El Dr

Entrevista al Dr. Eduardo Charreau Presidente del CONICET, realizada el 7 de
julio de 2003

El Dr.Eduardo Hernan Charreau, actual presidente del CONICET, funcién que ejerce desde hace un afio,
es Profesor Titular del Departamento de Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
e Investigador Superior del CONICET. Quimico de origen, es a sus 63 afios, un destacado Endocrindlogo
Molecular, Director del Instituto de Biologia y Medicina Experimental. En esta brevisima semblanza
gueremos destacar su excelencia para dictar clases en los temas basicos de Quimica Bioldgica, sin
embargo, a lo largo de la entrevista que nos brindé como integrantes del Comité Editorial de Quimica Viva,
conversamos con él principalmente acerca del futuro del CONICET.

QV ¢ Qué modificaciones se han realizado al Estatuto del CONICET desde su fundacion en 1958? ¢ Cémo
influyen estas modificaciones, si es que las hubo, en las funciones de ejecucion y promocion del
organismo? En particular, qué cambios han ocurrido en los Ultimos afios en los criterios que rigen el
Ingreso de personal? ¢ Son compatibles con la estructura actual del Estado?

Dr E. Charreau: El estatuto de la Carrera fue aprobado por Decreto- Ley N° 20464 del 23 de mayo de
1973. Anteriormente existia un reglamento dictado por el propio Directorio del CONICET, de acuerdo con
las facultades asignadas en el articulo 2.° del Decreto Ley 1291/58 (ley fundacional del CONICET). Ese
decreto establecia las pautas y criterios para ingresar y ser reconocido como miembro de la Carrera del
Investigador. La Carrera se instrumentd en el afio 1960 sobre la base de contratos sujetos a evaluaciones y
renovaciones periodicas. En 1973, se establecieron las condiciones que hoy regulan la Carrera,
adquiriendo sus miembros el régimen de estabilidad del empleado publico y sujeto a dos tipos de
normativas: las especificas en su calidad de miembros de la carrera y las de alcance general que rigen
para todos los empleados de la administracién publica. La permanencia en la Carrera esta sujeta a un
rendimiento medido en términos de la calificacion de los informes (con dos informes no aceptables en un
sexenio, el investigador podria perder su condicion de tal).

En cuanto al ingreso se han aumentado las exigencias. En los Gltimos afios aun cuando no lo establezca
taxativamente el Estatuto, se requiere contar con una formacion de post-grado y un entrenamiento post-
doctoral.

El Estatuto conforma un regimen con escalafén especial para el sector cientifico-técnico, puesto que la
administracion publica nacional se rige por otro sistema conocido como SINAPA.

QV-A principios de los 90 con la reforma del estado se congelaron los ingresos a la administraciéon publica
¢,como elude esta situacion el CONICET?

Dr. E. Charreau El CONICET salva esta situacion pidiendo el descongelamiento de las vacantes y/o la
apertura de nuevos cargos. Este tipo de pedidos se realiza afio a afio. EI CONICET conoce las vacantes
gque se producen dentro de su estructura por el recambio debido a jubilaciones, fallecimientos u otras
causas. El calculo final de las vacantes depende del presupuesto que le va a quedar y de las necesidades.
Luego se hacen dos pedidos que van por decisiones administrativas distintas. Por un lado, un tratamiento

file:/l//Gaia/bibliotecadigital/Publicaciones/007_QuimicaViva/Archivo/QuimicaViva vol02num2/partel.htm (1 of 4)14/03/2011 20:35:09



El Dr

de aprobacion del Poder Ejecutivo Nacional al que se suma la situacion mas restrictiva del decreto 491,
segun el cual los nombramientos tienen que ser ademas firmados por el presidente de la Nacién, lo cual
complica un poco mas la situacion. En las Universidades, asi como en el Servicio Penitenciario, eso no
ocurre y las autoridades pueden hacer las designaciones sin dicho requisito. Por eso estamos pidiendo ser
eximidos de ese decreto ya que se alargan los tramites, porque es otro tiempo que se agrega a la escalera
de Ciencia y Técnica, Ministerio de Educacion, Presidencia. El problema de los cargos es que el CONICET
no tuvo politicas de ingresos. Los ingresos han tenido altas y bajas, hubo, por ejemplo, tres afios sin
ingresos. Que haya habido situaciones particulares de indole politica por las cuales no se han querido
tomar ingresos no lo puedo decir, no he vivido esa parte de la gestion. Si conozco las administrativas, no
habia presupuesto para mas vacantes. Concretamente, si administrativamente no hay dinero o vacantes,
no hay ingresos. Una opcion seria llamar a concurso de todos modos, y luego presionar con la lista de
gente. Recientemente han pasado afios sin ingresos, y se han acumulado muchos postulantes para pocas
vacantes. El CONICET trata de mantener los numeros en 1000 becas y 500 ingresos a la Carrera por afio.

Se intenta llegar a la situacion de que todas las personas que tengan méritos suficientes puedan ingresar.

QV- ¢No cree Ud. que hay muchas exigencias para ingresar al CONICET pero una vez adentro pareciera
no haber penalizacion para el que no cumple?

Dr.E.Charreau No creo que sea asi. Hay un porcentaje importante de investigadores que quedan fuera del
sistema porque sus presentaciones no estan de acuerdo con el estatuto del CONICET. EI CONICET tiene
una serie de mecanismos de reaseguros, pares, comisiones de asesores, la Junta y el Directorio. Para los
investigadores que reclaman se forman comisiones especiales. En algunos casos se revoca la decision
anterior pero esto no es una constante. El proceso no es inmediato, cuando se produce la negativa a un
informe puede llevar de 2 6 3 afios hasta que la persona quede fuera del sistema.

QV. ¢Considera Ud. que seria de utilidad para evaluar a los candidatos a ingresar a la Carrera del
Investigador efectuar una entrevista personal que sirva para orientar sobre su capacidad de desempenfarse
autbnomamente, ademas de utilizar la planilla de evaluacion?

Dr.E.Charreau Los evaluadores del CONICET saben distinguir entre trabajos multidisciplinarios y aquellos
en los cuales los autores estan de relleno curricular. Los evaluadores del CONICET se distinguen bien del
resto, tienen una cultura de evaluacion. Ademas, hay otros puntos que se considera que son
fundamentales como la produccion por area y categoria. La institucion esta informatizada, existen
parametros disponibles que no existian en otras épocas. Los valores medios de una disciplina son
fundamentales para una evaluacién mas justa, no se puede exigir por promocion situaciones en las cuales
la especialidad esta lejos de ese punto. Es decir, si una determinada especialidad para una determinada
categoria esta en una publicacion por afio, no se pueden exigir tres trabajos para la promocion. El trabajo
de las comisiones esta normatizado, se sabe la calidad y produccién esperable de cada disciplina.

QV- ¢Conoce usted si existe algun proyecto nuevo de parte de las actuales autoridades de Ciencia 'y
Técnica que involucre al CONICET?

Dr.E.Charreau: Cualquiera de los programas de Ciencia y Técnica van siempre a involucrar al CONICET.
El CONICET esta manteniendo una estructura que en la parte de investigacion cientifica tiene el mayor
namero de participantes activos del pais, hay algunos calculos que dicen que el valor promedio de
publicaciones de un investigador del pais es del orden de 0,3-0,4 publicaciones por afio, cuando se
transforma en un investigador del CONICET supera una publicacién por afio. Lo cual esta indicando que de
alguna forma el CONICET apoya al investigador.

Cualguiera de los programas de Ciencia y Técnica siempre tocan al CONICET vy particularmente el “Plan
Nacional de Ciencia Técnica” que se presenté la semana pasada. Cuando se estudia el contenido de dicho
plan se ve que las estrategias involucran al CONICET, desde el programa de recomposicion etaria de los
recursos humanos, sobre los cuales esta dando normativas el CONICET, programas de mejoramiento
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salarial, programas de perfeccionamiento de recursos humanos dedicado a los investigadores. Estan
tocando las 9.000 almas que estan en el CONICET. Cuando se revisa el Plan, el CONICET es parte
importante del mismo.

No hay nada nuevo, no hay nubarrones, por el contrario, la capacidad de crecimiento del CONICET es
auspiciosa, tanto en nimero como en proyectos de recomposicion salarial y de investigacion.

El Plan Nacional de Ciencia Técnica presentado es una propuesta para el debate, si no existiera no
entraria en el presupuesto nacional, debe acompanfar al presupuesto. La Secretaria de Ciencia y Técnica lo
presenta en diversos ambientes para recibir la retroalimentacién correspondiente, en teoria todos los
relacionados con Ciencia y Técnica pueden opinar. El Secretario de Ciencia y Técnica estuvo en el
CONICET y escuch6 al CONICET, quien le presento su plan de crecimiento. Este plan es la base para
iniciar una programacion de 5 afios.

