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EDITORIAL

México Ante una Oportunidad de Oro para Reinventarse

El presente Editorial, marca el inicio de actividades de la Dra. Romina Rodriguez Sanoja como
nueva Editora en Jefe de la revista BioTecnologia, érgano de difusion de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia y Bioingenieria A.C. A la nueva responsable de BioTecnologia, le agradezco
la invitacidn para escribir el primer Editorial de la Revista en su administracion y le deseo el mejor
de los éxitos en las tareas que le competan. Como todos los cambios, esta renovacion también
representa una oportunidad para que el Comité Editorial de la misma lleve cabo un analisis
detallado sobre los objetivos de la Revista, los logros obtenidos y las metas que no se alcanzaron.
Como resultado, podran disefiar y ejecutar las estrategias mas convenientes para lograr un mayor
crecimiento e impacto de la Revista, nuestra revista, para sus lectores y para la Sociedad.

En este Editorial, quiero referirme a la amenaza que las posturas del Presidente de Estados
Unidos estan acarreando, no solamente a nuestro pais y al resto del mundo, sino también a la
propia unién Americana.

Hemos sido amenazados y se han iniciado acciones de los Estados Unidos contra la
inmigracién ilegal, incluso con la construccién de un muro, que segun su presidente nuestro pais
debera costear. Se ha prevenido a empresas automotrices para que ya no sigan invirtiendo en
México y presionado a las mismas para que trasladen sus plantas a los Estados Unidos, a riesgo
de enfrentar represalias arancelarias. Como resultado de estas acciones, un gigante automotriz
como es la Ford, anuncié la cancelacion de una inversion de mil 600 millones de délares para la
construccion de una planta en San Luis Potosi, que evitara la creacion de unos dos mil 500
empleos.

Por lo que toca a la Ciencia y Tecnologia, México tiene una tradicion de al menos 45 afios de
colaboracién con el vecino pais. Esta tradicion incluye no solamente la realizacién de proyectos en
el marco del “Acuerdo de Cooperacion Cientifica y Técnica”, firmado por ambos paises en el afio
de 1972. Afilos mas tarde se han firmado otros convenios y realizado diversos foros como el “Foro
Bilateral sobre Educacion Superior, Innovacion e Investigacion” suscrito en el afio 2013 por los
presidentes de ambas naciones y que permiten el desarrollo de mas de 80 acuerdos de
cooperacion entre instituciones de educacion superior de México y Estados Unidos. También se
han creado equipos de trabajo como la “Comisién México-Estados Unidos para el Intercambio
Educativo y Cultural (COMEXUS)”. De hecho, esta Comisiéon es responsable de administrar las
becas “Fulbright-Garcia Robles” que apoyan a estudiantes mexicanos para realizar posgrados en
los Estados Unidos.

Dicho pais, constituye el principal destino en el extranjero donde nuestros estudiantes
mexicanos, realizan sus estudios de posgrado. Tan solo en el afio anterior, el Consejo Nacional de

Ciencia y Tecnologia (CONACyT) otorgd mil 550 becas para la realizacion de estudios de posgrado
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en los Estados Unidos, estancias posdoctorales, sabaticas y becas mixtas (Direccion Adjunta de
Posgrados y Becas del CONACyT).

Los convenios y acuerdos mencionados, asi como las cifras de becas otorgadas en el 2016
por el CONACYT, nos muestran claramente la gran fortaleza de nuestra relacién cientifica con
nuestro vecino del Norte.

Si el nuevo Gobierno de los Estados Unidos llegara a restringir la cooperacion cientifica con
México, como ya lo esta haciendo con algunas industrias como la automotriz, habra que voltear
nuestro ojos hacia otros horizontes. Es tiempo de mirar hacia otras fronteras como Europa y Asia,
e iniciar nuevas relaciones cientificas y comerciales y reforzar las existentes con paises que de
hecho, son los lideres actuales en diversas areas comerciales y del conocimiento. Se podran
visualizar programas de investigacién en otras partes del mundo en los que nuestros cientificos y
estudiantes si sean bien recibidos, para colaborar cientificamente y que los alumnos puedan
completar su formacion profesional y de posgrado.

México se encuentra ante una buena oportunidad para revisar sus estrategias y politicas
econOmicas que puedan incidir en su desarrollo cientifico, tecnoldgico e industrial. ¢Acaso no
somos un pais soberano? Luego entonces seria deseable iniciar nuestra propia industria
tecnoldgica para el desarrollo de medicamentos, maquinaria agricola, automéviles y aeronaves.
Sin duda hay un buen camino andado, pero al parecer ha sido insuficiente. Dejemos de ser
solamente espectadores en estos grandes negocios y dejar de ser lo que somos, un pais de
maquiladores con mano de obra barata que permiten el enriqguecimiento de las industrias
transnacionales. Si queremos tener riqueza, es imperativo, en el marco de nuestro respeto a las
patentes nacionales e internacionales, promover el desarrollo tecnoldgico e industrial en todos los
ramos para no depender de otros paises. Nuestro Gobierno debe comprender que la inversion més
rentable es aquella que se destina a la ciencia y tecnologia. El conocimiento cientifico y
tecnolégico genera soberania y prosperidad. Paises como China, Corea del Sur e lIsrael,
decidieron invertir en ciencia y tecnologia hace algunas décadas y ahora son naciones présperas y
ricas. ¢Qué esperamos para ser como esas naciones? Es triste observar como en la reciente
convocatoria para “Fortalecimiento de la Infraestructura-2017” del CONACyT, solamente se
aprobaron el 4% de los proyectos que solicitaron apoyo a nivel nacional.

En conclusion, si queremos estar en concierto con las naciones progresistas del mundo,
nuestro México debe aprovechar esta coyuntura con nuestro vecino del Norte y reconsiderar sus
posiciones de politica economica y cientifica interior. Se recomienda apostar a la investigacion
cientifica y tecnologica del pais. Como se comprende, a través de estas acciones, podremos
apoyar el desarrollo sostenible de la industria nacional, la economia y la educacion. Ante esta
oportunidad, el talento mexicano podra reinventarse y llevar a cabo descubrimientos cientificos y
tecnolégicos que disparen nuestro desarrollo industrial. Somos Mexicanos comprometidos y

nuestro pais lo merece. Sin ciencia, no habra desarrollo ni progreso.
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Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original asi como de revisién en los campos de
la biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision por al menos dos
miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion para ser

publicados.
Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribirdn en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a
todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada

lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25 pdaginas, escritas con un
interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de trabajos

originales y revisiones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo
(h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), DNA, RNA y otras comunmente

aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las
aplicaciones de los mismos, incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y
proyectos, asi como biotecnologia marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos,

agricultura, veterinaria, enzimas y ambiente.

Los trabajos de investigacion original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccién,
Materiales y métodos, Resultados, Discusién, Referencias y Agradecimientos. Las secciones

de Resultados y Discusion pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revisién incluirdn el tema y subtemas que a juicio de los autores sean
necesarios para la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los

siguientes contenidos:

1. ;/Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los
distintos campos de la biotecnologia, sus alcances y limitaciones, su historia y sus

perspectivas.

2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos o nuevas aplicaciones de la

biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de
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nuevas drogas o para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la

genodmica (estudio sistematico de los genes y sus aplicaciones), la proteémica (prediccion de la
expresién de los genes en proteinas funcionales) y la fenémica (prediccién de fenotipos o
conductas de los organismos, en base a sus genes y a sus proteinas). El uso de la ingenieria
genética para hacer ingenieria metabdlica. Los nuevos tipos de reactores bioldgicos y los
fenomenos de transporte implicados. Los nuevos esquemas de reaccion, separacion y control

en procesos biotecnoldgicos.

3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la

sociedad, con especial atencion a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccién sera
dedicada a una empresa o institucion (publica o privada) que desee difundir los logros
obtenidos en algin campo de la biotecnologia. Por ejemplo: empresas productoras de
antibiéticos o productos bioldgicos, empresas de ingenieria ambiental que usen procesos
biotecnolégicos, empresas agropecuarias, forestales o de acuacultura que usen tecnologias
biolégicas avanzadas, o empresas de transformacion de alimentos que utilicen enzimas,

cultivos de microorganismos, etc. Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de bioseguridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la

biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: andlisis y comentarios sobre los debates acerca del
uso de semillas transgénicas, los problemas de conservacion y explotacién de la biodiversidad
mediante la biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos campos
de la industria, los problemas de bioseguridad del uso de antibidticos y otros productos

biotecnolégicos.

5. La educacidn, la cultura y la difusién tecnoldgica en relacién con la biotecnologia. Por ejemplo:

comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefianza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia.
También necesidades y modalidades sobre programas de extension educativa para la
industria, para el publico consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la
biotecnologia (politicos, funcionarios de empresas, lideres de opinion). El uso de la informéatica
en la difusibn de la biotecnologia, y en general, el andlisis de necesidades, métodos y

alternativas para difundir los conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacién y el desarrollo biotecnolégicos. Por

ejemplo: Andlisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en
biotecnologia. Propuestas de nuevas formas de cooperacion entre los sectores de
investigacién y la industria biotecnolégica. Andlisis y propuestas del uso 6ptimo de recursos

humanos, financieros o materiales para mejorar la cooperacion o el desarrollo de la
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biotecnologia. En esta seccién se dara espacio a los analisis, criticas o propuestas de los

aspectos legales y fiscales que afecten e incluso puedan mejorar el desarrollo de la
biotecnologia en México. Tales como: la propiedad industrial, el régimen fiscal de las
empresas, el costo del desarrollo biotecnolégico y los subsidios o estimulos econémicos para
el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse al siguiente
formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El

titulo debera estar centrado.

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los hombres de los
participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacién. En el siguiente renglén con letra italica Arial del mismo tamafio, se incluira la
direccion postal de la institucién de adscripcidon de los autores, asi como el e-mail del autor

corresponsal.

3. Se debera afadir un Resumen de no méas de 250 palabras en Espafiol y un Abstract en

Inglés de tamafio similar.

4. Se incluirdn entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de

datos. Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglén se iniciara el
texto descriptivo  usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto deberd ser escrito con
un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un renglén al inicio de una

seccién o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicion en el
texto. No  se integrardn al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el
trabajo de edicion, se recomienda indicar la ubicacion de las mismas en el momento en
gue son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo
explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan
designar como figuras. La impresién de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro, por
lo que se recomienda que muestren un buen contraste, en especial las figuras con varias
lineas. Segun el orden de aparicién en el texto, las tablas también se numeraran con arabigos

ubicados en la parte superior de las mismas e incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en
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las tablas deberan ser indicadas con letras mindsculas en superindice. La ubicacion de las

tablas serd sefialada en el texto pero se anexaran en hojas separadas después de las

Referencias.

7. La informacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacion original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo, las
referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez &
Garcia (1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez et al.
(2003), han demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...”
Si la cita es es una pagina de Internet, ésta debera ponerse completa entre paréntesis
directamente en el texto donde se mencione. La lista de Referencias se deber& escribir con el
mismo tipo de letra del texto principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:

Para revistas:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties, and
role in postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
(Capitulo de libro)

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell
Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Para patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414,

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo.

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 1 10



. e

Instrucciones para los autores

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del

Complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII Congreso

Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptarda un maximo de dos citas de este tipo.
Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:

http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electrdnicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182. BioTecnologia, Afio 2015, Vol. 19 No.
111

Para tesis de pre y posgrado:
Cardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
Produccion de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional

Auténoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea. Las citas de internet,
congresos Y reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de
cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y
difusion de la actividad cientifica y tecnologica. En ningun caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo con
fines no lucrativos. Los trabajos solamente se reciben via correo electronico al Comité Editoral
encabezado por la Dra. Romina Rodriguez Sanoja en la direccidon romina@biomedicas.unam.mx Al
momento de recibirlo, se enviar4d un acuse de recibo al autor corresponsal, por lo que se pide
Incluir una direccién de correo electrénico para este fin, asi como para mantener comunicacion con
el editor sobre la evolucién de la revision y sobre la aceptacion del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion.
En esta condicion no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la
aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra
ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC

http://www.smbb.com.mx/.
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ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y LA IMPORTANCIA DE LOS
ADYUVANTES EN INMUNIZACION ACTIVA

Nathaly Vasquez-Martinez, Sergio Sanchez y Romina Rodriguez-Sanoja *

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia. Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México. México D.F. 04510.

Email: romina@biomedicas.unam.mx

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, considerada la
principal causa de demencia en el mundo. Patolégicamente se caracteriza por el depésito de
placas amiloides compuestas del péptido B-amiloide (AB) y marafias neurofibrilares compuestas de
la proteina tau hiperfosforilada. A la fecha, solo hay tratamientos sintomaticos para esta
enfermedad. Existe suficiente evidencia del rol central del AR en la progresion de EA para
considerar que la inmunizaciéon activa contra este péptido es una estrategia eficaz para la
disminucién de las placas amiloides cerebrales y mejoras cognitivas en modelos animales. Sin
embargo, debe alcanzarse un equilibrio entre la prevencién eficaz, la reduccion de la placa
amiloide y la toxicidad, evitando respuestas excesivas de células Thl y disefiando vacunas que
impulsen respuestas Th2 anti-inflamatorias. Esto puede lograrse seleccionando un adyuvante que
module la respuesta inmune independientemente del antigeno y/o la ruta de administracién usada,
ademas de que prevenga el dafio ocasionado por la neuroinflamacién y aminore la
inmunosenescencia. Debido a que la mayor parte de los adyuvantes convencionalmente usados
presentan toxicidad, reacciones adversas y respuestas indeseadas en EA, es necesario continuar
en la busqueda de un adyuvante de vacunas eficaz y seguro. En este trabajo se revisan los
adyuvantes probados experimentalmente en vacunas contra la enfermedad de Alzenheimer.

