultimo fue sometido a una caracterizacién posterior,
se revelaron dos clases de DNA: 1) Elementos de
DNA transponibles o repeticiones dispersas, tales
como secuencias de insercién (IS) v 2) Repeticiones
cortas en tandem; éstas se clasifican, a su vez, en
repeticiones polimérficas en tandem (MPTR), las
cuales son basicamente multiples repeticiones de
10 pares de bases (pb) que se separan por unidades
intercaladas de 5 pb y se encuentran en diferentes
posiciones en el genoma de Mtb, y repeticiones
cortas en tandem (STR), conteniendo 49 repeticiones
de 36 pb cada una, separadas por secuencias cortas
de DNA de 41 pb, llamado DNA espaciador (Desikan y
Narayanan, 2015).
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En1998, Cole et al.publicaronlasecuenciacompleta
del genoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis,
conformado por alrededor de 4.5 millones de pares
de bases, rico en G-C (65.6%), v en el que abunda
el DNA repetitivo, particularmente en secuencias
de insercion, nuevas familias multigénicas y genes
housekeeping duplicados. Muchas de las secuencias de
insercién se localizan en regiones intergénicas o no
codificantes (Cole et al, 1998). Este conocimiento
permiti6 su comparacién con las
correspondientes al resto de las especies del CMTB,
concluyendo que existe una elevada homologia entre
ellos, independientemente de sus caracteristicas
bioquimicas o fenotipicas (Huard et al, 2003). La
homologia de los genomas de las especies del CMTB
permite el uso de ciertas regiones como marcadores
genéticos en laidentificacién molecular en un probable
caso de TB.

secuencias

Marcadores genéticos

I1S6110

La técnica de PCR IS6110 es la que presenta mayor
sensibilidad vy especificidad para el diagnéstico de
Mtb. El IS6110 es un elemento genético de insercién
que genéricamente se denomina IS, del inglés insertion

sequence; éste representa secuencias de DNA

dispersas en los genomas bacterianos con actividad
de transposicién. La secuencia 1S6110 sélo es
detectable en genomas bacterianos del complejo Mtb
y tiene la estabilidad necesaria para ser utilizada como
herramienta de diagnéstico (Barrén et al., 2006).

€l 1S6110 -descrito por primera vez por Thierry,
Cave, Eisenach, Crawford, Bates, Gicquel y Guesdon-
es un elemento de insercién micobacteriano que se ha
utilizado sistemdticamente como marcador genético
para la tipificacién de especies de Mtb (Thierry et al,
1990), originalmente descubierto en especies de
Escherichia coliy Shigella(Desikan y Narayanan, 2015).

Las secuencias deinsercion son secuencias repetidas
utiles en la evolucién genética de los microorganismos
(Nghiem, Nguyen, Nguyen, Bich y Nong, 2015). El
analisis del genoma de Mtb generd el hallazgo de 16
copias de la IS6110, seis copias correspondientes a
IS1081, asi como 32 secuencias de insercién distintas,
algunas de las cuales pertenecen a las familias IS3 e
IS256 (Cole et al, 1998). €l IS6110 es un fragmento
de 1355 pb que se encuentra inserto en un arreglo de
36 pb, denominado regiones repetidas directas (DR)
(Roychowdhury, Mandal y Bhattacharya, 2015).

Las secuencias de insercién son elementos
inestables en el genoma de Mycobacterium, lo que
queda demostrado por el nimero variable de copias
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encontrado en las distintas cepas del microorganismo.
Lo anterior ha llevado a proponer la clasificacién de las
cepas de Mtb como de “alto nimero de copias” cuando
presentan mas de siete de estas secuencias repetidas
y de “bajo numero de copias” al presentar una
cantidad menor a siete (Roychowdhury et al, 2015).
La secuenciacion del genoma de cepas identificadas
en regiones especificas confirma la presencia de
tales repeticiones, aunque en ndmero variable (Park,
Kang, Yoo, Lee, Roh, Kim, Ryooa, 2014; Millan-Lou,
Otal, Monforte, Vitoria, Revillo, Martin y Samper,
2015; Feyisa, Haeili, Zahednamazi Mosavari, Taheri,
Hamzehloo, Zamani y Feizabadi, 2016).

Es importante mencionar que 1S6110 es una
secuencia exclusiva de las especies que forman el
complejo M. tuberculosis (CMTB), por lo que puede ser
empleada como un marcador especifico para distinguir
a las especies del complejo en métodos de diagndstico
(Spositto Campanerut, Ghiraldi, Leite, Hirata, Hirata,
Siqueira vy Fressatti, 2014; Sinha et al, 2016;
Roychowdhury et al, 2015). Por otro lado, 1S1081
ha sido empleada para ayudar en la diferenciacion de
cepas de M. bovis (Nghiem et al, 2015).

El polimorfismo que presenta estasecuencia hasido
empleado para identificar las distintas cepas del CMTB
que se han descrito hasta la actualidad. La variabilidad
de IS6110 se aprovecha para la genotipificacién de Mtb
mediante el polimorfismo de longitud de fragmentos
de restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés) (Zaczek,
Brzostek, Wojtasik, Dziadek y Sajduda, 2013; Phyuy,
Wah, Jong, Go-Eun y Chulhun, 2016; Nghiem et al.,
2015). Los patrones de restriccion obtenidos del
analisis del material genético de las cepas aisladas
de un sitio en particular se pueden comparar con una
base de datos ya existente, la cual es administrada por
el Instituto Pasteur.! De esta forma es posible saber
si la cepa examinada va fue identificada previamente;
en caso contrario, puede ingresarse el nuevo patrén
de restriccién correspondiente a una nueva cepa
encontrada. Estudios epidemioldgicos emplean esta
comparacion para determinar la presencia o no de

1 pasteur_guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
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cepas especificas en paises o ciudades (Zheng, Zhao,
Zhu, Li, Sun, Feng, et al., 2014).

Dada la variabilidad que pueden presentar estas
secuencias de insercién, se ha propuesto que la
modificacién en el patrén de restriccién de una cepa
particular se relaciona con su evolucién; de esta forma,
se plantea que la organizacién de estas secuencias varia
no sélo con el tiempo, sino también con el estadio o fase
de la infeccién. Se ha calculado que aproximadamente
cada 3.2 afos ocurre un cambio en el patrén de
restriccién, en tanto que se ha sugerido que durante la
fase inicial de la infeccién ocurre con mayor frecuencia
una variacién en la secuencia, mas que en los estadios
mas avanzados (Phyu et al, 2016). Se ha sugerido
que entre mas alto es el nimero de copias de 1S6110
presente en la cepa, mas se eleva la capacidad de
generar ventajas evolutivas como resistencia a drogas,
virulencia y eficiencia en la transmision (Zheng et al,
2014; Roychowdhury et al, 2015). Tal es el caso de la
cepa Beijing, conocida por ser de las mas resistentes; se
han descrito hasta 21 copias de esta secuencia en su
genoma (Zheng et al, 2014).

Aungue I1S6110 ha sido por muchos afios un buen
indicador de la presencia de cepas de Mtb, tiene
una limitante, v es que aquellos microorganismos
cuyo genoma presenta menos de seis copias de
la secuencia de insercién son dificiles de analizar
mediante RFLP, ya que no se observan los fragmentos
de restriccién esperados, por lo que el analisis debe
complementarse con otros métodos, como Unidades
Repetitivas
Variable de Repeticiones en Tandem (MIRU-VNTR, por
sus siglas en inglés) o DR (Zheng et al, 2014). Por
otro lado, la identificacién con I1S6110 es suficiente
para genotipificar una cepa, lo que no ocurre con las
MIRU-VNTR. Se ha observado que, en general, hay una
discrepancia entre los resultados, siendo 1S6110 el
mas confiable (Zheng et al, 2014; Jonsson, Hoffner,
Berggren, Bruchfeld, Ghebremichael, Pennhag v
Groenheit, 2014; Gholoobi Masoudi, Meshkat vy
Meshkat, 2014; Brossier, Sola, Millot, Jarlier, Veziris
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y Sougakoffa, 2014). Thabet, Karboul, Dekhil vy
Mardassi propusieron una nueva técnica basada en la
amplificacién de 1S6110 mediante PCR, con la cual es
posible amplificar tanto el extremo 3’ como 5’ de estas
secuencias, con lo que se facilita la identificacién de
polimorfismos en la secuencia de inserciéon (Thabet et
al, 2014).

Gen rpoB

El rpoB es un gen unicopia de 723 pb que contiene
cuatro regiones conservadas v tres regiones variables
(Kim, Lee, Lyu, Kim, Bai, Kim, Chae, Kim, Cha y Kook,
1999). Se encuentran polimorfismos en su secuencia,
especialmente en el codén 531, el cual se ha asociado
con la resistencia a la rifampicina. Kim et al, 1999,
obtuvieron la secuencia completa del gen rpoB en 44
especies de micobacterias. Al amplificar un fragmento
de 306 pb, localizado en una regién muy conservada
del gen, determinaron que las especies pertenecientes
al CMTB presentaron secuencias idénticas, en tanto
que otros aislados mostraron 93.1% de homologia
con especies de micobacterias no patdgenas. Este
resultado demostré que rpoB es un marcador especifico
de identificacién para las especies que conforman el
CMTB (Kim et al, 1999).

En seguimiento al estudio sobre rpoB, este mismo
equipo publicéd en 2004 el resultado de la amplificacién
mediante PCR duplex de dos fragmentos especificos
de este gen para micobacterias tuberculosas y no
tuberculosas, de 235 pb y 136 pb, respectivamente.
La publicacion muestra la presencia de uno solo de
estos fragmentos en cada caso, segln el grupo al que
pertenezca la especie evaluada (Kim, Hong, Lee, Yun,
Kim, Park, Bai y Kook, 2004). Con esto se demostrd
que rpoB contiene secuencias muy conservadas entre
todas las especies de Mycobacterium, pero que al
mismo tiempo incluye secuencias especificas que
permiten identificar las especies que conforman el
CMTB, aun en aislados clinicos.

Por otro lado, se ha empleado rpoB -junto con otros
genes como hsp65 vy 16S rRNA- para detectar especies

de micobacterias, especialmente las del CMTB (Huang,
Chen, Hu, Chiou, Huang, Hsu, Lu y Shen, 2012), asi
como en el diagndstico diferencial de especies del
complejo M. avium (Kim, Shin, Lee y Koh, 2013; Jang,
Koh, Huh, Kim, Jeon, Kiy Lee, 2014).

En 2003, Adékambi y Drancourt reportaron el
uso de la secuencia total de rpoB para identificar
especies de Mycobacterium de crecimiento rapido,
pertenecientes a los grupos Mycobacterium chelonae-
abscessus, Mycobacterium fortuitumy Mycobacterium
smegmatis, las cuales provocan padecimientos de
las vias aéreas, piel y érganos blandos, por lo que su
correcta caracterizaciéon favorece la administracién
del tratamiento, al conocerse su susceptibilidad a los
antibidticos.

Recientemente se le ha utilizado, junto con hsp65,
en la identificacién de especies no tuberculosas
de micobacterias (Phelippeau Aboubaker, Musso vy
Drancourt, 2015; Gingeras, Ghandour, Wang, Berno,
Small, Drobniewski, Alland, Desmond, Holodniy vy
Drenkow, 1998; Nie, Duan, Huang, Lu y Chu, 2015).
Incluso se ha logrado reconocer nuevas especies
de micobacterias o la incorporacién de algunas ya
existentes en la filogenia de este género.

Gen gyrB

El gyrB es un gen de 2028 pb que codifica para la
subunidad B de la DNA girasa (topoisomerasa II),
una enzima distribuida universalmente y esencial
para la replicaciéon bacteriana. Al igual que rpoB, la
secuencia de gyrB es muy conservada entre las
especies del CMTB, la homologia es practicamente
de 100%, existiendo en ciertas ocasiones diferencias
de un solo nucledtido entre algunas especies. Lo
anterior fue demostrado al amplificar mediante PCR
un fragmento de 1020 pb sobre DNA proveniente de
cultivos de especies de micobaterias no tuberculosas y
tuberculosas, observandose laamplificacion Unicamente
en este Ultimo grupo bacteriano. Resultados similares
se obtuvieron de aislados a partir de muestras clinicas
de pacientes diagnosticados con TB (Kasai, Ezaki y
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Harayama, 2000; Niemann, Harmsen, Sch-Gerdes vy
Richter, 2000), lo que no deja duda de la utilidad de
gyrB en la determinacién de la presencia de especies
del CMTB.

Tras la amplificacion del fragmento de 1020
pb, Kasai, Niemann y sus colegas investigadores
examinaron los patrones de restriccion obtenidos
con Rsal y Taql para las especies pertenecientes al
CMTB vy aquellas que no se encuentran en este grupo.
Observaron el mismo patrén de bandas para aquellas
del CMTB, lo que les llevé a ratificar la homologia de
esta secuencia entre las especies y a concluir que
serian indistinguibles por este medio. Sin embargo,
Chimara, Ferrazoli y Leao reportaron observar patrones
de restriccion distintos para el CMTB, al efectuar
una mejor separacion mediante electroforesis de
los fragmentos obtenidos tras la restriccién con las
mismas enzimas. Utilizando el software GelComparll
identificaron la presencia de un ndmero mayor
de fragmentos con patrones distintos para cada
especie, resultados que les permitieron proponer su
metodologia como un medio efectivo para reconocer
las especies pertenecientes al CMTB a través de gyrB
(Chimara et al, 2004).

€l procedimiento antes descrito ya ha sido empleado
con éxito en la determinaciéon del agente causal de
casos de TB; por ejemplo, en Alemania se identificé a M.
caprae como responsable de TB meningea en humanos.
El andlisis del patrén de restriccion obtenido sobre el
producto de la amplificacién del fragmento de 1020
pb de gyrB, previamente usado por Niemann, Kasai y
Chimara, permitié, en primer lugar, descartar la presencia
de un miembro del CMTB vy, posteriormente, ubicar a la
especie responsable del caso (Hansena, Seilera, Rumpfa,
Krafta, Dlaskea, Abele-Hornb y Muellges, 2012).

Este conocimiento se ha aplicado no sélo al
diagndstico en humanos, sino también en animales. En
Italia se ha dado seguimiento a la prevalencia de TB
entre jabalies, que originalmente se atribuia a M. bovis.
Sin embargo, el estudio realizado en 2014 empleando
la técnica arriba descrita develd que existe un nuevo
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agente causal en esta poblacién: M. microti (Boniotti,
Gaffuri, Gelmetti, Tagliabue, Chiari, Mangeli, et al, 2014).

Gen hsp65

El gen hsp65 estd constituido por 1380 pb y su
secuencia es muy conservada entre las especies de
Mycobacterium (tuberculosas y no tuberculosas), lo
que se ha confirmado mediante la amplificacién del gen
por PCR empleando los mismos oligonucledtidos. No
obstante, los patrones de restriccién obtenidos para esta
secuencia son diversos para las especies no tuberculosas,
en tanto que las pertenecientes al CMTB generan los
mismos fragmentos de restriccion (Plikaytis, Plikaytis,
Yakrus, Butler, Woodley, Silcox, y Shinnick, 1992; Telenti,
Marchesi, Balz, Bally, Botrger y Bodmer, 1993; Ringuet,
Akoua-Koffi, Honore, Varnerot, Vincent, Berche, Gailard y
Pierre-Audigier, 1999). Esta evidencia permite considerar
a hspb5 como un buen marcador de identificacion de
especies del CMTB, asi como un elemento Util en el
diagnostico de padecimientos provocados por especies
no pertenecientes a él.

Se ha observado que la secuenciacién de este
gen permite distinguir entre especies del género
Mycobacterium en 99.1%. Dai, Chen vy Llauzardo
comunicaron la creacién de una base de datos de acceso
publico que contiene informaciéon filogenética para
identificar especies del género Mycobacterium a partir
del gen hsp65. En esta base de datos se incluye 99.3%
de todas las especies de Mycobacterium (Dai et al, 2011).

En el GeneBank de los institutos nacionales de
Salud de Estados Unidos se encuentran registradas las
secuencias de hsp65 de especies no pertenecientes
al CMTB, por ejemplo M. marinum, M. haemophilum, M.
chelonae, M. fortuitumy M. avium. Conocerlas facilita
el diagnéstico de infecciones causadas por alguna
de estas especies y, con ello, la determinacién y
administracién del tratamiento correcto (Lau, Curreem,
Ngan, Yeung, Yuen v Woo, 2011; Mendes, Magdinier,
Cardoso, Pais, Cezar, Dias, 2013; Gunaydin, Yanik,
Eroglu, Sanic, Ceyhan, Erturan y Durmas, 2013; Hoza,
Mfinanga, Rodloff, Moser y Konig, 2016).
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La importancia del conocimiento de la secuencia de
hsp65 es tal, que se torna indispensable contemplarla
entre los genes principales que describen e identifican
a las especies de micobacterias junto con otros genes
como rpoB y 16S rRNA, por citar algunos (Dias, De
Souza, Ohnishi, Watanabe, Ohtsuka, Matsushima et
al., 2012). Estudios en los que se emplea el analisis
de restriccion de estos tres genes han demostrado
100% de concordancia en la identificacion de Mtb
(Huang et al,, 2012).

Kim et al,, (1999) han demostrado la efectividad
del gen hsp65 en la identificacion de diversas cepas
de Mycobacterium a partir de muestras clinicas en
las que existen multiples especies bacterianas. Las
técnicas empleadas han sido PCR duaplex, andlisis
de restricciéon y PCR en tiempo real, confirmando en
todos los casos la utilidad de hsp65 para determinar
la presencia de miembros del CMTB y de otras
especies de micobacterias (Mun, Kim, Oh, Kim, Park,
Bai, Do, Cha, Kook y Kim, 2007; Kim, Park, Lee, Kim,
Cha, Kook, Kim, Joo, Lee y Jim, 2008; Kim, Lee, Lee,
Shim, Lim et al, 2010). Otro estudio que apoya la
especificidad de la secuencia de hsp65 en especies
de micobacterias es el reportado por Varma, Garima,
Pathak, Dhar, Narang, Bhatnagar y Bose, quienes
lograron la amplificacién de 300 pb de este gen,
Unicamente en cepas micobacterianas y no en otras
especies bacterianas (Varma et al, 2013).

Recientemente se haincrementado el nimerode
casos de infecciones provocadas por micobacterias
pertenecientes al complejo M. avium, lo que ha
motivado la generacion de métodos de diagnodstico
eficaces. Hay reportes de varios paises en los
que ya se estan probando metodologias que
comprenden amplificacién o
restriccion de hsp65, solo o en junto con otros
genes, como parte de este diagndstico diferencial
(Bensi, Panunto y Ramos, 2013; Kim et al., 2013;
Mendes et al., 2013; Macente, Fujimura Barreto,
Dias, Cosmo, Rodrigues, Hiroyuki, Dominguez vy
Fressatti, 2013; Jang et al, 2014).

la secuenciacion,

Gen 16SrRNAribosomal (16S) y Region
Intergénica 16S-23S (ITS)

La comparacién de la secuencia de los genes
ribosomales (rRNA) es una poderosa herramienta para
deducir las relaciones filogenéticas y evolutivas entre
bacterias, archaebacterias y organismos eucariéticos.
Estas secuencias se han obtenido por métodos
que incluyen oligonucledtidos, secuenciacién de
clonas, RNA usando
transcriptasa reversa y secuenciacion de material
amplificado por PCR.