QV- ¢El Directorio del CONICET es el mismo?

Dr. E.Charreau. No, hay cambios por elecciones de un miembro por las Ciencias Exactas, un miembro por
Ingenieria, un miembro por las provincias proveniente de COFECYT y un miembro de las entidades
empresarias.

QV-: Las fuentes principales de financiamiento de proyectos en los ultimos afios se han concentrado en
entes como la Agencia de Promocion, o directamente en recursos provenientes de convenios
internacionales que, en general, otorgan sumas importantes a grupos grandes, de larga trayectoria. En este
aspecto, la participacion del CONICET se ha reducido significativamente, ya que, mientras se ha
regularizado el otorgamiento de becas y promociones durante su gestion, no ha ocurrido lo mismo con las
convocatorias a subsidios de proyectos. ¢ El CONICET dispone o dispondra de fondos genuinos para
retomar esta funcion? ¢ Cual es su opinidén acerca de la posibilidad de implementar un subsidio basico en
apoyo de proyectos para todos los investigadores que se hayan desempefiado satisfactoriamente en los
tltimos afos, similar a los subsidios UBACyYT ?

Dr E.Charreau. EI CONICET espera recuperar la capacidad de poder financiar nuevamente al sistema. La
politica de distribucion de subsidios ha variado respecto a la que tenia el CONICET. No digo que sea mejor
0 peor, tener la Agencia es tener otra ventanilla, es importante. Dentro de nuestras posibilidades creemos
que este afo terminaremos de financiar todos los compromisos que tomamos antiguamente, ya fuimos
pagando subsidios del 96/98 y se empez6 a pagar el 2000, se terminara de pagar los subsidios de re-
equipamento llamados un afio atras.

Ahora estaria a consideracion revisar quizas un poco la politica de subsidios. Particularmente yo creo que
por el s6lo hecho de tener informes aprobados y/o el ingreso a Carrera, el investigador tendria que tener un
subsidio base, no de un monto importante, porque el presupuesto no va a dar. Mi idea, que el Directorio
también la discutié, es otorgar un subsidio basado en la actividad y trayectoria del investigador. Ello no
quita que el investigador se pueda presentar a subsidios mas competitivos y no descarto que el CONICET
pueda dar subsidios competitivos ademas de estos.

Hay investigadores gue sostienen que esto no sirve, que solo sirven los subsidios de montos mayores. Yo
pienso que es importante aspirar a subsidios de 30.000-40.000 délares anuales pero la realidad es que en
el pais puede haber alrededor de 1000 grupos competitivos que merecen ser financiados y el presupuesto
no alcanza. Por eso hay que encontrar otro tipo de financiamiento como el subsidio base, si existen
suficientes fondos todos los grupos buenos los van a sacar.

QV: ¢ Esta prevista la participacion del CONICET en los proyectos conjuntos de investigacion y desarrollo
con los paises del MERCOSUR? ¢ De qué manera? ¢Qué beneficios se esperan de este intercambio?
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Dr. E.Charreau: EI CONICET tiene actividades con el Mercosur preferenciales. Con Brasil ha habido un
acercamiento especial pues vino en ayuda de Argentina ofreciendo una serie de posibilidades. Una de ellas
fue la red electronica de publicaciones. Ademas CONICET tiene programas de intercambio con distintos
paises, no son de gran magnitud pero los piensa acrecentar.

QV: ¢ Cree Ud. que para favorecer el desarrollo de la investigacion en otras areas del pais se podria
fomentar el traslado de investigadores?

Dr E.Charreau: Es un tema complejo ya que la gente no quiere irse de Buenos Aires. El nuevo plan de
Ciencia y Técnica pone dentro de las posibilidades proyectos de residencia en areas de vacancia tematica
y bésica, facilitando para determinados grupos 500.000 a 600.000 pesos por afio, por un determinado
tiempo.
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El camino circular de la vacunacion antivariolica

por Celia E.Coto
Viréloga.
Profesora titular consulta de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Investigadora superior del CONICET.
Recibido 10 de julio de 2003/ Aceptado 20 de julio de 2003

Hay caminos de todo tipo y formas, pero los mas celebrados son los caminos rectos, con un
principio y un fin. Un origen y una meta. Dicho en otros términos, un camino que se inicia con un
objetivo y termina con su concreciéon. Asi fue el derrotero de la erradicacion de la temible y
deformante viruela, causada por el virus del mismo nombre, perteneciente a la familia Poxviridae
(1). La lucha contra la enfermedad se inici6é el 14 de mayo de 1796 cuando Jenner demostré que
la inoculacién con un virus relacionado antigénicamente brindaba protecciéon y terminé en 1980
cuando la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) anuncio6 la erradicaciéon de la enfermedad en el
mundo, habiéndose registrado el Gltimo caso de viruela natural en Somalia, Africa, en 1977.
Quiza interese saber, que el costo estimado de la campaia de erradicacion de la enfermedad, fue
de 300 millones de dodlares.

Las consecuencias de esta nueva situacion sanitaria, fue la recomendacién de abandonar la
vacunacion antivariolica debido a los riesgos que representaba su administracion a las personas
inmunosuprimidas, cuyo nimero fue aumentando precisamente a partir de 1980 con la irrupcion
del SIDA en la poblacion humana.

La paradoja del presente es que el virus de viruela se extinguid en la naturaleza, pero el temor
que éste sea utilizado como arma biolégica, determind el regreso a la practica generalizada de la
vacunacion antivaridlica y un retroceso a la situacion imperante hace veinte afios, recorriendo un
camino circular.

Repercusiones y consecuencias de la erradicacion
Con mucho entusiasmo, los cientificos celebraron la victoria, el virus de viruela habia sido

derrotado como especie predadora del hombre, y aunque se encontraba muy bien guardado en
las congeladoras de los institutos de investigacion, al no existir otros reservorios animales; su
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extincion en la naturaleza parecia inevitable.

Asi, en la tercera edicion del libro Vaccines de Stanley A. Plotkin y Walter A Orenstein, W.B.
Saunders Company 1999, se puede leer en el capitulo 6: Viruela y Vaccinia: “La viruela es al
presente una enfermedad de interés histérico solamente; su erradicacidon ha sido certificada por
la Asamblea de la Organizacion Mundial de la Salud el 8 de mayo de 1980”. Sus autores, Donald
Henderson y Bernard Moss, reconocidos virdlogos, no imaginaron que poco tiempo después el
virus de la viruela se convertiria en uno de los agentes mas temidos por millones de habitantes
en los Estados Unidos.

Algunas caracteristicas de los virus Pox

Los virus Pox (pustula) son una nutrida familia de virus ADN causantes de enfermedades en
vertebrados e insectos. Son virus de gran tamafio cuyas particulas de forma de ladrillo estan
constituidas en un 90% por proteinas, entre las cuales se encuentran
todas las enzimas necesarias para su replicacion. A pesar de ello, no
han podido alcanzar un estado de independencia total respecto de una
célula huésped, y en consecuencia, su parasitismo los mantiene dentro
del grupo de los virus. Dentro de esta familia, los virus que infectan a
vertebrados, como los virus viruela, vaccinia (virus de la vacuna), cow
pox, monkey pox y canary pox, se agrupan en el género Orthopox.
Como los miembros de un mismo género comparten un antigeno en
comun, la ndcleoproteina, la inoculacién con el virus de vacuna protege
contra el virus de viruela. Existen dos variantes del virus de viruela que se distinguen por su
virulencia para el hombre, la viruela o variola mayor ( 30 a 50% de mortalidad) y la variola
menor o Allastrim (1% de mortalidad). Aunque también la viruela de los monos puede ser
transmitida al hombre, asi como la viruela de las vacas, la viruela del rio Tana y el nédulo del
tambero.

El virus de viruela esta clasificado en la categoria A entre los agentes que pueden ser usados
como armas biolégicas, su peligrosidad se basa en su capacidad para infectar por via aerégena.
La transmision se realiza de persona a persona, a través de la inhalacion de pequefias gotas
conteniendo virus que son liberadas al ambiente, las costras secas que recubren las pustulas no
son tan infecciosas pero presentan una extremada resistencia a la desecacion y al calor. Como
consecuencia de su erradicacion existe un buen nimero de personas susceptibles que podrian ser
el ndcleo de iniciacion de una epidemia ante la liberacién intencional de virus al medio ambiente.