Palabras claves: vacunas, adyuvantes, Alzheimer, péptido B-amiloide, inmunomodulacién

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a heurodegenerative disease, considered the principal cause of
dementia in the world. Pathologically, it is characterized by the deposition of amyloid plaques
composed of B-amyloid peptide (AB) and neurofibrillary tangles composed of hyperphosphorylated
tau protein. To date, there are only symptomatic treatments for this disease. However, there is
sufficient evidence of the central role of Af in EA progression, to consider that active immunization

against this peptide is an effective strategy for the reduction of brain amyloid plaques and cognitive
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enhancements in animal models. Still, a balance must be struck between effective prevention,

amyloid plaque reduction and toxicity, avoiding excessive Thl cell responses and designing

vaccines that drive anti-inflammatory Th2 responses. This may be achieved by selecting an

adjuvant that modulates the immune response independently of the antigen and / or the route of

administration used, in addition to preventing damage caused by neuroinflammation and

ameliorating immunosenescence. Because most of the conventionally used adjuvants present

toxicity, adverse reactions and unwanted responses in AD, it is hecessary to continue the search for

an effective and safe vaccine adjuvant. In this paper we review experimentally tested adjuvants in

vaccines against Alzenheimer's disease.

Key words: vaccines, adjuvants, Alzheimer's, B-amyloid peptide, immunomodulation

INTRODUCCION

La demencia es un término usado
para describir enfermedades y/o afecciones
caracterizadas por un deterioro progresivo
del intelecto, la funcién cognitiva y la
conducta de las personas, que termina en
detrimento de la calidad de vida al ocasionar
dependencia y discapacidad. En el 2015 se
estim6 que 46.8 millones de personas
alrededor del mundo vivian con algun tipo de
demencia; este numero podria duplicarse
cada dos afos, alcanzando los 74.7 millones
en el 2030 y 131.5 millones en el 2050. La
incidencia de la demencia incrementa
exponencialmente con el incremento de la
edad, siendo su pico maximo entre los 80-89
aflos para América Latina (Prince et al.,
2016).

De acuerdo con las proyecciones de
prevalencia e incidencia, se espera que el
namero de personas con algun tipo de
demencia en el mundo aumente, asociado al
incremento en la expectativa de vida y a una
disminucién en las tasas de fertilidad en la

mayoria de los paises. Se estiman cerca de
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9.9 millones de nuevos casos de demencia
cada aflo alrededor del mundo vy
particularmente en México, se espera que
para el afio 2050 mas de 3 millones de
personas padezcan alguin tipo de demencia
(Prince et al., 2015). La alta prevalencia, el
impacto econdémico, la inexistencia de
acciones terapéuticas y/o  correctivas
efectivas, asi como el estigma y la exclusion
social de las personas afectadas, han hecho
que la Organizaciébn Mundial de la Salud
reconozca la demencia como una prioridad
en salud publica (World Health Organization,
2012).

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

A nivel mundial la forma mas comun
de demencia es la enfermedad de Alzheimer
(EA), representando el 60-80% de los casos.
En un estudio poblacional llevado a cabo en
México se supo que habian cerca de 800 mil
personas con algun tipo de demencia, de las
cuales mas del 60% eran a causa de EA
(Direccion General de Epidemiologia, 2011).

La gran mayoria de los casos de EA

es esporadica y se cree que su aparicion
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puede ser el resultado de multiples factores
de riesgo mas que de una causa Unica,
considerandose el envejecimiento como el
principal factor de riesgo para el desarrollo de
la enfermedad (Karran et al., 2014). Un
pequefio grupo de los casos (<10%) resulta
de la herencia autosémica dominante de
mutaciones en genes que codifican a la
proteina precursora amiloide (APP) y a las
presenilinas (PSEN1 o PSEN2) condicion
conocida como Alzheimer Familiar,
generalmente de aparicién en edad temprana
(Zhang et al., 2011).

Por otro lado, estudios
epidemiolégicos  han  sugerido  varias
asociaciones tentativas entre la aparicién
temprana de la enfermedad con una
capacidad de reserva disminuida del cerebro,
incluidos tamafio cerebral reducido, bajos
logros educativos y ocupacionales,
capacidad mental baja en edades tempranas
y reducida actividad fisica y mental durante la
vida adulta. Igualmente traumas en cabeza-
craneo y enfermedades vasculares incluida la
hipercolesterolemia, hipertension,

aterosclerosis, enfermedad cardiaca
coronaria, fumar, obesidad y diabetes, son
considerados factores de riesgo para el inicio
temprano del EA (Blennow et al., 2006).

Para el diagnostico clinico de la
enfermedad se basan en tres etapas: la
demencia debida a EA, el deterioro cognitivo
leve debido a EA y el EA pre-clinico (pre-
sintomatico). Estudios de  imagenes
cerebrales usando imagenes por resonancia
magnética (MRI) o tomografia de emision de
positrones (PET), junto con los niveles

patolégicos del péptido B-amiloide (AB) y la
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proteina Tau en fluido cerebro espinal son los
biomarcadores usados en EA; sin embargo,
el diagndstico clinico basado en
neuroimagenes y signos de demencia es
correcto solo el 80% al 90% de las veces
(Hyman et al., 2012).

La fase sintomatica de la EA es
precedida por la fase preclinica (pre EA),
donde hay un deterioro de la memoria a corto
plazo. En esta fase ya es posible hacer
diagnostico diferencial de otros desordenes
neurodegenerativos como el Parkinson, la
enfermedad de cuerpos de Lewy difusos,
entre  otros. De acuerdo a |las
manifestaciones clinicas y neuropatolégicas,
el paciente avanza de la fase preclinica a EA
temprana, caracterizada por desorientacion,
agnosia, apraxia y decremento en su
capacidad analitica; luego en el EA
moderado, se evidencian cambios en el
comportamiento y estado de animo con
deterioro cognitivo leve, para finalmente
llegar a la fase de EA severa, con
disminucién de la memoria a largo plazo,
dafio oxidativo, dafio neuronal severo, entre
otras manifestaciones clinico-patolégicas. La
complejidad de la EA aumenta con la edad y
las comorbilidades concomitantes, resultando
en una enfermedad con un amplio rango de
manifestaciones clinicas (Ferreira & Klein,
2011).

PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

La neuropatologia caracteristica de la
EA fue descrita por primera vez en 1907 por
Alois Alzheimer. Esta se caracteriza por la

presencia de placas amiloides producto del
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depdsito mayoritariamente extracelular de
fibrillas compuestas por el AB, asi como la
neurofibrilares

acumulacién de marafas

intracelulares producto de la
hiperfosforilacion de Ila proteina Tau,
asociadas a inflamacion, perdida neuronal y
perdida sinaptica (Karran et al., 2014).

Un gran numero de eventos estan
implicados en el inicio del dafio neuroldgico;
sin embargo, la teoria dominante ha atribuido
el inicio de la enfermedad a la toxicidad de
las placas amiloides, hipotesis conocida
como “Hipotesis de la Cascada Amiloide”
(Hardy & Higgins, 1992), donde la muerte de
las células nerviosas es causada por la
toxicidad de las fibrillas amiloides insolubles.

Actualmente esta hipotesis se ha modificado

sAPPB NH,
VIAAMILOIDOGENICA
A
B BACE
-—

Espacio extracelular

y-secretasa

Membrana —

Citoplasma

AICD CTFC99

COOH

y se han propuesto a los agregados
amiloides oligoméricos como los principales
causantes de la patologia (Selkoe & Hardy,
2016).

El AB componente principal de las
placas amiloides, se encuentra en bajas
concentraciones de manera normal en fluidos
biologicos, liquido cefalorraquideo y plasma
participando de funciones biolégicas. Este
péptido es producto del procesamiento de la
proteina precursora amiloide (APP), una
proteina de mayor tamafio que puede ser
procesada por dos vias: la no-amiloidogénica
y la amiloidogénica (Figura 1). La mayor
parte de la APP es procesada en la via no-
amiloidogénica por la enzima a-secretasa de

la familia ADAM; el corte de esta enzima

sAPPa

VIANO AMILOIDOGENICA

ADAM 10
—_—

P3

y-secretasa
>

CTFCS83 AICD

Figura 1. Esquema del procesamiento de la Proteina Precursora Amiloide. A, Péptido B-amiloide; AICD,
Dominio intracelular de APP; sAPPf, Péptido soluble N-terminal de la via amiloidogénica; BACE, f-
secretasa; CTF C99, fragmento C-terminal de 99 residuos, APP, Proteina precursora amiloide; sAPPaq,
Péptido soluble N-terminal de la via no amiloidogénica; ADAM, a-secretasa; CTF C83, Fragmento C-terminal
de 83 residuos; P3, Péptido AB17-40142. TOmada de Saraceno et al., 2013.
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ocurre dentro del AB con lo que a su vez se
impide la formacién y depésito de las placas.
En la via amiloidogénica el procesamiento de
la APP ocurre por la accion conjunta de la 8-
secretasa (en las neuronas, la aspartil
proteasa BACE) y la y-secretasa, la cual
finalmente genera especies A de diferentes
solubilidad,

propiedades toxicas, siendo el AB1-40 y AR1-

longitudes, estabilidad vy
42 las formas mayoritarias (Zhang et al.,
2012).

En adultos mayores sin EA la mayor
proporcién del péptido corresponde a Ap1-40
y solo un 10% de los péptidos es AB1-42
(Tabaton et al., 2010; Saraceno et al., 2013).
No obstante, la progresién de pre-EA a la
fase sintomética estd asociada a cambios
patolégicos en la composicion de los
agregados del péptido con cambios
graduales en su metabolismo, aumenta la
produccion total del AR e incrementa el radio
AB42/AB40 junto con los niveles de AB1-42
(Karran et al., 2014).

Para la formacién de las placas
amiloides, se acepta que la forma
monomérica soluble del AB es la precursora
de los agregados y que esta debe pasar a
una forma oligomérica insoluble para la
formacién de las placas, siendo la secuencia
de aminoéacidos del péptido la principal
responsable del autoensamble vy la
agregacion del AR (Thal et al., 2015).
Mdultiples evidencias demuestran que estos
cambios en la produccion del péptido tiene
un efecto neurotoxico, causando disfuncion
sindptica y eventualmente la perdida
neuronal en las areas afectadas del cerebro
(Nelson et al., 2012; Masters & Selkoe, 2012)

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 1

por su capacidad para inducir estrés
oxidativo (Tabaton et al., 2010), aumento de
la respuesta inflamatoria, activacion de la
microglia y astrocitosis, alteracion de la
homeostasis neuronal y  finalmente
hiperfosforilacion de la proteina Tau (Haass

& Selkoe, 2007).

TRATAMIENTO

Aunque exactamente las bases
bioguimicas de la EA no son bien entendidas,
se sabe que las deficiencias del sistema
colinérgico y otros neurotransmisores estan
presentes, por lo que medicamentos que
incrementan la actividad colinérgica por
inhibicion de la acetilcolinesterasa muestran
beneficios cognitivos en la mayoria de
individuos con EA. Los medicamentos
aprobados por la FDA, donepezilo (Aricept®),
rivastigmina  (Exelon®) y galantamina
(Radadyne®) hacen parte de este grupo de
medicamentos usados en EA temprano a
moderado, mientras en EA severo se usa la
memantina (Exiba®), un antagonista del
receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) que
regula la actividad incrementada del
glutamato y previene la entrada excesiva de
iones Ca'® en las células (O'Brien et al.,
2017).

La investigacion en el desarrollo de
medicamentos es amplia y aunque en su
mayoria tienen como blanco medular el
metabolismo de la APP o de la proteina Tau,
estrategias auxiliares como el uso de agentes
anti-inflamatorios, estrogenos, moduladores
de neurotransmisores, factores de

crecimiento nervioso, consumo de ginkgo
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biloba, estatinas, entre otros, se prueban

para tratamiento de la EA (Lukiw, 2012).

INMUNOTERAPIA EN ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Los medicamentos aprobados
permiten aminorar los sintomas en algunos
de los pacientes por tiempo limitado, mas no
detienen el curso de la EA. Desde otro
enfoque, estudios experimentales en
modelos animales han demostrado que la
inmunoterapia es una estrategia potencial
para modificar el desarrollo de la
enfermedad. Actualmente, las principales
estrategias de intervencion en inmunoterapia
buscan reducir la produccién del péptido,
evitar su agregacion y remover las placas
seniles por inducciéon de la disolucién de
estas (Karran et al., 2014) y asi atenuar la
patologia secundaria al depdsito de AB: la
patologia tau, la neuroinflamacién, la
disfuncién dendritica y la pérdida neuronal
(Liu et al., 2015).