La taxonomia basada en el gen 16S rRNA es la
mas ampliamente usada y comprendida hoy en dia,
pero todavia no ha alcanzado su maximo potencial
porque NUMerosos microorganismos pertenecen a
taxones que aun no han sido caracterizados; ademas,
multiples secuencias que podrian ser clasificadas
aun permanecen sin ser incluidas (McDonald, Price,
Goodrich, Nawrocki, De Santis, Probst, Andersen,
Knight y Hugenholtz, 2012).

Varios genes ribosomales (rRNA) y espaciadores
transcritos internos (ITS) se han utilizado en la
identificaciéon bacteriana basada en PCR, tales como
16S, 23S rRNA, 5S rRNA y SSU rRNA (Olsen, Lane,
Giovannoni, Pace y Stahl, 1986; Ree y Zimmermann,
1990). La identificacion basada en PCR utiliza los
genes ribosomales, ya que juegan un papel importante
en el organismo vivo y tienen estabilidad funcional a
lo largo de la evolucidn, debido a la rara variacion en
sus secuencias a través de millones de afios, lo cual
los hace ideales para ser utilizados en identificacién y
propdsitos taxonémicos (Awad, Ouda, El-Refy, El-Feky,
Mosa y Helmy, 2015).

Numerosos genes ribosomales, ITS, hsp65, rpoB,
gyrB, groEL y recA han sido probados como marcadores
en identificacién bacteriana (Case, Boucher, Dahll6f,
Holmstrom, Doolittle y Kjelleberg, 2007). Sin embargo,
el 16S rRNA es el gen ribosomal mas ampliamente
usado en la identificacién bacteriana, debido a varias
razones; esta presente en casi todas las familias
bacterianas, tiene estabilidad funcional y evolutiva,

secuenciacion directa del
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su longitud es alrededor de 1500:1550 pb, la cual es
suficiente para propdsitos taxonédmicos y conveniente
para la amplificacién; asimismo, este gen contiene
regiones conservadas y regiones variables, v en
muchos casos la bacteria presenta multiples copias
en su genoma vy a veces diferencias de secuencias
que pueden ser utilizadas para distinguir especies
cercanamente relacionadas (Han, 2006; Block vy
Ouellette, 2012).

Las micobacterias, por ejemplo, se pueden clasificar
como de crecimiento rapido (<7 dias) o de crecimiento
lento (> 7 dias) (Garcia-Agudo vy Garcia-Martos, 2011).
Las primeras cominmente tienen dos copias idénticas
de los genes 16S rRNA, mientras que las segundas
sélo presentan una copia (Reischl, Feldmann, Naumann,
Gaugler, Ninet, Hirschel y Emler, 1998).

La region ITS ha mostrado particular utilidad en la
asignacion taxonomica de micobacterias, debido a que
es mucho menos conservada en comparacion con el
gen 16S rRNA y muestra potencial para producir mas
alto grado de polimorfismo genético (Gray, Kong, Jelfs,
Sintchenko y Chen, 2014).

Regiones de diferenciacion (RD)

Los genomas de las especies que conforman el CMTB
comparten una homologia de 99.9%. Estudios de
comparacion gendmica han identificado mds de 140
genes cuya presencia es facultativa y que podrian
conferir diferencias en fenotipo y virulencia entre
las especies del CMTB. Muchos de estos genes se
localizan en las denominadas regiones de diferencia
(RD) cromosomales (Gordon, Brosch, Billault, Garnier,
Eiglmeier y Cole, 1999; Pym, Brodin, Brosch, Huerre y
Cole, 2002), de las cuales se describieron inicialmente
16 (RD1-RD16), cifra que ha aumentado hasta 68
(Behr, Wilson, Gill, Salamon, Schoolnik, Rane y Small,
1999; Sharifipour Farnia, Mozafari, Irani y Velayati,
2016). El analisis de las secuencias gendmicas de M.
tuberculosis, M. microti y M. bovis ha confirmado la
delecién de algunas de estas regiones polimoérficas
en las Ultimas dos especies como un mecanismo de
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variabilidad genética entre los miembros del CMTB
(Mostowy, Onipede, Gagneux, Niemann, Kremer,
Desmond, et al., 2004).

Al ser las regiones de mayor polimorfismo en
el CMTB, se les ha propuesto como marcadores
genéticos en la identificacion de las especies
del complejo y, mds adn, en la identificacién de
subgrupos dentro de cada especie. Por ejemplo,
Mostowy et al. resumen en su publicacién diversos
reportes que identifican tres grupos de M. africanum
en funcién de las RD: el grupo 1, en el que RD7, RDS,
RD9 y RD10 se encuentran presentes; el grupo 2, en el
que RD9 se encuentra deletada, en tanto que el resto de las
RDestan presentes; y el grupo 3, en que las cuatro RD
en mencion se encuentran ausentes (Mostowy et al.,
2004). Dos afios mas tarde, Warren et al. demostraron
que mediante PCR multiplex y empleando las RD1,
RD4, RD9 y RD12 era posible diferenciar entre M.
tuberculosis, M. canettii, M. caprae, M. bovis 'y M.
bovis BCG, estableciendo patrones de amplificacion
para cada caso. M. tuberculosis tiene a las cuatro RD
estudiadas, M. canettii carece de RD12, M. caprae no
cuenta con RD9, M. bovis sélo presenta RD1 y M. bovis
BCG no muestra ninguna de las cuatro RD (Warren et
al., 2006). Estos reportes indican que las RD pudieran
emplearse como buenos marcadores genéticos en la
diferenciacion de las especies del CMTB.

Por otro lado, pese a que no se ha dilucidado la
funcién de estas regiones para el bacilo, se les ha
asociado fuertemente con el grado de virulencia que
presenta cada especie del CMTB. El caso especifico
de RD1 (9.8 kb) ha llamado la atencién, ya que se ha
descritosuausenciaencepas empleadas como vacuna
contra TB, elaboradas a partir de M. bovis BCG y M.
microti (Pym et al., 2002; Parkash, Singh y Pai, 2009;
Kim, 2013). Por su parte, Lewis, Liao, Guinn, Hickey,
Smith, Behr y Sherman probaron que la delecién
de RD1 en H37Rv disminuyd considerablemente
su virulencia al infectar monocitos y macréfagos,
sugiriendo el papel de RD1 en la regulacién de genes
esenciales para la virulencia del bacilo (Lewis et
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al., 2003). Posteriormente, se reportd una mutacién
en RD2 relacionada con una atenuacién mayor en la
cepa empleada para vacunacion, lo que fue probado
por Kozak, Alexander, Liao, Sherman y Behr, al realizar
experimentos in vitro e in vivo utilizando la cepa
H37Rv a la que se habia deletado RD2 (Kozak et al.,
2011). La relacién que se ha establecido entre las
RD y la virulencia de las cepas de CMTB ha llevado a
considerarlos como blancos de vacunas contra TB.

También se ha sugerido el empleo de las RD en el
diagndstico de TB, especificamente para asegurar que
se estd identificando a un miembro del CMTB como
agente causal y no a M. bovis BCG (Behr et al, 1999).
El grupo de Wang en 2011 sugirié el uso de RD2 y
RD11 para este fin, por su capacidad para inducir la
respuesta inmune.

Conclusiones

La homologia de los genomas de las especies del CMTB
permite el uso de ciertas regiones como marcadores
genéticos en la identificacion de la micobacteria
en un probable caso de TB, con lo que posibilita un
diagndstico mas rapido y preciso de la enfermedad,
ademds de que contribuye al pronto tratamiento.

Los marcadores genéticos como los abordados
en la presente revisién han sido de gran utilidad en
la identificacion micobacteriana a nivel mundial,
especificamente para reconocer a las especies dado
su nivel de conservacion entre ellas dentro de este
complejo micobacteriano.

Las RD evidencian que son responsables de la
variabilidad entre los genomas de las especies del
CMTB y que a pesar de representar un pequefio
porcentaje del genoma, pudieran tener un papel muy
importante en la identidad de cada una de las especies
de este complejo. Aunque no se ha determinado su
funcién y su importancia en la biologia del bacilo,
los resultados muestran que son relevantes en Ia
virulencia de cada especie.

Aldn no hay un unico gen blanco que indique ser
suficientemente discriminatorio para la determinacién

de especies en todas las micobacterias de rapido
crecimiento, de lento crecimiento y las no tuberculosas.

La habilidad de diferentes tecnologias para
distinguir con cierta precisién especies cercanamente
relacionadas se mantiene incierta, pero la metodologia y
herramientas moleculares estan permitiendo coadyuvar
en las técnicas fenotipicas para determinar la posicién
taxondmica de las distintas especies de micobacterias,
sobre todo las de interés en salud publica.

Lo anterior nos lleva a proponer mas estudios para
determinarladiversidad,asicomoelandlisis filogenético
de los aislados dentro de estas poblaciones, mediante
la obtencién de secuencias de distintos marcadores
genéticos, ya que estan aumentando las infecciones
por micobacterias atipicas; es decir, micobacterias no
tuberculosas.
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Resumen - La consumacién del acto sexual no
deseadooviolaciénesunproblemade salud publicaen
el pais. La busqueda de espermatozoides en la vagina
o0 en la ropa mediante microscopia, determinacién de
la fosfatasa acida, bisqueda del antigeno prostatico
y andlisis genéticos son algunas de las pruebas para
confirmar una violacién. Sin embargo, el lavado de
las zonas genitales, la labilidad de las moléculas
que se miden, la cantidad insuficiente de material
biolégico y el elevado costo de algunas pruebas
impiden confirmar la agresién, por lo que identificar
muestras biolégicas o manchas presuntivas de liquido
seminal es de suma importancia. Es posible localizar
material biolégico mediante microscopia de luz,
determinacién de la fosfatasa dcida, cromatografias,
bldsqueda de antigeno prostatico y analisis genéticos.
En esta revisién se pretende agrupar y examinar las
principales metodologias para tal propoésito.

Palabras clave:
Biomarcadores, liquido seminal.

Abstract - The consummation of the unwanted sexual
act or rape is a public health problem in the country.
The search for sperm in the vagina or clothing by
microscopy, the determination of acid phosphatase,
the search for the prosthetic antigen and genetic
tests are some of the tests to confirm a violation.
However, the washing of the genital areas, the lability
of the molecules that are measured, the insufficient
amount of biological material and the high cost of
some tests, prevent confirming the aggression, so
identifying biological samples or presumptive spots
of seminal fluid It is of the utmost importance. The
search for biological material in case of violation can
be done by light microscopy, determination of acid
phosphatase, chromatography, prosthetic antigen
search and genetic analysis. This review aims to
group and examine the main methodologies for
this purpose.
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Biomarkers, seminal fluid.
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Introduccion

as pruebas para determinar el tiempo
postcoital e identificar muestras de semen
son limitadas e influenciadas por las acciones
que realice la victima posterior al abuso sexual,
como la limpieza de los genitales.

La mayoria de las pruebas utilizadas para identificar
liquido seminal presentan, ademas, la limitante de
indicar Unicamente si la mancha o el liquido se trata
de plasma seminal, pero ninguna de las técnicas o
métodos actualmente empleados arroja con exactitud
el tiempo aproximado desde la consumacién del acto
sexual. En este trabajo se realiza una compilacién de
biomarcadores y técnicas usadas para identificar y
determinar dicho tiempo.

Marco teérico

La agresion sexual es un problema de salud publica
y atenta contra los derechos humanos. Las mujeres
se enfrentan al riesgo de sufrir una violacién cuatro
veces mas que los hombres, en paises desarrollados.
En México se encontré una prevalencia de 4.6%, no
habiendo diferencia estadisticamente significativa
en el sexo (Ramos, Saldivar, Medina Rojas vy Villatoro,
1998). La edad mas frecuente del abuso sexual esta
entre los 16 y 24 afios.

El tipo de victimizacién corresponde, en orden de
frecuencia, a violacién, abuso sexual, tentativa de
violaciéon y estupro (Khachatryan, Heide, Hummel y
Chan, 2014). La deteccién en muestras bioldgicas
o manchas presuntivas de liquido seminal y su
diferenciacion de otros fluidos corporales es de suma
importancia para confirmar el abuso sexual o0 en casos
de violacion (Stefanidou, Alevisopoulos y Spiliopoulou,
2010; Watanabe, Akutsu, Takamura y Sakurada, 2016).
Algunas pruebas con que contamos hoy en dia son las
siguientes.

Microscopia
Las manchas obtenidas en prendas o mucosa vaginal
se pueden utilizar para el diagndstico confirmatorio de

liquido seminal por medio de microscopia, con el objeto
de buscar espermatozoides; pero, aunque es altamente
especifica, es poco sensible. Cuando el liquido
seminal es depositado en la vagina, la posibilidad de
encontrar espermatozoides depende de que se haya
realizado o no limpieza del area genital. Su duracién
aproximada en el canal endocervical es de 114
horas, en el fondo del saco vaginal de 120 horas, en
el rectal de 65 horas, anal de 46 horas y en la boca
aproximadamente de seis horas (Christian, Lavelle,
De Jong, Loiselle, Brenner y Joffe, 2000).

Fosfatasa acida

La fosfatasa d4cida es una enzima secretada por
la glandula prostatica; aunque también se puede
encontrar en otros fluidos, en ninguno es tan alto
como en la secrecién prostatica. Por ello se ha utilizado
como prueba presuntiva de presencia de semen vy la
identificacién del antigeno prostatico especifico como
sefial confirmatoria.

El principio de deteccién se basa en que la fosfatasa
acida cataliza en medio acido la hidrolisis del alfa-
naftil fosfato, que da como resultado alfa-naftol, el
cual reacciona con una sal de diazonio (Fast Red, TR),
formando un cromégeno purpura. La cuantificacion
de fosfatasa acida es mas sensible para detectar
liquido seminal que la busqueda de espermatozoides
(Schumann, Badawy, Peglow y Henry, 1976), incluso
puede ser un indicador del tiempo aproximado del
coito (Findley, 1977).

€l lapso promedio en que desaparece la fosfatasa
acida en muestras vaginales varia en diversos estudios
realizados y va de 14 horas, hasta otros que indican
que se encuentra después de 30 dias posterior al coito
(Memchoubi, Supriya, Shaini, Sangeeta, Gyaneshwary
Bijoy, 2006).

Antigeno prostatico especifico

El antigeno prostdtico especifico (PSA) es una
glicoproteina de la familia serino proteasas, también
conocido como antigeno p30. Es producido por la
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glandula prostatica y secretado en el liquido seminal,
se ha utilizado como biomarcador para demostrar la
presencia de fluido seminal (Budowle, Rudin, Gehrig,
Borer, Thali y Dirnhofer, 1999). Es posible encontrarlo
hasta 27 horas posteriores al acto sexual.

Enzimas y anticuerpos

En algunos estudios se ha realizado la identificacién
de enzimas y anticuerpos por medio de anticuerpos
contra la fucosiltransferasa, presente
Unicamente en el acrosoma de los espermatozoides.
Asi se han diferenciado espermatozoides del liquido
seminal de fluidos vaginales, orina, saliva u otros
liquidos corporales con una alta especificidad (Li, Zhou,
Zhu, Cui, Wang, Ding y Pang, 2012).

Igualmente, se ha identificado por medio de
anticuerpos semenogelina
inmunocromatografia, que es una proteina generada
en las vesiculas seminales, lo que ha resultado tan
confiable para localizar liquido seminal como el PSA
(Pang y Cheung, 2007).

El antigeno especifico de vesiculas seminales
(SVSA) es otra proteina que, aunque tiene una cierta
especificidad, tiene reaccion cruzada con algunas
proteinas presentes en el fluido vaginal (Chen vy
Hortin, 2000). En otros trabajos se han expuesto los
varios intentos de diferenciar las células vaginales de
otros tipos, en especial de las presentes en el liquido
espermatico mediante inmunohistoquimica, pero han
ofrecido muchas limitantes tanto en su especificidad
como en la complejidad para realizar el estudio
(Fleming y Harbison, 2010).

enzima

contra mediante

Fluorogenos

Algunas investigaciones han propuesto reconocer
el liquido seminal mediante sustratos fluorogénicos
(mu-HSSKLQ-AFC) para el antigeno prostatico
especifico, a fin de detectar y visualizar in situ
liquido seminal, al mismo tiempo que no afecta la
integridad del material genético (Gooch, Daniel v
Frascione, 2014).

Biomarcadores /Mayoral etal/31-34

Cromatografialiquida de alta resolucion
y espectrofotometria

Como se menciond anteriormente, las pruebas
en las que la identificacién del liquido seminal se
realiza a través de enzimas y anticuerpos -a pesar de
resultados prometedores- tienen sus restricciones
debido a la reactividad cruzada que muestran con
diferentes fluidos corporales. Por ello se ha propuesto
el fraccionamiento proteédmico mediante HPLC vy
espectrofotometria de masas de proteinas que
diferencien las proteinas presentes en el liquido seminal
de otras localizadas en otros fluidos corporales (Legg,
Powell, Reisdorph, Reisdorph y Danielson, 2014; Van
Steendam, De Ceuleneer, Dhaenens, Van Hoofstat y
Deforce, 2013).

Biologia molecular

Es posible analizar el DNA en las muestras recolectadas
de semen mediante reaccién de cadena de la
polimerasa (PCR) o por patrones de fragmentos de
restriccion (RFLPs). Utilizando RT-PCR mudltiple ha
sido factible por medio de RNA mensajero el o los
genes de origen de muestras bioldgicas con gran
precision (Zhu, Wang vy Zhang, 2013), por lo que se
concluye que las diversas moléculas utilizadas como
biomarcadores para identificar liquido seminal son
diversas; la mayoria de ellas son complejas y para su
realizacién requieren centros especializados, ademas
de que no precisan el tiempo postcoital, por lo que se
necesita estudiar otros biomarcadores que pudieran
brindar con mayor precisién este dato.
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Resumen - €l sistema inmune innato es la primera linea
de defensa involucrada en proteger contra agentes
patdgenos externos y es esencial para la supervivencia.
Sin embargo, su activacion descontrolada puede
generar mas dafio que el factor que lo desencaden,
ocasionando cicatrizaciones atroficas,
crénica e incluso inflamacién sistémica como las
observadas en Lupus, artritis, enfermedad de Crohn
o sepsis. Afortunadamente existen medios de
control inflamatorio, entre los que se encuentran los
mecanismos neuronales, que podrian ser parte de
nuevas estrategias terapéuticas a estudiar para un
mejor dominio de este tipo de patologias.

En la dltima década se ha descrito la via colinérgica
como parte de los mecanismos neuronales que pueden
ser activados de manera exdgena para el control no
farmacolégico de enfermedades inflamatorias. El
propdsito de esta revision es exponer las evidencias
en investigacion basica sobre el tema y fomentar su
estudio para la aplicacién clinica.

inflamacién

Palabras clave:
Nervio vago, Neuroinmunologia, inflamacién.

Abstract - GThe innate immune system is the
first line of defense involved in protecting against
external pathogens and
However, uncontrolled activation of the immune
system can result in more damage than the factor
that triggered them causing atrophic scarring, chronic
inflammation and even Systemic inflammation
events such as Lupus, arthritis, Crohn's disease or
sepsis. Fortunately, there are neuronal mechanisms
of inflammatory control which could be part of new
therapeutic strategies to be studied for a better
control of this type of pathologies.