La vidriera del mundo

Necesariamente tenemos que concentrarnos en el pasado y en el presente del virus de viruela
en los Estados Unidos para recorrer el camino circular de la vacunacion antivaridlica.
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La vacunacioén contra la viruela comenzé6 en aquel pais en 1800 promovida por la accion de
Thomas Jefferson. Se utilizaba la vacuna original de Jenner y la practica de vacunar consistia en
pasar material infeccioso de brazo en brazo. Esta modalidad traia como consecuencia la aparicion
de casos tipicos de la enfermedad. Hacia 1897 esta técnica de vacunacion fue reemplazada por
el uso del virus vaccinia preparado sobre la panza de terneras, y en 1927 la viruela parecia
haber sido erradicada. Sin embargo, en su lugar, se habia instalado en la poblacion la variedad
atenuada (Allastrim) que paso6 a ser la forma predominante, con una mortalidad variable entre el
0,3 al 1%. Las autoridades habian logrado que la Corte Suprema de Justicia declarara obligatoria
la vacunacion, pero debido a la existencia de grupos que no aceptaban dicha practica por
motivos religiosos, y de rebeldes a quienes no les gustaba acatar imposiciones, la presencia de la
variola menor se extendi6 hasta 1949, afio en que se registro el Ultimo caso. La préactica de la
vacunacion continud, no obstante, hasta 1971.

El proyecto global de erradicacion

Rusia habia presentado a las Naciones Unidas en 1958, un proyecto global de erradicacion de la
viruela que fue apoyado por el resto de los miembros integrantes de la Organizacién, aunque
recién en 1966, la OMS recibe los fondos para llevarlo a cabo. Cuando el éxito coroné el
proyecto no se dieron por terminadas las acciones e inmediatamente se formé un Comité de
Orthopoxvirus presidido por el notable virélogo Frank Fenner para resolver los pasos a seguir en
la era posterior a la erradicacion. Se realizaron numerosas recomendaciones para continuar con
algunas investigaciones referentes al virus, entre ellas, la mas urticante fue la recomendacién de
destruir los stocks de virus en 1999. Fecha que se posterg6 por resolucion de la OMS hasta 2002
en reconocimiento a la necesidad de avanzar en las investigaciones propuestas. Es méas verosimil
creer que la destruccion efectiva se fue posponiendo por otras razones, ya que el fantasma de la
utilizacion de armas bioldgicas para acciones terroristas flotaba en las mentes de muchos
funcionarios civiles y militares. Sélo fueron autorizados dos lugares en el mundo para conservar
los stocks de viruela: los laboratorios del CDC ( Centers for Disease Control) de Atlanta, en EE.
UU. y el “Centro de Virologia y Biotecnologia” del Instituto de Investigacion Estatal en
Novosibirsk, Rusia.

Balanza desnivelada: adquirimos mas conocimientos cientificos y creemos menos en el accionar
del hombre

James W. LeDuc y Peter B. Jahrling (2) resumen en un trabajo publicado un afio antes que
venciera el plazo de la destrucciéon de los stocks, los hallazgos obtenidos como resultado de las
recomendaciones. Las investigaciones se realizaron en colaboracién entre los cientificos del
departamento de defensa, el CDC y el NIH (National Institute of Health) en coordinaciéon con
investigadores rusos.

Se seleccionaron y estudiaron 49 aislamientos de Variola mayor y menor, que fueron
manipulados en condiciones de maxima bioseguridad (nivel 4). Estos aislamientos abarcaban un
periodo de cuarenta afios y provenian de diferentes lugares geograficos de modo de estudiar una
coleccion de maxima diversidad. El estudio comprendio los siguientes objetivos: a) desarrollo de
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serologia moderna. b) analisis gendmico de fragmentos de restriccion seguido de secuenciacion
en algunos casos. ¢) busqueda de una droga efectiva antiviral y d) establecimiento de un modelo
animal que permitiera estudiar la patogénesis de la enfermedad y aplicar las drogas antivirales.

Como reultado de dichos estudios se conocié el genoma completo del virus de viruelay se
caracterizaron los genes responsables de la virulencia. Después de ensayar aproximadamente 74
compuestos se encontré que el cidofovir era el mas eficaz , y a partir del mismo se pudo preparar
un medicamento oral. Por otra parte, la enfermedad pudo reproducirse en los monos cinomolgos,
se pudo establecer la filogenia del virus y conocer la secuencia completa de la cepa de viruela de
Somalia.

Preocupacioén por la viruela de los monos

Mientras ocurrian estos acontecimientos con el virus de viruela, se despertaron algunos temores
ante la falta de vacunacion ( recordemos que los virus pox pueden proteger en forma cruzada) a
raiz de estudios cuidadosos realizados en el Zaire en el periodo 1981-1986 de casos naturales de
viruela de los monos. La viruela de los monos (Monkey pox) es una enfermedad zoonética
producida por un orthopox relacionado que incidentalmente puede pasar al humano.
Clinicamente, la enfermedad en el hombre es parecida a la viruela con la misma mortalidad pero
con poca capacidad para propagarse. La enfermedad es comuan en ciertas regiones del Africa y
puede encontrarse asociada a otros animales como las ardillas, siendo susceptibles también las
ratas, ratones y conejos (4).

Sorprendentemente, en Junio de 2003, se reportaron varios casos de viruela de los monos en los
Estados Unidos. Las personas infectadas se enfermaron por contacto con roedores mascotas,
Ilamados perritos de la pradera, enfermos con “Monkey pox”. A los doce dias después de la
infeccidn las personas desarrollaron fiebre, dolores musculares, agrandamiento de los nddulos
linfaticos, cansancio. Después sufrieron un “rash” y por ultimo, tuvieron ampollas en la cara,
manos y el resto del cuerpo que luego de pasar por distintos estadios terminaron en costras,
que al caerse, dejaron cicatrices. La enfermedad duré entre 2 a 4 semanas. Mientras en Africa la
mortalidad es significativa, en los Estados Unidos, debido al mejor estado nutricional de la
poblacién, la mortalidad es escasa. No hay tratamiento especifico y la infeccion se adquiere por
mordedura o contacto con la sangre de los animales infectados. La vacuna del virus de vaccinia
(antivariolica) protege contra la enfermedad. Aparece entonces un buen motivo para sostener el
uso de la vacuna, aunque el principal proviene del temor a un atentado terrorista.

¢Se destruiran los stocks de viruela alguna vez?

Es una pregunta dificil de responder para un observador externo, pero no existen razones
cientificas que lo justifican. Si, como veremos, ya existe en los Estados Unidos un plan de
emergencia frente a un ataque con el virus de viruela, y las dosis suficientes de vacuna para
inmunizar a toda la poblacion. ¢Porqué no conservar solamente el DNA viral?, ;Porqué es
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necesario preservar todos los aislamientos listos para infectar? (O es que se apelara al precepto
biblico: “ojo por ojo, diente por diente”?

Segun consignamos antes, el afo 2002 era la fecha pactada para la destrucciéon de los stocks de
viruela almacenados en el CDC, como resultado de la recomendacion de los expertos de la OMS
y la aceptacion de los funcionarios de la administracion Clinton (5). Sin embargo, la
administracion Bush decidid, después del ataque terrorista a las torres gemelas (World Trade
Center), suspender la destruccion de los mismos por tiempo indefinido. Los objetivos que
deberéan lograrse antes de proceder a la destruccion, dijeron los funcionarios, seran los
siguientes : a) aprobacion por el FDA (Food and Drug Administration) de dos drogas antivirales,
b) obtencién de una vacuna que pueda ser administrada a toda la poblacion c) desarrollo de un
test de diagnostico de la enfermedad d) creacidon de detectores ambientales e) entrenamiento
para investigadores de la sanidad aptos para reconocer la presencia de cepas de viruela
genéticamente alteradas. S6lo con detenernos en el requerimiento expresado en el punto b
(obtencién de una vacuna segura para toda la poblacién), podriamos pronosticar que la
destruccion de los stocks se llevara a cabo en un periodo incierto no menor de 20 afios.

El virus de vaccinia cada vez mas peligroso

El origen del virus de vaccinia que se usa como vacuna es incierto, mediante secuenciacion de su
genoma se ha logrado establecer que no se trata de una variante del virus viruela, ni es el
primitivo cowpox utilizado por Jenner. Todas las cepas de vaccinia utilizadas tienen genomas
similares por lo que se especula o bien que se trata de un recombinante del virus cowpox con
otro virus del grupo o que se obtuvo después de tantos pasajes por los brazos de las personas,
quiza alguna infectada con viruela. Hay quienes arriesgan que se trata de un orhopox virus
extinguido en la naturaleza que sobrevivid en los laboratorios de investigacion.

