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MENSAJE EDITORIAL

Diciembre del 2016
Estimados lectores,
En esta edicion de FRONTERA BIOTECNOLOGICA, les presentamos cuatro teméticas en las que
podemos resaltar la importancia de la BIOTECNOLOGIA para resolver o atender probleméticas en
campos como la medicina y la agricultura.
En el primer articulo se aborda una problematica médica de gran importancia e impacto a nivel mundial,
se trata de la INFLUENZA A, la influenza, es una enfermedad respiratoria contagiosa provocada por
los virus de la influenza. Este virus puede causar una enfermedad leve o grave y en ocasiones puede
llevar a la muerte. Por lo anterior, es de gran relevancia contar con tratamientos que puedan reducir el
impacto de la influenza o favorecer la eficiencia de los tratamientos existentes como la inmunoprofilaxis
o la quimioprofilaxis. Los autores del articulo presentan la revisién sobre el proceso fisiopatogénico
de la enfermedad y abordan el uso de terapias inmunomoduladoras como terapia coadyuvante en el
tratamiento de la INFLUENZA A.
El segundo articulo nos introduce al campo de la produccién de proteinas terapéuticas para humanos,
utilizando como sistema de expresién para dichas proteinas a un tipo muy importante de plantas
inferiores, LOS MUSGOS. Los autores destacan las ventajas de estas plantas para la produccién de
proteinas de interés farmacéutico o con otros fines biotecnolégicos, y resaltan su aplicacion futura en la
produccion de vacunas y particularmente de vacunas especificas contra los diversos tipos de virus de la
Influenza.
En el tercer articulo se presenta una revision sobre la participacién de microRNAs (miRNAs) y su posible
regulacion por proteinas virales de VPH (Virus del Papiloma Humano) en la evolucién del CANCER
DE PROSTATA (CaP). En México este tipo de neoplasia es la primera causa de muerte por cancer
en hombres y por ello es. medular contar con medidas de prevencion y detecciéon temprana de dicha
enfermedad. En esta direccidn, los autores concluyen que debido a que existe una fuerte evidencia que
sugiere que estos miRNAs se pueden encontrar modulados por el VPH, se podrian proponer como
nuevos biomarcadores de diagnéstico temprano que permitan definir si la modulacién de la infeccién por
el VPH, correlaciona con el desarrollo y evolucién del CaP
Por ultimo, en el cuarto articulo les presentamos un tema de gran impacto para la agricultura mundial,
EL ESTRES ABIOTICO. El estrés abidtico, que incluye factores como la salinidad, la sequia, las
temperaturas extremas Y las deficiencias nutricionales, causa pérdidas inmensas en la produccién agricola
a nivel mundial. Por lo anterior es muy importante conocer a detalle como es que las plantas tolerantes
al estrés abiético modifican su metabolismo en respuesta a condiciones adversas para su crecimiento.
En esta revision los autores nos presentan un breve panorama sobre las estrategias de RESISTENCIA
O TOLERANCIA desarrolladas por las plantas y nos plantean que con este conocimiento, se lograra el
desarrollo de estrategias para poder conferir a plantas de interés agronémico ventajas adaptativas ante
diferentes condiciones de estrés, y por ende propiciar el incremento en la productividad de distintos
cultivos bajo ambientes diferentes.

Los invitamos a leer y a compartir con otros investigadores, estudiantes, trabajadores y publico en
general, esta edicién tan interesante de FRONTERA BIOTECNOLOGICA:

“LA TECNICA AL SERVICIO DE LA PATRIA”.

Dra. Martha Bibbins Martinez
Editor en jefe
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RESUMEN

La influenza A es una enfermedad respiratoria aguda que
ocasiona altas tasas de morbi-mortalidad en todo el mundo
e incluso ha generado importantes pandemias a lo largo
de la historia. En este articulo hacemos una revisién del
proceso fisiopatogénico de la enfermedad, resaltando la
participaciéon de la respuesta inmune innata, y como su
desregulacién puede provocar una “hipercitocinemia”,
con la subsecuente inflamacién exacerbada que conduce
a la muerte del paciente. Finalmente, revisamos el uso de
terapias inmunomoduladoras como la terapia coadyuvante
que disminuye la inflamacién, poniendo particular énfasis
el hiltonol, el tocilizumab y el DLE, siendo este ultimo una
opcién viable para combatir la infeccién viral.

Palabras clave: Influenza A, respuesta inmune innata,
citocinas, inflamacién, inmunomodulador.

ABSTRACT

Influenza A is an acute respiratory disease that cause high
morbidity and mortality rates worldwide and has generated
major pandemics through history. In this article, we review
the physiopathogenic process of the disease, emphasizing
the involvement of the innate immune response, and how
its deregulation can cause “hypercytocinemia”, with the
subsequent exacerbated inflammation, leading to the death
of patient. Finally, we review the use of immunomodulatory
therapies as an adjuvant therapy that decreases inflammation,
with emphasis on hiltonol, tocilizumab and DLE, the latter
being a viable option against influenza infection.

Key words: Influenza A, Innate Immune Response,
cytokines, inflammation, immunomodulatory
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Introduccion

Las afecciones respiratorias son un problema de salud
mundial, siendo las de mayor prevalencia las ocasionadas
por infecciones virales, especialmente las provocadas
por el virus de la influenza A. En México, las neumonias
provocadas por el virus de influenza ocuparon en el
presente ano el séptimo lugar como causa de mortalidad,
presentandose 9,298 muertes (INEGI 2016). De igual
manera, las enfermedades respiratorias agudas fueron
la primera causa de morbilidad con 2,295,692 casos en
el ano de 2014 (DGEPI 2014). Los virus de la influenza
A tienen la capacidad de ocasionar pandemias, como
las reportadas en 1918, 1957, 1968, y la mas reciente
en 2009 (Figura I).

Hemagglutinin
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B

Figura I. Estructura del virus de la Influenza A. (Tomada de CDC,
2009).

Este fenémeno ocurre debido a la alta variabilidad
genética, producto de la recombinacion de diversos
segmentos del genoma entre virus de influenza humanos
y virus de influenza de animales, lo que permite la
aparicion de nuevas cepas de mayor virulencia a las
cuales el sistema inmune del ser humano no ha estado
expuesto (Teijaro, 2015; Fukuyama y Kawaoka, 201 I).
Este hecho plantea un reto enorme para los sistemas
de salud, ya que es necesario tomar medidas sanitarias
estrictas para controlar la diseminacién de la infeccién,
particularmente en aquella poblaciéon con un sistema
inmunoldégico desregulado (Chowell et. al., 201 1).

La infeccién en humanos, clinicamente se manifiesta
por una inflamaciéon aguda en las vias respiratorias
cuyos sintomas son fiebre, dolor de cabeza y fatiga.
Usualmente estos sintomas mejoran después de 4 a
5 dias; sin embargo, en ocasiones se puede presentar
una respuesta inmune exacerbada que conlleva a la
aparicién de un sindrome respiratorio agudo que
compromete el funcionamiento pulmonar e incluso
puede provocar la muerte (Chowell et. al., 201 I). Estos
virus pertenecientes a la familia Orthomixoviridae

tienen un genoma viral de RNA de polaridad negativa,
compuesto de 8 segmentos, los cuales codifican |3
proteinas (Wrightet. al., 2013). Lainfluenza A se clasifica
en diferentes subtipos basados en las propiedades
antigénicas de 2 glicoproteinas, la hemaglutinina (HA) y
la neuraminidasa (NA) (Figura 2). La HA juega un papel
muy importante en el grado de patogenicidad de las
diferentes cepas virales, ya que ambas determinan la
capacidad del virus para infectar a sus células blanco.

“Gripe de Hong Kong™
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Figura 2. Pandemias que han ocasionado alta tasa de mortalidad en el
mundo, incluyendo la influenza A (Adaptado de WHO, 2015).

Por ejemplo, el virus de la influenza aviar H5N |, se une
al receptor acido sialico unido a la galactosa (Sia 2,3
Gal) presente en los neumocitos tipo |l de humano;
mientras que en el virus de influenza pandémica
humana A HINI 2009, ademas es capaz de unirse
también al Sia 2,6 Gal de las vias respiratorias altas,
incrementando la virulencia, provocando casos severos
y fatales (Fukuyama y Kawaoka, 201 1).

En contraparte, también existen factores del huésped
que condicionan la probable severidad de la infeccion.
Para comprender este hecho y como la desregulacion
del sistema inmune participa en la fisiopatologia de la
enfermedad, describimos a continuacién el papel del
sistema inmune durante la infeccién viral.