In the last decade, the cholinergic pathway has
been described as part of the neuronal mechanisms
that can be exogenously activated for the non-
pharmacological control of inflammatory diseases,
the aim of this review is present the evidence in
basic research and encourage the research in medical
practice.

is crucial for survival.
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Introduccion

| sistema inmune innato es la primera linea
de defensa involucrada en proteger contra
agentes patégenos externos y es esencial para
la supervivencia de todas las especies. Las células
de estirpe inmune, como las dendriticas, neutrdfilos,
monocitos 'y macréfagos residentes, han sido
clasificadas como los elementos primarios implicados en
la inflamacién aguda. Estas células centinelas detectan
patégenos y sus patrones moleculares asociados
(PAMPs) mediante receptores de reconocimiento de
patron (PRRs), que al unirse con su ligando encienden
cascadas de sefializacién con la subsecuente activacién
celulary liberacién de mediadores solubles. Por ejemplo,
citocinas y quimiocinas que median el reclutamiento y
movilizacion hacia los sitios de infeccion para restaurar
la homeostasis mediante la eliminacién del agente
causal y la reparacion tisular. Sin embargo, la activacién
descontrolada del sistema inmune puede generar
mas dafio que el factor que lo desencadend, por lo
que existen mecanismos de control inflamatorio que
mantienen la homeostasis.

Los mecanismos neuronales de control inmune
constituyen sistemas eficientes, aparentemente
seleccionados por la evolucién para erradicar la
inflamacion (Steinman, 2004). A la fecha se han
descrito diferentes vias, entre las que destacan la via
enddcrina dependiente de cortisol; la via adrenérgica
dependiente de catecolaminas; la peptidérgica como
la dependiente de neuropéptido Y (NPY), vy la via
colinérgica antiinflamatoria que inhibe la liberacién
de citocinas proinflamatorias mediante sefales que
dependen de la integridad del nervio vago (Borovikova,
Ivanova, Nardi, Zhang, Yang, Ombrellino y Tracey, 2000;
Wang, Yu, Ochani, Amella, Tanovic, Susarla, y Tracey,
2003). Dichos mecanismos podrian formar parte de
nuevas estrategias terapéuticas de control inflamatorio
en patologias sistémicas, para las que hasta ahora no
se cuenta con tratamiento eficiente, como la artritis,
fibromialgia, pancreatitis o el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS).

Generalidades del sistema nervioso y
sus neurotransmisores
El sistema nervioso es una red de tejidos cuya unidad
bdsica son las neuronas. Su funcién primordial es
captar y procesar de manera rapida vy eficaz sefiales
del medio, tanto interno como externo, ejerciendo
control y coordinacién sobre los demas sistemas
para lograr una adecuada interaccién con el medio
ambiente cambiante y conservar la homeostasis. Se
le puede clasificar, desde el punto de vista funcional,
en vias neurales del sistema nervioso somatico
(el cual coordina las funciones voluntarias) y vias
neuronales del sistema nervioso auténomo (que
regula las involuntarias). A su vez, el sistema nervioso
auténomo se divide en sistema nervioso simpatico
(SNS) y sistema nervioso parasimpatico (SNPS), los
cuales tienen encomiendas mayormente antagdnicas
entre ellos (Buijs, 2013); no obstante, en términos de
control neuroinmune pueden converger (Ulloa, Quiroz-
Gonzalez y Torres-Rosas, 2017).

€l neurotransmisor principal del SNPS es la
acetilcoling, la cual se sintetiza en la terminal del axény
se deposita en vesiculas sindpticas (Burnstock, 2013).
Esta sintesis sucede por unién del grupo acetilo de la
acetilcoenzima A con la colina, neurotransmisor que
activados principales tipos de receptores: muscarinicos
(mAChRs) y nicotinicos (nNAChRs), denominados asi por
los efectos de la muscarina, la cual acciona sélo a los
receptores muscarinicos, pero no a los nicotinicos, en
tanto que la nicotina Unicamente activa a estos Gltimos
(Shimohama, Taniguchi, Fujiwara y Kameyama, 1985).

Los mAChRs se dividen en cinco subtipos (M,-M,)
y se encuentran en células efectoras que pueden ser
estimuladas por las neuronas posganglionares del
sistema nervioso parasimpatico, ejemplo de ellos son
los mAChRs M, en cardiomiocitos (Yang, Chen, Sung,
Hsu v Wu, 1993), asi también en las estimuladas
por las neuronas colinérgicas posganglionares del
sistema nervioso simpdtico, ejemplo de lo anterior
es el (Rosas-Ballina, Ochani,
Parrish, Ochani, Harris, Huston y Tracey, 2008). Los

nervio esplénico
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nAChRs se encuentran distribuidos en las sinapsis
entre las neuronas pre y posganglionares de los
sistemas simpatico y parasimpatico, asi como en las
membranas de fibras musculares esqueléticas en la
unién neuromuscular y en células efectoras, como las
beta del pancreas (Delbro, 2012).

Los neurotransmisores del SNS son la dopamina
(DA), adrenalina (A) y noradrenalina (NA), dichas
catecolaminas se sintetizan a partir de la tirosina,
este aminodcido es captado de la circulacion por un
proceso de transporte activo hacia el interior axonal,
posteriormente se hidroxila para formar dopa,
luego se descarboxila para generar dopamina
y finalmente se hidroxila en la posicién beta de
la cadena lateral para formar noradrenalina, la
cual se metila por accién de la N-metil-transferasa,
formando adrenalina (Eisenhofer, Kopin y Goldstein,
2004). Existen receptores especificos para cada
catecolamina enddégena o su andlogo sintético,
empero, pueden activar la mayoria de la gama de
receptores, dependiendo el tiempo y la concentracién
de las mismas.

Regulacion adrenérgica del sistema
inmune

Como se menciond previamente, los sistemas nerviosos
parasimpatico y simpdtico mantienen la homeostasis
al regular la actividad de aquellos érganos que no
estan controlados por el sistema nervioso voluntario
consciente. Ejemplo de ello son las respuestas rapidas
del sistema cardiovascular asociadas a cambios en el
volumen sanguineo. Por otra parte, hay evidencias
de que el sistema inmune también es regulado por
el SNS; asi, la primera relacién entre ambos sistemas
es anatdémica, ya que se ha reportado que tanto
organos linfoides primarios como secundarios reciben
fibras nerviosas simpaticas (Felten, Felten, Bellinger,
Carlson, Ackerman, Madden y Livnat, 1987). A nivel del
bazo, timo y nédulos linfaticos, hay un gran ndmero
de terminales nerviosas en el parénquima de la pulpa
blanca del bazo, asi como en la zona periarteriolar

Mecanismos de control neuroinmune /Pérez y Torres/35-49

adyacentes a linfocitos CD4 y (D8, préximos a
macrofagos vy linfocitos B de ganglios linfaticos
(Felten, Madden, Bellinger, Kruszewska, Moynihan vy
Felten, 1998). El nivel de noradrenalina liberado en
las terminales nerviosas en las proximidades de estas
células es de aproximadamente 1x10> M (Shimizu,
Hori y Nakane, 1994), mientras que la cantidad de
adrenalina liberada a la circulacién durante periodos de
estrés puede alcanzar concentraciones de 1x107M en
plasma. Asi, las células en estos dos compartimentos
pueden estar expuestas a diferentes concentraciones
de catecolaminas, dependiendo de si es comunicacién
paracrina o enddcrina. También se ha reportado que
existen terminales nerviosas dopaminérgicas en
tejidos linfoides (Bencsics, Sershen, Baranyi, Hashim,
Lajthay Vizi, 1997), razén por la que es posible sugerir
que las células de estirpe inmune pueden estar en
contacto con dopamina a nivel de bazo, medula ésea
y el sistema circulatorio (Basu, Dasgupta, Lahiri y
Chowdhury, 1993).

Se cuenta con evidencias de que el organismo, al
encontrarse con un antigeno, induce activacion del
SNS v la consecuente liberacién de noradrenalina en
el tejido linfoide, independientemente de la respuesta
al estrés que incluye la produccién vy liberacién de
noradrenalina y adrenalina. Infecciones sistémicas
(Avila, Ulloa, Gonzalez, Moreno y Diaz-Nido, 1994)
0 inoculacién de LPS aumentan los niveles de NA
liberada en el bazo durante las primeras horas de
exposicion (Kohm y Sanders, 2001). En el mismo
sentido, antigenos proteicos solubles aumentan los
niveles de NE en bazo y médula entre las 9 y 10 h
posteriores a la inoculacion (Kohm, Tang, Sanders
y Jones, 2000), sugiriendo que la distribucion, el
procesamiento vy la presentacién del antigeno, asi
como la producciéon de citocinas concomitantes,
ocurren antes de que el sistema nervioso simpdatico sea
activado. Luego entonces, la activacion del SNS seria
uno de los mecanismos por los cuales el cerebro puede
comunicarse con células del sistema inmunoldgico
y regular la magnitud de la respuesta inmune que
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resulta de la presencia de antigenos, PAMPS o
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS). Dado
que las terminales nerviosas periféricas aferentes
poseen receptores a citocinas y otros mediadores de la
inflamacién, la activacién del sistema nervioso puede
ser iniciada, inclusive potenciada, en estas terminales
nerviosas o a nivel postganglionar y luego viajar hacia
el sistema nervioso central (Straub, 2004).

Receptores adrenérgicos en células del
sistema inmune

Los receptores adrenérgicos (AR) se agrupan en dos
familias o y B. La familia aAR incluye los subtipos a1l
(¢1AR) v a2 (a2AR), mientras que la familia de BAR
comprende a los subtipos Bl (B1AR) al B3 (B3AR).
Estos receptores pueden ser activados mediante la
union de catecolaminas como DA, NA y A. Tal unién se
identificd en células de tipo inmune y son saturables,
reversibles y con alta afinidad (Ramer-Quinn, Baker y
Sanders, 1997). En células del sistema inmune innato,
como polimorfonucleares (PMN), mastocitos, monocitos/
macrofagos o Natural Killers (NK), se expresan varios
subtipos de receptores adrenérgicos, siendo el mas
frecuente el B2AR (Elenkov, Wilder, Chrousos vy Vizi,
2000), aunque en monocitos de sangre periférica
vy macréfagos residentes de tejidos humanos se ha
reportado la presencia del subtipo B1AR (Speidl, Toller,
Kaun, Weiss, Pfaffenberger, Kastl y Wojta, 2004). Por
otra parte, las células dendriticas expresan el alAR
(Maestroni, 2000), a2ARB1AR y B2AR (Maestroni v
Mazzola, 2003) en contraste con las células NK, que sélo
expresan el subtipo B2AR (Jetschmann, Benschop, Jacobs,
Kemper, Oberbeck, Schmidt y Schedlowski, 1997).

La expresién de los subtipos de AR en células del
sistema inmune innato no es estdtica, se encuentra
regulada por la activacién celular y la accién de varias
hormonas que modifican los niveles de receptores
en estados como el séptico, donde los B2AR estan
aumentados en células de Kupffer (Hahn, Yoo, Ba,
Chaudry y Wang, 1998). En el mismo sentido, este
receptor en células polimorfo-nucleares (PMN) de

humano se expresa mas en las obtenidas de muestras
de mujeres, en comparacion con las de los hombres,
sugiriendo que podria existir una relacién entre
hormonas sexuales y la regulacion en la expresion
de B2AR en estas células (De Coupade, Gear, Dazin,
Sroussi, Green y Levine, 2004). Se cuenta con pocos
datos sobre la presencia de «AR en células del
sistema inmune innato. Lineas celulares derivadas
de monocitos expresan niveles detectables de mRNA
para alAR; sin embargo, es indetectable en monocitos
de individuos sanos (Heijnen, Rouppe, Van de Pol
y Kavelaars, 2002; Heijnen, Rouppe van der Voort,
Wulffraat, Van der Net, Kuis y Kavelaars, 1996). Por
otra parte, tras la activacion con fitohemaglutinina o en
presencia de glucocorticoides, como la dexametasona,
la cantidad de alAR en lineas monociticas cambia
(Rouppe, Kavelaars, Van de Pol y Heijnen, 2000), asi
como en monocitos de sangre periférica (Kavelaars,
2002). Otros estudios reportan que macréfagos
peritoneales muridos expresan a2AR funcionales
que al unirse con su ligando inducen la produccién de
citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1) (Miles, Lafuse, &
Zwilling, 1996).

Existen cinco subtipos de receptores dopaminérgicos
divididos en dos familias: receptores tipo D1 y D2. Los
receptores de clase D1 incluye los subtipos D1 y D5, los
cuales inducen un aumento del cAMP intracelular. En
contraste, los receptores tipo D2 abarcan los subtipos
D2, D3 y D4, que disminuyen el cAMP intracelular tras
la activacién con su ligando (Missale, Nash, Robinson,
Jaber y Caron, 1998). Hay evidencia de que en
linfocitos de ratén se expresan receptores de estas dos
familias y que en estos organismos los receptores tipo
2 estdn involucrados en la supresién de respuestas
de inmunidad celular dependientes de IFNy e IL-2 v
en el aumento de polarizacién a inmunidad humoral
dependiente de IL-4 e IL-13, mediante inhibicién de
la via de CAMP-CREB (Huang, Qiu, Peng, Liu, Huang vy
Qiu, 2010). La expresion de receptores subtipo D1 ha
sido reportada en linfocitos donde pueden promover
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la diferenciacion a Th2 e inducir la degranulacién en
mastocitos (Mori, Kabashima, Fukamachi, Kuroda,
Sakabe, Kobayashi y Tokura, 2013). Por otro lado,
antagonistas de este receptor atendan la respuesta
Th1l7 a ovoalbimina y la inflamacién de vias aéreas
inducida por neutréfilos (Nakagome, Imamura, Okada,
Kawahata, Inoue, Hashimoto y Matsushita, 2011).
Los receptores D1, D2, D3, D4 y D5 se han
identificado en linfocitos humanos, teniendo en
ellos un efecto activador o inhibidor para los tipos
D1 o D2, respectivamente (Amenta, Bronzetti,
Felici, Ricci y Tayebati, 1999; Ostadali, Ahangari,

Eslami, Razavi, Zarrindast, Ahmadkhaniha vy
Boulhari, 2004; Nagai, Ueno, Saeki, Soga vy
Yanagihara, 1993; Bondy, De Jonge, Pander,

Primbs y Ackenheil, 1996; Takahashi, Nagai, Ueno,
Saeki y Yanagihara, 1992). Se ha reportado que
tanto linfocitos como monocitos expresan baja
cantidad de estos receptores dopaminérgicos, en
contraste con neutréfilos v eosindfilos, que los
expresan de manera moderada y tanto linfocitos
B como células NK tienen una expresién alta y
consistente de receptores para DA (McKenna,
Mclaughlin, Lewis, Sibbring, Cummerson, Bowen-
Jones y Moots, 2002). Asimismo, los receptores D1
estan presentes en células dendriticas (Nakano,
Higashi, Takagi, Hashimoto, Tanaka y Matsushita,
2009) y algunos estudios sugieren la capacidad
de linfocitos humanos para producir DA (Amenta,
Bronzetti, Cantalamessa, El-Assouad, Felici, Ricci
y Tayebati, 2001; Mill, Asherson, Browes, D'Souza
y Craig, 2002). €l contacto de estas células con la
catecolamina puede ser muy estrecho (Basu et
al., 1993), va que es posible sintetizar y liberar
la dopamina por linfocitos T y células dendriticas,
y puede actuar tanto de manera autdcrina como
paracrina (Bergquist, Tarkowski, Ekman y Ewing,
1994; Cosentino, Fietta, Ferrari, Rasini, Bombelli,
Carcano vy Lecchini, 2007; Nakano et al., 2009).
Debido a su localizacién, las células de estirpe
inmune pueden estar en contacto con dopamina
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a nivel de bazo, medula ésea y en la circulacién
(Basu et al., 1993).

Regulacion colinérgica del sistema
inmune

Del sistema nervioso central emergen los nervios
del SNPS, que incluyen algunos espinales en el
sacro denominados esplacnicos pélvicos,
nervios craneales como el facial, el oculomotor, el
glosofaringeo vy el nervio vago, considerado como
el efector neural predominante de dicho sistema. El
vago se encuentra privilegiadamente posicionado
en la interface entre el sistema inmune y el sistema
nervioso, inervando los drganos y vias de entrada
para patégenos y sus productos, como lo puede ser el
aparato respiratorio, el digestivo y el urinario(Pereira y
Leite, 2016); es un nervio tanto sensitivo como motor,
tiene comunicacién con 6rganos y visceras de los
diferentes aparatos y sistemas de la economia, lo que
permite una regulacion bidireccional de inflamacién y
defensa contra bacterias del huésped (Lai, Mills y Chiu,
2017; Willemze, Luyer, Buurman y De Jonge, 2015). La
activacién del sistema inmune en tejidos periféricos
puede inducir sefiales aferentes en el nervio vago
dependientes de IL-1 o de endotoxina, propiciando
fiebre por la relacién anatémica vagal-hipotamica
(Dantzer, 2001; Gaige, Abou, Abysique y Bouvier,
2004), aunque dichos focos inflamatorios también
pueden accionar al vago mediante mecanorreceptores,
termorreceptores y sensores de osmolaridad (Adachi,
1984). Este nervio cuenta con distintos tipos de fibras:
las eferentes viscerales generales, las aferentes
somdticas generales y especiales, asi como las
aferentes viscerales generales. La mayor parte de
ellas tienen su origen en el ganglio nodoso y estan
compuestas por fibras aferentes viscerales generales,
que hacen sinapsis con el nucleo del tracto solitario
(NTS), la formacion reticular media, el nucleo motor
dorsal del vago, el area postremay el ndcleo cuneatus
(Rutecki, 1990). 95% de las fibras del vago aferente
tienen proyecciones al nucleo del tracto solitario, el

varios
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cual a su vez se conecta con el ndcleo paratrigeminal,
la formacion reticular media, el hipotdlamo vy el talamo
via el nucleo parabranquial, amigdala hipocampo vy
el rafe dorsal (Beckstead, Morse y Norgren, 1980;
Magdaleno-Madrigal, Martinez-Vargas, Valdés-Cruz,
Almazan-Alvarado y Fernandez-Mas, 2010), lo que
sugiere que uno de los mecanismos aferentes del vago
es dependiente de la activacion del NTS y el talamo.
Diferentes grupos de investigacion han reportado
que la estimulacion eferente vy directa del nervio vago
puede modular la inflamacién sistémica en modelos
animales de isquemia (Bernik, Friedman, Ochani,
DiRaimo, Susarla, Czura y Tracey, 2002), hemorragia
y resucitacion (Cai, Chenli, Kiss, De Jonge, Conejero-
Goldberg y Ulloa, 2009), pancreatitis (Van Westerloo,
Giebelen, Florquin, Bruno, Larosa, Ulloa y Van der Poll,
2006), colitis (Pullan, Rhodes, Ganesh, Mani, Morris,
Williams, Newcombe, Russell, Feyerabend, Thomas
y Sawe, 1994), endotoxemia (Rosas-Ballina et al,
2008), choque séptico y sepsis severa (Van Westerloo,
Giebelen, Florquin, Daalhuisen, Bruno, De Vos y Van
der Poll, 2005). Estas observaciones hicieron emerger
la propuesta de analizar agonistas colinérgicos
como mediadores antiinflamatorios; sin embargo,
estudios posteriores mostraron que la via colinérgica
antiinflamatoria no pertenecia a una via meramente
parasimpatica, ya que se requeria de la integridad de
fibras nerviosas simpaticas (Rosas-Ballina et al,, 2008),
asi como de la liberacién de catecolaminas del tipo de
la noradrenalina (Vida, Pena, Deitch y Ulloa, 2011).
En términos de inmunologia, la separacion de los
sistemas simpdtico y parasimpatico no es correcta, ya
que ambos pueden ejercer un efecto antiinflamatorio,
lo que siguiere un efecto convergente. La activacion
exdégena puede realizarse mediante la estimulacién
eléctrica del nervio vago a nivel cervical en sus fibras
aferentes o eferentes, o por estimulos similares a
nivel del nervio cidtico; el primero ejerce un efecto
antiinflamatorio dependiente de la liberacién de
noradrenalina, que al unirse al receptor K2 adrenérgico
en linfocitos T induce la produccién de acetilcolina

con capacidad antiinflamatoria; el segundo puede
desencadenar una respuesta antiinflamatoria vagal,
dependiente de liberacién de dopamina y de expresién
de receptores D1 en macréfagos (figura 1) (Huston,
Gallowitsch-Puerta, Ochani, Ochani, Yuan, Rosas-Ballina
y Tracey, 2007; Torres-Rosas, Yehia, Pena, Mishra,
Thompson-Bonilla, Moreno-Eutimio y Ulloa, 2014).