El gobierno de los estados Unidos ha realizado una estimacion que son necesarias 40 millones de
dosis de vacuna para cubrir a su poblacidon ante una eventual acto bioterrorista de liberacion del
virus de viruela.

Que este evento tenga o0 no una alta probabilidad de ocurrencia, no lo discutiremos aqui.
Solamente nos vamos a concentrar en los efectos adversos asociados a la vacunacion antes y
después de imaginar una guerra con agentes bioldgicos.

La erradicacién de la viruela en el mundo se consiguio con la aplicaciéon masiva de una vacuna
liofilizada producida sobre la panza de terneras. Aunque se utilizaron diferentes cepas vacunales,
en Estados Unidos la cepa de Vaccinia utilizada fue la New York City. La vacuna dej6 de
fabricarse en 1983, pero en el CDC se conserva gran cantidad de stock almacenado. Esta
vacuna contenia virus “vivo” no inactivado que al ser inoculado intradérmicamente en el brazo
producia una pustula en el lugar de la inoculacién que evolucionaba desde eritema localizado
hasta vesicula, pustula y costra. La sola formacién de la pustula es suficiente para asegurar
inmunidad contra la viruela por periodos relativamente prolongados.
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Como se trataba de virus vivo habia que tener cuidado de no transmitirlo a otras partes del
cuerpo porgue se podia producir una vaccinia generalizada. La vacuna presentaba ademas otros
riesgos, sobre todo en pacientes con problemas de piel como eczemas y en personas
inmunosuprimidas, en las que se producia una vaccinia generalizada. Por cada millén de
personas vacunadas ,1000 tenian reacciones, y se estimaba que 7 a 9 personas morian por
efecto de la vacunacioén, en especial, los nifios pequefios por encefalitis. Como el virus esta
presente en las lesiones desde el dia 3 al 14 después de la infeccion, el vacunado puede poner en
peligro a las personas que lo rodean, en especial a los inmunosuprimidos.
¢Qué pasa en la actualidad?. Por recomendacion de la OMS se ha elegido como cepa vacunal a la
denominada Lister, en primer lugar, y en segundo lugar a la mencionada cepa New York. Debido
a los efectos colaterales que tenia la vacuna preparada en terneros se buscaron otros sustratos
para su producciéon, como los huevos embrionados y cultivos celulares (6).
La utilizacion de la vacuna en personal de la salud, militares y otros grupos ha sido
cuidadosamente controlada por el 6 los responsables del programa de vacunacion en los Estados
Unidos. Este seguimiento minucioso ha llevado a que el CDC informe sobre las contraindicaciones
de la vacuna que se mencionan a continuacion:
La vacuna no debe suministrarse a personas con las siguientes condiciones:

1. HIV positivos

2. personas que reciben tratamiento con esteroides

3. mujeres embarazadas

4. madres que estan amamantando

5. personas con dermatitis atdpica

6. personas con eczema

7. menores de 1 afio

8. personas con cancer inmunosuprimidos por drogas

9. transplantados

10. condiciones cardiacas.

L]

Debido a la observacion de complicaciones cardiacas en vacunados, el 31 de marzo de 2003 el
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CDC publica:

HOJA INFORMATIVA TEMPORAL SOBRE LA VIRUELA

VACUNA CONTRA LA VIRUELA Y PROBLEMAS DEL CORAZON

“Un seguimiento cuidadoso del progreso de las vacunaciones contra la viruela en meses
recientes sugiere que la vacuna puede causar inflamaciéon del corazén (miocarditis), inflamacion
de la membrana que cubre el corazén (pericarditis) y/o una combinacion de esos dos problemas
(miopericarditis). Los expertos estan estudiando esto en mas profundidad. También se han
presentado casos de dolor en el corazén (angina) y ataque cardiaco después de la vacunacion
contra la viruela. Sin embargo, no se conoce en este momento si la vacuna contra la viruela
causoO estos problemas o si estos ocurrieron por cuenta propia (los problemas del corazén son

muy comunes). Los expertos también estan investigando esto.

Los incidentes reportados no son necesariamente causados por la vacuna y algunos de ellos o
todos pueden haber sido una coincidencia.

Como una medida de precaucion, las personas que han sido diagnosticadas por un

médico con una enfermedad del corazén, con o sin sintomas, no deben recibir la

vacuna contra la viruela en este momento, mientras los expertos continllan con sus

investigaciones. Entre estas condiciones se encuentran conocidas enfermedades cardiacas, entre
ellas:

1. infarto de miocardio previo (ataque al corazén)

2. angina (dolor en el pecho causado por falta de flujo sanguineo al corazén)

3. insuficiencia cardiaca congestiva

4. miocardiopatia (inflamacién del mudsculo del corazén que impide su correcto
funcionamiento)

5. apoplejia o accidente isquémico transitorio

6. sintomas parecidos a la apoplejia pero sin dafio permanente

7. dolor en el pecho o falta de aliento con la actividad (como subir escaleras)

8. otras condiciones del corazén que estén bajo tratamiento de un médico.

Ademas, usted NO debe vacunarse contra la viruela si tiene tres o mas de los siguientes factores
de riesgo:
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1. Un médico le dijo que usted tiene presién sanguinea alta.
2. Un médico le dijo que usted tiene colesterol sanguineo alto.

3. Un médico le dijo que usted tiene diabetes o nivel de azlcar alto en la sangre.

L]

Para concluir, yo me pregunto ¢quién de nosotros se ofrece como voluntario para
vacunarse?. En tanto, laboratorios privados contintan fabricando vacuna para
“proteger” la salud de los americanos amenazados por las armas bioldgicas. No parece
un buen negocio para el pueblo pero si para algunos politicos e inversores.
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El otro dia, mientras viajaba en subte, observé a una persona, probablemente un profesor o
maestro, corrigiendo lo que parecia ser una composicion cuyo tema era “Zapatillas a medida”. En
ese momento, se me ocurrio el titulo para este comentario: “Proteinas a medida”.

Evidentemente, la gran variedad de seres humanos hace necesaria la existencia de productos
hechos “a medida”: trajes, vestidos, zapatillas, etc.

Y esto cumple la funcion de cubrir las necesidades de cada individuo, haciendo la vida mas
confortable.

Y esto no es algo nuevo. Desde que el hombre se irguid sobre sus pies y observé a su alrededor,
encontro animales y vegetales para su consumo, y también, para que lo ayudaran en su trabajo,
por ejemplo: como animales de tiro.

Y esto le trajo bienestar, tanto a €l como a sus vecinos. Pero, el avance trajo consigo nuevas
necesidades, algunas vitales y otras que tenian que ver con deseos de progresar y estar mejor.

Con esto surge la Biotecnologia, el uso de organismos biol6gicos 0 sus componentes, para
el desarrollo de productos o la prestacion de servicios. Y, asi, combind especies vegetales
obteniendo especies hibridas con caracteristicas particulares: resistencia a las heladas, a plagas,
mejor sabor, aspecto, etc., por supuesto sin saber cdmo ocurria esto. Y su curiosidad aumento,
dando paso a la investigacion cientifica con avance en el conocimiento, y en paralelo, el desarrollo
tecnoldgico.

Pasaron los afios y el conocimiento avanzé desde el exterior hacia el interior de los
organismos, llegando al nivel molecular.

Con el estudio de la manera de manejar la informacion por las células se lleg6 a la
posibilidad de manipular dicha informacién. Y surgio la Ingenieria Genética, de la mano de la
Biologia Molecular, que no es méas que la Quimica de la Vida (Quimica Bioldgica) aplicada
especialmente a los procesos relacionados con el material genético y anexos.
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Llegamos a la era del “Proyecto Genoma Humano”, con el desciframiento completo de
nuestra informacién genética. O casi completo, porque la actividad dentro de nuestras células la
lleva a cabo el conjunto de proteinas, organizadas en caminos metabdlicos, entrelazados entre si
dando lugar al llamado “Metaboloma”.

Como ocurrié en los inicios de la actividad humana, el mayor conocimiento de los sistemas
llevo al deseo de mejorarlos, para que sirvieran mejor a las necesidades de los individuos.

Y del “Proyecto Genoma” se paso al “Proyecto Proteoma”, o “Gendmica Funcional”, visto
que si la informacion contenida en el genoma no se expresa en otras moléculas funcionales (por
ejemplo: proteinas) de nada servira. Y el mejor conocimiento de la relacion entre estructura,
conformacion espacial y funcion llevé a ese deseo, desde el comienzo insertado en el ser humano,
de modificar la naturaleza para su bienestar, a querer redisefiar las proteinas, modificando la
actividad de las mismas.