Las primeras evidencias de que los
anticuerpos dirigidos contra el AB podian
disgregar las placas amiloides e inhibir la
neurotoxicidad, fueron descritas por Solomon
y colaboradores, quienes evaluaron en
estudios in vitro anticuerpos monoclonales
(mAb) contra diferentes regiones del péptido
y encontraron que los anticuerpos dirigidos
contra las regiones N-terminales interferian
en las interacciones covalentes de la fibrillas
amiloides y las desagregaban (Solomon et
al., 1997).

Los mecanismos involucrados en la
disminucién de las placas mediados por los

anticuerpos contra el péptido AB, dependen
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de la entrada de estos al sistema nervioso
central (Weiner & Frenkel, 2006). Se ha
propuesto que la forma en la cual actian es
por efecto directo de los anticuerpos sobre el
AB, que permite la disolucion de las fibrillas
amiloides o la neutralizacion de los
oligbmeros (Solomon et al., 1997); también
es posible que los anticuerpos medien la
fagocitosis por las células de las microglia a
través de los receptores Fc (Schenk et al.,
1999) o puede haber un “consumo periférico”
que implica la salida de formas AR del
cerebro hacia el plasma (Maier et al., 2006);
sin embargo, no se descarta que estos
mecanismos dependan de los sistemas
experimentales estudiados (Weiner &
Frenkel, 2006).

En consecuencia a este hallazgo, en
la inmunoterapia pasiva para la EA se
administran mAb dirigidos contra el AB, una
alternativa que ha sido considera segura y
mas controlable que la inmunizacién activa.
Con los resultados obtenidos en ratones
transgénicos, se ha observado una
disminucién significativa en los niveles de AR
y beneficios cognitivos. A pesar de que hay
muchas hipétesis acerca de los mecanismos
principales de accion de los mADb
administrados, adn no estan definidos en
modelo murino ni en humanos. Asimismo los
altos costos, la eficiencia de los mAb para
cruzar la barrera hematoencefalica, la
reactividad cruzada, el desarrollo de
microhemorragias cerebrales, asi como la
necesidad de administracién crénica, crean
limitantes para su uso (Wisniewski &
Konietzko, 2008).
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Por otro lado estd la inmunoterapia
activa o vacunacién, en la que se busca
obtener respuesta inmune especifica contra
un antigeno. Diferentes tipos de células
inmunes estan involucradas en la generacion
de esta respuesta. De manera general, luego
de la vacunacion las células presentadoras
de antigeno (APC) captan, procesan y
presentan el antigeno a través del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC);
posteriormente, ocurre la activacion de las
células T CD4" y/o CD8" cuando sus
receptores antigénicos se unen a los
péptidos  presentados por las moléculas
MHC clase | y Il, respectivamente. Las
células T CD4" se convierten en células T
colaboradoras (Th) que ayudan a las células
B a producir anticuerpos y las células T CD8"
se diferencian a linfocitos T citotoxicos. Las
células B reciben una sefial de activacion por
el antigeno a través de su receptor (BCR),
internalizan 'y presentan el antigeno
procesado via MHCIl a células Th,
obteniéndose asi una segunda sefial
necesaria para la produccion de anticuerpos
antigeno especificos. Los linfocitos T CD4"
en respuesta al estimulo antigénico pueden
diferenciarse a subpoblaciones celulares tipo
Thl o Th2, que llevan a la expresion de
moléculas de superficie que activan otras
células y a la secreciébn de citocinas y
quimiciocinas.

La inmunoterapia activa para EA
consiste en la administracion de un
inmundgeno, generalmente conjugado con
una proteina acarreadora y/o adyuvante, con
el fin de estimular la respuesta inmune

especifica de anticuerpos contra las formas
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toxicas del AR (Winblad et al., 2014,
Wisniewski & Gofi, 2015).
colaboradores en 1999 inmunizaron ratones
transgénicos PDAPP con el péptido AB1-42
combinado con el adyuvante de Freund (AF),

Schenk y

previniendo en animales jovenes la formacion
de la placa, la distrofia neuritica y la
astrogliosis, asi como una reduccion de la
extension y progresion a neuropatologia de
EA en animales que por su edad ya tenian
placa formada, sin reporte de toxicidad
evidente (Schenk et al., 1999).

Este estudio sirvio para el
lanzamiento en el afio 2000 del ensayo
clinico AN1792 (Bayer et al., 2005), donde
usaron el péptido AB1-42 con QS-21, un
adyuvante que genera fuerte respuesta
inmune mediada por células T, similar AF en
ratones. El ensayo tuvo que ser suspendido
en la fase Il ya que 6% de individuos
desarrollaron meningoencefalitis; sumado a
esto, estudios posteriores evidenciaron que
solo 19.7% de los pacientes participantes
desarrollaron anticuerpos tras la
inmunizacioén y estos no fueron eficientes en
la remocién de los depdsitos de A o en
retardar el deterioro cognitivo (Gilman et al.,
2005).

uUso DE ADYUVANTES EN
INMUNIZACION  ACTIVA  PARA LA
ENFERMEDAD DE EA

Debido a la baja inmunogenicidad del
AB, para la inmunizacion activa se requiere
de adyuvantes y/o acarreadores que
induzcan una respuesta inmune efectiva. Los
adyuvantes han sido definidos como

compuestos 0 moléculas que tienen la
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capacidad de estimular in vivo el sistema
inmune (Schijns, 2000; O"Hagan & Valiante,
2003) al incrementar y/o modular la
respuesta frente al antigeno acoplado (Perez
et al.,, 2012; Savelkoul et al., 2015), lo que
permite reducir las multiples inmunizaciones
(Sivakumar et al., 2011), mejora la relacion
costo-efectividad de la vacuna y la hace mas
segura. Una gran variedad de compuestos
naturales y/o sintéticos han mostrado tener
capacidad adyuvante, sin embargo, debido a
su toxicidad muy pocos se han aprobado
para uso en humanos y solo en conjunto con
vacunas especificas (Wang et al., 2015).

Los casos de meningoencefalitis tras
la inmunizacion en el ensayo clinico pionero
AN1792, se han asociado con la infiltracién
de células T autorreactivas en los cerebros
de los individuos inmunizados (Robinson et
al., 2004); de igual forma, cuando se estimulé
in vitro con AB la mayoria de las células
respondieron secretando IL-2 e IFN-y,
indicativo de induccién de respuesta tipo Thl
con la inmunizacion (Pride et al., 2008). Aun
no se sabe con certeza que componentes de
la vacuna fueron los responsables de este
evento adverso, podria ser el antigeno AB1-
42 en si mismo, el adyuvante QS-21, la
combinacion de ambos o como hipotetizaron
Pride y colaboradores, la adicion del
polisorbato 80 a la formulacion.

Gran parte de los esfuerzos en
inmunoterapia activa son para determinar el
antigeno apropiado que estimule inmunidad
protectora contra la EA, puesto que se sabe
que las diferentes regiones del péptido
contienen epitopes para células T que

pudiesen ser la causa de respuestas pro-
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inflamatorias, pero hay pocos progresos en la
identificacién o el desarrollo de un adyuvante
efectivo, lo cual es critico puesto que la
eleccién del adyuvante puede dirigir el tipo de
respuesta inmune adaptativa al antigeno
administrado (Di Pasquale et al., 2015)
(Figura 2).

Se acepta entonces, que la
respuesta inflamatoria tipo Thl en la EA
causa gran dafio debido a la produccion de
citocinas  pro-inflamatorias y linfocitos
citotoxicos, por lo que es ideal el uso de
adyuvantes que modulen la respuesta
inmune induciendo respuestas  anti-
inflamatorias Th2, independientemente al
epitope de AB wusado y/o la ruta de
administracion. Si el adyuvante induce
inflamacion sistémica, esta puede afectar el
sistema nervioso central indirectamente por
el transporte de citocinas pro-inflamatorias,
junto con la secrecibn de compuestos
neuroinflamatorios que pueden agravar el
curso de las enfermedades
neurodegenerativas (Sankowski et al, 2015).

TIPOS DE ADYUVANTES USADOS EN
INMUNOTERAPIA PARA EA

Adyuvantes basados en aluminio

Los compuestos de aluminio han sido
usados como adyuvantes en la vacunacion
durante casi 90 afios, por inducir inmunidad
eficiente y protectora de larga duracion,
ademas del bajo costo y amplia
disponibilidad en forma de tres tipos de sales:
hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio o
sulfato de aluminio y potasio. Su efecto

inmunoestimulante se atribuye a diferentes
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Figura 2. Respuesta inmune contra el AR en inmunizacién activa. La inmunizaciéon con adyuvantes Th1/Th2,
como el adyuvante de Freund o QS-21, inducen la secrecion por células dendriticas de citocinas Thl y Th2,
produccién de inmunidad mediada por células e inmunidad humoral, causando una respuesta inflamatoria
sistémica. Estas citocinas proinflamatorias luego pueden ser transportadas a travées de la barrera
hematoencefalica y causar dafio en el sistema nervioso central. Por el contrario, los adyuvantes que
desencadenan respuestas exclusivas de células Th2, inducen a las células dendriticas a secretar citocinas Th2
e inhibir la producciéon de citocinas Thl, generando respuestas sistémicas anti-inflamatorias asi como
anticuerpos protectores contra el AR (Tomado de Marciani, 2016).

mecanismos, incluidos el efecto de depdésito alcanzé6 un 70% a 90% para individuos

en el sitio de la administracion, la activacion menores de 65 afios y solo un 30% a 40% en

del inflamasoma, el aumento en la captacion edades mayores (Lang et al, 2010).

de antigeno por las células de la respuesta
inmune y la proteccion del antigeno de la
degradacion, lo que culmina con fuertes
respuestas antigeno especificas tipo Th2
(Brito et al., 2013).

Debido a la edad en la que es
frecuente el diagnéstico de la EA, la
inmunizacion activa para esta enfermedad se
ha previsto en poblacién adulta mayor, lo
cual representa una limitante teniendo en
cuenta la inmunosenescencia asociada al
envejecimiento. En un estudio en el que
determinaron los niveles de anticuerpos
protectores en el tiempo luego de
administraciébn de la vacuna trivalente de

influenza, encontraron que la efectividad
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Resultados similares se observaron con la
vacuna de polisacéridos conjugados frente al
neumococo (PPV) (Artz et al.,, 2003) y la
vacuna para el virus herpes zoster (Weinberg
et al, 2009), donde la respuesta de
anticuerpos tras la  vacunacion fue
dependiente de la edad, confirmando el
efecto mencionado en la calidad de la
respuesta inmune.

Ratones transgénicos para EA
Tg2576 fueron inmunizados con un derivado
del AP (K6ABR1-30-NH2) adsorbido a
particulas de fosfato de aluminio (Adju-
Phos®) por via subcutanea. Los autores
observaron que la reduccién de la placa

amiloide o las mejoras cognitivas tras la
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inmunizacion fueron dependientes de la
edad, con resultados positivos para los
ratones inmunizados entre los 11 a 19
meses, pero nulos para los ratones de 19 a
24 meses (Asuni et al., 2006), lo que
demuestra que probablemente este grupo de
adyuvantes no contrarreste los impactos
negativos en el sistema inmune que afectan
la funcionalidad de la respuesta inmune
innata y adaptativa en la inmunosenescencia.

Sumado a esto, el uso de derivados
de aluminio como adyuvante se ha asociado
a respuestas inflamatorias locales leves
como dolor, enrojecimiento, hinchazén en el
sito de la inyeccion y algunas veces
sintomas generales como fatiga, malestar,
mialgia y fiebre. Reacciones moderadas
como la miofascitis macrofagica, se debe a
infiltraciones de macréfagos que contienen
aluminio alrededor de las fibras musculares
debido a la persistencia del hidréxido de
aluminio en el sitio de inyeccién
intramuscular (Israeli et al., 2011). Y de
manera preocupante, se ha demostrado la
neurotoxicidad del aluminio en humanos y
animales tras la administracion por diferentes
vias (Kawahara & Kato-Negishi, 2011; Shaw
& Tomljenovic, 2013).

Derivados de toxinas bacterianas

Los adyuvantes derivados de toxinas
bacterianas han sido usados
experimentalmente para la administracion via
mucosas del AB. En el 2003, se realizé un
estudio inmunizando ratones = silvestres
B6D2F1 por via intranasal e intraperitoneal,
con el péptido AB1-15 o AB1-40/42,

combinado con la enterotoxina termolabil de
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E. coli (LT) o su variante modificada
LT(R192G), logrando obtener respuestas
anti-inflamatorias tipo Th2 con predominio de
anticuerpos 1gG2b al usar los adyuvantes,
pero IgG1 cuando se administraba el péptido
libre (Leverone et al., 2003).

Este mismo adyuvante ha sido usado
para inmunizar ratones transgénicos hAPPgp
con el fragmento N-terminal del péptido en
tandem (2xAB1-15), adicionando motivos de
fijacion a la fibronectina (RGD) para mejorar
la adhesién a la mucosa o epitopes exdgenos
de células T, en todos los casos obteniendo
respuestas no inflamatorias (Maier et al.,
2006). De igual forma, se comparé la
LT(R192G) con otros adyuvantes derivados
de productos bacterianos como la subunidad
B de la toxina del célera (CTB) o el
monofosforil lipido A (MPL) por via mucosas,
obteniendo respuestas principalmente anti-
inflamatorias IgG2b, IgG1 y bajos niveles de
IgG2a, pero con niveles variables de IFN-y
(Maier et al., 2005).