Receptores colinérgicos en células del
sistema inmune

El sistema de control neuroinmune, dependiente del
nervio vago, ha sido denominado “via colinérgica
antiinflamatoria” e inhibe la liberacién de citocinas
proinflamatorias mediante sefiales que dependen de
la integridad del nervio vago eferente (Borovikova,
et al., 2000; Czura, Friedman y Tracey, 2003; H.
Wang et al, 2003). La sinapsis entre los nervios
colinérgicos y el sistema inmune innato requiere de
la expresidn de receptores para neurotransmisores
expresado en macréfagos vy linfocitos que participan
en la respuesta inflamatoria (Vida, Pena, Kanashiro, et
al, 2011; Wang et al, 2003). Tan es asi, que agonistas
colinérgicos, incluyendo la nicotina, la acetilcolina vy
algunos farmacos experimentales como el CNI-1493,
inhiben la liberacién de TNF y otras citocinas sin
modificar la produccion de citocinas antiinflamatorias
como el IL-10 (Borovikova et al, 2000; Wang, Liao,
Ochani, Justiniani, Lin, Yang y Ulloa, 2004).

El receptor mas estudiado ha sido el a7nAChR
en macréfagos, el cual puede inducir una respuesta
antiinflamatoria independiente de las activadas por
receptores muscarinicos, mismas que se han reportado
para linfocitos y monocitos (Kawashima y Fujii, 2003
y 2003a). La unidn de este receptor con su ligando
inhibe la activacién por endotoxina de NF-kB (Wang et
al, 2004) e induce la transcripcion de STAT3 a través
de un mecanismo dependiente de JAK2 (De Jonge, Van
der Zanden, The, Bijlsma, Van Westerloo, Bennink y
Boeckxstaens, 2005).

Existen varios subtipos receptores colinérgicos
en otras células inmunocompetentes, como linfocitos

Tequio, vol. 1, no. 2, enero-abril, 2018



B v T, células dendriticas, endoteliales y epiteliales
en intestino y pulmén (Zia, Ndoye, Nguyen y Grando,
1997). Se sabe que los monocitos polimorfonucleares,
neutrdéfilos, eosindfilos y los baséfilos manifiestan
multiples subtipos de receptores
incluyendo o4 B2 y a3 B4 (Benhammou, Lee, Strook,
Sullivan, Logel, Raschen y Leonard, 2000). Ademas,
linfocitos humanos expresan receptores nicotinicos
funcionales que modulan la activacién linfocitaria y
de macréfagos (De Rosa, Dionisio, Agriello, Bouzat vy
Esandi Mdel, 2009). En este sentido, se ha reportado
que hay sistemas de control de produccién de citocinas
que funcionan con la acetilcolina producida de manera
autécrina y se ha reportado, en lineas celulares,
que la aplicacién de LPS induce la expresién de las
subunidades al, a4, o5, a7 y ol0 (Chernyavsky,
Arredondo, Skok y Grando, 2010), las cuales al
ser activadas por acetilcolina tienen un efecto
antiinflamatorio, inhibiendo la via de JAK2; en el mismo
sentido mAChR M,-M, se expresan en mononucleares
de sangre periférica, células dendriticas y macréfagos.
La activacién de M,, Ms y Ms generan formacion de
inositol 1,3,5-trifosfato (IP,) vy diacilglicerol, que
actdian como segundos mensajeros, movilizando calcio
intracelular vy activando proteina quinasa C (PKC),
los Mz y Ma inhiben la adenilciclasa y disminuyen la
formaciéon del adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
(Fujii, Mashimo, Moriwaki, Misawa, Ono, Horiguchi, vy
Kawashima, 2017).

nicotinicos,

Medicina traslacional complementaria
y heuroinmunologia

Algunas  disciplinas complementarias
controlan el dolor e inflamacién mediante estimulacién
con técnicas no
periféricas, ejemplo de ellas son la fisioterapia,
masoterapia, tuina y la acupuntura, esta Ultima es una
rama de la medicina tradicional china en la que por
medio de puntos (acupuntos) especificos altamente
inervados se modifican variables biolégicas con
efectos terapéuticos (Quiroz-Gonzalez,

médicas

invasivas de fibras nerviosas

Torres-
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Castillo, Lépez-Gémez vy Jiménez Estrada, 2017; Ueda,
Hayashi y Kuriowa, 2005). Existen 365 acupuntos,
algunos de ellos con efectos antiinflamatorios como
el PC6, el ST36, LI4 vy el BLEO, los cuales disminuyen
la produccién de mediadores inflamatorios solubles
y el dafio en intestino, rifién, higado y miocardio
en diferentes modelos de isquemia/reperfusiéon e
inflamacién sistémica por mecanismos dependientes
de integridad del nervio vago o receptores para
neurotransmisores (Baek, Choi, Yang y Park, 2005; Du,
Luo, Hu, Ly, Lin y Ma, 2013; Li, Shi, Tang, Zhang vy Hu,
2016; Wang, Wang, Shi, Qi, Hu, Tong y Litscher, 2015;
Wang, Chen, Gao, Luo Liu, 2008; Zhu, Xing, Lei, Wu,
Wang, Huang v Jiang, 2015). El mecanismo de accion
eferente de la acupuntura depende no solamente
del punto, sino también del tipo de estimulacidn;
la mds estudiada por su facil estandarizacion es la
eléctrica; por ejemplo, al punto ST36 con uso en
clinica ante problemas dolorosos e inflamatorios como
artritis, colitis, asma y conocido efecto modulador
de la cinética del movimiento gdstrico, se le ha
demostrado en modelos animales que la estimulacién
constante con 10 Hz a 3 mA induce la activaciéon de
neuronas productoras de CRH (hormona liberadora
de corticotropina) en el ndcleo paraventricular vy
produccién de ACTH (hormona adrenocorticotropica)
(Li, Lao, Wang, Xin, Ren, Berman y Zhang, 2008) y la
produccién de cortisol (via HPA). En el mismo sentido,
la estimulacién constante a frecuencias bajas de 2Hz
induce la activacion de neuronas en el ndcleo del
tracto solitario (NTS), mientras que frecuencias altas
de 100 Hz no lo activan (Fang, Du, Shao, Fang v Liu,
2017), lo que se refleja en efectos antiinflamatorios
en modelos de artritis, donde el resultado terapéutico
dependiente de receptores colinérgicos se observa con
estimulacion a 2Hz y no a 100Hz (via parasimpatica)
(Seo, Sung, Park y Baek, 2016); muy altas frecuencias
de 120 Hz estimulan la via simpdtica adrenal con
efectos antiinflamatorios (Kim, Uh, Yoon, Roh, Kwon,
Hany Lee, 2008) y muy bajas frecuencias (LHz) tienen
un impacto antiinflamatorio dependiente de activacién
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postganglionar de nervios simpaticos (Kim, Kang, Yoon,
Roh, Kwon, Han y Lee, 2007); en el manejo del dolor
también existen efectos divergentes, dependiendo el
tipo de estimulacién del punto ST-36. Bajas frecuencias
(10 Hz) lo inhiben por un mecanismo dependiente del
sistema serotoninérgico, mientras que frecuencias
altas (100 Hz) hacen lo mismo por un mecanismo
dependiente de receptores opidaceos (Kuo, Tsai, Lin, Suy
Chen, 2013). Por otro lado, frecuencias bajas aplicadas
a ST36 tienen efectos hipoglucémicos, no asi las
altas (Figueiredo, Silva, Prado, Hissa, Vasconcelos vy
Guimaraes, 2011); lo anterior parece ser mediado por
un mecanismo dependiente del parasimpatico (Lee,

Figura 1.

Li, Tzeng, Chen, Ho, Lin y Chang, 2011; Lin, Chen,
Tzeng, Lee, Cheng, Chen y Chang, 2011). Frecuencias
medias (25 Hz 6mA) en ST36 inducen movimientos
peristalticos por activacién vagal eferente y frecuencias
altas inhiben dichos movimientos por activacién del
simpatico (Song, Yin y Chen, 2015). Estos estudios son
importantes en el disefio de dispositivos no invasivos
para estimulacién y activaciéon especifica de vias
neuronales con capacidad terapéutica, asi como para
la apertura a la investigacién de nuevos farmacos de
opcion al tratamiento de patologias inflamatorias que
en este momento no cuentan con una terapéutica
eficaz y eficiente.

Activacion exdgena de la via colinérgica y respuesta inflamatoria. Al ser estimulado el nervio ciatico aferente (1),
activa una respuesta dependiente del nervio vago eferente (2) que induce la liberacién de dopamina por parte
de las glandulas adrenales (3); esta catecolamina, al unirse al receptor adrenérgico D1, inhibe la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (4). Al ser estimulado, el nervio vago eferente induce la liberacién de noradrenalina
por el nervio esplénico, que al unirse a su receptor, impulsa la produccién de acetilcolina en linfocitos T (5), la
cual inhibe la produccién de citocinas pro-inflamatorias (6).

NTS: ndcleo de tracto solitario; NE: noradrenalina; Ach: acetilcolina; AChR: receptor para acetilcolina; D1R:

receptor dopaminérgico tipo 1.
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Resumen - A partir de la década de los ochenta, la
concepcién en las funciones de las vesiculas celulares
y las vias que transitan para comunicar a las células ha
cambiado de ser meras transportadoras de desechos
a ser moléculas indispensables en su desarrollo
y supervivencia, al ser vehiculos que transportan
proteinas, lipidos y material genético que puede
modificar por completo la fisiologia y metabolismo de
la célula receptora, lo cual abre una espectro amplio
de uso en aplicaciones clinicas y terapéuticas.
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Vesiculas extracelulares, exosomas, microvesiculas,
comunicacion intercelular.

Abstract - Since 80's decade, the notion about cellular
vesicles functions and the mechanisms that they follow
in the cell and the organism has changed, from simple
waste carriers to communicating molecules essential
for the development and survival of the cell. Vesicles
are able to transport proteins, lipids and genetic
material involved in the physiologic and metabolic
transformation of the target cell, and thus, they use
in clinic and therapeutic applications could bring many
benefits in the future.

Keywords:
Extracellular vesicles; exosomes, microvesicles,
intercellular communication.
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n el afio 2013, los investigadores Randy W.

Schekman, James E. Rothman y Thomas C. Stidhof
.obtuvieron el Premio Nobel de Medicina “por
sus descubrimientos de la maquinaria que regula el
trafico vesicular, el principal sistema de transporte de
nuestras células”, lo cual significé un gran respaldo
hacia el conocimiento generado y obtenido a partir de la
década de los 40 sobre las particulas y los procesos que
gobiernan el transito y circulacién de diversas moléculas
al interior de las células y que sirven, ademas, en los
procesos de comunicacion intercelular, permitiendo
el correcto funcionamiento de los organismos y su
supervivencia (Van der Pol, Boing, Harrison, Sturk vy
Nieuwland, 2012; Meguias, Molist y Pombal, 2014;
Szatanek, Baran, Siedlar, Baj-Krzyworzeka, 2015).

En un inicio, los estudios sobre las vesiculas
celulares reducian el desempefio de éstas a la remocién
de desechos celulares. No obstante, en el caso de
las células eucariotas, al ser compartamentalizadas,
la funcion de las vesiculas comenzd a revisarse y se
encontré que ostentaban un papel fundamental en
la comunicacién entre cada uno de los organelos, al
llevar en su interior, o incluidas en sus membranas, las
moléculas que permitirian la siguiente fase del proceso
celular, como es el caso del reticulo endoplasmico rugoso
con el aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico y la
mitocondria o recientemente, como se ha detectado, la
comunicacién por vesiculas entre mitocondrias con los
peroxisomas (Meguias et al., 2014; Sugiura, Mclelland,
A Fon y McBride, 2014).

Sin embargo, las rutas que siguen las vesiculas
y su contenido no se limitan a los organulos
intracelulares, ya que ademas son capaces de
hacer una trayecto exportador (exocitosis) e
importador (endocitosis) a través de la membrana
plasmatica, que es esencial para el intercambio de
biomoléculas, receptores celulares e informacién
genética entre las células, lo cual tiene influencia
sobre la fisiologia, el metabolismo y la patogenia
de la célula receptora, v en su conjunto conforman
el mecanismo denominado trafico vesicular (Ohno,

Ishikawa y Kuroda, 2013; Van der Pol et al, 2012;
Meguias et al, 2014). Este descubrimiento llevd a
la reinterpretacién de los procesos de comunicacién
anteriormente eran  descritos
mediante modelos de interaccién directa célula-célula
o0 de secrecién de moléculas solubles requeridas para
la funcién esperada (Van der Pol et al., 2012; Raposo
y Stoorvogel, 2013; Szatanek et al, 2015). Ahora se
sabe que el desempefio de las vesiculas no se limita
a la comunicacién célula-célula, sino que ademas esta
implicada en la sefializacién celular, la presentacién de
antigeno, en la inmunosupresion, en la propagacion
de los agentes infecciosos, en la adhesién celular y la
coagulacion, en la integridad y funcion vascular, asi
como en la angiogénesis, desarrollo y metastasis de
células cancerosas (Van der Pol et al, 2012).

Es la variedad de funciones descubiertas para
las vesiculas celulares la que ha generado un
cambio en el panorama acerca de su importancia
y aplicabilidad para el estudio y entendimiento
de diversas patologias; ademds de abrir nuevas
posibilidades en el diagndstico y tratamiento
de algunas enfermedades (Minciacchi, Freeman
y Di Vizio, 2015; Ohno et al, 2013; Raposo vy
Stoorvogel, 2013; Szatanek et al.,, 2015; Van der
Pol et al., 2012).

Un primer abordaje dentro del estudio del trafico
vesicular es la determinacion de la variedad de
vesiculas que la célula forma para su exportacion, de
tal manera que se ha clasificado mas de una decena
de ellas usando como criterios su biogénesis, el
tamafio, la densidad, el contenido molecular (proteico
0 de acidos nucleicos), las proteinas de superficie
e inclusive las diversas metodologias empleadas
actualmente para aislarlas. Lo anterior ha generado
una nomenclatura muy diversa que las designa como
microparticulas, microvesiculas, exosomas, ectosomas,
dexosomas, prostasomas, exovesiculas, nanovesiculas,
oncosomas, entre otras. En muchas ocasiones dichos
nombres describen al mismo tipo de particula, por lo
que actualmente todas se engloban bajo el término

intercelular que
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simplificado de “vesiculas extracelulares”, a fin de
evitar confusiones en el intercambio de informacién en
las diversas investigaciones, ya que hasta el momento
no existe un consenso para agruparlas debido a que el
tamafio de muchas de ellas se sobreponen, comparten
moléculas de superficie (como las tetraspaninas;
Minciacchi et al, 2015) o en algunos casos tienen el
mismo origen: la liberacion a partir de la membrana
plasmatica(Minciacchiet al, 2015;Raposoy Stoorvogel,
2013; Van der Pol, Bding, Gool y Nieuwland, 2016).
Mencién aparte merecen los cuerpos apoptéticos que,
si bien se originan como prolongaciones de la membrana
plasmdtica y tienen tamafios similares a varios tipos de
vesiculas extracelulares, los mecanismos de creacion
y los estimulos que los activan son diferentes a los
vesiculares y no seran abordados en esta revision.

A pesar de esta gama, el estudio de las vesiculas
extracelulares se ha enfocado principalmente en dos
variedades de particulas: las microvesiculas y los
exosomas, debido sobre todo a su aplicabilidad en el
estudio de diversas enfermedades y a la forma en que
son aisladas e identificadas (Ohno et al., 2013; Raposo
y Stoorvogel, 2013; Szatanek et al., 2015; Van der Pol
etal, 2012).

Los exosomas son particulas muy pequefas, de
un diametro aproximado de 30 a 100 nm, con una
densidad aproximadade 1.13 a3 1.19 g/mL medido en
un gradiente de sacarosa. Surgen por invaginacién en
las vesiculas intraluminales localizadas dentro de los
cuerpos multivesiculares. Dichas estructuras forman
parte del Complejo de Clasificacion Endosémica
Requerido para el Transporte (o ESCRT, por sus siglas
en inglés), que es el responsable de liberar a los
exosomas y ademas de aportarle proteinas como Alix
y TSG101 (tumor susceptibility gene 101). Ademas,
por su origen endosomal, los exosomas enriquecen
su superficie con proteinas como flotilina, anexinas
y tetraspaninas (CD63, CD9, CD81), las cuales sirven
como moléculas identificadoras junto con algunas
proteinas de choque térmico (HSP70 y HSPS0) y las
del ESCRT.

El trafico vesicular /Torres-Rivera/51-55

Los exosomas son generalmente aislados por
ultracentrifugacion, usando velocidades de 10 0000 a
200 000 g (Raposo y Stoorvogel, 2013; Szatenek et al.,,
2015; Van der Pol et al,, 2012; Van der Pol et al, 2016).

Las microvesiculas, conocidas también como
microparticulas, ectosomas o vesiculas de mudanza, son
particulas con un diametro promedio de 100 a 1000 nm
que se generan directamente en la membrana plasmatica
a partir de brotes salientes especificos provocados por
la activacién de la célula, en respuesta a un estimulo
exterior (Ohno et al., 2013). Su mecanismo de formacién
supone que después de que la célula ha sido activada por
un estimulo, por ejemplo la oxidacién de componentes
celulares por especies reactivas de oxigeno/nitrégeno
y radicales, o la liberacién de citocinas o endotoxinas,
la concentracion de calcio en el citosol se incrementa,
permitiendo la activacién de diversas enzimas (como
las calpainas y las cinasas) v la inhibicién de otras (como
las fosfatasas y las traslocasas), que dan paso a la
remodelacion del citoesqueleto, lo que se traduce en una
asimetria de la membrana que provocara una ampolla
o burbuja de la que se desprendera la microvesicula en
cuestion. Este tipo de vesiculas extracelulares son ricas
en integrinas, selectinas y tetraspaninas especificas de
la célula origen.

Por suvariabilidad, ladensidad de las microvesiculas
es desconocida y suelen aislarse por centrifugacién
en un intervalo de 10 000 a 20 000 g (Raposo vy
Stoorvogel, 2013; Szatenek et al, 2015; Van der Pol
et al, 2012; Van der Pol et al., 2016).