Evolucion, la adaptaciéon gradual a una presion selectiva, es la manera que tiene la
naturaleza de responder a los variados desafios ambientales. El principio evolutivo puede
describirse como ciclos repetidos de introduccion de mutaciones en el genoma, seleccion de
fenotipos beneficiosos y pasaje de las mutaciones seleccionadas a la descendencia, en forma
directa (propagacion vegetativa) o via recombinacién genética con una pareja (propagacion
sexual).

Los productos de una evolucion Darwiniana son aparentes a todo nivel, desde la
impresionante diversidad en los organismos vivientes hasta las moléculas proteicas individuales.
Los cientificos que desean redisefiar estas mismas moléculas, estan implementando su propia
version del algoritmo evolutivo. La llamada “evolucién dirigida” que nos permitira explorar funciones
enzimaticas no requeridas por el medio ambiente natural y aquellas cuyas bases moleculares no
se comprenden en detalle.

En definitiva, podriamos decir que es una forma de modificar la evolucion, actuando
directamente sobre las moléculas en cuestion, ya sea desde el comienzo modificando la
informacion genética o, a posteriori, modificando directamente a la molécula de interés.

Si se reconstruye la historia evolutiva de las proteinas actuales, aprendemos que son moléculas
altamente adaptables, al menos en la escala del tiempo evolutivo. Muchas de las enzimas que
catalizan reacciones diferentes han evolucionado en forma divergente a partir de un ancestro
comun, adquiriendo capacidades muy diversas por procesos de mutacion al azar, recombinaciéon y
seleccion natural. También sabemos que las enzimas que comparten una funcién comuan, por
ejemplo, catalizan un paso particular en un camino metabdlico, ademas de su estructura
tridimensional pueden exhibir propiedades muy diferentes (estabilidad, solubilidad, tolerancia a pH,
etc.) dependiendo de donde se las encuentre.

¢Por qué la necesidad de una evolucion dirigida?

Cuando se utilizan enzimas naturales para una aplicacion industrial, para servir como catalizadores
en sintesis quimicas o como aditivos en detergentes de lavanderia, se descubre que no se adaptan
bien para estas tareas. Debido a la poca solubilidad del sustrato, ruptura de productos inestables o
reacciones competidoras, las condiciones para una reaccion enzimatica pueden no ser apropiadas
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para una aplicacion a gran escala.

Es posible producir nuevas enzimas en organismos recombinados, alterando la secuencia
de aminoacidos y, por lo tanto, las propiedades mediante modificaciones apropiadas a nivel del
ADN. Sin embargo, la experiencia demuestra que los cambios en las propiedades enziméaticas
provienen de la acumulacion de pequefios ajustes, muchos de los cuales estan distribuidos a lo
largo de distancias significativas en la molécula.

La evolucion es una herramienta poderosa con habilidad comprobada para alterar la
funcién enzimatica y, especialmente, para ajustar las propiedades enzimaticas. Es un algoritmo
gue puede ser implementado en el laboratorio para redisefiar. El reto es comprimir la escala de
tiempo a meses, o0 aln semanas.

A partir de este momento, pasamos a temas un poco mas especificos y, tal vez, algo mas
complicados. Espero que las figuras ayuden a comprender un poco mejor estos conceptos.

¢, Como hacer esto?

En estos momentos, tenemos a nuestro alcance oportunidades sin precedentes para
generar nuevas enzimas y biocatalizadores, utilizando técnicas sofisticadas que mutan,
recombinan y amplifican las secuencias de acidos nucleicos.

Un experimento tipico de evolucion dirigida comienza con la seleccion de una biblioteca de
secuencias de ADN parental que codificque para proteinas que involucran, en parte, la propiedad
buscada. La diversidad de secuencias exploradas es, luego, incrementada mediante el paso de
mutagénesis, introduciendo mutaciones nucleotidicas puntuales al azar y/o por recombinacion de
fragmentos de ADN. El paso de mutagénesis y fragmentacion deja a todas, con pocas
excepciones, las secuencias inactivas. Estas secuencias de ADN son, luego, ligadas a un vector
de expresion y se transforman células de Escherichia coli. Luego, se emplea un procedimiento de
basqueda (“screening”) para aislar las pocas células transformadas que contienen las secuencias
codificantes para enzimas activas o proteinas funcionales. Estas secuencias seleccionadas son,
luego, amplificadas y se repite el ciclo de mutagénesis, busqueda y amplificacion, multiples veces,
hasta que se encuentran las proteinas con la funcion o propiedad deseadas.

Estrategias para las mutaciones.

La mutagénesis de un gen puede realizarse en forma diseminada a lo largo de una
secuencia o dirigida a una regién en particular.

La primera puede lograrse mediante la llamada “PCR con predisposicion a errores” (“error-
prone PR”) o mediante la tecnologia de “mezclado de ADN” (“DNA-shuffling”).

En la primera, el gen de interés es amplificado con una ADN polimerasa en condiciones
donde la fidelidad transcripcional es baja y se introducen errores en las copias generadas. Dado
que la mayoria de las mutaciones no son beneficiosas, dos mutaciones favorables se acumularan
en el mismo gen, solamente con baja probabilidad y muchas mutaciones beneficiosas seran
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enmascaradas por las deletéreas. Para combinar varias mutaciones deseables, se utiliza un
segundo método, donde el conjunto de fragmentos de ADN generado por la PCR es digerido por
DNasa I, una enzima que corta en forma inespecifica, y se reensamblan los trozos por PCR. En
principio, cada mutacion puede ser recombinada y propagada individual e independientemente de
otras mutaciones. Este proceso se asemeja al “crossing-over” que tiene lugar en los cromosomas
de los organismos vivientes.

Para introducir mutaciones solamente en una regién particular de un gen, puede utilizarse
la mutagénesis en cassette por PCR. El fragmento de ADN conteniendo el punto mutado es
recortado entre dos sitios de restriccion flanqueantes. Luego, un producto de PCR, que puede
ligarse exactamente en estos sitios de restriccion, se genera con un cebador degenerado. Este
iniciador se sintetiza quimicamente para llevar una mezcla al azar de nucleétidos en uno o mas
codones y la proteina codificada lleva, por lo tanto, un conjunto de aminoacidos al azar, en esta
posicion particular. Desafortunadamente, un codén completamente formado al azar exhibira una
fuerte desviacion hacia algunos aminoacidos que son codificados por mas de un codon, por
ejemplo, el aminoacido serina es codificado por seis codones diferentes, mientras que triptofano
esta codificado por un solo coddn), siendo también dificil evitar la incorporacién de un codén de
terminacion. La solucion a este problema es usar trinucledtidos presintetizados (codones) para
todos los 20 aminoacidos como bloques de construccion para la sintesis de ADN de los
oligonucleétidos, en lugar de utilizar los mononucle6tidos convencionales. Estos bloques pueden
ser mezclados en cualquier proporciéon y solamente se necesita agregar aquellos trinucleétidos que
el investigador desea en esta posicion en la secuencia proteica.

Figura 1.- Estrategias para mutagénesis, con el fin de obtener
las modificaciones localizadas o en genes enteros. En el
panel (A) se muestra en forma esquemética el proceso de PCR
“sujeto a error”, como una estrategia para la distribucién no
dirigida de mutaciones en un gen de interés. Se muestran dos
tipos de mutaciones, las favorables (cuadrados) y las
desfavorables (circulos). En ciclos sucesivos de PCR, se
introducen mas mutaciones de cada tipo y, generalmente, las
moléculas contendran alguna de cualquier tipo. Asi, el efecto
benéfico de las mutaciones favorables puede ser opacado,
completamente, por la presencia de las desfavorables. Una
posible solucion a este problema, se muestra en el panel (B) y se
conoce como “mezclado de ADN". El producto de PCR se corta
en pequefios trozos, utilizando la enzima ADNasa | y se
reensamblan, subsecuentemente, mediante PCR. Las
mutaciones quedan, por lo tanto, cruzadas y los genes con el
mayor nimero de mutaciones favorables pueden ser enriquecido
por seleccién. El panel (C) muestra el principio de PCR utilizando un “primer degenerado”. Este “primer” o iniciador contiene una
mezcla de todos los cuatro posibles nucleétidos (abreviados en la letra N) en una posicion determinada o, alternativamente, una
mezcla de codones ensamblados a partir de trinucleétidos. Las proteinas sintetizadas a partir de este gen llevaran, por lo tanto,
un grupo “randomizado” de aminoacidos en esta posicion. Ver Figura 1 tamafio completo

Estrategias para seleccionar las proteinas.
a) “Display” ribosomal:

Se transcribe una biblioteca de ADN, in vitro, a ARN mensajero utilizando ARN polimerasa. Esta
biblioteca de ARN mensajero puede traducirse a proteina, utilizando la maquinaria bacteriana
(extracto bacteriano S30). Luego de detener la traduccién por enfriamiento y aumentando la
concentracion de magnesio, el ARN mensajero (ARNm), el ribosoma y la proteina recién
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sintetizada formaran un complejo ternario. Los complejos ribosomales deseados se seleccionan
por afinidad, de la mezcla de traduccién, por unién de la proteina nativa al antigeno inmovilizado.
Los complejos ribosomales no especificos se eliminan por lavado exhaustivo. Los complejos
ribosomales unidos se eluyen con antigeno y se puede recuperar el ARNm y transcribirlo en forma
reversa obteniendo cADN (ADN copia) mediante la técnica de RT-PCR. Este cADN puede
utilizarse en el proximo ciclo de enriquecimiento o puede analizarse por secuenciacion.