Con estos adyuvantes el problema
reside en que a pesar de que estas toxinas
modificadas sean adyuvantes eficientes para
inducir respuestas inmunes sistémicas y
mucosas, el uso en humanos es controversial
debido a su toxicidad innata; ejemplo de esto,
son las reacciones adversas locales vy
sistémicas asociadas a su administracién. Un
ejemplo es la paralisis de Bell luego de la
vacunacion intranasal de Nasalflu® (Berna
Biotech), una vacuna suiza contra la
influenza que contenia como adyuvante una
variante atoxica de la toxina termolabil de E.
coli (LTK63). La paralisis del nervio facial se

asoci6 a la entrada de las enterotoxinas al
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sistema nervioso central, probablemente por
la expresién de gangliésidos GM1 en las
neuronas sensoriales olfatorias  (Batista-
Duharte et al, 2011).

Ademas, la edad también es un
factor determinante en la polarizacion de la
respuesta inmune en este grupo de
adyuvantes. Asi se demostr6 con la
administracion nasal de proteinas de
membrana de Porphyromonas gingivalis con
la toxina del coélera, con induccion de
respuestas predominantemente Th2 en
ratones jovenes, pero altos niveles de IFN-y
asi como de IL4 en ratones envejecidos (Cai
etal., 2013).

Otro ejemplo de adyuvante derivado
de productos bacterianos es el protollin,
usado para vacunas intranasales. Este esta
compuesto de Proteosomas™ (proteinas de
la membrana externa de Neisseria
meningitidis) en complejo no covalente con el
lipopolisacéarido (LPS) de Shigella flexneri y
ha sido usado también en EA, provocando
fuerte activacion de las células de Ia
microglia; el mecanismo de accién en este
modelo no es bien conocido pero se
relaciona con la induccion de células T que
libera factores de crecimiento y/o IFN-y, lo
que implica respuesta Thl indeseadas
(Frenkel et al., 2005).

Ademas de las respuestas
inflamatorias generadas, los componentes
bacterianos y virales debido a su naturaleza
proteica son inmunogénicos en si mismos,
situacion que podria traducirse en el
desarrollo de anticuerpos neutralizantes que
deroguen su capacidad adyuvante, con

pérdida en la eficacia de la vacuna (Marciani,
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2015). Este fendmeno, conocido como
supresién  epitépica inducida por el
transportador (CIES) se ha descrito también
para el transportador KLH (hemociacina de la
lapa californiana Megathura crenulata -
“keyhole limpet”) (Renjifo et al., 1998) y las
particulas  similares a virus  (VPL)
(Jegerlehner et al.,, 2010), a través de
mecanismos diversos en cada caso. Este
Ultimo punto es de vital importancia, por lo
que se deberia evaluar la inmunogenicidad
de los adyuvantes usados cuando se desea

administrar una vacuna a largo plazo.

Emulsiones oleosas

Las emulsiones son sistemas
bifasicos compuestos de al menos dos
componentes no miscibles, combinados con
un surfactante para la estabilizacion. Estas
pueden ser agua en aceite (W/O), en las que
pardmetros farmacéuticos como el tipo de
aceite, el tipo de surfactante, el tamafio de
las gotas y la relacion agua/aceite son
importantes para definir su mecanismo de
accion; o emulsiones aceite en agua (O/W),
que son fagocitadas por las células
dendriticas estimulando la respuesta inmune
innata como parte de su actividad adyuvante
(Savelkoul et al., 2015).

Dentro de este grupo se encuentra el
adyuvante de Freund (AF), que junto con los
derivados de aluminio es otro de los
adyuvantes mas ampliamente usados. Este
tiene dos componentes: el adyuvante
completo de Freund (CFA), una solucion
hidro-oleosa (W/O) de Mycobacterium
tuberculosis muertas por calor, aceite mineral

y monoleato de manida como aceite
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surfactante y el adyuvante incompleto de
Freund (IFA) que ~carece de las
micobacterias. Este adyuvante tiene Ila
capacidad de mediar fuerte respuesta
mediada por células y por anticuerpos
basicamente gracias por el efecto de
depésito, que permite la liberacion lenta del
antigeno, la interaccion con las APC que
mejora la presentacion y captacion antigénica
y por ser vehiculo para el transporte de
antigenos a través del sistema linfatico a las
células inmunes efectoras.

Este adyuvante sin embargo, no
puede ser usado en humanos a causa de la
gran cantidad de reacciones adversas con
las que se ha vinculado, como granulomas
en el sitio de la inyeccién, necrosis local,
formacién de granuloma hepatico, renal y
sub-pleural, dermatitis necrotizante, junto con
gran dolor secundario a las lesiones (Stils,
2005); pero se ha utlizado en muchos
ensayos de vacunacién para EA llevados a
cabo en animales.

En un estudio en el que se compara
el uso de AF, TiterMax® Gold (emulsién
oleosa), QS-21 (saponina) y ALUM al
inmunizar ratones BALB/c con AB1-42, los
cuatro adyuvantes indujeron respuesta de
anticuerpos, pero con diferencias
significativas en la magnitud de la respuesta.
Luego de evaluar el efecto de los diferentes
adyuvantes en el perfil Thl y Th2 de la
respuesta celular, observaron que AF,
TiterMax® Gold y QS-21 inducian respuestas
tipo Thl, mientras solo el ALUM inducia
respuesta Th2 (Cribbs et al., 2003). Esta
respuesta pro-inflamatoria del AF también ha

sido la causante de neuroinflamacion al
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administrarse con péptidos fosforilados de la
proteina Tau en ratones silvestres
(Rozenstein-Tsalkovich, 2013).

Por su parte, el adyuvante QS-21
usado en el anterior ensayo experimental y
en el ensayo clinico AN1792, es una
saponina derivada de la Quijalla saponaria
gue induce la produccién de anticuerpos e
inmunidad mediada por células, pues es un
activador potente de las células Thl y células
T CD8", permitiendo la liberacién de citocinas

pro-inflamatorias (Marty-Roix et al., 2016).

Adyuvantes usados en ensayos clinicos
para EA

La mayoria de los ensayos clinicos
dirigidos contra el AR se han enfocado mas
en seleccionar el fragmento del AR a usar
que en el adyuvante asociado. Estan
disefiados solo con epitopes de células B del
péptido B-amiloide (Cribbs et al., 2003), razén
por la que en su mayoria usan el N-terminal
del mismo y evitan la respuesta de células T
dirigidas contra la region media o C-terminal
del péptido (Lemere, 2009). Tal es el caso de
los ensayos CAD106 (Novartis) (Farlow et
al.,, 2015) que usa el péptido AR1-6 con
adyuvante derivado de miltiples copias de la
proteina de cubierta del bacteri6fago Q;
AFFITOPE ADO01-ADO02 (AFFiRiS) (Mandler
et al., 2015) a base de péptidos sintéticos
que mimetizan el fragmento AB1-6
conjugados con la proteina KLH (Keyhole
Limpet Hemocyanin, proteina derivada de la
hemolinfa de un gasteropodo) y absorbidos al
ALUM; ACC-001 (Pfizer) que wusa el
fragmento AB1-7 con adyuvante QS21
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conjugado con multiples copias de la variante
atoxica de la proteina diftérica CRM-197 (Arai
et al., 2015).

Otro ensayo clinico, el UB-311

(United Biochemical, Inc) usa mezclas
equimolares de epitopes de células T
UBITh® acoplados a Ap1-14,
oligonucleétido CpG (Wang CY et al., 2007),

conocido

con

un adyuvante por promover

respuesta inmune tipo Thl con la secrecion

de citocinas IFN-y, TNF-a e IL-12, desarrollo
de respuestas de anticuerpos isotipo IgG2a y
fuerte induccion de linfocitos T citotdxicos
(Weeratna et al, 2000) y por su capacidad
para inducir neuroinflamacién (Butchi et al.,
2011).

Hasta el momento, estos ensayos
han mostrado inducir respuestas humorales
especificas para el N-terminal de AB vy

selectivas para los agregados amiloides, con

Tabla 1. Ensayos clinicos de inmunizacion activa para EA en desarrollo.

Ensayo clinico Adyuvante Transportador Respuesta Antigeno Fase de
de células T desarrollo
AN1792 . Terminado
(EIan/\Nyett) QS-21 Nlnguno Th1l/Th2 ABl—42 (Fase 2))
Vacutide Terminado
Cridificar/ACC-001 Qs-21 CRM 197 Th1/Th2 AB17 (Fase 2)
(Pfizer/J&J)
V950 ™ .
(Merck Sharp & ISCOMATRIX"™ + Desconocido Th1/Th2 AR multivalente Terminado
Alum (Fase 1)
Dohme Corp.)
ACI-24 . . ABi-1stetra En curso (Fase
?
(AC Immune SA) Liposomas + MPLA Ninguno Tha: palmitoilado 1)
VLP Cubierta .
(Clz\jAoE)/;?tiGs) Ninguno proteica del Th2? AB1-6 TEsFr;nslgzzo)lo
bacteriéfago QB
UB-311 (UBI) En curso
United Neuroscience CpG ON + Alum UBITh® Th1/Th2 AB114 =
Ltd. (Fase 2)
AFFITOPE ADO1 . Terminado
(Affiris AG) Alum KLH Th2 Mimétopos ABi-6 (Fase 1b)
AFFITOPE ADO2 o Terminado
(Affiris AG) Alum KLH Th2 Mimotopos ABi.s (Fase 2)
Mimétopos  ABu.s, -
AFFITOPE ADO3 Alum KLH Th2 versiones de A Terminado
(Affiris AG) . (Fase 1)
piroglutamado
ABvac40 Péptido C-terminal Terminado
(Grifols SA) Alum KLH Th2 de ABao (Fase 1)
AADvacl En curso (Fase
(Axon Neuroscience Alum KLH Th2 Tau Cag4-305 2)
SE)
Epitopes de
Lu AF20513 células T del En curso (Fase
(H. Lundbeck A/S) Alum toxoide tetanico Th2 ABr12 1)
(P2 y P30)

KLH: keyhole limpet hemocyanin; VLP: particulas similares a virus; CRM 197: toxina diftérica no tdxica; UBITh®:

epitopes sintéticos de células T MVT, PT, TT.; PEG: polietilenglicol; MPLA: monofosforil lipido A.
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inhibicibn de la activacion de células T
indeseadas; no hay reportes de
meningoencefalitis, enfermedad autoinmune
o inflamacion del sistema nervioso central.
Sin embargo, en todos los ensayos clinicos
hay eventos adversos de intensidad
moderada reportados (Winblad et al., 2014) y
a pesar de la reduccién de la placa amiloide,
los beneficios clinicos en cuanto a la funcion
cognitiva tras la inmunizacién, son minimos
(Wisniewski & Gofi, 2015). Estos datos
sugieren entonces, que no son suficientes las
modificaciones en la longitud del péptido AB
para obtener los resultados inmunolégicos y
clinicos deseados, como ya se habia
mencionado previamente.

Actualmente, existen dos ensayos
activos y varios en proceso de analisis. En la
Tabla 1 se muestran los adyuvantes
utiizados en los ensayos clinicos,
desafortunadamente no todos los grupos
reportan los acarreadores utlizados y
tampoco han publicado la caracterizacion de
la respuesta inmune celular inducida por las

vacunas en humanos.

CONCLUSIONES

A la luz de las evidencias, no es claro
el por qué adyuvantes que inducen
respuestas pro-inflamatorias o asociados a
reacciones adversas contindan usandose
como adyuvantes para EA, ademas de que
surgen dudas acerca de lo factible que sera
la aprobacion de estas vacunas para su uso
en humanos en los que ademas, los
resultados van a depender de la competencia

inmunoldgica de cada individuo.
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Como previamente se dijo, la
actividad inmunomoduladora Th1/Th2 de los
adyuvantes no es solamente local, sino
también sistémica; si se induce inflamacion
periférica, las citocinas y quimiocinas
secretadas podrian llegar a sistema nervioso
central, ocasionar neuroinflamacién y
exacerbar la patologia amiloide. Esto crea la
inminente necesidad de continuar en la
busqueda y desarrollo de adyuvantes de
vacunas no solo para la enfermedad de
Alzheimer sino en general, que sean no
téxicos, no inmunogénicos en si mismos, con
baja reactogenicidad, que induzcan robustas
respuestas de anticuerpos protectores y
capaces de compensar la
inmunosenescencia si la vacuna desea

aplicarse en poblacién adulta mayor.
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RESUMEN

La microbiota del suelo estd constituida por una amplia diversidad de microorganismos que
influyen en el crecimiento de las plantas. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR
por sus siglas en ingles), las bacterias fijadoras de nitrégeno y los hongos formadores de micorriza,
son algunos de los microorganismos que desempefian roles importantes en la rizosfera de la
planta. La rizosfera se considera un ambiente dindmico en el cual se presenta una acumulacién de
microorganismos, los cuales son influenciados por exudados radicales como aminoacidos,
enzimas, esteroles, azucares, vitaminas y taninos, entre otros. Estos exudados influyen en el
crecimiento y la actividad de la rizosfera, traduciéndose en interacciones que modifican el
desarrollo de la planta.