A pesar de que la centrifugacién a diferentes
velocidades o los gradientes de sacarosa han sido
los técnicas mas usadas en los laboratorios de
investigacién para el estudio de
extracelulares, existen otras metodologias empleadas
para su aislamiento, como la inmunoafinidad usando
anticuerpos monoclonales embebidos en perlas
magnéticas, columnas de exclusion molecular o la
precipitacién polimérica (Raposo vy Stoorvogel, 2013;
Szatenek et al, 2015; Van der Pol et al.,, 2012; Van der
Pol et al, 2016; Witwer, Buzds, Bemis, Bora, Ldsser,

las vesiculas
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Lotvall, Nolte-'t Hoen, Piper, Sivaraman, Skog, Théry,
Wauben y Hochberg, 2013).

Mencién aparte
identificacion de vesiculas extracelulares, los cuales
también representan un reto en la estandarizacion
y la futura aplicabilidad de las vesiculas en terapias
o diagndsticos. Las técnicas empleadas son una
combinacién entre citometria de flujo, rastreo de
nanoparticulas, western blot, microscopia electrénica,
espectroscopia de Ranman e inclusive la microscopia
de fuerza atémica, con los que se pretende conocer el
tamanio, la concentracion, la integridad y el origen de las
vesiculas extracelulares (Raposo y Stoorvogel, 2013;
Szatenek et al, 2015; Van der Pol et al, 2012; Van der
Pol et al, 2016; Witwer et al, 2013).

Un segundo abordaje en el estudio del trafico
vesicular consiste en obtener y reconocer el contenido
de las vesiculas extracelulares, con la finalidad de
entender el impacto que puede tener este cargamento
en la célula receptora. Los estudios de protedmica,
metabolémica y gendmica demuestran que es
altamente heterogéneo, que puede incluir proteinas
de superficie o citosdlicas, acidos nucleicos y lipidos.
Dicho contenido esta claramente influenciado por
el tipo celular, la condicién fisiolégica o patolédgica v
el tipo de estimulo que genera v libera a la vesicula
extracelular; por ejemplo, se sabe que estas vesiculas
secretadas en algunos carcinomas llevan microARN o
ARN de interferencia que favorecen la angiogénesis
y metastasis. También se han observado vesiculas
extracelulares de células cancerosas que participan
en la transferencia de proteinas oncogénicas a células
sanas, como es el caso del receptor EGFRuvIII, transferido
directamente de las vesiculas extracelulares derivadas
del tumor hacia las células blanco. Estan, ademas, las

merecen los métodos de

involucradas en la supresion de la respuesta inmune al
inactivar linfocitos T y células Natural Killers mediante
el factor TFGBL contenido en exosomas de tumor, 0
las que participan en la regulacién de la diferenciacién
de los linfocitos T y células mieloides. El contenido
vesicular también ha sido estudiado en la acumulacién

de placas amiloides en el Alzheimer por accién de
B-secretasas localizadas en exosomas, asi como en la
hipétesis del “exosoma de Troja", donde miARNs del
contenido vesicular coadyuvan en la actividad invasiva
y de replicacién de varios retrovirus como el HIV, en el
herpesvirus tipo 6, el virus de hepatitis C y el virus de
Epstein-Barr. Inclusive, ahora se postula a los exosomas
como un posible mecanismo de dispersion de priones de
células infectadas del tracto gastrointestinal hacia otras
del sistema nervioso (Minciacchi et al, 2015; Ohno et
al, 2013; Van der Pol et al, 2012). La informacién sobre
el contenido vesicular en proteinas, acidos nucleicos y
metabolitos se encuentra reunida en dos principales
bases de datos: Exocarta y Vesiclepedia (Kalra et al,
2012; Keerthikumar et al., 2015).

Es importante hacer notar que los cambios en la
cantidad liberada de microvesiculas y/o exosomas
respecto de controles también representa un posible
marcador de enfermedad, independientemente del
contenido que lleven. Lo anterior se ha mostrado en
algunos estudios sobre vesiculas extracelulares en
entidades patolégicas como el cancer de préstata
o la preeclamsia, en los que se ha reportado un
incremento en el ndmero dichas vesiculas; pero los
resultados revelaron que la cantidad de vesiculas
extracelulares en muestras de pacientes no sélo
son un marcador de inicio, sino también sirven para
determinar la progresién de la enfermedad, ya que
su presencia y concentracién constituyen en si una
diferencia en dos momentos distintos de la célula
(Ohno et al, 2013; Van der Pol et al., 2012).

Asimismo, es indispensable resaltar que las vesiculas
extracelulares, al ser moléculas que se secretan, han
podido ser aisladas de diversos fluidos corporales, como
sangre, orina, ascitis, saliva, liquido cefalorraquideo,
semen, liquido amniético, bilis, etcétera, lo que las
hace potenciales blancos terapéuticos o marcadores
diagndsticos, lo cual representa un reto, pues cada fluido
presenta caracteristicas especiales a considerar en el
momento del aislamiento de las vesiculas, las cuales
podrian contaminarse con otras particulas propias del
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fluido (como las LDL o HDL) o agregados proteicos u
obtener poca muestra por el reducido volumen que se
produce en el cuerpo (Raposo y Stoorvogel, 2013; Van
der Pol et al., 2012; Witwer et al., 2013).

A pesar de los multiples estudios que en las Ultimas
tres décadas se han hecho acerca del trafico vesicular y
las vesiculas extracelulares, existen muchos aspectos
sobre la funcién fisiolégica, el papel en la patologia
de diversas enfermedades y en los mecanismos
moleculares que gobiernan que no han sido dilucidados.
Es seguro que no se han identificado completamente
todas las funciones que pueden ejercen las vesiculas
extracelulares, para lo cual serd indispensable
mejorar y estandarizar las metodologias de aislamiento
y caracterizacién, asi como lograr un consenso en la
nomenclatura de las mismas que favorezca la comparacién
de los resultados de los diferentes estudios (Raposo vy
Stoorvogel, 2013; Szatenek et al, 2015; VVan der Pol et al,
2012; Witwer et al, 2013).
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Resumen - Los virus son patégenos intracelulares
que se reproducen dentro de una célula utilizando la
maquinaria de la misma para obtener mds particulas
virales. La replicacién viral puede afectar genes
celulares normales del hospedador, modulando asi
las vias de sefializacién que controlan la proliferacion,
diferenciacién, muerte celular, integridad gendmica
y el reconocimiento mediado por el sistema inmune.
Aproximadamente 20% de los canceres en humanos son
causados por virus, conocidos como virus oncogénicos.

€l fenémeno que lleva de una infeccion basica viral
a la tumorogénesis es largo, debido a la participacién
de factores como la complicacion
mutaciones celulares y la exposicién a otros agentes
cancerosos. €l virus de Epstein-Barr (EBV), sarcoma
de Kaposi- asociado a herpes, también conocido como
Herpes virus tipo 8 (HHV-8), virus de papiloma humano
(HPV), el virus de la hepatitis B (HBV), el de |a hepatitis
C (HCV) y el virus linfotrépico humano de células T tipo
1 (HTLV-1) estan involucrados con el desarrollo de
cancer en humanos.

inmunitaria,
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Oncogénesis, virus, oncogenes, genes supresores
tumorales.

Abstract - Viruses are intracellular pathogens, which
are replicated within a cell, using their own machinery to
generate more viral particles. Viral replication can affect
normal host cell genes, thereby modulating signaling
pathways that control cell proliferation, differentiation,
and death; genomic integrity, and immune-mediated
recognition. Viruses, known as oncogenic viruses, cause
about 20% of human cancers.

The phenomenon of a basic viral infection to
tumorogenesis is long due to the involvement of
several factors, such as immune complications, cellular
mutations, and exposure to other cancer agents.
Epstein-Barr virus (EBV), Kaposi's sarcoma-associated
with herpes, also known as type-8 Herpes virus
(HHV-8), human papillomaviruses (HPV), hepatitis B
virus (HBV), hepatitis C virus (HCV) and type-1 human
T-cell lymphotropic virus (HTLV-1) are involved in the
development of humans cancers.
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Oncogenesis, viruses, oncogenes, tumor suppressor
genes.
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a oncogénesis es una transformacién celular

hereditaria que da como resultado el cancer y

puede asociarse a la presencia de ciertos virus
conocidos como oncogénicos, los cuales pueden dividirse
en distintos grupos, segin su material genético de ADN
o de ARN. A su vez, los virus de ADN se clasifican en
virus de ADN bicatenario y virus de ADN monocatenario.
Por su parte, los virus de ARN se pueden catalogan en
virus de ARN monocatenario con sentido positivo, virus
de ARN bicatenario con sentido negativo, virus de ARN
monocatenario retrotranscrito y virus de ARN bicatenario
retrotranscrito (Sxevik, 2012; Zheng, 2010).

Existe un grupo de virus que se asocia al desarrollo
de cancer, tales como el de Epstein-Barr (EBV), sarcoma
de Kaposi- asociado a herpes, también conocido como
Herpes virus tipo 8 (HHV-8), virus de papiloma humano
(HPV), el virus de la hepatitis B (HBV), el virus de la
hepatitis C (HCV) vy el virus linfotrépico humano de
células T tipo 1 (HTLV-1), entre otros (Bouvard, Baan,
Straif, Grosse, Secretan, El Ghissassi, Benbrahim, Guha,
Freeman, Galichet y Cogliano, 2009).

Los virus per se no son capaces de desarrollar
tumores, sino que otros factores como la inflamacién
crénica, mutagenos y la inmunosupresién también
estan implicados en el desarrollo del cancer (Parkin,
2006; Aoki, Jaffe, Chang, Jones, Teruya-Feldstein, Moore
y Tosato, 1999).

De los 14 millones de casos nuevos de cancer en
el mundo en 2012, alrededor de 2.2 millones (15.4%)
se atribuyeron a agentes infecciosos; la mayoria de
las incidencias de cancer asociado a infeccién (dos
terceras partes) ocurrié en paises con menor indice de
desarrollo (Plummer, De Martel, Vignat, Ferlay, Bray vy
Franceschi, 2016).

En todo el mundo, mas de 50% de las causas
asociadas a cancer son prevenibles, incluyendo las
infecciosas (Colditz, Wolin y Gehlert, 2012).

Inflamacion y virus oncogénicos
Los virus oncogénicos tienden a establecer infecciones
persistentes a largo plazo. La inflamacién es parte

importante de la progresién tumoral, pues es una
respuestabenéficaquecomienzacuandoeltejidodafiado
secreta sustancias quimicas que inducen a la activacién
de las células blancas del tejido sanguineo, mismas
que segregan citoquinas que sefialan la localizacién
de las células para dividir y reconstruir el tejido
dafiado. Una vez que el tejido dafiado es reconstruido,
el proceso inflamatorio termina. Sin embargo, en los
casos de inflamacion crénica los procesos contindan,
independientemente de si hay dafo o recuperacion. El
incremento de dafio gendmico, de la sintesis de ADN,
de la proliferacién celular, de la interrupcidn de las vias
de reparacién del ADN, la inhibicién de la apoptosis y la
promocidn e invasion por la angiogénesis también esta
asociada a la inflamacién crénica y pueden facilitar la
progresion tumoral (Coussens y Zena 2002; Hofseth y
Ying, 2006). €l uso de antinflamatorios no esteroideos
puede reducir el riesgo de padecer cancer, o al menos
modificar la conducta agresiva hacia desarrollarlo (Yan,
Anderson, DeWitte y Nakada, 2006; De Groot, De Vries,
Groeny De Jong, 2007).

Los mutagenos asociados al cancer

Los antecedentes genéticos, la cantidad y duracién de la
exposicion a mutagenos presentes en el ambiente como
la radiacién ultravioleta (dependiente del estilo de
vida), los contaminantes en el aire (como SO2, particulas
de tabaco, emisiones de productos de combustién que
incluyen compuestos orgdnicos, 6xidos de nitrégeno,
particulas finas, adicionalmente el incremento de
0zono, entre otros), en el suelo (herbicidas), en el agua
(arsénico, cloracién) y en la comida pueden ser causantes
de cancer. Comprender como estos factores y cémo al
estar expuestos a ellos conduce al desarrollo de la
enfermedad es posible que ayude a prevenirla (Stewart,
2008; Boffettay Nyberg, 2003).

€l sistema inmune y los tumores

Los tumores no solamente pueden sobrevivir y
diseminarse, también pueden imitar algunas vias de
sefializaciéon del sistema inmune para propagar las
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condiciones que favorecen la tolerancia de éste hacia
ellos. La tolerancia a antigenos tumorales puede
ocurrir debido a su persistencia, a la baja regulacién del
complejo mayor histocompatibilidad o a la presencia de
células T reguladoras antigeno especificos (Zou, 2005;
Ghirelli y Hagemann, 2013).

Oncogenes virales

Los oncogenes virales desempefian un papel crucial en la
proliferacién descontrolada de las células del hospedador
y codifican para la sintesis de proteinas virales que
conducen a la transformacién (Judson, 1994).

Los protooncogenes de la célula son contrarios a
los oncogenes virales, los cuales son convertidos a un
estado oncogénico por mutaciones somaticas (Croce,
2008). Dichas mutaciones somaticas en el genoma
celular pueden incluir distintas clases de cambios
de secuencias, de las que éstas incluyen sustitucién
por una o varias bases, inserciones o deleciones de
pequeios o largos segmentos; la ruptura de ADN del
genoma genera un incremento del nimero de copias
de genes (amplificacién de genes) o su reduccion,
resultando en la completa ausencia de secuencias de
ADN (Litwin, Clarke, Dean y Wentzensen, 2017).

Los oncogenes persistentemente
los genes supresores tumorales (protegen al ADN vy
controlan las actividades celulares), pero en el caso
del desarrollo del cancer, estos ultimos pierden la
lucha o los oncogenes virales prevalecen, causando
inactivacién de los genes supresores de tumores
(Yokota, 2000).

La mayoria de los virus oncogénicos en humanos
codifican para proteinas que especificamente tienen
como objetivo genes que codifican para proteinas
celulares que controlan la progresion del ciclo celular
y la apoptosis; por ejemplo, p53 vy la proteina del
retinoblastoma pRb, lo que conduce a una pérdida
significativa de la supresién tumoral y al desarrollo del
cancer (Levine, 2009; Shackelford y Pagano, 2004).

El cancer asociado a virus es ocasionado por la
presencia de oncogenes virales (v-onc), activacién de

luchan con
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protooncogenes celulares, transformaciones celulares,
desregulacién del ciclo celular e inactivacion de
supresores tumorales. Los oncogenes virales derivan
de los protooncogenes celulares; los productos de los
oncogenes pueden ser clasificados como factores de
crecimiento, receptores para factores de crecimiento,
factores de transcripcién, transductores de sefiales
y reguladores de la apoptosis. Tanto los oncogenes
celulares como los virales estan vinculados a la
aparicion del cancer (Croce, 2008).

Los virus pueden causar metilacién del genoma de
la célula hospedadora, conduciendo al silenciamiento
de genes del genoma; también tienen la capacidad
de alterar la actividad de las proteinas conocidas como
histonas, remodelando la cromatina (Fragay Esteller, 2005).

Un paso fundamental para la transformacién
oncogénica es que los virus integran su informacién
genética en el material genético de la célula
hospedadora, causando mutaciones, rearreglos
cromosémicos vy falla en el control de la divisién
celular, interfiriendo con las vias de sefializacién
mitégenicas y el proceso del ciclo celular.

La transformacion, mas alla de hacerlas inmortales,
las pone en un estado de crecimiento indefinido. Los
virusde ADN insertan directamente sugenomaen el de
la célula hospedadora, causando neoplasias; mientras
que los virus de ARN tienen que sintetizar ADN
mediante transcripcién inversa antes de realizar esa
misma operacién. La interrupcién de la regulacién
del metabolismo a través de la integracién del genoma
viral en el genoma hospedero es el motivo principal de
la transformacién (Emmett, Dove, Mahoney, Wurm vy
Hiscox, 2005).

€l ciclo celular y la apoptosis

El ciclo celular estd compuesto por una serie de
eventos estrictamente regulados por factores internos
y externos, e incluye puntos de control que aseguran
su progreso normal. Varias proteinas controlan la
transicién de una fase a la siguiente durante el ciclo
celular, las principales son las ciclinas y las cinasas,
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dependientes de ciclinas (CDK), las cuales regulan de
manera positiva el avance del ciclo celular. Dicho ciclo
también estd regulado de manera negativa por los
inhibidores de los complejos CDK-ciclina (CDKi), de esta
manera se asegura que la replicacién y la segregacién
cromosOémica se lleven a cabo correctamente para
mantener al organismo en homeostasis (Bagga v
Bouchard, 2014).

La apoptosis es un proceso altamente selectivo,
muy importante tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas; este mecanismo mantiene la homeostasis
y su desregulacion lleva a una ilimitada proliferacion y
transformacién de células. En el cancer hay una pérdida
entre el balance de células muertas vy las que deberian
estarlo, y que no reciben las sefiales suficientes para
hacerlo. Los virus oncogénicos inhiben de diferentes
formas los procesos apoptdticos, permitiendo |la
propagacion de las células dafadas e infectadas. Durante
este proceso algunas proteinas virales pueden evadir
el sistema inmune, mientras otras pueden interactuar
directamente con las caspasas involucradas en la
sefializacién apoptoética. En algunas ocasiones, los virus
promueven la apoptosis, lo cual es necesario para una
regulacién exacta en las etapas iniciales de la infeccién
(Fuentes-Gonzadlez, Contreras, Manzo y Lizano, 2013).

Los virus han desarrollado muchas estrategias para
derrotar al sistema regulatorio de las células infectadas.
Los virus oncogénicos incrementan o disminuyen los
efectos regulatorios de las proteinas que controlan el
ciclo celular y arrestan a las células mutadas en la fase
del ciclo que induce replicacion del ADN.

Los genes supresores tumorales protegen a las
células de la transformacién maligna, instruyéndolas,
previniendo el crecimiento y la divisién celular. Las
oncoproteinas genes
supresores de tumores, causando desregulaciéon del
crecimiento celular y proliferacién celular desmedida. El
supresor tumoral p53, por ejemplo, es fundamental en
la regulacién de los procesos celulares, incluyendo la
detencién del ciclo, apoptosis y senescencia (Bauer y
Helfand, 2006).

virales interfieren con los

€l HBV codifica para la oncoproteina antigeno-X
(HBx), que bloquea la apoptosis mediada por p53. El
HCV contiene una proteina no estructural, 5A (NS5A),
que interfiere con la unién de p53 al ADN (Bouchard y
Schneider, 2004).

La pRb es una proteina reguladora negativa del
ciclo celular. La oncoproteina €7 del HPV interfiere con
la union del pRb al factor de transcripcion E2F. El efecto
biolégico de E7 es incrementar la transcripcion de
proteinas asociadas a la sintesis de ADN, a la autofagia
y lainhibicién de lasefializacién mediada porinterferdn.
El estudio molecular del cancer vinculado a virus juega
un papel relevante en el avance del conocimiento de la
biologia de estos procesos neoplasicos.

La oncogénesis reline varias caracteristicas muy
particulares, como proliferacion celular continua,
desregulacién energética celular, inestabilidad
gendmica, inducciéon de la angiogénesis, invasion
inmune y metastasis.