Participacion de los mecanismos de inmunidad
innata e inmunidad celular ante la infeccion del
virus de la influenza A. Una vez que el virus de
influenza A entra al hospedero, este se enfrenta con
barreras que forman parte de la inmunidad innata,
tales como los cilios del tracto respiratorio, los agentes
surfactantes y la produccién de mucosidad (Collado et.
al., 2008). Aunado a ello, los mecanismos moleculares
de inmunidad innata e inflamacién se activan para
limitar la infeccién viral; particularmente los receptores
de reconocimiento de patrones moleculares (PRRs),
como son los Receptores Toll Like (TLR "s); receptores
NLR y receptores tipo RIG o RLR que reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP “s)
que incluyen el RNA viral (Coates et. al., 2015;
Fukuyama y Kawaoka, 201 I).
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En las células epiteliales alveolares, el TLR7 reconoce el
RNA de cadena sencilla del virus y el TLR3 reconoce al
RNA de cadena doble durante la replicacién del mismo.
Ambas vias inducen la producciéon de interferén tipo |
(IFN-a y B), los cuales tienen funciones antiproliferativas,
inmunomoduladoras y antivirales (Fukuyama y Kawaoka,
2011) y por otro lado también inducen la produccién de
citocinas pro-inflamatorias, en particular las Interleucinas 6 y
12 (IL-6, IL-12) y el Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-o)
(Coates et al, 2015), por la activacion de factores de
transcripcién especificos. Los TLR 3 y 7 activan al factor de
transcripcién nuclear kappa B (NF«B) y sélo el TLR3 induce
la activacién del factor regulador de interferén 3 (IRF-3),
generando de esta forma una respuesta pro-inflamatoria
sostenida que promueve una respuesta celular que intentara
controlar y resolver la infeccién viral (Fukuyama y Kawaoka,
201 1). Un tipo de receptor intracelular es NLRP3, que se
encuentra en células respiratorias epiteliales, macréfagos
y células dendriticas, que detectan la invasién del virus de
influenza A. La activacién de NLRP3 conduce al ensamblaje
de una proteina multimérica compleja, denominada
inflamasoma, la cual activa a la caspasa |, que se requiere
para la maduracién proteolitica y la liberacién de citocinas
pro- inflamatorias como son la interleucina | B e Interleucina
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vez que se reconoce el ssRNA, el dominio helicasa de RIG-I
se enlaza al ATP, lo que facilita cambios conformacionales
que permiten la unién de los dominios de reclutamiento
y activacién de las caspasas por la proteina adaptadora
de senalizacién antiviral mitocondrial (MAVS). Las senales
generadas por la proteina adaptadora genera la produccién
de citocinas pro-inflamatorias y antivirales por la activacién
del NF-kB y los genes especificos estimulados por interferén
(ISGs) (Fan et. al., 2012).

Como podemos ver, toda esta compleja red de la respuesta
inflamatoria se activa cuando el sistema inmune de un
individuo detecta ciertos patrones moleculares del virus
de la influenza A, generando una respuesta inmune innata
coordinada (RIl), ya que activan factores de transcripcién
que activan vias de sefalizacién antiviral que combaten
la infeccion intracelular (Coates et. al, 2015). Hecho
que conlleva a la infiltracién de células efectoras como
son neutréfilos, macréfagos, células polimorfonucleares
y linfocitos T que en condiciones normales resolveran
la infeccién y disminuiran paulatinamente el proceso
inflamatorio al secretar interleucinas (IL-2, IL-4 e IL-10) e
IFN-y, para mantener la homeostasis del sistema inmune
respiratorio (Sarawar y Doherty, 1994). Finalmente, los
linfocitos B generan una respuesta especifica contra
el virus de la influenza A produciendo la memoria
inmunoldgica contra esta particular cepa viral a la que
fue expuesto el paciente.

Frecuentemente, dependiendo de la cepa viral y
particularmente de las caracteristicas inmunolégicas
del huésped, el virus de la influenza A logra evadir
la RIl, mediante la proteina no estructural NS| que
interfiere con la via de senalizaciéon del RIG-I; de esta
forma inhibe la produccién de interferén de tipo |
en células infectadas (Fukuyama y Kawaoka, 201 I),
evitando su destruccién. Al mismo tiempo el virus
de la influenza A se replica eficientemente e infecta a
varios tipos celulares como son las células epiteliales
respiratorias, los macréfagos alveolares y diversas
subpoblaciones de linfocitos T, ocasionando una
respuesta inmune desregulada y exacerbada en los
pulmones (Fan et. al., 2012; Collado et. al., 2008; Sun
et. al., 2009).

Figura 3. Vias de senalizacién de los PRR s involucrados en la respuesta

inmune ante la infeccién por el virus de la influenza A (Modificada de Coates et Derivada de

al., 2015).

18 (IL-1P e IL-18), como se observa en la figura 3 (Coates
et. al., 2015). Finalmente, el receptor de respuesta innata
denominado gen inducible por acido retinoico (RIG-I)
funciona como sensor citoplasmico del RNA viral de cadena
sencilla (ssRNA) que se genera después de la replicacién
viral y es crucial para la produccién de interferén tipo |
(IFN-I) en células epiteliales infectadas, células dendriticas
y macroéfagos alveolares (Fukuyama y Kawaoka, 201 1). Una

la activacion de diversas vias de
sefalizacién en estos tipos celulares, donde participan
varios factores de transcripcion entre los cuales destacan
IRF-3, IRF-7 y NFxB se ocasiona la hipercitocinemia o
“tormenta de citocinas”, que genera una inflamacién
exacerbada, la necrosis y la apoptosis del tejido pulmonar
(Collado et. al., 2008). Hecho que genera un choque séptico
del paciente y disfuncién organica multiple (Carrillo et al,
2012) e incluso la muerte (Fukuyama y Kawaoka, 201 1).
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El uso de inmunomoduladores como terapia
coadyuvante que modula larespuesta inflamatoria
exacerbada.

El estudio de mecanismos moleculares de
reconocimiento de los PAMP “s a través de los PRR s,
asi como su respuesta para mediar la infeccién viral a
través de la modulacién de la activaciéon de factores
de transcripcion y citocinas, ha permitido proponer
terapias inmunomoduladoras complementarias para
el tratamiento de casos severos provocados por virus
de la influenza A, como las que a continuacién se
mencionan (Kreijtz et. al., 201 I).

El farmaco Poly-ICLC (Hiltonol), un acido polinosinico-
policitidilico  estabilizado con  poly-L-lisina y
carboximetilcelulosa, es un RNA de doble cadena y un
potente agonista del TLR3 con una fuerte habilidad de
inducir IFN. Estudios preclinicos en ratén sugieren que
es seguro y ofrece un amplio espectro de proteccion
contralos virus de influenza Ay otros virus respiratorios,
incluyendo el virus sincicial respiratorio. Este farmaco
se presenta, como un antiviral seguro y de amplio
espectro, asi como un adyuvante de las vacunas (Nigel
et. al., 2012). Otra terapia moduladora del sistema
inmune es el tocilizumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado contra el receptor de IL-6 (Mori et al
2012). En pacientes pediatricos, el tociluzimab mostré
la disminucién de la inflamacién y la duraciéon de los
sintomas durante la infeccién por virus de la influenza
(Kawada et al, 201 3), sin embargo, en modelos animales
se ha observado que el abatimiento total del receptor
tiene efectos perjudiciales.

Hiltonol

“Hipercitocinemis*
11 16, TNR-G, RANTES

Tocilizumab Dart
N Do pulmonar Agudo

Figura 4. Terapia inmunomoduladora como coadyuvante y sus blancos
terapéuticos relacionados con la modulacién de la respuesta inflamatoria
exacerbada ocasionada por virus de la influenza A (Modificada de Nigel
et.al, 2012)
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Otra opcién factible de menor costo y de menores
efectos secundarios es el uso de un inmunomodulador
proveniente de un extracto dializable de leucocitos
(DLE) que contiene moléculas bioactivas menores a
|0 KDa con una actividad anti-inflamatoria importante
(Acosta et. al., 2016). Diversos estudios sugieren que el
inmunomodulador es efectivo en varias enfermedades
causadas por virus, parasitos, hongos y micobacterias
(Atanas Arnaudov & Zhivka Kostova, 2016).