Figura 2.- Principio de blisqueda y seleccion de una proteina ligadora, a partir de una biblioteca de ADN, utilizando la
tecnologia del “display” ribosomal.

Ver Figura 2 tamaifio completo

b) Ensayo de complementacion de fragmentos proteicos (PCA), para la seleccion simultanea de
interacciones proteina/proteina.

En este método, una biblioteca proteica puede ser analizada contra otra biblioteca proteica. Esto es (til
para obtener un mapa de proteinas interactuantes dentro de un organismo pero también, para identificar
ligandos de una biblioteca de anticuerpos.

Figura 3.- Principio del ensayo de complementacion de fragmentos
proteicos: (A) Enzima dihidrofolato reductasa murina (DHFR), nativa, mostrada
como diagrama de “cinta”. Esta enzima es importante para la biosintesis de
purinas, timidilato, metionina y pantotenato. En esta figura, también se muestra
al cofactor folato, en un modelo espacial. Si esta enzima se parte,
genéticamente, en dos (B), los fragmentos no se reasociaran y se perdera la
actividad. Por lo tanto, se impide la division y el crecimiento celular en un medio
minimo. La fusién de los fragmentos individuales a dominios proteicos,
formando un complejo (C) puede dirigir el reensamblado de los fragmentos de
DHFR, recuperandose la actividad (D). Este sistema se utiliza, en la actualidad,
para seleccionar anticuerpos scFv, a partir de una biblioteca de ADN, contra
“blancos” definidos, fusionados a un fragmento de la DHFR (E).

Ver Figura 3 tamafio completo
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PROTEINAS A MEDIDA

Existen cuatro requerimientos para una evolucion dirigida exitosa: 1) la funcion deseada debe ser
fisicamente posible, 2) la funcién debe ser, también, biolégica o evolutivamente posible, 3) también
debe ser posible obtener bibliotecas de mutantes, lo suficientemente complejas como para
contener mutaciones beneficiosas y, 4) debe existir una forma rapida de seguimiento o seleccion
que refleje la funcién deseada.

Recientemente se ha obtenido un gran éxito en la obtencion de enzimas con utilidad
industrial, con una mejora sustancial en la actividad y termoestabilidad, como asi también de
vacunas y productos farmacéuticos.

Cada vez cobra mas realidad la afirmacion: “el hombre se ha convertido en la primera
criatura de la evolucion, capaz de modificar la evolucién”. El futuro dira hasta dénde se podran
disefiar proteinas “a medida” de las necesidades que vayan surgiendo.

Por ahora, nos encontramos como nuestro antecesor prehistorico: asombrados ante la
enorme vastedad de posibilidades y dispuestos a escribir un nuevo capitulo en la historia de los
avances cientificos.

Solamente resta esperar que todo sea para bien.

Bibliografia consultada:

-Modelling DNA mutation and recombination for directed evolution experiments. Gregory L. Moore
and Costas D. Maranas J. theor. Biol. (2000) 205: 483-503

-Directed evolution with fast and efficient selection technologies. Ekkehard Méssner and Andreas
Plickthun Chimia (2001) 55: 324-328

-http://www.che.caltech.edu/groups/fha/Enzyme/directed.html Directed enzyme evolution. Frances
H. Arnold.
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L as quimioquinas son moléculas tan atractivas como promiscuas, que dirigen lamigracién leucocitaria e
intervienen en una amplia variedad de procesos fisioldgicos y patolégicos fundamentalmente en procesos
inmunitarios e inflamatorios (1,2). Son proteinas de bajo peso molecular (de aproximadamente 70
aminoacidos), secretadas por diversas células e involucradas en lamigracion y activacion de leucocitos, en los
procesos de angiogénesis, en la produccion de coldgeno y en la proliferacion de los precursores
hematopoyéticos. Se clasifican de acuerdo ala posicion relativa de sus residuos cisteina N-terminal. Asi,
cuando los dos residuos de cisteina estan separados por un aminoécido se designan como quimioquinas-CXC
(CXC-chemokines) y cuando ambas cisteinas estan unidas se las denomina quimioquinas-CC (CC-
chemokines). Después del rgpido descubrimiento de nuevas quimioquinas, uno de los problemas que se
presento fue que varios grupos de investigaci én informaban acerca de la misma molécula con distintos
nombres. Esto Ilevé a una confusion entre |os cientificos que trabajaban activamente en este campo de
investigacion. Asi en € "Keystone Simposium on Chemokines and Chemokine Receptors " realizado en enero
de 1999, en Keystone, CO. A. Zlotnik y O. Y oshie propusieron un nombre sistematico paratodas las
guimioguinasy sus receptores basandose en la estructura proteicay en su locus génico agrupandolas en cuatro
familias (Cuadro 1) (Los efectos biol 6gicos de las quimioquinas son producidos por su union areceptores
que se expresan sobre la superficie celular y estan acoplados a proteinas G. Estos receptores son promiscuos,
siendo por lo tanto capaces de unir distintas quimioquinas (Fig.1) y producir asi efectos biol 6gicos diferentes.

Cuadro 1

Quimioquina /Receptor CXC

Nombre sistematico |Ligando humano Ligando murino |IReceptor de quimioquina
CXCL1 GROo/ MGSA-a GRO/ KC CXCR2, CXCR1
CXCL2 GROPB/ MGSARB GRO/ KC CXCR2
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CXCL3 GROY/ MGSA -x GRO/ KC CXCR2

CXCL4 PF4 PF4 Desconocido
CXCL5 |ENA - 78 |LIX CXCR2

CXCL6 GCP -2 CKa - 3 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP - 2 |Desconocido CXCR2

CXCL8 |IL-8 Desconocido CXCR1, CXCR2
CXCL9 {Mig (Mig CXCR3

CXCL10 |IP-10 |IP-10 CXCR3

CXCL11 |l - TAC |Desconocido CXCR3

CXCL12 SDF -1a/ SDF -1 CXCR4

CXCL13 |BLC/ BCA -1 |BLC/ BCA -1 CXCR5

CXCL14 BRAK!/ bolequina BRAK desconocido
CXCL15 desconocido |Lungquina desconocido

Quimioquina/ Receptor C

XCL1 Linfotactina Linfotactina XCR1 SCM 1a/ATAC
XCL2 SCM-1p desconocido XCR1
Quimioquina/ Receptor CX 3C

CX3CL1 Fractalquiina Neurotactina CX3CR1

Quimioquina/ Receptor CC

file:/l//Gaialbibliotecadigital/Publicaciones/007_QuimicaViva/Archivo/QuimicaViva vol02num2/parted.htm (2 of 8)14/03/2011 20:36:41