En la rizosfera algunos hongos establecen asociaciones simbiéticas mutualistas con las raices de
las plantas. El micelio del hongo, sirve a la planta como puente entre la raiz y los nutrientes del
suelo que son poco accesibles, debido a que el micelio puede explorar un mayor volumen de
suelo. Asimismo, la planta recibe beneficios como tolerancia al estrés hidrico, tolerancia a la
toxicidad por metales pesados y exclusion de patdégenos. Los Hongos Micorricicos Arbusculares
(HMA) son los que presentan mayor abundancia y se propone que alrededor del 90% de las
plantas terrestres presenten este tipo de asociacion simbiética. En esta revisién, describiremos la
fisiologia de su ciclo de vida y los procesos productivos de HMA como alternativa en la agricultura

como biofertilizante.

Palabras clave: Hongos, micorriza, biofertilizantes, simbiosis.
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ABSTRACT

Soil microbiota is constituted by a wide diversity of microorganisms that influence the growth of
plants. Plant growth promoting bacteria (PGPRS), nitrogen fixing bacteria and mycorrhizal fungi, are
some of the microorganisms that play important roles in plant's rhizosphere. The rhizosphere is
considered a dynamic environment in which an accumulation of microorganisms occurs, which are
influenced by radical exudates such as amino acids, enzymes, sterols, sugars, vitamins and
tannins, among others. These exudates influence the growth and activity of the rhizosphere,
translating into interactions that modify the development of the plant.

In the rhizosphere some fungi establish symbiotic mutualistic associations with the roots of plants.
The mycelium of the fungus serves as a bridge between the root and the soil nutrients that are
inaccessible, whereby the mycelium can explore a larger volume of soil. Also, the plant obtains
benefits such as tolerance to hydric stress, tolerance to heavy metal toxicity and exclusion of
pathogens. Arbuscular Mycorrhizal Fungi are those that present the mayor abundance and it is
proposed that about 90% of terrestrial plants present this type of symbiotic association. In this
review, we describe the physiology of their life cycle and the productive processes of Arbuscular

Mycorrhizal Fungi as an alternative in agriculture as a biofertilizer.

KEYWORDS: Fungi, mycorrhiza, biofertilizers, symbiosis.

1. ASPECTOS EN LA ASOCIACION La micorriza arbuscular representa

MICORRIZICA

La asociacién simbiética de hongos y
plantas se denomina “micorriza”. Este
termino literalmente significa “raiz hongo” que
se deriva de dos palabras “mycos” y “rhiza”
propuesto por primera vez por Frank (1885).
Existen siete tipos de hongos formadores de
micorriza que han sido descritos hasta ahora:
arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza,
arbutoidoide, monotropoidoide, ericoidoide y
las micorrizas de las orquideas. De estos
tipos, los arbusculares y las ectomicorrizas
son las méas abundantes y diseminadas en

los suelos.
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una de la simbiosis mas antiguas, reportando
Su presencia, hifas y arblsculos en fésiles de
Aglaophyton  provenientes del periodo
Devonico (Pirozynski & Dalpe, 1989; Remy et
al. 1994). Igualmente, se sugiere que los
Glomeromycetes surgieron entre 350-460
millones de afios atrds, siendo clave ésta
simbiosis para la colonizacion terrestre de las
plantas (Simon et al. 1993).

De esta relaciébn simbidtica, el
principal beneficio que recibe la planta es el
aumento en la captacion de nutrientes
inmaoviles del suelo, especialmente el fésforo
(Jakobsen 1999). Los HMA aumentan la

acumulacion de nitrégeno en los tejidos de
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las plantas como resultado de la
mineralizacion del nitrégeno organico del
suelo (Ibijbijen et al. 1996). También, los
HMA al interactuar con otros organismos del
suelo mejoran el redso de nutrientes y la
obtencion de estos por la planta (Xavier &
Germida 2002). Los HMA en simbiosis
incrementan el crecimiento y desarrollo de la
planta, dan tolerancia al estrés hidrico y
mejoran la fitosanidad al tener efecto
antagonico y competitivo contra
fitopatégenos del suelo. El rol ecoldgico de
los HMA como un componente integral en los
ecosistemas propone su uso en sistemas de
(Schreiner &

Bethlenfalvay 1995). En este sentido, los

agricultura sostenible
HMA interactGan con un gran numero de
especies de plantas de importancia agricola
tales como trigo, maiz, arroz, cultivos
forrajeros, arboles frutales y algodoén, entre
otros (Smith & Read, 1997).

Debido a la naturaleza biotrofa de los
HMA, la culminacion de su ciclo de vida
depende de la habilidad para colonizar una
planta hospedera. Actualmente, su cultivo sin
planta huésped no se ha logrado, lo que ha
dificultado su produccibn en masa e
implementacion en sistemas de cultivo a gran
escala (Jarstfer & Sylvia 1992). No obstante,
se le ha podido cultivar de forma axénica con
explantes de raiz (Diop et al. 1994) y con
raices transformadas por Agrobacterium
rhizogenes (Pawlowska et al. 1999). El
proceso de colonizacién fungica que lleva a
cabo el HMA en las raices de la planta, se
caracteriza por tener distintos estados que
contienen una  serie de cambios

morfogenéticos complejos en el hongo:
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germinacién de esporas, diferenciacion hifal,
formacién del apresorio, penetracion de la
raiz, crecimiento intercelular, formacion del
arbusculo y el transporte de nutrientes
(Figura 1).

1.1 GERMINACION DE ESPORAS

Se ha sugerido que factores como el
pH, la temperatura, los nutrientes organicos e
inorganicos, algunos microorganismos Yy
exudados radicales, desempefian un papel
importante en la germinacion de las esporas
de HMA (Maia & Kimbrough 1998). La
germinacion de la esporas puede variar,
dependiendo del género. Para el caso de
Glomus sp., su germinaciébn se da por
recrecimiento al final de las hifas mas viejas
(Mosse 1959; Walker et al. 1995). En
contraste, para los géneros Scutellospora,
Gigaspora y Acaulospora, el tubo germinativo
emerge directamente desde la pared de la
espora (Raman & Sambandan, 2000; Juniper
& Abbott 2006) . Las estructuras germinativas
se han descrito como compartimentos
periféricos densos, que contienen citoplasma
y muchos ndcleos, que surgen a partir de
tubos germinales a través de las capas
externas de la pared de la espora (Mosse
1970a, Mosse 1970b). También, las esporas
pueden tener ofra estrategia para
incrementar la probabilidad de colonizacion
del hospedero, conocida como “germinacién
multiple”, la cual se define como la habilidad
de la espora para germinar varias veces y
producir tubos germinativos sucesivos,
cuando los tubos germinativos iniciales han
sido rotos (Koske 1981).
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FIGURA 1. Resumen esquemadtico de la germinacion de esporas elongacion y colonizaciéon de
los de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) en raices.

Las esporas de HMA pueden llegar a
tener un tamafio de hasta 500 pm de
diametro (Gigaspora sp.), lo que las convierte
en una de las esporas de hongo mas
grandes reportadas. En su interior se
almacena una abundante cantidad de lipidos,
algunos carbohidratos y una pared que
contiene quitina y en algunos casos B 1,3-

glucano (Lemoine et al., 1995).

1.2 CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO
DEL MICELIO PRESIMBIOTICO

Cuando las esporas germinan, se
presenta el crecimiento de hifas usando
Unicamente los nutrimentos contenidos en la
espora (Bianciotto et al., 1995; Bago et al.,
1999; Parniske 2008). La germinacion de las
esporas de HMA se caracteriza por el
incremento de la actividad citoplasmatica,
cambios

involucrando esencialmente
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bioquimicos que activan el metabolismo
inactivo. Se ha demostrado que la sintesis de
proteinas es esencial para la germinacién de
la espora y el crecimiento de la hifa, ya que al
estudiar el efecto del inhibidor “cicloheximida”
en la sintesis de proteinas (Hepper 1979), se
confirmé ésta actividad metabdlica en G.
intraradices y G. mosseae (Gachomo et al.
2009). También se ha observado que durante
la germinacion y crecimiento del tubo
germinativo de esporas de G. caledonium, se
genera una red de lipidos, incrementandose
la produccion de acidos grasos libres y
lipidos polares, y disminuyendo los lipidos
neutros (Beilby & Kidby 1980). Durante la
germinacion se ha medido el aumento en la
actividad de las vias metabolicas centrales,
tales como la glicdlisis, el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, la via de las pentosas fosfato

y la gluconeogénesis (Hepper et al. 1986;
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Saito 1995). Asimismo, se ha reportado un
rapido incremento en la concentracion de
ATP, evidenciando la presencia de actividad
en la cadena respiratoria en G. caledonium
(Beilby & Kidby 1982). Sin embargo, la
produccion del micelio previo a la simbiosis
es limitado, debido al contenido nutricional de
la espora y al hecho de que el micelio pueda
encontrar las raices de la planta hospedera
(Bianciotto et al., 1995; Bago et al., 1999). De
hecho, en ausencia de la planta hospedero,
el crecimiento de la hifa cesa, debido a la
falta de moléculas sefal producidas por la
raiz, las cuales estimulan el crecimiento y la
ramificacion hifal (Besserer et al., 2006).
Inclusive el micelio se retrae y la espora

espera otra mejor oportunidad.

1.3 MOLECULAS SENAL DE LOS HMA Y
LOS RECEPTORES DE LA PLANTA

Previo al contacto con la raiz de su
hospedero se producen moléculas que son
reconocidas por las hifas como el &cido graso
2-hidroxitetradecanoico (20H-C14:0) que
induce la elongacion de ramificaciones
hifales laterales (Stumpe et al.,, 2005).
Ademas, la percepcion de estrigolactonas
radicales por parte del HMA, desencadena la
ramificacion hifal. A raiz de esto, los HMA
liberan moléculas sefial caracteristicas, como
los Myc-lipo-quito-oligosacaridos (Myc-LCOs,
Myc-LipoChitoOligosaccharides) y
oligbmeros de quitina (CO4/5, Chitin
Oligomer), las cuales inducen en la planta
respuestas encaminadas a la preparacion
para la simbiosis, a todas estas moléculas se
les ha llamado factores Myc (Requena et al.
2007; Maillet et al. 2011). Por su parte, la raiz
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produce cutina que induce la diferenciacién
de la hifa a hifopodio posicionado sobre la
membrana de las células epidermarles de la
raiz (Figura 1). Cuando el hifopodio inicia la
penetracion de la epidermis, este atraviesa el
cortex intercelularmente y continua
produciendo moléculas sefializadoras hasta
penetrar las células corticales y formar los
arbusculos (Figura 1) (Parniske 2008;
Schmitz & Harrison, 2014).

Los factores Myc inducen la
activacion transcripcional de genes
relacionados con la simbiosis (Kosuta, et al.
2003), como también provocan cambios
transitorios en Ca®* citosdlico antes del
contacto. Este tipo de respuesta por parte de
la planta se ha comparado con el flujo de
ca* que ocurre en la respuesta a hongos
fitopatégenos debido a la Inmunidad
Desencadenante de MAMPs (Microbe
Associated Molecular Patterns) o MIT
(MAMPs Triggered Immunity), en respuesta a
la quitina presente en la pared celular de
diferentes hongos (Navazio et al. 2007).
Incluso en el proceso de simbiosis de los
HMA en la célula cortical, las plantas deben
prepararse para hacer frente a las
interacciones dafiinas que otro
microorganismo pueda desencadenar; esto lo
efecta mediante el reconocimiento de las
MAMPs. No obstante, la planta y los HMA
han desarrollado estrategias conjuntas para
favorecer la simbiosis, sin poner en peligro la
respuesta innata contra los fitopatégenos
(Jones & Dangl 2006).

Por otra parte, existen compuestos
producidos por la raiz responsables de la

germinacion de las esporas de los HMA, el
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desarrollo miceliar, modulando la fisiologia
fangica y la actividad mitocondrial y
determinando la ramificacion hifal. Estas son
analogas a las presentes en las interacciones
Planta-Rhizobium y Planta-Agrobacterium,
como compuestos fendlicos (Nagahashi et al.
1996; Douds et al. 1996), y estrigolactonas
(Akiyama, et al. 2005; Parniske, 2005).

1.4. COLONIZACION DE LA CELULA
CORTICAL: LA FORMACION DEL
APARATO PRE-PENETRACION (PPA) Y
FLUJO DE NUTRIENTES

Las células corticales son muy
activas cuando las hifas del hongo
micorricico ha ingresado al espacio
intercelular, ya que preparan el ambiente
para el paso del micelio (figura 2) (Genre et
al. 2005). Como consecuencia de la
estimulacién bioquimica y mecanica de la
hifa, las células corticales dan origen a la
formacién de un aparato pre-penetracion

(PrePenetration Apparatus, PPA). Este PPA

es una estructura  subcelular que
predetermina el paso subsecuente de la hifa
a través de la planta y se forma luego de
pocas horas después de la formacién del
apresorio o hifopodio (Figura 2). La formacién
del PPA es precedida por la migracion del
nucleo de la célula epidérmica vegetal hacia
el punto de ingreso de la hifa. Luego de esto,
el nicleo lidera el desarrollo del PPA a través
del citoplasma de la célula cortical generando
una invaginacién. Alrededor de la
invaginacion, se reacomodan los
microtubulos y microfilamentos del
citoesqueleto, que junto con el reticulo
endoplasmatico, forman un “tubo” el cual
conecta el sitio terminal de direccion del
nacleo, con el sitio de contacto del hifopodio
(Genre et al. 2008; Siciliano et al. 2007). Una
vez que el “tunel transcelular” esta completo,
la hifa del hongo penetra la célula hospedera.
Sin embargo, aun se desconocen las

moléculas sefializadoras que desencadenan

la formacién del PPA.