Particularmente, en nuestro laboratorio estamos
evaluando el efecto profilactico del extracto en un
modelo murino de influenza AHIN | pandémica 2009,
observando que este modula la activacién del NF-kB
e incrementa la produccién de citocinas de respuesta
Thl y Th2, como son el IFN-y y la IL-4 e IL-10,
respectivamente. Sumado a ello, la terapia preventiva
evita el desarrollo de un proceso fibrético secundario,
el cual generalmente se deriva de la inflamacién severa
inducida por el virus pandémico, disminuyendo la
inflamacién crénica y conservando en mayor grado la
arquitectura del parénquima pulmonar (Pérez-Soto,
2013). Ademas, también hemos demostrado que
la administracion preventiva con el DLE modula la
produccién de citocinas pro-inflamatorias como es la
IL-1 e IL-6, y disminuye el reclutamiento de linfocitos
T, macréfagos y células polimorfonucleares en el
pulmén (Pérez-Soto, 2016). Actualmente estan siendo
estudiados por nuestro grupo de investigacion los
mecanismos moleculares que conducen al abatimiento
de la respuesta inflamatoria, hecho que nos permitira
proponer en un futuro préximo su uso como una terapia
coadyuvante para las terapias antivirales o vacunales
que controle y disminuya la reacciéon inmunolégica
exagerada y mal dirigida.
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Resumen

El desarrollo de la ingenieria genética a principios
de los 70’s revolucioné la industria biotecnolégica
al permitir la produccién de proteinas terapéuticas
en bacterias. Con el tiempo se han empleado otros
sistemas de expresién como levaduras, hibridomas,
células de insecto y mamifero, animales transgénicos y
plantas transgénicas. Esta evolucion en los sistemas de
expresion se ha reflejado en la cantidad de productos
farmacéuticos (650), aprobados y comercializados
hasta el 2015, para el tratamiento de diversas
enfermedades humanas. Sin embargo, cada sistema
de expresion presenta sus ventajas y desventajas en
términos de cantidad y calidad del producto, asi como
en la especificidad, la bioseguridad y el costo. Aunque
aun no existen en el mercado productos derivados
de las plantas para su aplicacién en humanos, varios

productos estan siendo evaluados en pruebas clinicas
para su posterior aprobacién y liberaciéon. Dentro de
las plantas, los musgos presentan varias ventajas como
sistemas de expresién para la produccién de proteinas
de interés terapéutico. En particular, Physcomitrella
patens es un excelente sistema para la produccion
de glicoproteinas, principalmente porque se han
adecuado sus vias de glicosilacién asemejandolas a
las humanas para producir proteinas de uso humano.
Esta caracteristica es de gran relevancia debido a que
el 70% de los productos liberados al mercado son
glicoproteinas. En conjunto, P patens es un nuevo y
excelente sistema para la expresion de proteinas,
no solo de interés farmacéutico, sino para otras
aplicaciones como la bio-remediacién.

Palabras clave: biofarmacéuticos, proteina, plantas,
musgos, Physcomitrella
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Abstract

The development of genetic engineering in the early
70’s revolutionized the biotech industry by allowing
the production of therapeutic proteins in bacteria.
Other expression systems such as yeast, hybridomas,
insect and mammalian cells, transgenic animals and
transgenic plants have been used over time. This
evolution in expression systems has been reflected
in the number of pharmaceuticals approved and
marketed for the treatment of various human diseases
until 2015 (650). However, each expression system
presents its advantages and disadvantages in terms
of quantity and quality of the product, as well as
specificity, biosecurity and cost. Although there are not
yet plant-based products available for use in humans,

several products are being evaluated in clinical trials for
further approval and release. Among plants, mosses
have several advantages as expression systems to
produce proteins of therapeutic interest. Particularly, P
patens is an excellent system to produce glycoproteins,
mainly because the moss glycosylation pathways have
been modified mimicking the human ones to produce
proteins for human usage. This feature is of great
relevance because 70% of the products released to the
market are glycoproteins. Together, P patens is a new
and excellent system for protein expression, not only
of pharmaceutical interest, but for other applications
such as bio-remediation.

Keywords: biopharmaceuticals, protein, plants, moss,
Physcomitrella
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Las enfermedades humanas resultan de la funcién
anormal de las proteinas

El cuerpo humano estd compuesto por 37 trillones
de células y cada una de ellas sigue un programa de
crecimiento y desarrollo coordinado en tiempo y
espacio (Bianconi et al., 2013). Mas importante aun, la
coordinacién del crecimiento y desarrollo de cada una
de ellas esta dictada por la informacién contenida en
el genoma (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004). El producto final de la informacion
que se encuentra cifrado en la secuencia del genoma
son las proteinas, las cuales representan la mano de
obra celular y juegan un papel crucial para el buen
funcionamiento de las células (Figura |). Aunque el
genoma humano posee solo 21,000 genes que codifican
para proteinas, se estima que una célula humana tipica
contiene alrededor de 100,000 proteinas diferentes
(Kim et al., 2014; Savage, 2015). Esto se debe a que las
proteinas, una vez producidas, pueden ser “decoradas”
con diversas modificaciones denominadas “post-
traduccionales” para su correcta funcién y/o localizacién
dentro de la célula (Jensen, 2004). La vasta mayoria
de las proteinas experimentan modificaciones post-
traduccionales, tales como fosforilacién, glicosilacién,
ubiquitinacién, nitrosilaciéon, metilacién, ribosilacion,
acetilacion, sumoilacién, lipidacién, y procesamiento
proteolitico, asi como modificaciones no enzimaticas
(Figura 1).
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Figura |. Representaciéon esquematica de una célula y la importancia de
las proteinas para su correcto funcionamiento. a) Una célula humana
tipica se compone de varios compartimentos. Toda la informacién
genética (genoma) se almacena en el nicleo en forma de cromosomas
(imagen tomada y modificada de es.dreamstime.com). b) La informacién
del genoma se traduce a proteinas, las cuales pueden ser decoradas con
varias modificaciones. Tales modificaciones son importantes para las
diversas funciones que las proteinas llevan a cabo dentro de las células
como, estructural, regulacién, catalitica o de sefalizacién.

La glicosilacion, por ejemplo, es importante para
una correcta bio-actividad, estabilidad y solubilidad
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de la proteina. En resumen, cualquier alteracion
de las proteinas, ya sea la ausencia, el exceso o una
decoracién errénea, conduce a una disfuncién que a
menudo resulta en una enfermedad (Hingorani, 1998).

Proteinas recombinantes: éQué son? ¢Coémo se
producen? y iPara quée sirven?

Debido a que la terapia génica aun esta en desarrollo
y no es posible por el momento reemplazar los genes
defectuosos que producen proteinas no funcionales, la
soluciéon que se ha implementado es el suministro de
la “proteina funcional” al paciente de manera exégena
y periédica. Tradicionalmente, la solucién implicaba
extraer la proteina de interés a partir de una especie
animal relacionada al humano y posteriormente
suministrarle al paciente para contrarrestar la
enfermedad en cuestiéon (Deckert et al., 1974; Scott,
1912).

Afortunadamente, el desarrollo de laingenieria genética
permitié producir proteinas humanas funcionales en
microorganismos, al convertirlas en fabricas bioldgicas
mediante la manipulacién genética (Berg et al., 2002).
El término proteina recombinante significa que la
proteina ha sido modificada y, por lo tanto, desempena
una funcién superior a la proteina humana nativa. Es
el caso de la insulina para las personas que padecen
diabetes, la cual es producida en bacterias (Vajo et al.,
2001). Una de las ventajas de los microorganismos
es que requieren de nutrientes simples para crecer
y se multiplican en grandes cantidades en un tiempo
muy corto. La bacteria Escherichia coli y la levadura
Saccharomyces cerevisiae fueron los que dominaron el
mercado de la produccién de proteinas recombinantes
en las primeras décadas de la biotecnologia (Demain y
Vaishnayv, 2009; Ferrer-Miralles y Villaverde, 201 3).

Las ventajas de producir una proteina como proteina
recombinante son varias; principalmente:

* Obtener grandes cantidades de proteinas humanas
o de cualquier origen en organismos facilmente
cultivables.

* Se obtienen productos libres de patégenos y otros
riesgos potenciales.

* La ingenieria genética permite modificar al azar o
de manera dirigida los genes, creando asi variantes de
proteinas con nuevas propiedades que no existen en la
naturaleza.
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La produccién de proteinas
recombinantes empezé a desarrollarse
hace mas de 35 anos. Durante este tiempo
se han utilizado diversos organismos
como sistemas de expresién para
producir proteinas recombinantes tales
como, bacterias, levaduras, hibridomas,
células de insecto y mamifero, animales
transgénicos y plantas transgénicas (Tabla
). A pesar de la diversidad de los sistemas
de expresion, las bacterias, las levaduras,
los hibridomas y las células de mamifero,

Nimero de productos
o ~ w
3 8 8

o

han dominado el mercado al producir el
98% de las proteinas recombinantes (Figura
2) (Ferrer-Miralles et al., 2009). Hasta el
2015, 650 productos farmacéuticos habfan

39%

29.8%
u Problemas metabélicos
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Figura 2. Sistemas de expresion de proteinas recombinantes y areas en las que
se aplican. a) Los sistemas de expresién predominantemente usados para la
expresion de proteinas terapéuticas son: la bacteria Escherichia coli, la levadura
Saccharomyces cerevisiae, los hibridomas y las células de mamifero. b) Areas en
las que se aplican las proteinas recombinantes. Los problemas metabdlicos, los
problemas hematoldgicos y el cancer, son las areas donde mas se aplican. Figuras
modificadas de Ferrer-Miralles et al., 2009 y Sanchez-Garcia et al., 2016.

# Problemas hematoldgicos

» Enfermedades infecciosas

sido aprobados y comercializados en todo
el mundo para el tratamiento de diversas
enfermedades humanas, y otras 1300 proteinas se
encuentran en desarrollo (Sanchez-Garcia et al,
2016). Entre las enfermedades mas importantes que
se han atacado mediante proteinas recombinantes se
encuentran los desérdenes metabdlicos, los desérdenes
hematoldgicos y el cancer (Figura 2). Solo en el 2014,
las proteinas recombinantes representaron ganancias
por 52.75 billones de délares (Sanchez-Garcia et al.,
2016).