Oncovirus de ADN
Los virus de ADN son EBV, HPV, HHV-8 y MCV (polioma
virus de células Merkerl) (Elgui de Oliveira, 2007).
pueden
replicarse viralmente, causando muerte vy lisis celular,
o bien, en células no permisivas integran su genoma
de ADN en el genoma de la célula hospedadora. El ADN
que integran estos oncovirus codifica para proteinas que
pueden detener a las proteinas reguladoras del ciclo
celular, principalmente al p53 y a pRb (Knudson 1971).
Las células hospedadoras transformadas expresan
proteinas con posibilidad de facilitar la sintesis de ADN
viral y de la propia célula.

Estos oncovirus, en células permisivas,

Virus del papiloma humano (VPH)

En 2012, de los 2.2 millones de casos nuevos de
cancer en el mundo asociados a una infeccion, 29.5%
correspondid a infeccién por VPH, siendo uno de los
principales agentes infecciosos relacionados con el
desarrollo del cancer. €l VPH se relaciona 100% con
el cancer cervical (Plummer et al., 2016), mismo que
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es la cuarta causa de muerte en mujeres alrededor del
mundo vy la segunda en mujeres entre los 14 y 44 afios
(Bailey, Chuang, DuPont, Eng, Foxhall, Merrill, Wollins y
Blanke, 2016)

Estos virus tienen un genoma de ADN de doble
cadena, circular, sin envoltura y su tamafio es de 8kb.
Codificaparatresoncogenes: €5,E6y E7, queregulanlos
procesos de transformacién, dos proteinas reguladoras
€1y E2, responsables de la transcripcidn y la replicacién,
y dos proteinas estructurales L1 y L2, que componen la
capside viral (K Munger, 2002). Pertenece a la familia
papillomaviridae, infecta a las células de la mucosa
epitelial, provocando cdncer de células epiteliales.
Se han descubierto130 tipos de VPH, algunos de los
cuales se asocian con cancer cervical en humanos y se
les conoce como virus de alto riesgo. €n la infeccion por
VPH, 90% de los casos son asintomaticos y la infeccion
desaparece espontaneamente después de uno o dos
afios, se considera la enfermedad de transmisién sexual
mas comun. Se estima que hay 0.5 millones de casos al
afio de canceres vinculados a infeccién por VPH de alto
riesgo; es el responsable de la aparicién de verrugas en
el cérvix uterino, boca, ano, pene y orofaringe.

Los VPH de alto riesgo VPH-16 y VPH-18 dan
lugar a carcinogénesis, ya que sus oncoproteinas €6
y E7 participan promoviendo inestabilidad gendmica,
particularmente en células epiteliales (Duensing vy
Minger, 2002).

Los VPH de bajo riesgo VPH-6 y VPH-11 afectan
la mucosa anogenital, provocando hiperplasia
epitelial. Aproximadamente, 5% de los canceres
humanos son causados por infecciones de VPH. El
comportamiento oncogénico del VPH se vincula con
varias mutaciones de genes, incluyendo p53, IL-10,
receptor del acido retinoico y antigenos leucocitarios
humanos (Madkan, Cook-Norris, Steadman, Arora,
Mendozay Tyring, 2007).

Desde su descubrimiento, en 1907, se han tomado
medidas para evitar el desarrollo de cancer asociado a
VPH. La prueba de rutina, el papanicolaou, proporciona
informacién acerca de la infeccién por VPH vy el
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surgimiento de cancer cervical. Mds recientemente se
han formulado las vacunas contra VPH de alto riesgo
(VPH18 y VPH16), las cuales son altamente efectivas
(Lowy v Schiller, 2012).

Virus de Epstein Bar (EBV)

El EBV, también conocido como herpes virus humano-4
(HHV-4), es un virus grande de ADN de doble cadena,
que infecta linfocitos B y células epiteliales.

En el mundo, mds de 95% de la poblacién estd
infectada con EBV, que usualmente ocurre en la infancia,
siendo asintomatico. En la adolescencia, la infeccién
por EBV se asocia a la mononucleosis infecciosa. En
el caso de la infeccion por EBV en adultos, en algunos
casos relaciona con el linfoma tipo no Hodking, linfoma
de Burkitt, carcinoma gastrico y linfoma de células T
(lizasa, 2012; Cho, 2016).

El genoma del EBV puede existir en dos estados
diferentesdentrodelas célulashospedadoras, liticoy de
latencia; ambas fases del ciclo de reproducciéon del EBV
se asocian con enfermedad. El EBV puede inmortalizar
a los linfocitos B y conducir al establecimiento de
carcinogénesis. El genoma viral codifica para proteinas
de latencia de membrana-1 (LMP-1), que tiene un alto
potencial oncogénico, los multiples dominios carboxi-
terminales de LMP-1 imitan al receptor CD40, de la
familia de necrosis tumoral, e inducen varias vias de
sefializacién de transduccidén de sefial que resultan en
proliferacién celular. A través de NF-Kp provee sefiales
de supervivencia a los miembros de la familia Bcl-2,
también regula la expresién de numerosas proteinas
antiapoptdticas y del factor de crecimiento de
fibroblastos-2 (Young, 2004; Rowe, Peng-Pilon, Huen,
Hardy, Croom-Carter, Lundgren y Rickinson, 1994).

€l genoma del EBV codifica para un RNA pequefio
(EBER) que provoca hipermetilacién y amplificacion del
gen de la Janus quinasa-2 (Genitsch, Novotny, Seiler,
Kroll, Walch vy Langer, 2015). En algunos pacientes,
la infeccién por EBV conduce a un estado de latencia
que libera algunas proteinas, como el antigeno nuclear
del EBV-1 (EBNA-1), LMP-1. EBNA-1 es una proteina
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que se expresa en todos los tipos de cancer asociado
a EBV, ayuda a mantener la forma episomal del virus,
la replicacion y la transformacién. Asimismo, lleva a
inestabilidad gendmica, actuando como un oncogén
(Gruhne, Sompallae, Marescotti, Kamranvar, Gastaldello
y Masucci, 2009).

La expresién de EBNA-2 induce la desregulacién
del protooncogen c-myc, causando asi un incremento
de la proliferacién celular.

Virus de hepatitis B (HBV)

Los virus de la HBV tienen un genoma circular de
ADN, parcialmente de doble cadena, con cuatro
marcos de lectura abierto (ORF's) que codifican para
la envoltura (pre S/S), core (pre C/C), la polimerasa 'y
la proteina X (Seeger y Mason, 2000).

Como los retrovirus, la replicacién del HBV
es dependiente de una transcripcion
pero a diferencia de los retrovirus, la integracion
de su genoma en la célula hospedadora no es
necesaria para la replicacién viral y le permite
ser resistente. Sin embargo, la integracion del
genoma viral al genoma de la célula hospedadora
es un prerrequisito necesario para la progresion
a la malignidad. Los eventos de integracién del
genoma viral originan deleciones cromosomales v
transposiciones de las secuencias del cromosoma
viral, ademads de inestabilidad gendmica, asi como
la activacién de protooncogenes, y son causa de
carcinoma hepatocelular (HCC). EIHBV es altamente
contagioso, puede transmitirse por via parenteral,
sexual, sanguinea, perinatal y percutanea. La
infeccién por HBV generalmente es asintomatica en
adultos, mientras que en neonatos, nifios y jévenes
puede llegar a ser crénica (Tamori, Yamanishi,
Kawashima, Kanehisa, Enomoto, Tanaka, Kubo,
Shiomi y Nishiguchi, 2005).

De acuerdo con los datos provistos por la
Organizaciéon Mundial de la Salud, alrededor de
2 millones de personas en la Tierra han sido
infectadas con este virus y 350 millones de ellas

reversa,

viven con infeccién crénica asociada a HBV. Este
es el mayor factor etiolégico para desarrollar HCC,
de 15 a 40% de los individuos infectados con
hepatitis crénica activa pueden padecer cirrosis,
falla hepdtica o HCC (Lok, 2004).

El virus de HBV, al integrar su genoma en la
célula hospedadora, causa mutaciones que aceleran
la inflamacién del higado. Su mecanismo patolégico
aln no se encuentra completamente comprendido;
ninguna de las proteinas del HBV se ha relacionado
directamente con la actividad oncogénica (Guidotti
y Chisari, 2006).

€l desarrollo de carcinogénesis relacionado con
HBV se acelera por la exposicion a carcinégenos
ambientales, como la aflatoxina B, humo de cigarro
y alcohol. La hepatitis crénica activa se caracteriza
por necrosis de las células del higado, inflamacion
y fibrosis, y se cree que el resultado de la cirrosis
eventualmente tiene la capacidad de llevar al
desarrollo del HCC, debido a la rdpida regeneracion
de los hepatocitos, seguido de la constante necrosis
que puede originar la acumulacion de mutaciones y
la subsecuente seleccién de células con fenotipo
carcinégeno (Kajiyva, Hamasaki, Nakata, Miyazoe,
Takeda, Higashi, Ohkubo, Ichikawa, Nakao, Kato y
Eguchi, 2001).

HBV codifica para el antigeno X (HBx), un
factor de transcripcién activador de los genes
de la célula hospedadora; activa especificamente
ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas, la via
JAK/STAT, estimula sefiales de transduccién de la
via MAPK/ERK y sobrerregula la expresién de los
genes c-myc, conduciendo a la carcinogénesis
hepdtica debido a la interrupcién de los genes
supresores tumorales. Aunque solo HBx no puede ser
el causante de la carcinogénesis, GUnicamente puede
actuar como un inductor de HCC. HBx ocasiona
supresion del p53, que promueve la inactivacion
de pRb y una baja regulacién de los inhibidores
del CDK (Chami, Ferrari, Nicotera, Paterlini-
Bréchot y Rizzuto, 2003).
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Sarcoma de Kaposi- asociado a herpes o
Herpes virus tipo 8 (HHV-8)

El genoma del HHV-8 es un virus de ADN de doble
hebra, puede provocar infecciones liticas o latentes.
Infecta a los linfocitos B, células endoteliales vy
monocitos. También puede causar linfoma de efusién
primario (PEL), sarcoma de Kaposi (KS) y la enfermedad
de Castleman (MCD). Su mecanismo de transmision es
por via sexual o por via parenteral (Sullivan, Dezube y
Koon, 2006).

Lasinfecciones causadas por HHV-8 frecuentemente
son asintomaticas, pero cuando infecta con el virus de
la inmunodeficiencia humana-1 (HIV-1) conduce al
desarrollo del KS (Ganem D., 2006).

El potencial neoplasico del HHV-8 se observa
especialmente en individuos inmunocomprometidos;
epidemiolégicos ligan al HHV-8 con
oncogeénesis. El HHV-8 transforma células epiteliales
y se ha identificado que codifica genes responsables
de la transformacién, proliferacién, supervivencia y
transformacién mediada por proteinas de latencia
expresadas por el virus junto con un mecanismo
paracrino que ejerce directamente o indirectamente
las v-citoquinas expresadas durante la fase litica y el
receptor acoplado a proteina G.

La proteina nuclear asociada a latencia (LANA)
codificada por HHV-8 participa en el mantenimiento del
episoma durante el periodo de latencia, también liga el
episoma al cromosoma de la célula hospedadora y une
los elementos de repeticién virales al genoma viral para
mediar su replicacién. Las interacciones entre LANA y
las proteinas celulares y virales, tales como p53, pRb
y quinasa glucégeno sintasa- 3b (GSK-3b), conducen a
proliferacién celular (Mariggio, Koch, Zhang, Weidner-
Glunde, Ruckert, Kati, Santag y Schulz, 2017).

La interaccion de GSK-3b incrementa los niveles de
betacatenina que progresa a tumores. La inactivacién
de p53 y pRb impide la detencién del ciclo celular y
causa proliferacion descontrolada (Fujimuro, Wu,
ApRhys, Kajumbula, Young, , Hayward y Hayward,
2003). LANA también activa la expresién de la

estudios
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transcriptasa reversa telomerasa humana, que da
como resultado proliferacion ilimitada (Verma, Borah y
Robertson, 2004).

Oncovirus de ARN

Entre los virus de ARN o retrovirus, el HCV y el HTLV-
1 se relacionan con el desarrollo de carcinogénesis.
Estos tienen diferentes mecanismos oncogénicos, en
alguno de los casos la sobreproducciéon de material
oncogénico estimula la proliferacién celular, mientras
que en otros los virus integran su genoma cerca de
genes que activan el crecimiento celular.

Algunos virus tienen proteina Tax que incentiva
la expresién de genes celulares, promoviendo la
transformacion oncogénica a través de la interrupcion
y divisiones no controladas (Sxevik M, 2012).

Virus de hepatitis C (HCV)

€l genoma del HCV es de cadena simple de 9.6 Kb, es
un virus de ARN e infecta aproximadamente a 2% de la
poblacién. La infeccién con HCV se asocia con hepatitis,
esteatosis hepatica, cirrosis y HCC (Poynard, Man-Fung,
Vlad y Ching, 2003).

Se considera que el HCV tiene un papel muy
importante en la generacion del HCC, que es el quinto
tipo de cancer mas frecuente a nivel mundial y la tercera
causa de muerte (De Martel, Ferlay, Franceschi, Vignat,
Bray, Forman y Plummer, 2012).

La infecciéon por HCV se puede transmitir por
transfusidn sanguinea, trasplante de 6rganosy por
fluidos de la sangre. Sus proteinas no estructurales,
como NS5, pueden interrumpir las sefiales de control de
proliferacién celular. NS5A es una fosfoproteina que le
confiereresistenciaal interferdn, incrementa la eficacia
de la replicacién viral y participa en el ensamble viral;
NS5B es una RNA polimerasa dependiente de ARN,
fundamental para la replicacién del genoma de HCV.
La infecciéon por HCV causa inflamacién y fibrosis que
puede progresar a cirrosis y, por Ultimo, al desarrollo de
cancer. Ademas, las proteinas de HCV pueden inactivar
a los supresores tumorales, como a p53 y pRb. El HCV

Tequio, vol. 1, no. 2, enero-abril, 2018

63




64

Los virus /Lépez y Gabriel/57-67

causa inestabilidad gendmica (Munakata, Nakamura,
Liang, Li y Lemon, 2005).

NS3 y NS5A reprimen la transcripcion de p21 por
modulacién de la actividad de p53, mientras que NS5A
causa perturbacién de la regulacién del ciclo celular,
supresién de la respuesta inmune, inactivaciéon de
supresores tumorales y pérdida de la apoptosis, por
lo tanto, interrupcién de la homeostasis (McGivern y
Lemon, 2009).

La infeccién por HCV estimula el continuo crecimiento
celular y la sobrerregulacién de la expresién de la
telomerasa, resultandoenlainmortalizaciéndelas células.
€l HCV también sobrerregula a las metil transferasas y
bloguea la expresidn de los genes supresores tumorales,
con lo que da origen al HCC (Thomas DL, 2000).

Virus linfotrépico humano tipo 1 (HTLV-1)
El genoma de este retrovirus, HTLV-1, es de cadena
sencillade ARN y se descubrié en adultos con leucemia
de linfocitos T (Uchiyama, Yodoi, Sagawa, Takatsuki
y Uchino, 1977). Es el Unico retrovirus conocido que
se asocia directamente con neoplasias humanas.
Existen en el mundo aproximadamente de 10 a 20
millones de pacientes infectados con HTLV-1 y su
mecanismo preciso de patogénesis es un reto para los
investigadores. La proteina Tax modula la expresion
de varios genes virales y también altera las vias NF-
B y Akt, promoviendo la supervivencia y proliferacion
celular, generando inestabilidad cromosémica vy
silenciamiento de p53.

Tax también regula su propia expresién, reclutando
metil transferasas de histonas, modificando asi
la cromatina. HBz, otra proteina de HTL-1, tiene
también participaciéon en el desarrollo del fenotipo
oncogeénico, Tax como iniciador y HBz como parte del
mantenimiento (Matsuoka y Jeang, 2007).

Conclusion

El avance en el estudio de los virus y su funcién
como un detonante oncogénico ha proporcionado el
conocimiento del mecanismo de carcinogénesis, lo

cual resulta de vital importancia, ya que en promedio
a nivel mundial 15.4% de los nuevos casos de
cancer se asocian a agentes infecciosos, entre ellos
fundamentalmente al HPV, que estd estrechamente
relacionado al cancer cervical, que en general es la
cuarta causa de muerte en mujeres.

Los oncovirus pueden conducir al desarrollo del
cancer de distintas formas, aunque por si mismos
no son responsables del fenotipo oncogénico vy es
necesario considerar los factores inmunolégicos
y ambientales del hospedador, los cuales pueden
integrar genoma de la célula
hospedadora, la adquisicion
de infecciones cronicas y procesos inflamatorios;
tienen la capacidad de producir mutaciones por
insercion, delecion y transposicion en el genoma
de la célula hospedadora, de activar la expresién
de oncogenes, de interferir con los mecanismos de
control de la proliferaciéon celular, desactivando a los
supresores tumorales como p53 y pRb al expresar
oncoproteinas, o de inducir cambios en la regulacién
de protooncogenes y de los genes supresores
tumorales.

su genoma al
conduciendo asi a
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Resumen - El cdncer hepdtico es la segunda causa de
muerte por cancer mds comun a nivel mundial, el cuarto
con mayor incidencia y el tercero mas letal en México.
Debido a los malos habitos y la inadecuada alimentacién
de la poblacién mexicana, ésta se encuentra en un
riesgo elevado de desarrollar este tipo de enfermedad.
En la actualidad, es dificil hacer un diagnéstico practico
y seguro del cancer de higado en etapas tardias v
aun es mas dificil en fases tempranas. Esta situacion
sumada a la escasa viabilidad y efectividad de los
tratamientos, v a la carencia de registros fidedignos
de incidencia nacional, anticipan una supervivencia
muy baja. Es por eso que se requiere de una mayor
atencién y comprensién de dicho padecimiento, para
la identificaciébn de blancos terapéuticos y nuevos
tratamientos oportunos. En este articulo revisamos
los principales factores de riesgo del cancer hepatico,
sus caracteristicas bioldgicas, los actuales métodos de
diagndstico v las nuevas propuestas para su deteccién,
permitiendo conocer el panorama contemporaneo vy
contribuir a investigaciones respecto de este problema
de salud vy reducir las altas tasas de incidencia vy
mortalidad.

Palabras clave:
Cancer de higado, factores de riesgo, biomarcadores,
diagndstico.

Abstract - Liver cancer is the second most common
cancer death cause worldwide, the fourth with the
highest incidence and the third most lethal in Mexico.
Due to the bad habits and inadequate nutrition of the
Mexican population, it is at a high risk of developing
this type of disease. At present, it is difficult to make
a practical and safe diagnosis of liver cancer in later
stages and it is even more difficult in early stages.
This situation, added to the scarce viability and
effectiveness of the treatments, and the lack of reliable
national incidence records, anticipate a very low survival
rate. That is why it requires a greater attention and
understanding of this condition, for the identification of
therapeutic targets and new timely treatments. In this
article we review the main risk factors for liver cancer,
their biological characteristics, current diagnostic
methods and new proposals for their detection, allowing
us to know the contemporary panorama and contribute
to research on this health problem and reduce the high
rates of incidence and mortality.
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Liver cancer, risk factors, biomarkers, diagnosis.
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| cdncer hepdtico es la segunda causa de
muerte por cancer mas comdn a nivel mundial,
con 746 mil defunciones al afio, el cuarto con
mayor incidencia y el tercero mas letal en México.
Este tipo de cdncer es un problema que avanza de
manera exponencial desde 1970 a la fecha. México
carece de registros fidedignos de casos nacionales
de cancer y s6lo cuenta con cifras relacionadas con
mortalidad; el dato mas aproximado existente en la
bibliografia médica es el del Globocan, donde se reporta
la mortalidad en incremento en 400% en personas
menores a 65 afios (Globocan, 2012). Se prevé que
aumentara de los 12.7 millones de nuevos casos de
cancer en 2008 a 21.4 millones en 2030; los paises
como México tendran 75% del acrecentamiento, siendo
los cadnceres de higado relacionados con procesos
infecciosos los de mayor recurrencia (Williams, 2014).
En un intento por identificar la incidencia en la
poblacion mexicana, en 1995 se cred el Registro
Histopatoldgico de Neoplasias Malignas; sin embargo,
ha quedado en un retraso importante en la recoleccién
de datos. De acuerdo con la Secretaria de Salud, en
el periodo 2000-2008 las enfermedades del higado
fueron la quinta causa de muerte a nivel nacional.
Para Oaxaca, tumores malignos de higado y de las
vias biliares hepaticas ocuparon el tercer lugar y los
padecimientos del higado, incluyendo afecciones
alcohdlicas del higado, ocuparon el quinto lugar
(Secretaria de Salud, 2014).