QUIMIOQUINAS

CCL1 {I-309 TCA — 3, P500 CCR8

CCL2 IMCP — 1/ MCAF JE CCR2

CCL3 IMIP - 1a / LD78a IMIP - 1a CCR1, CCR5

CCL4 IMIP - 1P IMIP - 13 CCR5

CCL5 RANTES RANTES CCR1, CCRS3, CCR5

CCL6 Desconocido C10, MRP - 1 Desconocido

CCL7 IMCP -3 |IMARC CCR1, CCR2, CCR3

CCL8 IMCP - 2 IMCP - 2 CCR3

CCL9/10 Desconocido MRP — 2, CCF18, |Desconocido
MIP - 1x

CCL11 Eotaxin Eotaxin CCR3

CCL12 Desconocido IMCP -5 CCR2

CCL13 IMCP - 4 Desconocido CCR2, CCR3

CCL14 HCC -1 Desconocido CCR1

CCL15 HCC-2/ Lkn-1/MIP-15 |desconocido CCR1, CCR3

CCL16 HCC-4 / LEC LCC-1 CCR1

CCL17 TARC TARC CCR4

CCL18 DC-CK1/PARC AMAC-1 [desconocido desconocido

CCL19 [MIP-3p3/ ELC/ exodus-3  [MIP-3p/ ELC/ CCR7
exodus-3

CCL20 IMIP-3a/ LARC/ exodus-1 |MIP-3a/ LARC/ CCR6
exodus-1

CCL21 6Ckine/SLC/ exodus-2 6Ckine/SLC/ CCR7
exodus-2/TCA

CCL22 IMDC/STCP-1 ABCD-1 CCR4

CCL23 IMPIF-1 desconocido CCR1

CCL24 IMPIF-2/Eotaxina-2 desconocido CCR3
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CCL25 TECK TECK CCR9

CCL26 Eotaxin-3 desconocido CCR3

CCL27 CTACK/ILC ALP/CTACK/ILC |CCR10
ESkina

L as quimioquinas son redundantes en su accion sobre las células blanco, ninguna es activa sobre una Unica
poblacién de leucocitos, y usualmente, una poblacién de leucocitos posee receptores y responde a mas de una
quimioquina. Como se menciona més arriba, lainteraccién de las quimioguinas con sus receptores se
caracteriza porque la mayor parte de los receptores interaccionan con multiples ligandos y la mayor parte de
los ligandos interaccionan con mas de un receptor (Fig.1). A continuacion se sefialala nomenclatura

propuesta para todos los ligandos y receptores descriptos, junto con sus nombres primitivos que alin se
emplean en la bibliografia.

Ver Figura 1 tamafio completo

JComo intervienen en € trafico leucocitario?

Lamigracion de leucocitos a sitios inflamatorios depende de una cascada de eventos, mediados en parte, por
quimioquinas y sus receptoresy regulados por una variedad de sefiales. Se pueden distinguir cuatro pasos
fundamentales en el proceso de extravasacion de leucocitos:

1) Distintas moléculas proinflamatorias como LPS (lipopolisacarido), TNF(tumor necrosis factor ) e IL-1
(interleuquin-1) pueden activar alas células endoteliales para que expresen moléculas de adhesion como por
gjemplo selectinas, las cuales son capaces de unirse a moléculas de tipo mucinas que se expresan sobre los
leucocitos, produciéndose asi € rodamiento de |os leucocitos sobre € endotelio vascular (Fig. 2)

2) Las células endoteliales secretan factores quimioatractivos (quimioguinas) que se unen a sus receptores
sobre la superficie de los leucocitos y activan alas integrinas, resultando en una firme adhesion entre
leucocitos y céulas endoteliales (Fig. 2)

3) Debido a que las integrinas se unen a moléculas de adhesion de la familia de las inmunoglobulinas que se
expresan sobre €l endotelio vascular (3,4), los leucocitos migran através de las células endoteliales
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interactuando con la molécula de adhesién PECAM-1 ( platelet endothelial-cell adhesion molecule (CD31))
expresada tanto sobre |0s leucocitos como sobre las membranas intercelulares de las células endoteliales

(Fig.2)

Ver Figura 2 tamaio completo

4) Los leucocitos migran siguiendo un gradiente de quimioquinas, € cual se generapor liberacion de las
mismas por células endoteliales y macrofagos como consecuencia de unainjuria producidaen € tejido (5).
Asi, losleucocitos llegan selectivamente al lugar donde se produce el proceso de inflamacién, dependiendo
del tipo de quimioquina que se secrete.

L a quimioquina fractalquina fue la primera quimioquina-CX 3C que se describi6, es estructuralmente distinta
de otros tipos de quimioquinas y su nombre sistemético es CX3CL 1. Se expresa como una molécula
transmembranay su expresion puede ser inducida marcadamente sobre células endoteliales por citoquinas
inflamatorias como TNF-a, IL-1y IFN-c (interferon c) o con el ligando CD40. La fractalquina soluble puede
ser liberada de la superficie de la célula por protedlisis exhibiendo actividad quimiotactica eficiente para
monocitosy células T (6). En el proceso de extravasacion de leucocitos cumple unafuncion dua actuando a
lavez como molécula de adhesion y como quimioguina. Lainteraccion entre lafractalquinay su receptor,
CX3CR1, puede producir la adhesion celular sin involucrar alas selectinas, pudiendo también producir €l
proceso de transduccion de sefiales para la activacion de las integrinas (6).

El reclutamiento de leucocitos depende de la especificidad de las guimioquinas
producidas en €l sitio de inflamacion

LalL-8 (interleuquina 8), actuamente CXCL8, y el MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), actualmente
CCL 2, son las quimioquinas mas importantes para el reclutamiento de células polimorfonucleares (PMN) y
monocitos, respectivamente. En lainflamacién aguda el infiltrado esiniciamente de PMN y después de 24 a
48 horas predominan |os macréfagos. Este proceso de transicion entre estos dos tipos de leucocitos estaria
relacionado alacinéticay propiedades funcionales de las quimioquinas IL-8 y MCP-1 respectivamente.
Cuando los PMN y otras células son estimuladas por citoquinas inflamatorias, la IL-8 es producida
tempranamente y por 24 horas, reclutando y activando localmente mas PMN. Una prolongada produccion de
IL-8 puede producir una alta concentracion de esta quimioquina en los vasos, lo cual inhibe la adhesion de
PMN al endotelio y la extravasacion de los mismos (7). La produccion de MCP-1 esta usualmente retardada
pero sostenida por varios dias, su produccién no sensibiliza alas célulasy conduce a un tardio reclutamiento
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de monocitos (8,9). Es interesante destacar que la estimul acién de neutrdfilos con citoquinas inflamatorias por
varias horas produce selectivamente MCP-1y no |L-8 observandose ademés que el complejo IL-6-sIL-6Ra
puede activar alas células endoteliales para secretar IL-8 y MCP-1 (10). Estas interrelaciones entre citoquinas
y quimioquinas se producen en todos |os procesos biol 6gicos donde intervienen estas proteinasy eslo que
hace tan dificultoso su estudio in vivo.

Regulacion dela funcién de células endotelialesy células dendriticas por quimioguinas

Quimioguinasy células endoteliales. Durante mucho tiempo se consider6 que las células endoteliales, que
cubren la pared interna de | os vasos sanguineos, cumplian una accién pasiva, como s fuese un papel celofan
gue no degja pasar la sangre. Actualmente se sabe que participan en reacciones inmunes e inflamatorias
produciendo y respondiendo a citoquinas y quimioquinas. Estos mediadores polipeptidicos solubles sirven
parala comunicacion entre células, tejidos y Grganos. Las quimioquinas son fundamentales en el proceso de
reclutamiento de leucocitos y son producidas por |as células endoteliales en respuesta a moléculas
involucradas en reacciones inflamatorias, inmunidad y trombosis. El repertorio de quimioquinas producidas
por las células endoteliales incluye miembros de las familias CXC- ( IL-8, epithelial-cell derived neutrophil-
activating protein 78 (ENA-78)), growth related oncogen a (GRO-a), interferon-inducible protein 10 (IP-10) y
CC- (MCP-1, MCP-3, RANTES) con lamayor cantidad de estudios focalizados sobre quimioquinas tipicas
como IL-8 y MCP-1. En general €l espectro de accion de las quimioquinas se restringe aleucocitos, sin
embargo hay evidencias que sugieren que esta superfamilia de mediadores inflamatorios pueden afectar la
funcién de las células endoteliales y nerviosas (11, 12)

Quimioquinasy Células Dendriticas Uno de los desarroll os recientes mas interesantes en la biologia de las
quimioquinas es €l estudio de lainterrelacion entre quimoquinas y células dendriticas (Fig. 3).

Ver figura 3 tamafo completo

Las células dendriticas (centinelas del sistema inmune) son las células presentadoras de antigenos mas
eficientesy son capaces de producir quimioquinasin vitro e in vivo constitutivamente o en forma inducida.