Produccion de proteinas recombinantes en
plantas

Mientras que los sistemas de expresion microbianos
son de facil manejo y tienen altos rendimientos, las
proteinas recombinantes producidas en estos sistemas
no sufren las modificaciones correctas para una funcién
apropiada. Por lo tanto, las células de mamifero son
las predilectas cuando se trata de producir proteinas
recombinantes que dependen de las modificaciones
post-traduccionales para su correcta funcién (Tabla I).

Las plantas por su parte, combinan las ventajas de
ambos sistemas; es decir, de microorganismos y
células de mamifero. Las plantas sintetizan proteinas
complejas, ya que poseen la misma maquinaria que
los seres humanos para el correcto plegamiento y
modificacion de las proteinas (Zhao, 2007). Otro
punto importante es que las plantas no representan
un riesgo de contaminacién por agentes infecciosos, ya
que las enfermedades de plantas no afectan a los seres
humanos. Finalmente, el cultivo de plantas permite la
produccién a gran escala de proteinas farmacéuticas
con un bajo costo de produccién. A pesar de las
ventajas descritas, las variaciones e inconsistencias en
el crecimiento dependiendo del suelo y las condiciones
climaticas son las principales desventajas que limitan
el auge de las plantas como sistemas alternativos de
expresién de proteinas recombinantes (Moshelion y
Altman, 2015; Thomas et al., 201 1).

Tabla |. Comparacién de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Sistema Costo

Tiempo de
produccién

Capacidad de
produccién a
gran escala

Manipulacién
genética

Calidad del
producto

Modificacion
post-
traduccional:

Riesgo de
contaminacion

glicosilacion

Bacterias Bajo Corto Alta Muy alta Ausente Intermedia Endotoxinas
Levaduras Medio Medio Alta Alta Incorrecta Intermedia Muy bajo
Células de Alto Largo Muy baja Baja Correcta Muy buena = Virus y priones
mamifero

Animales Alto Muy largo Baja Muy baja Correcta Muy buena Virus y priones
Plantas Muy bajo  Largo Muy alta Muy baja Correcta® Buena Muy bajo
superiores

Plantas Muy bajo  Medio Muy alta Alta Correcta® Muy buena Muy bajo
inferiores

(musgos)

*Glicosilacion correcta después de una manipulacion genética del sistema.

\W



o

- — e —— = /) ") .

_____ e
Sin embargo, estas limitantes podrian eliminarse con
el crecimiento controlado en invernaderos, o con el
cultivo de células o tejidos vegetales en el laboratorio.

Actualmente, la planta del tabaco (Nicotiana tabacum)
es el modelo mas usado para la produccién de proteinas
recombinantes (Tabla 2). La preferencia por la planta
de tabaco como sistema de expresion se debe a que
es posible insertar genes foraneos usando la bacteria
Agrobacterium tumefaciens. Ademas, la produccién
a gran escala de plantas de tabaco puede generar
70 toneladas métricas de biomasa por hectarea.
Asumiendo que los niveles de produccién en laboratorio
sean constantes, por cada |70 toneladas de material
vegetal, 100 toneladas corresponderan a hojas. Por
lo tanto, una hectarea puede producir hasta 50 Kg de
inmunoglobulina IgA o 100 Kg de Glucocerebrosidasa
recombinante (Cramer et al., 1996).

A pesar de que no se han liberado al mercado
proteinas recombinantes producidas en plantas
para su uso en seres humanos, existen actualmente
muchos productos que estan en desarrollo o en fase
de pruebas clinicas para su posterior aprobacién y
liberaciéon al mercado (Tabla 2) (Ghag et al., 2016).
Es importante resaltar que, en el area de plantas, las
que dominan hasta ahora son las plantas denominadas
como superiores (Tabla 2). Aunque se han adoptado
una serie de estrategias para producir proteinas
recombinantes en altas cantidades en los sistemas
vegetales, una de las principales limitaciones es la dificil
tarea de modificar a las plantas superiores para que

produzcan proteinas recombinantes con las apropiadas
modificaciones post-traduccionales. Esto se debe a
que la eliminacién o el reemplazo de genes de manera
dirigida aun no es posible en plantas superiores, pero ya
estan emergiendo nuevas tecnologias moleculares que
eliminaran esta limitante en un futuro cercano (Voytas,
2013). Por ahora, lainsercién del gen que esta destinado
a producir la proteina recombinante (transgén) no es
dirigida y, por lo tanto, el sitio de insercién dentro del
genoma de la planta causa una variacién en los niveles
de produccion de la proteina de interés. Finalmente, la
generacion de plantas transgénicas para producir una
proteina recombinante toma de meses a afnos.

Los musgos como una plataforma emergente en
la produccion de proteinas recombinantes

Uno de los sistemas vegetales que esta emergiendo
como una excelente plataforma para la produccién de
proteinas recombinantes es P patens, un musgo que
se clasifica dentro de las plantas inferiores (Rensing
et al., 2008). P patens presenta varias ventajas como
sistema de expresién, tales como, ciclo de vida corto,
nutrientes simples para crecer, insercién dirigida
del transgén, glicosilacion de proteinas igual que
las proteinas humanas, condiciones establecidas en
reactor para volimenes mayores a |00 litros, y lo
mas importante, secreta la proteina recombinante al
medio, lo que facilita mucho su purificacién (Decker et
al., 2014; Decker y Reski, 2008; Decker y Reski, 2012;
Hohe et al., 2004; Reski et al., 2015; Reski, 1998).




Tabla 2. Proteinas recombinantes producidas en sistemas vegetales que se encuentran en fase de prueba.

Referencias*

PREVAIL Il Writing
Group, Multi-
National PREVAIL
Il Study Team
2016

Ma et al., 1998

Ghag et al., 2016

Ma et al., 2015

Yusibov et al.,
2011

Landry et al., 2010
Landry et al., 2014

Chichester et al.,
2012

Shoji et al., 2015;

Cummings et al.,
2014

Mamedov et al.,
2016
Jones et al., 2013

Tacket et al., 1998
Tacket et al., 2004

Tacket et al., 2004
Fischer et al., 2012

Thanavala et al.,
2005

Yusibov et al.,
2002

Tabayashi. y
Matsumura, 2014

Shaaltiel et al.,
2007

Cox et al., 2006

Proteina Enfermedades Sistema Estatus Compaiiia
vegetal
ZMapp Ebola Tabaco Comercializado Mapp
como farmaco Biopharmaceutical,
intravenoso Inc.
Anticuerpo CaroRx Caries dental Tabaco Comercializado Planet Biotechnology,
(lgG-lgA) como farmaco de Inc.
uso topico
Cocktail de Herpes y SIDA Tabaco Ensayos clinicos Mapp
anticuerpos MAPP66 de fase | Biopharmaceutical,
Inc.
Anticuerpo 2G12 SIDA Tabaco Ensayos clinicos Pharma-Planta
de fase |
Hemaglutinina y Enfermedad de Tabaco Ensayos clinicos Dow AgroSciences
Neuraminidasa aviar Newcastle aviar
Hemaglutinina (HA) Influenza viral Tabaco Ensayos clinicos Medicago Inc.
cepa H5N1y de fase Il para HA
H1N1 de H5N1 y de
fase | para HA de
H1NA1
HAI-05 Influenza viral Tabaco Ensayos clinicos Fraunhofer USA,
H5N1 de fase | Center for Molecular
Biotechnology
HAC1 Influenza viral Tabaco Ensayos clinicos Fraunhofer USA
H1NA1 de fase | Center for Molecular
Biotechnology; Walter
Reed Army Institute of
Research
Antigeno protector Antrax Tabaco Ensayos clinicos Fraunhofer USA
recombinante (rPA) de fase | Center for Molecular
Biotechnology
Pfs25-VLP Malaria Tabaco Ensayos clinicos Fraunhofer USA
de fase | Center for Molecular
Biotechnology
Subunidad B de la Diarrea por E. Papay Ensayos clinicos University of Maryland
enterotoxina sensible  coli maiz de fase | School of Medicine
al calor enterotoxigénica
(ETEC)
Proteina mayor de la Enfermedad de Papa Ensayos clinicos VAXX Inc.
capside (NoroVAXX) Norwalk de fase |
(gastroenteritis
por el virus
Norwalk)
HBsAg Hepatitis B Papay Ensayos clinicos Department of
lechuga de fase | Immunology, Roswell
Park Cancer Institute
Glicoproteina (GP) y Rabia Espinaca Ensayos pre- Biotechnology
Nucleoproteina (NP) clinicos con Foundation
humanos Laboratories at
Thomas Jefferson
University
Interferon o (IFNw) Enfermedad Fresas Comercializado AIST
canino periodontal como farmaco
canina oral
Taliglucerasa o Enfermedad de Zanahoria  Comercializado Protalix
(ELELYSO) Gaucher tipo 1 como farmaco Biotherapeutics y
intravenoso Pfizer
Anticuerpo BLX-301 Linfoma de Lenteja Ensayos clinicos Biolex Inc.
células B no de agua de fase |
Hodgkin y Artritis
reumatoide

Las referencias citadas se encuentran en Ghag et al., 2016.
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Una de las principales preocupaciones al usar plantas
transgénicas superiores es la dispersién del transgén
al ecosistema por medio del polen. Aunque P patens
produce esporas, la posibilidad de que estas se dispersen
se elimina al cultivarlo en instalaciones contenidas
(reactores), lo que al mismo tiempo permite controlar
las condiciones para optimizar la produccién de la
proteina recombinante (Decker y Reski, 2007).