Invagracdn

FIGURA 2. Resumen esquemaético del proces

de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA).
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Cuando las hifas alcanzan las células
del cértex (células corticales) se diferencian
en  estructuras ramificadas llamadas
arbusculos, los cuales son el principal sitio de
translocacion de nutrientes entre los HMA y
la raiz de la planta (Harrison 2012). La
membrana de las células corticales que
circunda el arblsculo se denomina
membrana periarbuscular (Periarbuscular
Membrane, PAM) y contiene transportadores
de fosforé inorgéanico (Pi), que recupera el Pi
que liberan los HMA a la célula (Kobae &
Hata 2010). Después de pocos dias, el
arbusculo comienza a degenerarse y la
célula vegetal retorna a su estado normal.
Esto da la oportunidad a la célula de ser,
eventualmente, viable para una nueva
colonizacion (Pumplin & Harrison 2009).
Debido a que la hifa continda su crecimiento
a través del cortex radical, la generaciéon de
arbusculos en la células corticales no cesa,
llegando a crear una matriz de células
colonizadas con arbusculos en una variedad
de estados de desarrollo. Por otro lado, en el
exterior de la raiz, los HMA generan una red
de micelio extrarradical para captar los
nutrientes desde la rizosfera y sirve de
puente para trasladar dichos nutrientes a la
planta hospedera (Javot et al. 2007).

La forma en que la planta le provee
el carbono a los HMA es en forma de
hexosas y principalmente como glucosa
(Solaiman & Saito, 1997) a través de un
transportador de hexosas localizado en el
arbisculo y en las hifas. La base de la
nutricibn de los HMA en la asociacion
micorrizica se encuentran en el flujo del

carbono y como lo debe obtener de la planta

BioTecnologia, Ao 2017, Vol. 21 No. 1

al ser incapaz de obtenerlo del medio. El
estudio realizado por Schaarschmidt et al.
(2006), sugiere que la planta envia sacarosa
al apoplasto donde es convertida a hexosas
por una invertasa secretada por la planta
(Figura 2). Esta hipotesis se confirmd por
Tisserant et al. (2012) al reportar que G.
intraradices no secreta este tipo de invertasa.
Este fendbmeno también se ha reportado en
hongos ectomicorrizicos (Plett & Martin,
2011). Luego los transportadores de
monosacaridos (MTS) importan las hexosas
a lo largo del hongo para luego ser
convertida a trehalosa, glucégeno y lipidos
(Bago et al. 2000)

2. PRODUCCION DE MICORRIZA

Debido a que las condiciones
biotréficas obligadas de los HMA, Ila
producciéon a gran escala de HMA para su
uso como biofertilizante implica diferentes
retos. Esto porque se busca que las
metodologias que generen HMA sean
eficientes en costo y que originen inéculos
para biofertilizantes HMA de alta calidad,
homogéneo entre lotes sin contaminantes
(Budi, et al. 1999; Ceballos et al. 2013).
Estas metodologias se pueden agrupar
dependiendo del sustrato que se use; 1)
metodologia tradicional, en la que se utiliza
suelo 0 mezclas de suelo, 2) los sistemas de
cultivo libres de suelo y 3) los sistemas de

cultivo in vitro (Figura 3).
3.1 METODOLOGIA TRADICIONAL:

IMPLEMENTACION DE SUELO Y
MEZCLAS DE SUELO COMO SUSTRATO
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Producciéon

Método
Clasico

Método libre
de suelo

Cultivo in
vitro
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Hidroponia

Flujo de Biorreactor

Nutrientes
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Plantas
Autotrdficas
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FIGURA 3. Diferentes estrategias usadas en la produccién de Hongos Micorricicos Arbusculares

(HMA) para ser usados como biofertilizantes.

Esta metodologia es implementada
para la produccién de biofertilizantes como la
estandar, donde se logra un producto
comercial en grandes volumenes. No
obstante esta metodologia es dependiente
del tipo de HMA, planta trampa y del sustrato
(lido et al. 2011). En cuanto al in6culo de
HMA, se emplean esporas aisladas de un
suelo/planta previamente micorrizado o
mezclas de esporas y raices micorrizadas. El
suelo es el principal sustrato que se emplea,
sin embargo, también se han implementado
mezclas de suelo-arena, suelo-composta,
suelo-arcilla, y arena-vermiculita, entre otros
(Ceballos et al. 2013; ljdo et al. 2011).

Por otro lado, la planta trampa u
hospedera de los HMA también determina la
calidad del biofertilizante. Plantas como la
Brachiaria decumbens (pasto comun), Allium
ampeloprasum  (puerro), Sorghum spp.

(sorgo) y Zea mays (maiz), son a menudo
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empleados para la produccién (Coelho et al.
2015; Schlemper & Stirmer 2014). La escala
de produccion puede variar desde
invernaderos bajo condiciones controladas
hasta parcelas de campo. Un ejemplo de
esto es el trabajo realizado por Walker &
Vestberg (1994), quienes llevaron cultivos de
HMA bajo condiciones controladas, donde las
plantas trampa eran puestas dentro de
bolsas plasticas con microfiltros para permitir
el intercambio gaseoso y evitar
contaminaciones ambientales. Este método
da la ventaja de requerir menos riego y

mantenimiento, que los cultivos al aire libre.

3.2 METODOLOGIAS LIBRE DE SUELO
Las metodologias de  cultivo
hidroponico de HMA se originaron del cultivo
de plantas en una solucién nutritiva sin un
medio sélido como soporte. No obstante, en

ocasiones se ha incluido como metodologias
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hidropdnicas a los de sistemas agregados,
que implementan el anclaje de plantas a
medio con suelo y a la vez se pone una
solucién nutritiva en contacto con la planta.
Metodologias de este tipo, permiten obtener
un biofertilizante libre de suelo, facilitando
separar las esporas de las raices. El inéculo
producido libre de suelo puede ser limpio,
con respecto al que se produce en la
metodologia tradicional y el riesgo de
contaminacion cruzada con otras esporas de
HMA es bajo. No obstante, la contaminacion
microbiana y desarrollo de algas es
frecuente, a causa de la solucibn de
nutrientes, siendo un punto critico de control
en el proceso (ljdo et al. 2011). También, la
falta de sustrato que permita su transporte
afecta la velocidad de produccién. Otra
desventaja que tiene esta metodologia es
cuando la planta tiene un rapido crecimiento
de la raiz, que puede derivar en una baja
colonizacion.

Hawkins y George (1997) evaluaron
la viabilidad y el porcentaje de colonizacion
de Linum usitatissimum (Lino), Sorghum
bicolor (sorgo o zahina) y Triticum aestivum
(trigo harinero) por el HMA Glomus mosseae
en cultivo hidropénico. ElI periodo de
evaluacion dur6é 4 semanas, al cabo de las
cuales determinaron una alta relacion de
colonizacion micorrizal en lino, sorgo y trigo.
colaboradores (1988)

implementaron el cultivo aeropénico para

Jarstfer y

evaluar la colonizacién y esporulacion de
Glomus sp. (INVAM FL329) en cebolla y
papa dulce. Mohammad et al. (2000)
reportaron la comparacion entre dos

sistemas, atomizador aeropénico de disco y
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nebulizador aeropénico, para el crecimiento
de pasto Sudan (Sorghum sudanese Staph.)
asociado a G. intraradices, obteniendo una
producciéon final de esporas de 175.000
propagulos/g de in6culo seco. Una
metodologia alternativa para el cultivo de
micorrizas es la propuesta por Elmes vy
Mosse (1984) Illamada técnica de flujo
laminar de nutrientes, NFT (por sus siglas en
ingles Nutrients Flow Technique). Lee vy
George (2005) evaluaron esta técnica para
producir lechuga (Lactuca sativa var.
capitata) en invernadero empleando Glomus
mosseae (BEG 107).

3.3 SISTEMAS DE CULTIVO IN VITRO:
CAJA DE PETRI O BIORREACTOR

En los afos 70’s Mosse y Hepper
(1975) establecieron por primera vez una
metodologia para realizar el cultivo de HMA
asociados a raices de tomate (Lycopersicum
esculentum Mill.) y trébol rojo (Trifolium
pratense L.) en un medio sintético gelificado.
Esta metodologia fue mejorada por Becard y
Fortin (1988) al emplear raices de zanahoria
(Daucus carota) transformadas con
Agrobacterium rhizogenes, con el fin de
evitar la utilizacién de hormonas en el medio
de cultivo. Elsen et al. (2003) evaluaron la
interaccion de Glomus intraradice vy
Pratylenchus coffeae empleando raices
transformadas de zanahoria en cajas de
Petri. La produccién aproximada de esporas
fue de 16.800 esporas por caja. Sin embargo,
y a pesar del nimero de esporas logradas,
su implementacion aun se restringe a

investigacién o pequefa escala.
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La busqueda de alternativas para la
producciéon en masa de HMA ha llevado a
explorar otras metodologias en bioprocesos.
Es asi como Nuutila et al. (1995)
implementaron el uso de cultivos sumergidos
en un biorreactor a pequefia escala para la
produccion de HMA. En este trabajo, se
utilizaron raices de fresa (Fragaria ananassa
Duch) para el crecimiento de Glomus
fistosolum. De igual forma, la investigacion
realizada por Jolicoeur et al. (1999) demostré
que G. intraradices puede ser producido
tanto en caja de Petri, como en un biorreactor
de columna de Dburbujeo tipo airlift;
asociandolo con raices transformadas de
zanabhoria.

Hasta ahora, el cultivo de HMA como
cultivo monoxénico (HMA y raiz) ha sido
extensamente estudiado. De igual forma, los
intentos por producir un cultivo axénico (HMA
Unicamente), han sido transitorios, debido a
que se logra un crecimiento de la hifa
germinal a un grado muy limitado (Hepper &
Smith 1976; Hepper 1979; Hildebrandt et al.
2002). Por lo tanto, solo entendiendo la
naturaleza de la relacion biotréfica que
establece el HMA con la raiz de la planta, se

podria llegar a obtener un cultivo axénico.
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RESUMEN

A finales del siglo pasado se pensaba que la era dorada del descubrimiento de metabolitos
bioactivos estaba llegando a su limite, sin embargo, gracias al desarrollo de plataformas de
secuenciacion masiva HTS (High Throughput Sequencing), asi como de la incorporacion de
herramientas bioinformaticas, pero sobre todo gracias a la introduccién de nuevas estrategias
dirigidas a la busqueda y elucidacion de rutas biosintéticas de metabolitos secundarios tales como
la Mineria de genomas, se ha restableciendo una tendencia a la alza en el descubrimiento de
nuevos metabolitos secundarios. La presente revisién se centra especificamente en el uso de esta
nueva herramienta en el filo Actinobacteria, por su exitoso historial como productores de
metabolitos secundarios bioactivos.
Palabras Clave: Mineria de genomas, Streptomyces, actinomicetos, metabolitos secundarios.

ABSTRACT

High Throughput Sequencing (HTS), bioinformatics tools and biochemistry knowledge of
secondary metabolites have led to improvement on new natural products discovery. The idea that
discovery of bioactive metabolites golden era reached a limit was active until few years ago, when
the introduction of new strategies directed to elucidation of biosynthetic pathways such as genome
mining switched on research on chemical compounds with biological activity. We are specifically
interested in Actinomycetes group since they are known as the largest producers of bioactive
compounds in bacterial world.

Keywords: Genome mining, Streptomyces, actinomycetes, secondary metabolites.

BioTecnologia, Ao 2017, Vol. 21 No. 1 47



Articulos

INTRODUCCION
Aunque la historia de metabolitos

secundarios (MS) bioactivos se remonta a
tiempos de los griegos y egipcios, no fue sino
hasta el descubrimiento de la Penicilina en el
afio 1928 por Alexander Fleming, que se
penso en los microorganismos como fabricas
de compuestos con utilidad farmacéutica.
Afios después, Selman Waksman utilizé la
palabra antibiético para definir cualquier
molécula producida por microorganismos que
antagonizara el crecimiento de otro
microorganismo (Clardy et al 2009). Fue
entonces que dio inicio la era dorada de la
busqueda de MS que involucré el
descubrimiento de moléculas tales como la
eritromicina, cloranfenicol, bacitracina,
estreptomicina, neomicina y gentamicina
entre muchos otros. Hacia los afos 70’s los
esfuerzos se concentraron en la modificacion
de productos naturales mediante el uso de
farmacoforos para la generacion de librerias
quimicas, asi como en la sintesis quimica de
moléculas menos toxicas o mas solubles
(Demain & Sanchez, 2009).