Factores de riesgo

Existen diversos factores de riesgo que predisponen
para el cancer hepatico. No obstante, éstos no lo
indican todo, presentar uno o incluso varios no
significa que se desarrollard la enfermedad (Kumar,
Abbas y Aster, 2016).

Seglin Gomaa, Khan, Toledano, Waked y Taylor-
Robinson (2008), los principales factores de riesgo son:
e Infeccién causada por virus de hepatitis By C
e (Cirrosis por cualquier (principalmente

alcoholismo)

Causa

e Malos hdbitos alimenticios que pueden
desencadenar higado graso, el cual conlleva
inflamacién y cicatrizacion del higado

e Consumo de aflatoxinas (toxinas producidas por
hongos del género Aspergillus)

e Sindrome metabdlico v enfermedades crénico-
degenerativas de tipo vascular, como diabetes e

hipertension.

Los factores de menor peligro son:

e (Cirrosis primaria de vias biliares

¢ Enfermedades por depésito de glucégeno

e  (itrulinemia

e Porfiria cutanea tardia

e Tirosinemia hereditaria

e Enfermedad de Wilson

e Hemocromatosis hereditaria (Gomaa et al., 2008).

Se ha demostrado que una dieta equilibrada, rica
en frutas y verduras, reduce el indice de céncer
(Liu, 2015). Sin embargo, un problema de gran
importancia, que no se ha logrado contrarrestar y
ha sido subestimado, es que la dieta de la poblacién
mexicana se caracteriza por ser alta en grasas trans,
generadoras de radicales libres. Asi también, en México
el indice de pacientes con sobrepeso, diabetes mellitus
y con enfermedades hepaticas crénicas es elevado;
esto, junto con otros factores de riesgo existentes para
desarrollar cadncer de higado como el consumo excesivo
de alcohol, hacen del diagndstico oportuno una urgente
prioridad de politica publica, ademas de implementar
las medidas necesarias para su prevencion (Barquera,
Campos-Nonato, Herndndez-Barrera, Pedroza, Rivera-
Dommarco, 2012), yva que actualmente cuando se
diagnostica cdncer de higado las posibilidades de
tratamiento son escasas y poco efectivas.

En México sigue siendo una barrera importante el
acceso a la informacién sobre este padecimiento, asi
como los procedimientos para su deteccién oportuna.
Existen, ademds, diferencias importantes entre la
cantidad y la calidad de la informacion disponible,
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aquella con la que cuenta la gente, y la manera en que
la convierten en conocimiento y toman acciones en
favor de su salud.

Si bien en este pais, segln datos de la Secretaria
de Salud, hay mas de 70 organizaciones de la sociedad
civil (0SC) de lucha contra el cancer, muchas de ellas
operan bajo un enfoque meramente asistencial
e informativo. Se requiere que un mayor ndmero
mejoren como sociedad civil organizada, de manera
que impacten contundentemente la atencién integral
que se brinda a las personas con diagndstico de cancer
de higado.

Manifestaciones clinicas

Los sintomas son inespecificos y se evidencian hasta
que el paciente registra un deterioro importante
de su salud, cuando presenta caquexia, debilidad vy
malestar general. La ascitis puede ser sanguinolenta,
con posibilidad de que haya una trombosis portal,
donde el cancer ya es muy avanzado (Cornett y Dea,
2015; Plancarte, Guillén, Guajardo y Mayer, 2004).
Existen otras manifestaciones, como fiebre de origen
desconocido, ictericia asociada al cancer hepatico
tales como una elevacién de la fosfatasa alcalina y la
GGT-Gammaglutamil transpeptidasa, sin incremento
significativo de la bilirrubina, que constituyen lo
que se conoce como patrén de colestasis disociada
y se observa en la obstruccién intermitente de la
via biliar, granulomatosis hepatica (Dufour, Lott,
Nolte, Gretch, Koff y Seeff, 2000; Gopal y Rosen,
2000), hepatomegalia mas dolor abdominal agudo e
hipertransaminasemias en pacientes asintomaticos,
pudiendo presentarse también una elevacion del
hemidiafragma derecho (Debs, Kassir, Amor, Martini,
lannelli y Gugenheim, 2014).

Morfolégicamente,
tamafio que sucede en el espacio portal de las
células hepdticas con un nudcleo amorfo (figura 1).
Los hepatocitos tienen un incremento ligero de
hipercromatismo y/o pleomorfismo celular; ademas,
las células que muestran cambio de tamafio suelen

se origina un cambio de
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formar pequefios nddulos expansivos dentro de un solo
lobulillo parenquimatoso. Los nédulos pueden ser con
displasia de bajo y de alto grado (Sun y Song, 2015;
Assy, Nasser, Djibre, Beniashvili, Elias y Zidan, 2009).

Macroscépicamente se puede visualizar:

e Una masa unifocal (habitualmente grande)

e Nddulos multifocales distribuidos de forma amplia
y de tamafio variable

e Un cancer infiltrante difuso

e (Cambio de higado (rojo pardo),
dependiendo de la alteracién a la que se asocie,
de color blanquecino si es cirrético o amarillento si

color del

es un higado graso.

Diagnéstico

El diagndstico se realiza mediante técnicas de
imagenologia vy serolégicas; sin embargo, la utilizacién
de marcadores como prueba de diagndstico, entre
ellas alfa-fetoproteina, ha tenido deficiencias debido
a que también se presenta en pacientes con hepatitis
y cirrosis (Song, Xia, Inagaki, Hasegawa, Sakamoto,
Kokudo y Tang, 2016).

Las pruebas suelen
considerados de alto riesgo:
1. Pacientes con cirrosis de cualquier causa
2. Pacientes infectados con el virus de hepatitis B en

realizarse en enfermos

cualquier etapa

3. Pacientes infectados con el virus de hepatitis Cen
fase cirrética o con carga viral elevada.

4. Hepatopatias crénicas de cualquier etiologia
previamente estables
subita inexplicable (Kumar et al,, 2016).

con descompensacion

Una vez detectada alguna lesién sospechosa se debe
dar seguimiento cada seis a 12 meses, por medio de una
tomografia axial computarizada contrastada de cuatro
fases (simple, arterial, venosay portal). Los tratamientos
trasplante  hepatico,
inyeccion de alcohol, ablacién por radiofrecuencia
hasta quimioembolizacién (SMeO, 2012).

abarcan desde reseccidn,
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Biologia celular asociada al cancer
hepatico

Se han identificado las caracteristicas principales que
adquieren las células cancerosas, como evasion de la
apoptosis, sefializacién sostenida para crecimiento,
insensibilidad a sefiales de anticrecimiento, potencial
replicativo ilimitado, sostenida angiogénesis, asi
como invasién de tejido y metdastasis; ademas
de alteraciones genéticas asociadas a funciones
toxicolégicas, biolégicas vy canodnicas. Las principales
vias de sefializaciéon desreguladas son la del factor
de crecimiento transformante/receptor del factor de
crecimiento transformante (TGF-beta/TBR), factor
de crecimiento parecido a insulina/receptor del IGF-
1 (IGF/IGF-R1) (figura 2), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF/MET), Wnt/beta-catenina/FZD vy
el factor de crecimiento transformante/receptor del
factor de crecimiento epidermal (TGF-alfa/EGFR)
(Hanahan y Weinberg, 2000).

Los nuevos tratamientos contra el cancer de
higado, como AG1024 y Gefitinib, bloquean a nivel
del receptor para IGF-R1 (Yao, Liu, Sheng vy Huang,
2011); algunas otras drogas son Rapamycin, CCl-779y
RADOO1, que se encuentra en investigacion (Zaytseva,
Valentino, Gulhati y Evers, 2012). En estudios clinicos
de fase I, Sorafenib demostré reducir la proliferacién
celular y la angiogénesis del tumor, ademas, ocasiond
una reduccién del tumor en 43% de los casos (Kitisin,
Pishvaian, Johnson y Mishra, 2007).

Biomarcadores en cancer hepatico

Uno de los grandes desafios para la medicina v la
ciencia es la deteccién del cancer hepdtico en etapas
tempranas, para un tratamiento oportuno; empero,
debido a la heterogeneidad tumoral y la diversidad
de los factores de riesgo, los tratamientos resultan
ineficaces, por ello es necesario profundizar en el
conocimiento de todos los factores que participan en
la iniciacién, desarrollo y progresion del cancer. Esto
ha llevado a los investigadores a indagar y aplicar
distintas tecnologias de nueva generacién en busca

de biomarcadores tempranos Utiles para localizar
y desarrollar tratamientos no invasivos del céncer
hepdtico y mejorar la calidad de vida de los pacientes.
En la dltima década, en la practica clinica se busca
emplear herramientas como biomarcadores séricos
y pruebas de imagen que no resulten incémodos o
riesgosos para el diagnéstico precoz y vigilancia del
cancer hepatico (Singal, Volk, Waljee, Salgia, Higgins,
Rogers y Marrero, 2009).

Existen métodos de diagndstico como los marcadores
de antigenos tumorales, entre ellos el carbohidrato-125,
carbohidrato 19-9 vy antigeno carcino-embrionario
combinado con antigeno histopatoldgico, pero estos
métodos aun contindan siendo un tanto inespecificos.
Ademas, siguen
biomarcadores séricos como alfa fetoproteina (AFP)
para el seguimiento de cancer hepatico; asi como
éste, estan AFP-L3, des-carboxyprothrombina (DCP),
Dickkopf-1 (DKK1)y midkine (MDK), (Song et al., 2016),
asi también se reportan micro-ARN's que estan siendo
considerados como biomarcadores, tales como miR-25,
miR-375 y let-7f, los cuales podrian proporcionar una
sensibilidad de 97,9% y una especificidad de 99,1% en
el diagndstico de cancer hepatocelular (Li, Hu, Zhou,
Chen, Liu, Zhang, Shen, Zhangy Zen, 2010).

Se ha demostrado la sobreexpresion a nivel génico
y proteico de Ezri (EZR) y Podocalyxin (PODXL), ambas
proteinas asociadas a un mal prondstico de varios
tipos de cancer debido a su participacién en la invasion
y migracién tumoral, sugiriéndolas como posibles
marcadores para predecir el cancer hepatocelular
(Flores, Lépez, Vasquez-Garzén, y Villa-Trevifio, 2015).
Asimismo, han surgido nuevas aportaciones como la
aplicacién de multiples terapias mediante la inhibicién
de cinasas, como el Sorafenib; sin embargo, dichas
terapias parecen ser limitadas, pues sélo incrementan
la esperanza de vida de los pacientes de ocho a 11
meses (Llovet, Ricci, Mazzaferro, Hilgard, et al., 2008).
Aln se realiza una ecografia abdominal, pero tiene
escasa sensibilidad y especificidad que han limitado el
diagnéstico (Singal et al., 2009).

diferentes paises analizando
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Por lo anterior, con el actual avance tecnolégico
se ha comenzado a utilizar herramientas como la
proteémica y la gendémica, con las que se pretende
estudiar y encontrar cambios funcionales en el
proteoma humano originados por patologias o
padecimientos como el cancer, para asi comprender y
caracterizar los mecanismos moleculares relacionados
con la tumorigénesis y después validar biomarcadores
proteicos asociados a tal enfermedad (Alfaro, Sinha,
Kislinger y Boutros, 2014).

Se han analizado perfiles de expresién de proteinas
en algunos tipos de cancer, como el hepatocelular, con
la finalidad de encontrar péptidos especificos de tumor;
sin embargo, esto se ha vuelto un desafio, en virtud de la
complejidad del genoma y transcriptoma, asi como de los
mecanismos de regulacién de la expresion, mutaciones
y otras aberraciones que han dificultado dicho propdsito
(Alfaro et al, 2014). Ejemplo de lo anterior es que
se identificaron mediante proteémica cuantitativa
biomarcadores urinarios potenciales para este tipo de
cancer, los cuales fueron detectados en pacientes y
comparados con personas sanas, proponiendo realizar
investigaciones posteriores que reafirmen lo antes
dicho y puedan ser propuestos como marcadores para el
diagndstico oportuno (Shyh y King, 2016).

Siguiendo el empleo de técnicas moleculares,
en los Ultimos afios diversas investigaciones se han
centrado en estudiar los micro ARN's y su participacién
en el cancer. Estos son pequefias secuencias de
nucledtidos (19-20 nucledtidos) cuya funcién es
regular la expresion genética al disminuir o bloquear
la sintesis de proteinas (Maitri, Ferrajoli, Sood, Lépez-
Berestein y Calin, 2016), participando ademds en
una gran variedad de procesos biolégicos, como
diferenciacién celular, proliferacién y apoptosis, siendo
mas de un tercio de genes en humanos objetivo de
dichas secuencias (Tomimaru, Eguchi, Nagano, Wada,
Kobayashi, Marubashi et al, 2012) (figura 3). La
desregulacién de los micro-ARN's se ha relacionado
con el desarrollo de algunas enfermedades (Wang,
Ding, Li, Liu, Wu, Wu y Yu, 2016).
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Hastala fecha se han propuesto algunos micro-ARN's
circulantes como posibles marcadores tumorales en
distintos tipos de cancer, como el de higado, de pulmén,
de mama y de tiroides; también se ha demostrado que
distintos microARN's intervienen en diversas funciones
y participan en el desarrollo de la tumorigénesis,
asociando a muchos de éstos al microambiente tumoral,
procesos intercelulares y respuesta inmune (miR-17-
92, miR-222, miR-339) (Maitri et al,, 2016).

De lo anterior se cuenta con varias evidencias, en
las que han evaluado la presencia de distintos micro
ARN's que podrian estar implicados en el desarrollo
de cancer hepatico. Se ha propuesto la combinacién
de miR-15b y miR-130 como un marcador Gtil para el
diagndstico de dicho cancer (Liu, Yao, Wang, Wong, Lee,
Fan, Poon, Gaoy Luk, 2012). Asimismo, mediante qRT-
PCR demostraron que los niveles de micro-ARN-21
en plasma disminuyeron en pacientes con cancer
hepdtico después de realizase cirugia de reseccién.
Sus estudios indican que los niveles de dicho micro-
ARN en plasma fueron mayores en 126 pacientes con
cancer hepatico que en aquellos con hepatitis crénica
y voluntarios sanos (Tomimaru et al,, 2012).

A través de un microarreglo de expresion se encontrd
una expresién anormal de 92 micro-ARN's en tejidos
tumorales en comparacién con tejidos no tumorales
adyacentes. De éstos, se observéd una disminucién
de la expresion de miR-15b-5p, miR-338-5p y miR-
764 en el plasma postoperatorio, correlacionandose
positivamente este Ultimo con el tamafio del tumor. Asi,
se propusieron estos tres micro-ARN's como posibles
biomarcadores para el diagndstico de cancer de higado
(Chen, Chen, Liu, Li y Huang, 2015).

La expresion de diversos micro-ARN's no sélo esta
relacionada con una funcién oncogénica, pues hay
algunas evidencias que catalogan a algunos como
supresores de tumor; un ejemplo es el MiR-139-
5p, reportado con disminucién en su expresién en
cancer hepatocelular, esta baja expresién en tejidos
cancerosos se ha vinculado con un mal prondstico
(Wang et al.,, 2016).
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A partir de tales evidencias y conociendo la
capacidad de regulacion de los micro- ARN's y otras
pequefias secuencias de ARN se han propuesto
terapias dirigidas al silenciamiento de genes claves,
o al silenciamiento de los propios micro-ARN’s para
mejorar la deteccién oportuna, evitar y reducir las
posibilidades del desarrollo de cancer de higado
(Sun, Zhang, Feng, Liu, Xie, Qin, Zhao y Wan, 2017;
Yang, Zhao, Hou, Li, Wang, Wu, Sun, Han, Sun, Song,
Huangy Shao, 2017; Li et al.,, 2015; Yang, Li, Chang,
Wang, Song, Gao, Hu, Li, Liu, Yao y Huang, 2014).

Conclusion

En México, el cancer de higado ocupa uno de los primeros
lugares de incidencia, ademas de serunade las principales
causas de muerte. Se plantea reafirmar el compromiso de
contribuir al proceso de toma de decisiones, de formular
e implementar proyectos, de fortalecer las instituciones
y de ampliar la investigacién sobre el cancer de higado
como una prioridad en el tema de salud de mujeres,
hombres vy para los sistemas en la materia.

Figura 1.

Hoy en dia no existen biomarcadores de
diagndsticos practicos y confiables en etapas
tardias y menos aln en tempranas, ademas de la
escasa viabilidad y efectividad de los tratamientos,
lo que repercute en una mayor tasa de mortalidad.
Por lo tanto, la deteccién oportuna desempefia un
papel crucial para un mayor éxito del tratamiento,
o mejor todavia, la prevencion del cancer hepatico
solucionaria una de las causas de muerte mas
importantes por cancer. De ahi que el estudio de
las fases tempranas de la carcinogénesis ha tenido
gran importancia para entender mejor el origen
y progresion de dicha enfermedad, asi como para
encontrar métodos de diagndstico efectivos. El
estudio de la biologia celular del cancer nos dard
un mejor panorama para comprender los procesos
biolégicos alterados durante esta enfermedad, asi
como ofrecer a la poblacién mayor informacién vy
bases para la busqueda de un método de diagndstico
efectivo y viable, asi como posibles blancos
terapéuticos.

Tincién de Hematoxilina y Eosina. Biopsia de carcinoma hepatocelular. Se puede apreciar un carcinoma in situ,
asi como infiltrados inflamatorios, ademas de células binucleadas y ndcleos amorfos a causa de la patologia.

A)4X y B) 8X.

Infiltrado inflamatorio

A

7

Carcinoma in situ

Célula binucleada con

nacleos amorfos Infiltrado inflamatorio

B
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Figura 2.

Via de sefializacién asociada a IGF. IGF-I e IGF-II se unen a su receptor (IGFR), un receptor tirosina quinasa
(RTK) con alta afinidad que fosforila a las proteinas intracelulares, incluyendo a sustratos receptores de insulina
(IRS), como PI3K, AKT/PKB y MAPK, las cuales participan en la inhibicién de la muerte celular programada y
activan la proliferacién y crecimiento celular. AG1024 y Gefitinib bloquean a nivel del receptor para IGF (IGF-R1),
Rapamicyn, CCI-779 y RADOO1 y Sorafenib disminuyen la proliferacién celular.