Aunque hasta el momento solo se han producido pocas
proteinas recombinantes en P patens, las proteinas
que se han producido en las plantas superiores (Tabla
2) podrian producirse facilmente en Physcomitrella.
Dentro de las proteinas recombinantes que se han
producido en Physcomitrella se encuentra el factor
de crecimiento endotelial (VEGF), la Eritropoyetina
(EPO), los epitopes de las glicoproteinas gp120 y gp41
del HIV, la inmunoglobulina 1gG, asi como el primer
producto comercializado para su uso en investigacion,
el factor de crecimiento queratinocitico (KGF) (Baur
et al., 2005; Kircheis et al.,, 2012; Niederkriiger et
al., 2014; Orellana-Escobedo et al., 2015;

Parsons et al., 2012). a

Es importante resaltar que ademas de
las proteinas recombinantes descritas
anteriormente, tres proteinas recombinantes
producidas en Physcomitrella se encuentran
en fase pre-clinicaolafase | de pruebas clinicas.
Se trata del Factor H, la Glucocerebrosidasa
y la Alfa-Galactosidasa (Figura 3). El Factor
H es una proteina recombinante que se

planea usar para el tratamiento del Sindrome )

)):>

donde se agregan azucares a la proteina. La versién
modificada de P patens para el proceso de glicosilacién
ha permitido la produccién de la Glucocerebrosidasa
funcionalmente activa y se encuentra en fase de prueba
pre-clinica (Niederkriiger et al., 2014). Finalmente, la
Alfa-Galactosidasa, al igual que la Glucocerebrosidasa,
necesita de la glicosilacién apropiada para su correcta
funcién. P patens glicosila apropiadamente a la Alfa-
Galactosidasa y de hecho ya se encuentra en la fase
| de prueba clinica (Meng et al., 2016; Shen et al,
2015). Esta proteina recombinante esta destinada a
curar la enfermedad de Fabry. La enfermedad de Fabry
es causada por la funcién disminuida o ausente de la
Alfa-Galactosidasa, lo que provoca la acumulacién de
una sustancia llamada ceramida trihexosido (Desnick
et al.,, 2003). La acumulacién de esta sustancia se da
principalmente en las células del musculo liso y causa un
dolor insoportable. Por lo tanto, el suministro de la Alfa-
Galactosidasa producida en Physcomitrella contribuira
a disminuir los niveles de la ceramida trihexosido en las
personas que padecen esta enfermedad.

Gametéforo

Espora

Protonema

Proteinas recombinantes producidas en P. patens que se comercializan o estan en fase de prueba.

Urémico Hemolitico (SUH), una enfermedad

Proteina

Enfermedad Estatus Compaiiia

Factor de crecimiento queratinocitico

Efisema Comercializado

genética que afecta a 6rganos vitales como

Factor H

Sindrome Urémico Hemolitico | Pre-clinica Greenovation*

Glucocerebrosidasa

Enfermedad de Gaucher Pre-clinica

el rindén, el corazén y el cerebro (Siegler

Alfa-Galactosidasa

Enfermedad de Fabry Clinica (Fase )

y Oakes, 2005). ElI Factor H producido

en Physcomitrella compensara la ausencia
de funcién de esta proteina en las personas
que padezcan esta enfermedad y ayudard a
mejorar la calidad de vida de los pacientes
(Buettner-Mainik et al., 201 1). Por otro lado,
la  Glucocerebrosidasa tiene el propésito
de curar la enfermedad de Gaucher, una
afeccién genética que es causada por la acumulacion
de sustancias grasosas en el bazo, higado, pulmones,
huesos y, a veces, en el cerebro, debido a la falta de
la enzima Glucocerebrosidasa (Grabowski, 2008). A
diferencia del Factor H, para una funcién apropiada de
la Glucocerebrosidasa es necesaria la glicosilacién de la
proteina; es decir, una modificaciéon post-traduccional

*Compafifa Alemana: http://www.greenovation.com/
Figura 3. P. patens como sistema de expresion de proteinas recombinantes.

a) P patens tiene un ciclo de vida corto que inicia con la germinacién de una espora.
De la germinacién de la espora se forma un tejido llamado protonema que esta
compuesto de un filamento de células que se ramifica. Finalmente, se forma
el gametéforo, del cual se formas esporas y empieza de nuevo el ciclo (Figura
modificada de http://2013.igem.org/Team:TU-Munich/Project/Physcomitrella). b)
Varias proteinas recombinantes se han producido en P patens. Algunas estan en
fase de pruebas clinicas, mientras que otras ya se comercializan.

A pesar de que P patens aparecié en escena hace muy
poco tiempo como una alternativa para la expresion de
proteinas recombinantes, todo parece indicar que, de
seguir la tendencia actual, las proteinas recombinantes
provenientes de este musgo seran los primeros
productos derivados de plantas que seran aprobados
para su uso en seres humanos.
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Futuras aplicaciones de P patens como sistema de
expresion

Por todas las ventajas que posee P patens, se anticipa
que en el futuro se utilice como la plataforma predilecta
para la produccién de vacunas (Rybicki, 2014). En
particular, vacunas especificas contra los diversos tipos
de virus de la Influenza serian de gran importancia para
contener epidemias como la ocasionada en México
por la HINI en el 2009 (Fineberg, 2014). Ademas,
se anticipa que, en los siguientes anos, P patens sea
utilizado para procesos de bio-remediacién, ya que
recientemente se establecié un sistema adecuado
para la expresion de proteinas destinadas a degradar
contaminantes (Morath et al., 2014).
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Resumen

El cancer de préstata (CaP), es una de las neoplasias con
las mayores tasas de incidencia y mortalidad en México
y en todo el mundo. Es una enfermedad heterogénea
en la cual se ha evidenciado que la modulacién genética
desempena un rol primordial. Recientemente, se ha
sugerido que los microRNAs (miRNAS) tienen un
papel fundamental en la evolucién de esta patologia.
Los miRNAs son RNAs no codificantes, que inhiben
la expresién génica de una gran variedad de genes.
Diversos trabajos, sugieren que los miRNAs son
regulados por algunas oncoproteinas virales como las
del Virus del Papiloma Humano (VPH). La inflamacién
croénicay persistente resultado de la infeccién por VPH
puede ser un factor importante para el desarrollo de
la carcinogénesis de la glandula prostatica. Por lo que
en esta revisiéon nos enfocamos a mostrar diversas
evidencias que documentan la modulacién de la
expresion génica efectuada por miRNAs en CaP asi
como la posible regulaciéon de estos miRNAs por las
proteinas virales del VPH.

Abstract

Prostate Cancer (PCa) isaneoplasiawith the high rates of
incidence and mortality worldwide. Itisaheterogeneous
disease, where it has been demonstrated that genetic
modulation has a fundamental role. Recently, it has
been suggested that microRNAs (miRNAs) display a
fundamental role in the evolution of this pathology.
The miRNAs are non-coding RNAs that inhibit the
genetic expression of a variety of genes. Several works,
suggest that miRNAs are regulated by some virus, such
as the Human Papilloma Virus (HPV). Chronic and
persistent inflammation due HPV infection could be an
important factor for the development of prostatic gland
carcinogenesis. In this review, we focus our efforts
to show different evidences about the modulation of
gene expression in PCa made by miRNAs as well as
the possible regulation of these miRNAs by HPV viral
proteins.

Palabras clave: miRNAs, Cancer de Préstata, VPH.
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Introduccion

El cancer de préstata (CaP), es una de las neoplasias
con las mayores tasas de incidencia y mortalidad en el
mundo. Constituye la segunda neoplasia mas frecuente
en el hombre a nivel mundial y ocupa el quinto lugar en
mortalidady el segundo enincidencia. En México, esuno
de los principales problemas de salud publica, que afecta
a la poblacién masculina adulta ocupando los primeros
lugares en cuanto a mortalidad e incidencia (Ferlay, et
al, 2015). El cancer es una enfermedad heterogénea,
en la cual se han evidenciado alteraciones moleculares
como la inestabilidad cromosomal, el silenciamiento
epigenético y la modulacién genética, la cual consiste
primordialmente en la pérdida de la capacidad para
controlar la proliferacién, la diferenciaciéon y la muerte
celular (Sun, et al, 2015).