Tipicamente el descubrimiento de
nuevas moléculas involucra el aislamiento de
microorganismos, la extraccion de las
moléculas de interés a partir del medio de
fermentacion, bioensayos con diferentes
modelos biologicos (screening),
fraccionamiento biodirigido de los extractos y
elucidacion de la estructura. Sin embargo, el
incremento en el “redescubrimiento” de viejos
compuestos, aunado a las complicaciones de
purificacion y elucidacion de estructuras, asi

como los costos del screening tradicional,
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llevé a la disminucién de la busqueda de
nuevos productos naturales (Arias et al.,
2011).

A pesar de lo descrito anteriormente,
la prevalencia de enfermedades croénicas
como el cancer, la diabetes, la obesidad, la
hipertension y el constante surgimiento de
cepas resistentes a los antibidticos de
eleccibn, nos demandan por nuevas
estructuras que nos provean de compuestos
bioactivos nuevos y mas eficaces.
Considerando que nada genera mayor
diversidad que la naturaleza, pues lleva
millones de afios perfeccionando su
madquinaria biosintética, el uso de fuentes
naturales para el descubrimiento de nuevos
moléculas, se mantiene como la mejor

opcion.

MINERIA DE GENOMAS COMO
HERRAMIENTA PARA EL
DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS
METABOLITOS SECUNDARIOS

La mineria de genomas o mineria de
datos se refiere a la busqueda dirigida de
secuencias de DNA con la finalidad de
descubrir genes de enzimas o rutas
metabolicas para la sintesis de nuevos MS.
Uno de los primeros trabajos que describe el
término mineria de genomas fue elaborado
por Challis & Ravel (2000), cuando
publicaron el descubrimiento de un nuevo
sideréforo llamado coelichelina producido por
Streptomyces coelicolor. Este hallazgo se
completé gracias a dos eventos: primero, al

profundo entendimiento de los mecanismos
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enzimaticos que involucran la biosintesis de
MS vy segundo, que para el afio 2000, la
secuenciacién del genoma de S. coelicolor
estaba casi finalizada. Es decir, el genoma
de este microorganismo se encontraba
practicamente disponible, después de que
casi 10 afios atras Bentley y Hopwood
habian iniciado su secuenciacién (Bentley et
al., 2002). Con respecto al primer evento, la
contribucion mas importante fue demostrar
que la mayoria de las enzimas que codifican
para la produccibn de MS se encuentran
arregladas en grupos o clisteres, y que cada
una de estas enzimas posee funciones
especificas en el ensamblaje final del
producto, por lo cual la prediccion “in silico”
de MS, asi como de su estructura se torné
posible (Winter et al., 2011).

Hace 17 afios, el cluster para la
produccion de coelichelina se encontr6 en el
césmido SCF-34 de la biblioteca ordenada de
césmidos de S. coelicolor (Challis & Ravel,
2000). Sin embargo, actualmente la mejor
alternativa es contar con la secuencia
completa de los cromosomas bacterianos
gracias a los bajos costos y la rapidez con la
que se pueden secuenciar los genomas
utilizando plataformas como lllumina, PacBio,
lon Torrent y Nanopore (Reuter et al., 2015).
De acuerdo al principio basico bajo el cual
operan las tecnologias de secuenciacién, uno
de los elementos fundamentales para el
optimo funcionamiento de la mineria de
genomas es contar con material de ADN
genémico de alta calidad y que
posteriormente la secuencia del mismo sea

correctamente ensamblada y anotada
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(Edwards & Holt et al., 2013). Béasicamente,
la mineria de genomas hace uso de
herramientas  bioinformaticas para la
basqueda de secuencias o motivos
conservados que puedan sugerir enzimas
involucradas en la produccion de compuestos
como terpenos, alcaloides, péptidos, asi
como derivados de acido shikimico, de
policétido sintasas (PKS) y de sintasas de
péptidos no ribosomales (NRPS). La artilleria
bioinformatica puede constar Unicamente de
alineamientos de los clasteres de MS
conocidos con una secuencia de interés
(BLASTP), buscando lo conocido o parecido,
0 bien modelos més complejos que utilizan
algoritmos para la identificacion de
secuencias relacionadas con la sintesis de
MS, asi como el contexto genémico de cada
enzima. Algunos ejemplos de plataformas
para éste fin incluyen RAST, antiSMASH,
NP.searcher, BAGEL y PKS/NRPS (Glass et
al., 2010; Tilmann et al., 2015).

Después del descubrimiento de la
coelichelina, se han buscado diferentes
enfoques para abordar la busqueda de
nuevos MS. Entre ellos se encuentran: el
disefio de oligonucleétidos degenerados que
buscan secuencias especificas o motivos
conservados (Ayuso-Sacido & Genilloud,
2005), el disefio de sondas, con base en el
consenso del alineamiento de diferentes
secuencias que codifican para la produccion
de la enzima diana (Peric-Concha & Long,
2003; Zazopoulos et al., 2003) o bien el
marcaje radiactivo de aminoacidos para la
identificaciébn de productos ribosomales y
NRPS (Gross et al., 2007),
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A mas de diez afios del primer
ejemplo de mineria de genomas, la mayor
aportacion de este enfoque, ha sido el
descubrir el verdadero potencial de cada
microorganismo para la produccién de MS,
independientemente del medio de -cultivo
elegido, las condiciones de fermentacion o de
su exposicion a factores ambientales (Corre
& Challis, 2007; Nett et al., 2009; Zerikly &
Challis, 2009). Todas estas variables que
habian sido limitantes para el descubrimiento
de moléculas que pueden no ser expresadas
0 que se producen en tan poca
concentracién, pueden ser actualmente
obviadas.

Asi pues, la mineria de genomas
puede ser comprendido como un enfoque
global, en el cual se estudia toda la
secuencia de un genoma, 0 bhien una
estrategia dirigida, en la cual se buscan
secuencias genes 0 proteinas especificas
con la finalidad de encontrar homologos de

ciertos compuestos de interés.

EL USO DE LA MINERIA DE GENOMAS EN
LOS ACTINOMICETOS
El filo Actinobacteria, comprende el

grupo de bacterias més exitoso para la
produccion de MS, ya que producen
alrededor del 48% de los precursores de
compuestos bioactivos que son utilizados con
fines farmacéuticos. Desde el
descubrimiento de la estreptomicina en el
afio de 1942, integrantes de este filo han
sido estudiados por su gran potencial para la
produccion de moléculas bioactivas. Dos de
las actinobacterias méas estudiadas son S.
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coelicolor, la cepa modelo para estudios de
regulacion y metabolismo en Streptomyces; y
Streptomyces avermitilis, una cepa de mayor
interés  industrial ya que  produce
avermectina. Otros ejemplos significativo es
Saccharopolyspora erythraea, actinomiceto
productor del importante macrélido
eritromicina y clasificado anteriormente como
Streptomyces erythraea, sin embargo, tras
obtener la secuencia completa del genoma,
se observé que a diferencia de S. coelicolor y
S. avermitilis, el cromosoma de S. erythraea
es circular (Nett et al., 2009; Doroghazi &
Metcalf, 2013).

Las actinobacterias son un grupo de
bacterias Gram-positivas, que tienen un alto
contenido de GC en sus genomas.
Comprenden un grupo tan diverso que
engloba especies patdgenas para el hombre
(Mycobacterium tuberculosis y Nocardia
farcinica, entre otras), asi como los mayores
productores de MS de interés industrial y
farmacéutico. Estadn clasificadas en 5
ordenes, 11 subordenes, 42 familias, 110
géneros y a la fecha se han reportado mas
de 1000 especies, por tanto, son
taxonémicamente complejas.

Durante muchos afios se pensoé que
estas bacterias eran caracteristicas de suelos
terrestres y por ende, se implementaron
diferentes técnicas de aislamiento y se
disefiaron medios de cultivo con la finalidad
de obtener el mayor nimero posible de estos
microorganismos. Sin embargo,
recientemente se han aislado diferentes
actinomicetos de suelos marinos que tienen

la capacidad de producir una diversidad
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quimica antes no observada en este grupo
(Lam, 2006; Zotchev, 2012).

Gracias a las secuencias de ADN
disponibles, se ha observado que existe una
relacion lineal entre el nimero de genes
asociados a la produccion de MS y el tamafio
de los genomas. Usualmente, genomas mas
grandes comprometen méas del 7% de los
mismos en el ensamble de estas moléculas,
mientras que los genomas mas pequefios
conservan sélo aquellos genes esenciales y
rara vez expresan mas de tres MS. Los
productos méas abundantes son aquellos
derivados de NRPS, PKS tipo I, Il y Il y
terpenos (Lam, 2006; Nett et al., 2009). Por
el contrario, los metabolitos menos
frecuentes son aquellos que contienen
aminoglicosidos, B-lactdmicos y fosfonatos
(Doroghazi & Metcalf, 2013).

A pesar de la enorme variedad de
compuestos que han sido aislados a partir de
actinomicetos, existen estimaciones que
predicen que la capacidad de produccion
microbiana de MS se encuentra
subestimada. Es decir, que sélo el 3% de
esta ha sido develada y que aun faltan
alrededor de 300,000 moléculas por ser
identificadas (Watve et al., 2001). Si bien
este reporte es contemporaneo de aquel que
publicara Greg Challis (2000), el uso de la
mineria de genomas reforzaria la idea de
gue, el verdadero potencial de produccion de
productos naturales es mayor de lo
anteriormente reportado.

y  Metcalf (2013),

realizaron la gendémica comparada de 102

Doroghazi

genomas de actinomicetos con un enfoque
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particular hacia la produccion de MS.
Después de un andlisis filogenético
exhaustivo, agruparon tanto las proteinas
ribosomales de genes homélogos utilizando
la plataforma  OrthoMCL, como las
secuencias de proteinas conservadas en
todas las cepas. En ésta forma obtuvieron un
arbol filogenético en el que se observan
diferentes especies de actinomicetos, el
tamafio estimado de su genoma y la
prediccién para la produccion de MS. De
acuerdo a los resultados obtenidos, se
entiende que especies del género
Streptomyces incluyen el grupo mas prolifero
para la producciébn de MS, seguido por
Amycolatopsis mediterranei,
Saccharopolyspora erythraea,
Streptosporangium roseum y diferentes
integrantes de los géneros Micromonospora y
Frankia, mientras que los genomas de
actinomicetos mas pequefios tales como
Micrococcus luteus, miembros de los géneros
Corynebacterium, Arthrobacter y Rothia,
codifican menos de cinco clisteres

biosintéticos.

MINERIA DE GENOMAS EN EL GENERO
STREPTOMYCES
Los estreptomicetos, comprenden un

género de bacterias que forman micelio
aéreo y esporas y que, a diferencia de otros
actinomicetos, presentan cromosomas
lineales. Estos suelen tener tamafios de entre
6 y 11 Mb, y alrededor del 8- 10% del
genoma estd dedicado a la produccién de
MS. Dentro del grupo de actinomicetos, son

los mas comunes y sencillos de aislar
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(Hopwood, 1999; Anderson & Wellington,
2001; Chater & Chandra, 2006).

El primer genoma secuenciado en
este grupo, fue reportado para S. coelicolor
(Bentley et al.,, 2002) por el grupo del Dr.
Hopwood, seguido muy de cerca por la
publicacién del genoma de S. avermitilis
(lkeda et al., 2003). Posterior a estos
reportes, se han secuenciado completamente
mas de un centenar de genomas entre los
cuales se encuentran las especies
Streptomyces griseus (Ohnishi et al., 2008),
Streptomyces lividans (Cruz-Morales et al.,
2013), Streptomyces hygroscopicus,
Streptomyces griseoflavus y Streptomyces sp
SirexAA entre otros. El draft del genoma de
varios streptomyces a punto de ser
finalizados, se encuentra también disponible
en GenBank.