Figura 3.
Biogénesis de micro-ARN’s. Se muestra la sintesis, procesamiento y maduracién de micro-ARN's,

Degradacién, inhibicién de la
traduccién, decaimiento de ARNm
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Resumen - La fibrosis hepatica afecta tanto la cantidad
como la composicién de la matriz extracelular. Este
proceso puede acompafiar a cualquier enfermedad
crénica del higado, que se caracteriza por una patologia
hepatobiliar o inflamacién. Ahora existe considerable
evidencia para reconocer a las células estelares
hepdticas como las principales productoras de matriz
en la fibrogénesis; por tal motivo, el objetivo en la
investigacion es proporcionar una vision general sobre
las células estelares en el proceso fibrogénico.
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Abstract - Liver fibrosis affects both the amount and
the composition of the extracellular matrix. This process
may occur during chronic liver disease characterized by
hepatobiliary disease or inflammation. There is now
considerable evidence to support the role of the hepatic
stellate cells (HSC) as the main matrix producing cells
in fibrogenesis. The focus on this review is to provide
insight into hepatic stellate cells in the fibrogenic
process.
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Introduccion
| higado es considerado el segundo érgano mads
importante para el ser humano, después del
cerebro. Su relevancia radica en que lleva a cabo
funciones vitales de biotransformacion, tales como
la sintesis de proteinas, aminodcidos, carbohidratos,
acidos biliares, colesterol, lipidos, algunas vitaminas
de reserva vy la desintoxicacién contra xenobidticos
(Malarkey, Johnson, Ryan, Boorman y Maronpot, 2005).
Este drgano presenta una estructura morfolégica vy
fisiolégica muy heterogénea, en la que el I6bulo hepatico
estd formado por células parenquimatosas (hepatocitos),
las cuales constituyen 80% del volumen total del higado
y realizan la mayoria de las funciones. Por otro lado,
las células no parenquimatosas hepaticas contribuyen
sélo con 6.5% del volumen total; el 13.5% restante
estd conformado por otros tipos celulares, entre los que
encontramos células dendriticas y células de Kupffer.
Estructuralmente, puede decirse que 40% de todos
los tipos celulares se localizan en el compartimiento
sinusoidal, en el cual ubicamos a las células estelares
hepaticas que se reconocen como las principales
mediadoras de la enfermedad crénica progresiva
(Hernandez, 2004; Weiskirchen y Tacke, 2014).

Células estelares hepaticas
Las células estelares hepdticas (CEH) se han descrito
anteriormente como células de Ito, lipocitos o células
perisinusoidales; son de origen mesenquimal y se
localizan en el espacio de Disse, en el érgano sano
se encuentra en estado quiescente (Friedman,
2004). Su principal funcién es remodelar la
matriz extracelular (MEC), ademds de mantener
la homeostasis de los retinoides en el citoplasma,
reteniendo 80% del total de retinoides en el cuerpo
(Senoo, 2004). Todas estas peculiaridades se han
relacionado de manera importante con el desarrollo de
la fibrosis hepatica (Friedman, 2008).

Las CEH se encuentran en estado quiescente,
no obstante, son capaces de activarse en respuesta
a diferentes estimulos agresores o xenobidticos,

proceso durante el cual las células se desdiferencian,
presentando cambios en su fenotipo (De Oliveira,
Ramos y Morales, 2017). La diferenciacién se asemeja
a los miofibroblastos, cuando éstos presentan una
mayor contractilidad e incrementan la sintesis de
proteinas de MEC hasta ocho veces con respecto a un
higado sano. Es por ello que se han considerado como
las principales productoras de colagena tipo | y lll, asi
como de fibronectina y de proteoglicanos, modificando
las propiedades de la MEC, lo cual favorece la induccién
de la fibrosis (Wells, 2008).

Por otro lado, ademas de modificar las propiedades
de la MEC, las células estelares activadas son capaces de
proliferar. Se sabe que las CEH responden a factores
de crecimiento, como el de crecimiento transformante
beta (FCT-B) vy el de crecimiento derivado de plaquetas
(FCDP) (Borkham, Roeyen y Ostendorf, 2007).

En el proceso de activacién de las CEH se han
reportado dos fases: la primera es la iniciacién, en
la cual ocurren los cambios en la expresién génica
y de fenotipo; vy la segunda es la perpetuacién, en
la que las células presentan la mayor parte de las
transformaciones, como proliferacién, quimiotaxis,
fibrogénesis, contractibilidad, asi como la pérdida de
retinoides (Hernandez y Friedman, 2011).

Segln el agente agresor y el tiempo al cual el
higado se encuentre expuesto, sera la magnitud de la
respuesta de las células estelares. En el caso de un
dafio agudo, dichas células se activan, proliferan y
tienden a migrar; se induce la produccién de proteinas
de MEC Yy se lleva a cabo la fibrélisis. Esta activacion es
dependiente de algunas proteinasas, lo que da como
resultado la reparacién de la afectacién en el tejido. En
este caso, se piensa que cuando las células estelares
activadas terminan su funcién, mueren por apoptosis
(De Minicis Candelaresi, Agostinelli, Taffetani,
Saccomanno, Rychlicki, Trozzi, Marzioni, Benedetti y
Svegliati-Baroni, 2012). Sin embargo, esto no ocurre
cuando el dafio es crénico, es decir, cuando el agente
agresor se mantiene o las agresiones son constantes.
En esta circunstancia, las células estelares también se
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activan, proliferan y migran, pero nunca se presenta la
sefial para que mueran por apoptosis; aparentemente
contindan con una autoestimulacién en la activacién
y en la produccién de matriz extracelular. Ademds,
se sabe que ésta puede modular la activacion vy
proliferacién de las células estelares, la angiogénesis
vy la actividad de los factores de crecimiento, e inducir
sefiales para que se polaricen, adhieran, migren, se
desarrollen y diferencien (Adachi, Osawa, Uchinami,
Kitamura y Accili, 2007), por lo que en presencia de
un estimulo crénico, el dafio se perpetida, dando como
resultado una fibrosis hepatica. Esta lesién es una
respuesta de tipo herida-cicatrizacién exacerbada,
caracterizada por la acumulacién de matriz extracelular
(Hernandez y Friedman, 2011).

Regeneracion y reparacion hepatica

Es importante considerar que después de un dafio
hepdtico, el tejido lesionado debe ser reemplazado
por tejido nuevo que cumpla con la misma funcién,
proceso al que se conoce como regeneracion. En el
higado humano esta capacidad es limitada, ya que los
hepatocitos se encuentran en estado quiescente y en
condiciones normales no se duplican, sélo lo hacen
después de sufrir un deterioro (Fausto, Campbell y
Riehle, 2006).

La capacidad de las células para empezar
a multiplicarse y regenerar el tejido responde
principalmente a dos factores relacionados con la
muerte celular circundante:

a) La sefial dada por el aumento del RNA mensajero
del factor de necrosis tumoral a. (TNF o, tumor necrosis
factor o) y de la interleucina 6 (IL-6).

b) La sefial que se genera en respuestaala liberacién
de citocinas como IL-6, factores de transcripcidn
como NF-kB, STAT3 de las células vecinas, que
trataran de fomentar la proliferacion para poder
remplazar a las células muertas.

En el higado, tal respuesta esta determinada vy
coordinada por las células de Kupffer y las CEH, ya
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que se propone que secretan citocinas, quimiocinas
y factores de crecimiento como reaccién al dafo en
el tejido (Fujiyoshi y Ozaki, 2011). Algunos de los
factores mds importantes que se han estudiado en
relacién con los eventos antes mencionados son el
crecimiento de hepatocitos (HGF), el de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y el de crecimiento
epidermal (EGF), los cuales activan varias vias
de sefializacién relacionadas con los procesos de
proliferacién de los hepatocitos en respuesta a un
dafio. Una de las principales vias que se accionan son
las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK),
en donde se involucran varias cinasas como MAPK, la
proteina cinasa reguladora de sefiales extracelulares
(ERK), MERK1/2, ERK1/2, que activan la remodelacién
del citoesqueleto, la proliferacién y la diferenciacién
celular (Brow y Sacks, 2008).

Otra via de sefializacion relacionada con la
regeneraciéon de los hepatocitos es la de JAK (Janus
Kinase), el transductor de sefial y activador de
la transcripcion (STAT), que estan vinculadas
a la respuesta inflamatoria, de proliferaciéon vy
supervivencia después de una afectacién hepatica
(Schindlera y Plumleec, 2008).

Por otro lado, la regeneracién hepdtica también
implica a la via de sefializacién de AKT/PI3K, esta
Gltima es una cinasa lipidica intracelular que fosforila
a la proteina AKT, que es una cinasa de serina-treonina.
Dicha cascada de sefializacién regula el metabolismo
celular, la supervivencia, la mitogénesis, la motilidad,
polaridad y el trafico de vesiculas (Krasilvnicov, 2000).
En resumen, se puede decir que el dafo hepatico
estimula la activacién de las células de Kuppfer y de
las células estelares hepaticas que secretan citocinas y
factores de crecimiento como HGF y PDGF, entre otros.

Fibrosis hepatica

La fibrosis hepdtica es un proceso de cicatrizacién
resultado del mal crénico enelhigado, de laacumulacién
progresiva del colageno y la falta de reestructuracién
de colageno en la matriz extracelular (Gulsum, 2014).
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La matriz extracelular es una compleja red de proteinas y
polisacaridos que junto con las células forma el tejido. Las
macromoléculas que componen la MEC son secretadas
por las mismas células residentes, por lo que se genera
una interacciéon muy cercana entre la superficie de las
células productoras y la matriz. Esta no sélo provee de
soporte fisico, sino que regula el comportamiento de las
células, influenciando la supervivencia, el desarrollo, la
migracion, la proliferacién, la formay las funciones (Novo,
Cannito, Paternostro, Bocca, Miglietta y Parola, 2004).

La fibrosis puede acompafiar cualquier enfermedad
cronica del higado que se caracterice por una
patologia hepatobiliar o inflamacién; cominmente
surge como consecuencia de hepatitis crénica por
virus C o virus B, por consumo excesivo de alcohol
y esteatohepatitis no alcohdlica, pero también
puede aparecer debido a enfermedades parasitarias,
metabdlicas o autoinmunes y ante condiciones de
inflamacién crénica, entre otras patologias (Gressner,
Weiskirchen, Breitkop y Dooley, 2002).

Composicion de la matriz extracelular
hepatica

En el higado sano hay un balance cuidadosamente
regulado entre la produccién de matriz extracelular y
su degradacién; este balance se altera con la fibrosis,
afectando tanto la cantidad como la composicién de
dicha matriz (Novo et al., 2004).

La matriz del espacio de Disse en un higado
normal se compone principalmente de colageno
tipos IV y VI. Con dafio hepatico, esta matriz se
reemplaza por coldagena fibrilar, es decir, colageno
tipo | vy lll; ademds, se acumulan proteinas como
fibronectina, elastina y proteoglicanos, entre
otras. Las metaloproteinasas de matriz (MMPs), asi
como los inhibidores tisulares de metaloproteinasa
(TIMPs), son agentes esenciales en la regulacién
de la produccién de la MEC. Los diferentes tipos
de MMPs pueden degradar diversos componentes de
la matriz extracelular, ademds de otras proteinas
(Gressner et al., 2002).

Los cambios estructurales que sufre la MEC durante
la fibrosis estdan dirigidos principalmente por las CEH,
lo que crea un impedimento fisico y funcional para el
flujo bidireccional de sefales entre las sinusoides y los
hepatocitos, y contribuye a la pérdida de la funcién.
Ademas,
produce una retroalimentaciéon positiva, activando
receptores en la membrana de las células del higado
que amplifican la sefial fibrogénica para generar mas
MEC (Ozlem, 2014).

En la comunicacién entre la MEC y las células
contiguas son importantes las integrinas -proteinas
en la membrana que interactdan directamente con
la matriz extracelular- y las citocinas -proteinas
responsables de la comunicacién intercelular-. Entre
las citocinas que juegan un papel primordial en
el proceso de fibrosis se encuentran el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) v
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). TGF-B es
la citocina con mayores efectos fibrégenicos para
las células estelares hepdticas, mientras que PDFG
es el mitégeno (promotor de mitosis) mas potente
(Gressner et al.,, 2002).

la acumulacién de matriz extracelular

Mecanismos de fibrosis hepatica

Lafibrosis hepdtica esinicialmente un procesodindamico
y complejo como consecuencia de un desequilibrio
entre la fibrogénesis y la fibrindlisis, decantdndose
en favor del primer proceso y dando como resultado
una evolucién fibrética y acumulacién de MEC, v,
por tanto, una destruccién en la arquitectura del
higado. Durante este proceso la identificaciéon de las
células estelares hepaticas activadas ocupa un papel
relevante, al mantener un fenotipo miofibroblasto,
posteriormente se desencadenan una serie de eventos
discretos en el comportamiento celular, como la
contractilidad, quimiotaxis, fibrogénesis, disminucién
en la concentracién de vitamina A, proliferacién,
degradacion de la matriz y liberacién de quimiocinas,
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que daran como resultado la acumulacién de matriz
extracelular (Garzon, Marcucci y Croce, 2010).

Durante la fibrogénesis existe un intercambio de
colagenatipos IV y VI (componente principal del higado
normal), sustituido progresivamente por colageno
tipos | y Il en el espacio de Disse. A continuacién,
presentamos algunos factores implicados en el proceso
de fibrosis (Sahin, Trautwein y Wasmuth, 2010).

La leptina es una adipoquina implicada en la
fibrogénesis, su efecto se ve modificado rio abajo en
su via de sefializacion durante la lesién hepdtica, lo
que conduce a un aumento en la secrecién de TGF- B1
por parte de las células de Kupper (Rao, Klein, Bonar,
Zielonka y Mizuno, 2010).

El TGF-B1 es una proteina inactiva unida a un
péptido de latencia; sin embargo, al ser activada
por factores externos, sus receptores afines a
proteinas Smad inducen a la produccién de colageno.
Al permanecer en constante secrecién, estimula a
las HSCs a trans-diferenciarse en miofibroblastos,
los cuales secretan de manera continua matriz
extracelular. Ante un dafio agudo, TGF-B1 regula el
proceso de regeneracidon de hepatocitos; debido a
sus funciones antiinflamatorias y de crecimiento, sera
un reto antagonizar terapéuticamente su secrecién
(Teixeira-Clerc, Belot, Manin y Deveaux, 2010).

€l factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF /
CCN2) es una proteina secretada por las HSCs ante un
dafio ocasionado por etanol; esta proteina es una sefial
fibrogénica independiente de TGF-B que puede ser (til
como biomarcador e identificar la gravedad de |a fibrosis
(Bomble, Tacke, Rink, Kovalenko y Weiskirchen, 2010).

Interaccion inmunolégica

Durante la fibrogénesis, la respuesta inflamatoria
persiste debido a la secrecién constante de citocinas
inflamatorias por medio de las CEHs; estas citocinas
posteriormente interactian con las células del
sistema inmune, mediante la expresién de moléculas
de adhesidén. Tal interaccién da como resultado una
modulacién inmunitaria a través de la presentacién de

Fibrogénesis hepatica /Iidefonso et al/79-84

antigenos; por lo tanto, existe una retroalimentacién
positiva entre las células fibrogénicas y aquellas que
expresan factores inflamatorios en la amplificacién de
la fibrosis (Adachi et al., 2007).

La fibrosis hepdtica es una patologia caracteristica
de diversas enfermedades crénicas del higado; un
evento fisiopatolégico clave es la activacién de las
CEH, el cual implica que las células quiescentes se
vuelvan altamente proliferativas, expresando diversos
factores profibrogénicos que conducen a la deposicion
de proteinas de matriz extracelular, comprometiendo
finalmente a la funcién hepdtica. Por lo anterior, la
investigaciéon sobre estas células puede identificar
nuevos enfoques prometedores en el tratamiento
contra la fibrosis hepatica (Friedman, 2008; De Minicis
et al, 2012).
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Melisa e Itzel Sanchez Méndez:
semilla artistica local que florece y da fruto

Itzel Melinda Sanchez Méndez nacié en la ciudad de
Oaxaca, donde empezd a estudiar artes plasticas
desde el bachillerato y posteriormente, de manera
profesional, en la Universidad Veracruzana, donde cursé
la especialidad en pintura. Al poco tiempo de egresar,
retornd a su ciudad natal para laborar en la Escuela de
Bellas Artes, en el programa de la Instructoria en Artes
Plasticas, misma en la que anteriormente estudidé y que
fue parte de su formacion, razon por la que le tiene
un aprecio profundo. En esta institucién ha laborado
durante casi 10 afios, pues le resulta gratificante
devolver parte de lo aprendido en la licenciatura en
Artes Plasticas de la UV. Asimismo, ha tomado algunos
cursos, como el taller de Litografia impartido por Per
Anderson en la “Ceiba grafica”, en Coatepec, Veracruz, y
el curso de Encausto en frio, impartido por Saul Castro,
en la ciudad de Oaxaca.

De acuerdo con el artista veracruzano Manuel
Veldazquez, la produccién de
“introspectiva, devela aspectos diversos de la condicion
humana e invitan a la bdisqueda de nuevos rumbos y
viajes [...] Su poética fluye sobre un basamento que
no rehdye a lo visual, sustentado de medio acrilicos,
una técnica que le permite trabajar con fluidez, hacer
arrastres y poner capas y capas hasta empastar sin

Itzel Sanchez es

limites”. Es asi que ha encaminado su obra sobre la
fluidez y los empastes. A través de diversas exposiciones
individuales y colectivas en la ciudad y el pais se ha
podido apreciar parte de lo que aqui sucintamente se
describe.

Por su parte, Lizet Melisa Sanchez Méndez inicio
sus estudios en las artes durante el bachillerato de
educacién artistica “Miguel Cabrera”. Motivaday apoyada
por sus padres, cursd en la Universidad Veracruzana
la licenciatura en Artes Pldsticas, donde conocié a
maestros como Per Anderson y Manuel Velazquez, a
quien admira por su labor docente y trabajo artistico.
Asimismo, tuvo la oportunidad de irse de intercambio a
la Escuela Nacional de Artes Plasticas (ahora Facultad
de Artes y Disefio), donde convivié con profesores
que trabajan con métodos tradicionales, por lo que se
sintié atraida a emplear técnicas como tintas, temple,
encausto, 6leo y mixtas. De vuelta a Oaxaca, empezd
a desarrollar su obra, al tiempo que se integrd a la
plantilla docente de la licenciatura en Artes Plasticas y
Visuales de la Escuela de Bellas Artes, en ese entonces
de la UABJO. A lo largo de su carrera ha participado en
algunos proyectos colectivos, pero también de forma
individual, por lo que ahora tiene parte de su produccién
expuesta en algunos espacios del centro de Oaxaca.
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Itzel Sanchez.
“Mayo primaveral”,
acrilico sobre tela,
140x200 cm
2017.
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Itzel Sédnchez.
"Dias de fiesta”,
acrilico sobre tela
140x120 cm
2017.



Melisa Sanchez Méndez.

“Ultramar”,
Mixta/papel,
25x35 cm,
2016.
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Melisa Sanchez Méndez.

“Serie de peces I,
En causto/tela,
40x40 cm,

2016.
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Melisa Sanchez Méndez.
“Serie de peces II",
Medio encausto/tela,
40x40 cm,

2016.

Melisa Sanchez Méndez.
"Serie de peces II",
Encausto/tela,

40x40 cm,

2016.
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Melisa Sanchez Méndez.
“Prusia”,

Mixta/papel,

25x35 cm,

2016.
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