En afios recientes se ha determinado que los
microRNAs (miRNAs) tienen un papel fundamental en
la modulacién de la expresién genética de la glandula
prostatica. Los miRNAs son RNAs no codificantes, con
tamano aproximado de 22 nucleétidos, que inhiben la
expresién génica a nivel post-transcripcional uniéndose
por complementariedad a un mRNA. Los miRNAs
fueron identificados por primera vez en Caenorhabditis
elegans (Lee, et al, 1993).

La primera evidencia de miRNAs en la transformacién
tumoral fue descrita por la disminuciéon de expresion
de miRNA-I5 y miRNA-16-1 en leucemias (Calin,
et al, 2002), posteriormente diversos estudios han
reportado cambios de expresion de miRNAs en
diferentes tipos de cancer, incluyendo el de proéstata
(Porkka, et al, 2007; Volinia et al, 2005). Actualmente
en CaP se han reportado evidencias que sugieren que
ciertos perfiles de expresion de miRNAs son (tiles
tanto como biomarcadores de diagnéstico para su
deteccién y clasificacién (Sapre and Selth, 2013; Yin,
et al, 2016), como para su pronéstico (Lo, et al, 2013)
y terapia. Adicionalmente, se ha descrito un papel
importante de la modulacién genética de los miRNAs
por algunas oncoproteinas virales tales como las del
Virus del Papiloma Humano (VPH), por ejemplo, en
cancer cervicouterino y orofaringeo (Ben, et al, 2015;
Mirghani, et al, 2015).

Un meta-andlisis realizado por Yang et al. (2015) ha
evidenciado una correlacién importante y significativa
del VPH como factor de riesgo para el desarrollo y
progresion del CaP. De igual manera, otros estudios
han dado evidencia de la asociacién entre prostatitis
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y CaP (Dennis and Dawson, 2002; Jiang, et al, 2012),
sugiriendo que la inflamacién resultado de la infeccién
puede ser un mecanismo importante para el inicio
del desarrollo de la carcinogénesis. Otros autores
han descrito que las oncoproteinas virales inducen
modificaciones de las rutas celulares que promueven
tumorigénesis, debido a la desregulacion continua
del sistema inmune y al microambiente inflamatorio
creado por células inflamatorias, asi como por una
gran variedad de mediadores que incluyen citocinas,
quimiocinas, enzimas, entre otros (Chiantore, et al,
2016; Coussens and Werb, 2002). En adicién, un gran
nimero de miRNAs involucrados en la regulacién de la
inflamacién han sido reconocidos como moduladores
en el desarrollo del cancer y en su progresién (Williams
et al, 2008).

miRNAs en CaP

Los primeros perfiles de expresién de los miRNAs
asociados a CaP fueron realizados por Porkka et al. en
el 2005. Actualmente, diversos estudios han descrito
numerosos MiRNAs que participan en el inicio y
evolucién CaP, pero principalmente se ha identificado la
desregulacién de los miR-15, miR-16, miR-34a, miR-143
y miR-145, los cuales presentan una disminucién en su
expresion; y de los miR-221, miR-222, miR-106a, miR-
375 y miR-21, que se encuentran sobre-expresados
en esta neoplasia (Lo, et al, 2013). Los miR-15 y miR-
|6 participan en el control de la proliferacién celular,
la supervivencia y la invasion y se expresan como un
clister de miRNAs (Zheng and Wang, 201 1). Estos
miRNAs se encuentran principalmente asociados a la
progresién del cancer y la disminucién en su expresién
se haencontrado en el 80% de las neoplasias prostaticas
(Jackson, et al, 2014).

Por otra parte, la expresiéon de miR-34a participa en la
induccién del arresto del ciclo celular en la fase G1, la
apoptosis y lasenescencia (Duan, etal, 2015); asimismo,
inhibe las caracteristicas de las células madre en el
carcinoma, la regeneracion del tumor y la metastasis
de las células (Li, et al, 2015). Lo que sugiere que este
miRNA puede ejercer su funcién en diferentes etapas
de la progresién del CaP (Lo, etal, 2013). Con respecto
a miR-143 y miR-145, pueden actuar suprimiendo la
proliferacion, invasion / metastasis del tumor en la
glandula prostatica y en metastasis 6seas derivadas del
CaP donde se han encontrado niveles de expresién
reducidos (Goto, et al, 2015).
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La sobreexpresién de miR-221/miR-222 se
CaP y esta
los fenotipos de Carcinoma
resistente a la castracion metastasico. De la misma
manera, se ha observado una correlacién inversa entre
la expresién de miR-221 / miR-222 y p27%¢' en CaP
primario y varios estudios demostraron que estos
miRNAs pueden regular la sobre-expresién de Skp2, la
ciclina Ay la ciclina DI al inhibir a p27¢?', dando lugar a
la progresién del ciclo celular de la fase G1 a S (le Sage,

encontrado frecuentemente en el
correlacionada con

et al, 2007).

Ademas se ha demostrado que miR-106a, se
encuentra altamente expresado en la hiperplasia
benigna prostatica y en el carcinoma prostatico
de bajo grado (Endzelins, et al, 2016). En el caso
de miR-375, se han encontrado altos niveles de
expresion en pacientes con mayor puntuacion de
Gleason y un estadio patolégico mas avanzado,
asi como en metastasis de los ganglios linfaticos
regionales (Costa-Pinheiro, et al, 2015).

Posible modulacién de miRNAs por VPH

Como en otros procesos tumorales, se ha
documentado que muchos virus humanos
intervienen en la desregulacién génica durante
el proceso oncogénico y de igual manera se ha
reportado que diversos virus como el del VPH
producen sus propios miRNAs virales; por ejemplo,
varios estudios han reportado que la regulacién de
algunas proteinas virales del VPH, esta relacionada
con la expresién celular de diversos miRNAs,
algunos de los cuales son coincidentes con los
ejemplificados anteriormente para el CaP (Pillai,
2012), tal y como se muestra en la figura I.

Por un lado, en el cancer cervicouterino se ha
encontrado que la expresién de miR-15a y miR-
|6-1 esta elevada lo que podria atribuirse a la
oncoproteina viral E7, que media la degradacién
del gen supresor de tumores pRB (Wang, et al,
2014) .

En el caso de miR-34a se ha visto que esta regulado
transcripcionalmente por el gen supresor tumoral
p53, que se une y activa el promotor del gen
que codifica el miRNA y la oncoproteina E6 de
VPH, lo que conduce al aumento de la expresion

Infeccion

D))

ha

la supervivencia y la migracion en los carcinomas
asociados a la infeccién por VPH (Ribeiro, et al, 2015).

Los niveles de expresién de miR-143 se encuentran
también disminuidos debido a la regulacién por las
oncoproteinas E7 y E2, lo que ademas aumenta los
niveles de proteina de Bcl-2 (Gémez-Goémez, et al,
2016). En cuanto a miR- 145, la reduccién en los niveles
expresion también esta mediada por E7 que puede
suprimir la actividad de varios supresores de tumores
celulares.

miR-15-a/miR-16-1

miR-143/miR-145

PIA PIN

Adenocarci

miR-221/miR-222
miR-106a

miR-15a
miR-16-1

miR-15a

miR-16-1

miR-143

miR-145 miR-15a
miR-21 miR-16-1
—>» miR-143

Figura 1. Modulacion de proteinas virales en la expresion de miRNAs
y cancer de proéstata. A. Se esquematizan los principales miRNAs que
muestran una baja expresion (azul) y alta expresiéon (rojo) en la progresion
del CaP, desde PIA (atrofia inflamatoria proliferativa), PIN (neoplasia
intraepitelial prostatica) hasta el desarrollo de un carcinoma metastasico.
Actualmente, con base a diversas evidencias se ha propuesto que hay una
relacién entre la activacién de la respuesta inflamatoria debido a la infeccién
por VPH (flecha roja) y el desarrollo del CaP B. Se representa la posible
regulacion de los miRNAs que participan en la infeccién por VPH los cuales
se encuentran principalmente desregulados por las oncoproteinas virales E6,
E7 y E2, permitiendo la transformacién maligna ya que desregulan diferentes
procesos biolégicos, primordialmente aquellos relacionados con el ciclo celular.

de mdltiples genes, que son el blanco de miR-34a (J.
Chen and Zhao, 2015).La regulacién positiva de estos
genes aumenta la proliferacién de células neoplasicas,
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A su vez, se ha encontrado que el clister de los
miRNAs, miR-221/miR-222 presentan una sobre-
expresién en carcinomas asociados con el VPH no
solo de carcinoma cervical (Chiantore et al,2016), sino
también de carcinoma oral y oro-faringeo de células
escamosas, en donde se ha encontrado una regulacién
de estos miRNAs directamente por la oncoproteina E6
(Salazar, et al, 2014).