Es interesante sefalar que antes de
contar con la técnica de mineria de genomas,
se conocia sobre la existencia de cuatro MS
en S. coelicolor, actinorrodina,
undecilprodigiosina (Figura 1a), antibidtico
dependiente de calcio CDA (Figura 1b) y el
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cluster whiE para la produccion de pigmentos
de esporas. Posteriormente, la mineria de
genomas, develd6 la existencia de 18
clisteres adicionales involucrados en la
sintesis de MS, entre los cuales se
encuentran los siderdforos coelichelina,
coelibactina, desferroxamina y los terpenos
geosmina y hopanoides (Bentley et al., 2002)
recientemente el policétido CDK fue también
publicado. En el caso de S. avermitilis, se
tenia  reportada la  produccion  del
antihelmintico avermectina y del policétido
oligomicina (Figura 1: ¢ y d) (Omura et al.,
2001). Posterior al andlisis de su secuencia
se encontraron 34 clusteres probables para
la produccion de MS, 13 de los cuales han
sido corroborados experimentalmente (lkeda
et al.,, 2003). De Streptomyces griseus se
conocian solo cuatro metabolitos: la
estreptomicina (Figura 1e), la grixazona, un
carotenoide y el pigmento de esporas
melanina. Posterior al andlisis de su genoma
se predijeron 30 clisteres para la sintesis de
MS (Ohnishi et al., 2008).
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Gracias a la disponibilidad de las
secuencias completas de los genomas de
tres Streptomyces (S. griseus, S. avermitilis y
S. avermitilis), se pudo deducir que el
cromosoma lineal de Streptomyces esta
compuesto  por una regiébn  central
conservada y sinténica de casi 6 Mb en
donde se localizan los genes esenciales para
el crecimiento y desarrollo y las regiones
subteloméricas que son altamente variables y
contienen el mayor nimero de clUsteres para
la produccion de MS (Bentley et al., 2002;
Ikeda et al., 2003; Paeadkar et al., 2003). Los
clusteres que contienen informacién de

metabolitos poco ordinarios, generalmente se

|
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encuentran incluidas en islas gendmicas
como el caso de la oligomicina y la
estreptomicina (Nett et al., 2009). Las
regiones centrales del cromosoma también
sostienen la produccién de algunos MS tales
como el CDA en S. coelicolor y la geosmina,
ademés de algunos sidero6foros. En algunos
casos gran parte de la produccion de MS es
soportada por megaplasmidos, como es el
caso del plasmido de 1.8 Mb pSCL4 de
Streptomyces clavuligerus que se postula
como un plasmido dedicado a la produccion
de MS con la presencia de no menos de 25

clusteres (Medema et al., 2010).
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Figura 1. Estructuras de algunos de los metabolitos secundarios producidos por el género
Streptomyces: (a) actinorrodina, (b) antibiético dependiente de calcio CDA, (c) avermectina, (d)

okigomicina y (e) estreptomicina.
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MINERIA DE GENOMAS EN OTROS
ACTINOMICETOS

Aunque el género Streptomyces ha
sido el mas estudiado, existen otros géneros
de actinomicetos que despliegan una extensa
variedad de MS, dentro de los cuales se
encuentran Frankia, cuyo analisis de genoma
predice de 3 a 17 clusteres, Micromonospora
con 6-30 clusteres, Kitasatospora, 23-37
clusteres, Saccharopolyspora, 27 clUsteres,
Krasilnikovia, 17-19
Rhodococcus, 24 clisteres (Nett et al., 2009).

clusteres y

Sin embargo, especies de estos géneros son
raramente reportadas, probablemente debido
a la dificultad en su aislamiento. Estudios
recientes, han mostrado la gran capacidad de
los actinomicetos marinos para la produccion
de nuevas moléculas, muchas de las cuales
han mostrado actividad antiinflamatoria,
citotoxica y antibacteriana (Lam, 2006).

S. erythraaea es quiz4 una de las
especies de actinomicetos mas importantes a
nivel industrial debido principalmente a que
es la bacteria productora de eritromicina
(Figura 2a), uno de los antibidticos
macrélidos mas utilizados en la medicina; y
segunda, porque es el ejemplo clasico de
PKSs modulares del tipo | (Stachelhaus &
Marahiel, 1995). Esta enzima corresponde a
una enorme megasintasa compuesta por 6
modulos que a su vez estan conformados por
diferentes dominios, cada uno de los cuales
es utilizado una vez y participan en la

formacion de la estructura final de la
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molécula. Sin embargo, posterior a la
secuenciaciéon y al uso de mineria de
genomas, se han reportado 25 clisteres
adicionales para la produccion de MS, tres de
los cuales han sido corroborados
experimentalmente (Oliynyk et al., 2007).

Salinispora tropica y Salinispora
arenicola son miembros marinos de la familia
Micromonosporaceae, bacterias con
cromosomas circulares de 5-8 Mb. La
busqueda de cllsteres biosinteticos en éstos
microorganismos ha sugerido la presencia de
19 y 29 MS, respectivamente (Udwary et al.,
2007). S. tropica produce dos potentes
antitumorales clorados, la salinosporamida
(Figura 2b) A y B, que ademas de ser nuevos
productos naturales, permitieron elucidar una
nueva ruta para la sintesis de compuestos
halogenados. La mayoria de los clisteres en
S. arenicola permanecen sin ser elucidados,
sin embargo cinco de estos han sido
corroborados experimentalmente y dentro de
estos se encuentran genes para la
biosintesis de rifamicina y desferroxamina
(Challis, 2008; Zerikly & Challis, 2009).

Otro  actinomiceto, Rhodococcus
jostii presenta un genoma circular de 9.7 Mb
y codifica para la produccién de al menos 18
clusteres, en su mayoria NRPS y PKS. Sin
embargo, ningln gen para la sintesis de
terpeno ha sido reportado (Mcleod et al.,
2006).

54



Figura 2. Estructuras de algunos de los metabolitos secundarios producidos por actinomicetos
de géneros diferentes a Streptomyces. (a) eritromicina y (b) salinosporamida.

EJEMPLOS DE METABOLITOS
DESCUBIERTOS EN ACTINOMICETOS
POR MINERIA DE GENOMAS

Existen una gran diversidad de
moléculas que han sido clasificadas de
acuerdo a la ruta biosintética de la cual
derivan: acetato-malonato, &cido shikimico,
acido mevalénico, glucosidos, péptidos
ribosomales 'y no ribosomales. A
continuacion se hace una breve descripcion
de cada uno segun su origen:

Terpenos (Acido meval6nico): Los
terpenos son moléculas derivadas de la
condensacion de dos o mas unidades de
isopreno (moléculas de 5 carbonos). Uno de
los pocos terpenos descritos en
actinomicetos y quizd el mejor conocido es
la geosmina (Figura 3a), molécula

responsable del caracteristico olor a tierra

CHj

(a) HO

Olln-

Hs

Figura 3.
albaflavenona.
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mojada del suelo. Sin embargo, el potencial
para la produccion de terpenos fue develado
recientemente mediante el uso de mineria de
genomas. Mas de 12 terpenos distintos han
sido descritos con este método y alrededor
de 100 sintasas de terpenos han sido
reportadas en 20 genomas de actinomicetos.
Ejemplos incluyen la albaflavenona (Figura
3b), 2-metilisoborneol,
avermitol (Cane & lkeda, 2012).

Péptidos no Ribosomales: La sintesis

pentalaneno vy

de este tipo de moléculas comprende la

sintesis de moléculas peptidicas
ensambladas por megasintasas. La unidad
minima de una Sintasa de Péptidos no
Ribosomales (NRPS) incluye los dominios de
adenilacion (A), la proteina acarreadora de
péptidos (PCP) y el dominio de condensacion

(C). El primero de estos reconoce al

(b)

Estructuras de terpenos producidos por actinomicetos. (a) geosmina y (b)
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Figura 4. Ejemplos de péptidos no ribosomales producidos por actinomicetos. (a) virginiamicina y

(b) tiocoralina.

aminoacido que se va a incorporar, el
segundo se encarga de transportar el péptido
y el ultimo realiza el enlace entre un
aminoécido y otro. Ademas se pueden
presentar dominios adicionales para la
epimerizacion, ciclizacion y metilacion. A
Figura 3. Estructuras de terpenos producidos
por actinomicetos. (a) geosmina y (b)
albaflavenona.

A menudo la sintesis del polipéptido
es finalizada por una tioesterasa, que libera
la cadena peptidica del complejo enzimético.
El antibiético macrélido virginiamicina (Figura
4a), aislado de un Streptomyces sp. marino
(Hodges et al.,, 2012) y tiocoralina (Figura
4b), un antitumoral producido por dos
especies del género  Micromonospora
(Lombé et al, 2006), fueron también
identificadas con la mineria de genomas
buscando secuencias diana de NRPS.

Policétidos (Policétido

Sintasas/Acetato malonato): Estan
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conformadas por la unidad minima de
aciltransferasa (AT), la proteina acarreadora
de acilos (ACP) y la cetosintasa (KS).
Dominios adicionales de cetoreductasa (KR),
deshidratasa (DH), tioesterasa (TE) vy
enoilreductasa (ER) pueden también estar
presentes. Las policétido sintasas se dividen
en tres clases: PKS tipo |, que comprenden a
los policétidos modulares constituidos de
dominios que son utilizados una sola vez y
forman los macrdlidos; las PKS tipo I, que
son complejos multienzimaticos en los cuales
las enzimas pueden ser empleadas
iterativamente y que dan lugar a moléculas
como las antraciclinas y las tetraciclinas; y
las PKS tipo Ill, homodimeros de ceto-
sintasas que no presentan dominios ACP y
cuyas enzimas son igualmente empleadas
iterativamente para la elongacién de la
cadena carbonada. La germicidina,
metabolito que inhibe la germinacion de
esporas, es sintetizada por una PKS tipo Il

en S. venezuelae y fue descubierta mediante
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Figura 5. Estructuras de policétidos producidos por actinomicetos. (a) germicidina y (b)

geldamicina.

mineria de genomas (Song et al., 2006). Otro
compuesto descrito por éste método es la
geldamicina, sintetizado por una PKS tipo |
en el actinomiceto Streptomyces
hygroscopicus (Olano et al.,, 2009). Este
metabolito inhibe la Hsp90 (Heat Shock
Protein 90) y ha mostrado actividad

antitumoral (Figura 5).

Péptidos ribosomales: Constituyen
un grupo de  metabolitos  descrito

recientemente  que engloba a las

bacteriocinas y lantipéptidos, todos con
actividad biolégica. Son sintetizados por el
ribosoma y con frecuencia modificados
postraduccionalmente para la incorporacion
de aminoacidos modificados como lantionina
y metilantionina. Los lantipéptidos
surfactantes, SapT y SapB producidos por
Streptomyces tendae y  Streptomyces
coelicolor, respectivamente, fueron
descubiertos por mineria de genomas (Figura

6) (Willey & van der Donk, 2007).

Figura 6. Ejemplos de lantipéptidos surfactantes, (a) SapT y (b) SapB producidos por bacterias

del género Streptomyces.

BioTecnologia, Ao 2017, Vol. 21 No. 1

57



Articulos

EXPRESION HETEROLOGA DE
CLUSTERES EN ACTINOMICETOS
Diferentes  estrategias se han
empleado con la finalidad de determinar y
corroborar la estructura de los productos que
son predichos de las secuencias de ADN;
enfoque genomisotépico, generacion de
mutantes Knock-out, reconstruccion in vitro
de moléculas y prediccion de propiedades
fisicoguimicas in silico de los posibles
metabolitos. Sin embargo, la estrategia
empleada con mayor regularidad comprende
la expresion homologa o heteréloga del
cluster de interés. Los modelos heter6logos
mas utilizados incluyen a Escherichia coli, y
las cepas de Streptomyces S. lividans y S.
coelicolor (Baltz, 2008; Olano et al., 2008).
Recientemente la generacién de mutantes
con grandes deleciones ha probado ser una
excelente opcion para la  expresion
heter6loga. Los ejemplos que mejor
describen estos sistemas son las mutantes
SUKA y SCOM1152, obtenidas a partir de S.
avermitilis y S. coelicolor respectivamente,
cuya eficiencia para la expresion de MS ha
sido ya reportada en una gran diversidad de
moléculas. En algunos casos, como es la
biosintesis de cloranfenicol en el modelo
heter6log SUKA22, la concentracion del
antibidtico fue 300 veces mayor que en la
cepa silvestre Streptomyces venezuelae
(Komatsu et al.,, 2013). La principal ventaja
de utilizar las mutantes SUKA22 vy
SCOM1152 reside en el hecho de que los
genes para la produccién de los principales
MS en S. avermitilis; oligomicina vy

avermectina, y en S. coelicolor; CDK,
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actinorrodina, undecilrprodigiosina 'y el
antibiético dependiente de calcio asi como de
diversos terpenos, han sido eliminados
haciendo mas facil para la purificacion e
identificacion de nuevas moléculas y
disminuyendo la competencia por sus
precursores (Komatsu et al.,, 2010).
Finalmente el metabolito deseado se puede
sobre-expresar a conveniencia insertando
promotores y/o reguladores.

Una desventaja de utilizar sistemas
heterdlogos, es que con frecuencia los
clusteres biosintéticos son grandes >50 Kb,
algunos de mas de 120 Kb y pueden
contener secuencias repetidas. El tamafio de
inserto mas grande para un césmido es de
alrededor 45 Kb, y por tanto la utilizacion de
BACs ha resultado en la mejor estrategia. Sin
embargo, la transformaciéon con BAC es a
menudo poco eficiente y dificil de manejar
(Komatsu et al., 2013).

CONSIDERACIONES FINALES

El uso de mineria de genomas ha
marcado una nueva era para la bisqueda de
MS en la cual no existen limitaciones
asociadas a las condiciones de crecimiento.
La exploracion de genomas ha revelado una
sorprendente maquinaria de biosintesis de
productos  naturales sin  precedentes,
mostrando asi el verdadero potencial
productor de cada microorganismo. Gracias a
la mineria de genomas se han implementado
diferentes estrategias para hacer uso de
secuencias dirigidas o bien de enzimas
marcadas para la busqueda de productos
especificos. Asi pues, la era de la mineria de

datos estd apenas iniciando lo que podria
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ser, el repunte de la era dorada del
descubrimiento de nuevos compuestos con
actividad farmacoldgica. Esperamos ver en
un futuro no muy lejano, el surgimiento de
nuevas metodologias que permitan la
expresion mas efectiva y rdpida de estos
clisteres y que con ello se facilte la

purificacion y elucidacion de sus productos.
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