El miR-106a se ha evidenciado que esta también
regulado por p53, esta proteina se une al promotor del
miRNA e induce su represion, por lo que se infiere que
miR-106a ademas de estar regulado por p53 también
esta afectado directamente por la oncoproteina E6 del
VPH (Diaz-Gonzalez, et al, 2015). Para el caso del miR-
375, se ha observado que presenta un aumento en su
expresion y esta desregulacion se ha localizado a nivel
epigenético, debido a la hipermetilacién de su promotor
en células de cancer de cuello uterino, mediada por
la proteina viral E6 de VPH (Song et al,2015). Por
altimo miRNA-21, se ha encontrado sobre-expresado
diferencialmente en lesiones positivas a VPH que
presentaron un mayor nivel de la oncoproteina E6
(Zheng and Wang,201 I).

Conclusiones

En resumen, existe una fuerte evidencia que sugiere
que estos miRNAs se pueden encontrar modulados
por el VPH, lo que apunta fuertemente a que ademas
de participar en la evolucién y progresiéon del CaP,
se podrian proponer como nuevos biomarcadores
tempranos que permitan definir si la modulacién de la
infeccién por el VPH, correlaciona con el desarrollo y
evolucién del CaP
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I. Resumen

Las plantas estan expuestas continuamente a estimulos
ambientales que influyen en su desarrollo, su rendimiento
y su productividad. Las plantas han desarrollado diferentes
estrategias morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas para
hacer frente a diferentes situaciones de estrés, a lo largo de
su historia evolutiva. Entre ellas, la resistencia y la tolerancia
a menudo son utilizadas por las plantas para responder a
tales situaciones estresantes. Esta pequena revisién presenta
un breve panorama de ambos conceptos en relacién a una
impresionante diversidad de respuestas de adaptacién
empleadas por las plantas ante diferentes factores de estrés.

Palabras clave: resistencia, tolerancia, estrés, plantas

2. Abstract

Plants are continuously exposed to environmental stimuli
that affect their development, yield and productivity. Along
its evolutionary history, plants have developed different
morphological, physiological and biochemical strategies to
cope at different stress conditions. Among them, resistance
and tolerance are often used by plants in response to such
stressing situations. This mini review shows a brief view for

both concepts, in their relation to an impressive diversity of
adaptive responses used by plants against to different stress
factors.

Keywords: resistance, tolerance, stress, plants

3. Introduccién

Las plantas han evolucionado desde su apariciéon para
adaptarse a los ambientes diversos a los que a menudo
estan expuestas. Las respuestas que las plantas muestran
ante distintas tensiones les permiten detectar cambios
ambientales sutiles y responder inmediatamente a
condiciones complejas de estrés, minimizando los danos
y conservando recursos valiosos para el crecimiento y
la reproducciéon. Esta gran capacidad de respuesta a los
cambios en el ambiente tiene mucho sentido si tomamos
en cuenta que las plantas son organismos sésiles. Estas
respuestas implican cambios a nivel transcriptémico, celular
y fisiolégico (Atkinson y Urwin, 2012) que se traducen en la
activacién organizada de una red compleja de mecanismos
que procuran la adaptacién de la planta ante un ambiente
hostil (Shabala y Pottosin, 2014).
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Evidencia reciente sugiere que la respuesta que ejercen
las plantas ante distintos factores de estrés como la
sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y el
déficit de nutrientes, entre otros; es de naturaleza
multigénica. Lo anterior, indica que las respuestas
celulares a menudo estan interconectadas, ejerciendo
asi la activacién sincronizada de mudltiples genes que
responden al estrés y que se comunican mediante vias
de transduccion de las senales con otros componentes
metabdlicos y hormonales (Tuteja, 2007; Udawat et
al., 2016). La respuesta de las plantas contra cualquier
tipo de estrés, puede involucrar caracteristicas
O mecanismos que evitan la exposicion al estrés
(resistencia) y/o mecanismos que permiten a la
planta contender con el estrés, limitando y reparando
el impacto negativo del dafio que ha ocurrido a
consecuencia de alguna situacién de estrés (tolerancia)
(Levitt, 1980; Bray et al., 2000). Ambas estrategias se
han propuesto como alternativas redundantes propias
de la evolucién de las plantas (Agrawal et al., 2004). En
éste escrito, se presenta una revision de la aplicaciéon y
el empleo de los conceptos de resistencia y tolerancia;
ademas se destacan caracteristicas que describen a
ambos conceptos haciendo alusién a los mecanismos
de adaptacion sofisticados que presentan las plantas
ante condiciones de estrés abiético como la sequia, la
salinidad, el frio y el calor.

Factores de estrés que limitan el desarrollo
optimo de las plantas

Las plantas, al ser organismos sésiles, han desarrollado
una capacidad notable para hacer frente a una gama
amplia de tensiones ambientales, que de forma
individual o en miultiples combinaciones (Atkinson y
Urwin, 2012), pueden alterar su metabolismo y dar
lugar a efectos negativos sobre su crecimiento, su
desarrollo y su productividad (Levitt, 1980; Rao et al.,
2006; Rejeb et al., 2014). Entre los factores de estrés
pueden incluirse los factores abiéticos como la sequia,
los cambios drasticos de temperatura, la deficiencia
o el exceso de luz, la acumulaciéon de contaminantes,
los herbicidas, los cambios en la concentracidon de
sales y de los nutrientes en el suelo; y dentro de los
factores bidticos se puede incluir, el ataque de insectos
herbivoros y de patégenos (Levitt, 1980; Strauss y
Agrawal, 1999; Nicot et al., 2005; Rao et al., 2006;
Gill y Tuteja, 2010; Lata y Prasad, 201 1; Mitchell et
al., 2016). El término “resistencia” se ha acunado a las
respuestas de defensa contra patégenos en donde las
plantas resistentes responden mediante mecanismos
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que evitan el desarrollo de la enfermedad (inmunes),
y las no resistentes (susceptibles) desarrollan la
enfermedad. Sin embargo, los términos de resistencia
al estrés y tolerancia al estrés, se han usado de forma
intercambiable tanto para el estrés biético como para el
estrés abiotico, aunque se reconoce que el término mas
adecuado para referirse al estrés abidtico es el término
tolerancia (anténimo-sensibilidad) (Bray et al., 2000;
Rashid, 2009). Las plantas suelen responder hacia cada
uno de estos factores de estrés o a la combinacién de
los mismos, mediante fendbmenos complejos que han
sido investigados intensamente (Levitt, 1980; Nunez-
Farfan et al., 2007). La forma en la que las plantas
responden a un entorno medioambiental cambiante
suele ser distinto y depende de la etapa de desarrollo
en el que se encuentren (Wahid et al., 2007; Nemeskéri
et al., 2012), ello les permite adaptarse al conjunto
especifico de condiciones y las limitaciones presentes
en un momento determinado (Lata y Prasad, 201 I).

La resistencia y la tolerancia como estrategias de
defensa

De forma general, algunos autores reconocen dos
estrategias que a menudo utilizan las plantas para
su defensa: la resistencia y la tolerancia (Mauricio et
al.,, 1997; Nduanez-Farfan et al., 2007; Stout, 201 3;
Mitchell et al., 2016). La resistencia la definen como
“aquellas caracteristicas intrinsecas de las plantas
que les permiten minimizar o limitar el daho causado
bajo un estado particular de estrés en un momento
determinado y sin que su fenotipo se vea modificado de
manera significativa” (Agrawal et al., 2004; Puijalon et
al., 201 1). Mientras que la tolerancia o compensacion
hace referencia a “la habilidad que tienen las plantas de
soportar cierto nivel de dafo sin reducir su rendimiento
a causa de un entorno ambiental estresante”, lo que en
términos de produccion agricola significa que, pese a
las condiciones de estrés, los niveles de rendimiento
en un cultivo tolerante se mantendran por encima del
umbral econémico (Mauricio et al., 1997; Agrawal
et al., 2004; Wahid et al., 2007; Puijalon et al., 201 [;
Stout, 2013). Ciertas consideraciones tedricas sugieren
que bajo condiciones naturales todas las plantas asignan
recursos simultaneamente a ambas estrategias, por
lo que exhiben un patrén mixto de defensa (Nunez-
Farfan et al., 2007).
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Resistencia y tolerancia éConceptos mutuamente
excluyentes?

Algunos autores han sugerido que la resistencia y la
tolerancia representan estrategias redundantes (Van
der Meijden et al., 1988; Simms y Triplett, 1994;
Fineblum y Rausher, 1995); sin embargo, hoy en dia
se plantea que ambas estrategias de defensa coexisten
de forma estable, y lejos de considerarse conceptos
mutuamente excluyentes, se consideran estrategias
alternativas (Squeo et al., 1996; Mauricio et al., 1997;
Agrawal et al., 2004). Por tal motivo, pese a que las
caracteristicas que hacen tolerante a una planta no
impiden el dafo ocasionado por los distintos factores
de estrés, éstas caracteristicas si son capaces de
compensar los danos que los enemigos naturales ya han
ocasionado sobre ellas; protegiendo de esta manera
de los efectos perjudiciales mediante mecanismos
sofisticados de adaptacién (Levitt, 1980; Mauricio et al.,
1997). Conceptualmente los términos de resistencia y
tolerancia tienen definiciones distintas; sin embargo, en
la practica es comun su uso como sinénimos (Sivasankar
et al., 2012), aunque el uso indistinto no ayuda en la
tarea de la correcta aplicacién de los términos.

Resistencia

Reprogramacion de la
expresidn génica

Incremento de tricomas

Modulacién fitohormonal

Incremento de follaj

Ajuste osmdético
Estabilidad de membrana
celular

Répido cierre de estomas y alta
eficiencia en el uso del agua

— Tolerancia protoplasmatica
Cera epicuticular

Compuestos antioxidantes

Mantenimiento de potencial

hidrico de tejidos Transporte de iones

Engrosamiento de xilema

Raices anchas y profundas

Expulsién de exceso de sales solutos compatibles

Osmorregulacion
balance sodio/potasio
Asociacion simbidtica

Figura |: Amaranthus hybridus. Ejemplo de una planta que muestra caracteristicas de
resistencia y tolerancia a diferentes factores de estrés abiético, entre ellos: Salinidad,
sequia, y temperaturas extremas. Las respuestas celulares que ejercen las plantas del
género Amaranthus ante distintos factores de estrés a menudo estan interconectadas, lo
que sugiere una accién sincronizada de diferentes estrategias que se comunican mediante
vias de transduccién de la sefiales con diversos componentes metabélicos y hormonales.

Tolerancia

Compartimentacién de iones

Biosintesis de osmoprotectores y

Sintesis de poliaminas y Oxido
nitrico
Proteinas HSPs
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Caracteristicas de resistencia y tolerancia de
plantas ante diferentes factores de estrés

Tanto en las estrategias de resistencia como en las de
tolerancia es posible distinguir diferentes mecanismos
empleados por las plantas para sobrevivir ante una gran
cantidad de desafios ambientales (Figural). Ambas
estrategias inician inmediatamente después de la
exposicion a algin entorno estresante, desarrollando
mecanismos complejos para percibir las senales
externas y para mostrar las respuestas de adaptacion
que implican cambios morfolégicos, fisioldgicos y
bioquimicos propios de cada especie (Tabla |) (Bohnert
et al.,, 1995; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
Estos cambios pueden manifestarse como resistencia
mediante: |) el ajuste estacional del crecimiento para
evitar las condiciones de estrés; 2) las adaptaciones
morfolégicas y las adaptaciones fisiologicas, tales
como el desarrollo de sistemas radiculares anchos y
profundos, el engrosamiento del xilema, el incremento
en la densidad de tricomas, el cierre de estomas
y la acumulacién de cera en la superficie de la hoja,
entre otros. O bien como tolerancia, mediante 3)
cambios metabdlicos entre los que se encuentra
un ajuste del potencial osmético, la biosintesis de
osmoprotectores y solutos compatibles,
la activaciéon de enzimas y los compuestos
antioxidantes, la sintesis de poliaminas,
la produccién de Oxido Nitrico (NO), la
modulacién fitohormonal, la represion del
crecimiento celular, la induccién de vias
de senalizacién mediadas por enzimas y
la reprogramacién de la expresion génica
mediante mecanismos dependientes o
independientes de pequefnas moléculas
de acidos nucleicos conocidas como
miRNAs, entre otras (Chavarria y dos
Santos, 2012).

4. Conclusiones

Recientemente, muchos de los
mecanismos por los que las plantas hacen
frente a entornos adversos han empezado
a comprenderse a profundidad. Con
ello, se ha dado lugar al surgimiento de
estrategias nuevas de mejoramiento que
tienen como finalidad conferir ventajas
adaptativas ante diferentes condiciones de
estrés, y por ende propiciar el incremento
en la productividad de distintos cultivos



Tabla |. Mecanismos implicados en estrategias de resistencia y tolerancia para el manejo de diferentes factores de estrés
abidtico en las plantas.

Estrategias de resistencia y tolerancia ante diferentes factores de estrés abidtico en plantas

Estrés Estrategias de resistencia Referencia Estrategias de Tolerancia Referencia
. Mantenimiento del potencial hidrico de los tejidos ° Siosintess de scido sbscisico ) "
e 1o et oo o sequia + Mantenimiento de turgencia y volumen celular mediante el ajuste osmtico.

. Desarrollo de raices profundas N * s (Ferdous, et. al,
; ) Riprdo ciorre do ectomas (Aiken y Smucker, | Se conserva el metabolismo celular pese a un bajo potencial hidrico 015 Sh\;kla, o
Sequia : At ofciome on 1a coeaciony uso del agua 1996; Price, et.al, | o Sintesis de osmoprotectores y solutos compatibles 3 al, 2008; Tripathy,
i agua ) 2002) Expresion de sistemas de proteccion, detoxificacion y reparacian celular
e Presencia de una gruesa capa de cera epicuticular en las hojas e Ao et. al, 2000)
. Resistencia a fotoinhibicion " N . .
: ticic e S ket «  Recambio de metabolitos, mensajeros y protefnas
Biosintesis . Reprogramacién de la expresién génica mediada por miRNAS
«  Homeostasis y compartimentacion de iones
o Expulsién de exceso de sales e Transporte y absorcién de iones (Carilln et o
o Acumulacién del exceso de sodio en las vacuolas o Ajuste osmético rillo, et. al,
. Aumento en la captacién de potasio . Biosintesis de osmoprotores y solutos compatibles 2;)\1;'0[1}?\2\?;; E;'
Salinidad . Balance en la conce!vtramon sodio/potasio (Faroog, et. al, . Actwa.clér\ de enzimas y compuestos antioxidantes ’Huans" 2014;
e Incremento de follaje 2015) « Sintesis de poliaminas Hoque, ot 4,
o Acidificacion apoplastica o Produccién de Gxido Nitrico (NO) 2008 Shukla et.
o Asociacion simbidtica de raices con hongos micorrizicos arbusculares e Modulacién fitohormonal 21 2608y
e Asociacién de raices con rizobacterias promotoras crecimiento vegetal «  Reprogramacion de la expresion génica mediante miRNAs
« Ajuste osmotico.
. Ajuste del metabolismo celular para tolerar cambios drésticos de temperatura
) o e Cambio de estructura y propiedades cataliticas de enzimas que confieren termo-
o Presencia de una mayor proporcién de acidos grasos insaturados en membrana ectebul 15 el (Guy, 1990;
celular, lo que deriva en una inferior temperatura de transicion y por ende en la (Jan y Andrabi, o i i membeana ceitiars Kubien, et. al,
Frio funcién celular optima ante bajas temperaturas 2009;Steponkus, | | acién de mecanismos de regulacién para restaurar niveles normales de 2003; Nayyar, t.
e Aclimatacién celular a frio. Se impide la lisis inducida por la expansién celularyla  1984; Wu, et. al, al, 2005; Shukla
formacion de lipidos hexagonales de fase Il 1997) S e et. al, 2008;
. Activacion de enzimas y compuestos antioxidantes
! Y c d s Yadav, 2010)
e Acumulacién de osmolitos para evitar deshidratacion celular
o Sintesis de aziicares solubles, aminodcidos, dcidos orgénicos, poliaminas y lipidos
o Reprogramacién de la expresion génica mediante miRNAs
« Ajuste osmotico.
e Reduccin del tamafio de las células e Homeostasis hormonal
. Movimiento circadiano de las hojas para ocultarlas del exceso de irradiacion L4 Estabilidad de la membrana celular. (Fokar, et. al,
solar o Detoxificacién de ROS mediante biosintesis de osmoprotectores 1508 Sanaton
o Cierre de los estomas para evitar la pérdida de agua (Bations e 8l o Activacion de enzimas y compuestos antioxidantes ot ol 1950
calor e Incremento en la densidad de tricomas para el mantenimiento de un microclima 2000 Wahid o, | *  Biosintesisy acumulacion de solutos compstibles Shuklo, &t ol
que proporcione sombra y conserve la humedad en la superficie de la epidermis 5007} N Induccién de vias de sefalizacién MAPK y CDPK 2008; Tripathy, ct.
o Engrosamiento del xilema o Activacién de vias de seftalizacién moduladas por chaperonas. 1, 2000: Wabid,
o Expresion de proteinas de chogue térmico (HSPs) que permiten la mejora de el 2007
procesos fisiol6gicos como fotasintesis, asimilacién de nutrientes y una mejor
eficiencia en el uso de agua
o Reprogramacién de la expresion génica mediante miRNAs

bajo ambientes diferentes. Tanto el término de
“resistencia” como el de “tolerancia” son conceptos
utilizados para referirse a la capacidad que tienen las
plantas de manejar el estrés, y ambos representan
estrategias complejas y temas de investigacion
estudiados ampliamente y vigentes. Por tal motivo, es
esencial el conocimiento profundo de las estrategias
moleculares que han desarrollado los grupos de plantas
diferentes para poder manipular y mejorar la capacidad
de las plantas, pues cada una de las estrategias que
utilizan, ya sea individualmente o en conjunto, juegan
un papel importante en la adaptaciéon a condiciones
ambientales adversas.
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