L os progenitores de las células dendriticas entran ala sangre desde lamédula 6seay seinstalan en los tejidos
no linfoides, donde se desarrollan como células dendriticas inmaduras (Fig. 3) con alta capacidad de captar y

procesar antigenos'y baja capacidad de estimular células T. La produccién local de citoquinas inflamatorias
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como TNF, IL1, GM-CSF, CD40L (Fig. 3) y € encuentro con un antigeno promueve la maduracién de las
células dendriticas y como consecuenciala migracion de las mismas hacialos nédulos linfoides regionales
(13). Estas células maduras, se caracterizan por expresar moléculas coestimulatorias y poseer ata capacidad
para presentar antigenos que estimulan la proliferacion de células T. Los receptores de quimoquinas se
expresan sobre |as células dendriticas en forma especifica. Asi, las células dendriticas inmaduras expresan el
receptor CCR6 y responden ala quimoquina CCL20/MIP3a/LARC (Fig. 1, Fig. 3) in vitro. Cuando estas
células captan el antigeno, comienzan a madurar y expresan € receptor CCR7 el cual esfundamental parala
migracion hacialos nédul os linfoides ya que en los mismos se secretan las quimioquinas CCL20/MIP3b/ELC
y CCL21/6Ckine/SLC (Fig. 1, Fig. 3) cuyo receptor es CCR7. CCL20 y CCL21 forman un gradiente que
hace migrar alas células dendriticas maduras alos nédul os linfoides, donde son capaces de activar células T
de antigenos especificos (14). Estos y otros estudios (8) sugirieron que la expresion de receptores de
quimioquinas en las células dendriticas, es un fendmeno especifico que posee una funcion durante la
respuestainmune.
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¢ QUE NOS ENSERNA EL CANGREJO?
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La investigacion en el area de las bases moleculares del aprendizaje y la memoria ha tenido un
enorme impulso en la década pasada y constituye una de las areas de investigacion mas activas
de la neurobiologia de nuestros dias. Este estudio se ha enriquecido gracias a la utilizacién de
distintos modelos de memoria y de plasticidad neuronal, desarrollados tanto en vertebrados como
en invertebrados, y diversos aspectos de este fendmeno sumamente complejo son abordados
gracias a esta diversidad de paradigmas. A su vez, el desarrollo de novedosas metodologias en el
ambito de la biologia molecular e inhibidores de distintas vias metabolicas ha permitido ampliar los
conocimientos relacionados con los mecanismos moleculares implicados en estos procesos. Un
ejemplo de la relevancia del uso de animales “simples” para estos estudios es la babosa marina
Aplysia. Grandes avances en este campo se realizaron desde la década del 70 estudiando
aprendizajes simples en esta especie que constituyeron la base de los trabajos de Erik Kandell1,
de la Universidad de Columbia, EEUU, por los cuales obtuvo el Premio Nobel de Medicina en el
afo 2000, en reconocimiento a sus descubrimientos sobre la transduccion de sefiales en el
sistema nervioso. Mucho hemos aprendido de la babosa de mar sobre cdmo hace nuestro cerebro

para formar memorias. Pero también hemos aprendido de otros animales. ¢ Qué nos ensefa el
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cangrejo?

Desde hace ya mas de un siglo los crustaceos decapodos han sido utilizados como modelos en
distintos paradigmas de aprendizaje y memoria, incluyendo gran diversidad de especies y
comportamientos. Algunos cangrejos presentan una gran sensibilidad y agudeza visual. Objetos en
movimiento que estimulan la parte superior de su campo visual desencadenan un limitado conjunto
de respuestas defensivas estereotipadas, facilmente discernibles y medibles. Esto presenta una
ventaja adaptativa, ya que habitan en general en terrenos llanos (zonas costeras) y son predados
por las aves, especialmente las gaviotas. A su vez, muestran una gran capacidad de aprendizaje
para adecuar esas respuestas a distintas circunstancias y contextos. Aprovechando estas
caracteristicas, desde el afio 1985 hemos desarrollado en el Laboratorio de Neurobiologia de la
Memoria un modelo de aprendizaje y memoria en estos animales. El protagonista de nuestra
historia es Chasmagnathus granulatus (figura 1), un cangrejo semiterrestre que habita en las zonas

de transicion de agua dulce y salada de las costas del sur de Brasil, Uruguay y Argentina.

Figura 1

Fig 1: Chasmagnatus Granulatus, el crustaceo decapodo utilizado en el Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria como
modelo de estudio

En el laboratorio se estudio la respuesta de escape del cangrejo a un estimulo visual de peligro,
una figura rectangular opaca que pasa por encima de él. Con el fin de cuantificar y analizar dicha
respuesta se desarrollo el “actometro”, un dispositivo experimental totalmente automatizado (figura

2).

Figura 2

Figura 2: El actémetro. Consiste en un contenedor plastico donde se sitda un animal, por encima del cual, se ubica la figura que
puede moverse en un angulo de 90° paralelamente a la superficie. Al contenedor se adhieren dos micréfonos que transducen la
sefial a una computadora, donde la misma es cuantificada. En el cuarto de entrenamiento, 40 actdmetros permiten registrar la
respuesta de escape de 40 cangrejos en forma simultanea.
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Cada entrenamiento consiste tipicamente en 15 ensayos (E) de presentacion de la figura, con un
intervalo entre ensayos (IEE) de 3 minutos. Ante la presentacion reiterada del estimulo de peligro
la respuesta de escape decrece, y es reemplazada por una respuesta criptica que consiste en
permanecer contra el fondo del recipiente sin realizar movimiento alguno (“freezing”). Este
protocolo de entrenamiento se denomina espaciado, y origina una memoria de largo término,

puesta de manifiesto por una robusta retencion que perdura por lo menos una semana (Figura 3).

Figura 3

Figura 3: Retencién inducida por una sesién de entrenamiento espaciado de 15 E presentados en forma espaciada, con un
intervalo entre ensayos (IEE) de 3 minutos. Los graficos muestran el nivel de la respuesta de escape de animales entrenados
(rojo) o expuestos solo al contexto (verde) en la sesién de entrenamiento (izquierda) y en la de evaluacion de la memoria, 24 hs
después del entrenamiento (derecha). La retencion se define operativamente como la diferencia estadisticamente significativa
entre la respuesta en el primer ensayo del grupo control y el grupo entrenado.

En esas condiciones los animales establecen una asociacion entre el contexto y la sefial de
peligro, denominado aprendizaje contexto-sefiall6. Sin embargo, no se induce memoria contexto-
sefal (MCS) cuando se utiliza un protocolo de estimulacion continua, sin intervalo entre ensayos.
Esto es asi aun cuando el tiempo total de estimulacion sea el mismo que para un entrenamiento
espaciado, aumentando asi en forma notable el nUmero de ensayos (alrededor de 1 000 E). La
MCS es dependiente de la sintesis proteica y de ARN mensajero, dado que drogas que interfieren
con los procesos de transcripcion y traduccion producen amnesia durante el periodo de
consolidacién de la memorial®.20 (este concepto serd aclarado mas adelante). En cambio, cuando
se utiliza un entrenamiento masivo (IEE de 4 seg) se induce una memoria intermedia que sélo
perdura entre 2 y 3 dias, que no depende del contexto (memoria sefial, MS), y que es
independiente de la sintesis proteical0. La presencia de distintos tipos de memoria generados por
los mismos estimulos e incluso de un protocolo de estimulacién que no genera memoria de largo
término, son herramientas muy valiosas para identificar procesos moleculares implicados
especificamente en la formacion de la memoria y controlar fendbmenos inespecificos que estan
siempre presentes en el entrenamiento, tales como estrés, estimulacion visual y motora. Es
extensivo el estudio de las caracteristicas de estos tipos de memoria con respecto a la estimulo-

especificidadl®, contexto-especificidad2’, fendmenos de reconsolidacion y extincion?l. 22, de
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neurotransmisores y neuromoduladores involucrados, mediante el uso de agonistas y
antagonistas?: 4 29 y de la electrofisiologia de neuronas implicadas en el aprendizaje y la
memoria30. Sin embargo, en este articulo nos centraremos en las vias de transduccién de sefiales

implicadas en la formacién de la memoria.

¢,Cual es la base molecular de la memoria?

Desde fines del siglo XIX, a partir de observaciones en humanos, se desarrollé el concepto de
consolidacion de la memoria. Segun esta teoria, aln hoy en boga a pesar de los multiples embates
recibidos, la memoria primero existe en una forma labil, pasible de disrrupcién, y luego se
consolida, pasando a una forma mas estable y de larga duracién. Distintos agentes pueden
disrrumpir la memoria antes de su consolidacién, variando desde simples distractores a electro-
shock convulsivos o traumas craneanos. Es un fenémeno ubicuo, que ocurre tanto en humanos
como en otros vertebrados e invertebrados. El estudio de la consolidacion cobro una base
bioguimica y molecular a partir del hallazgo de que inhibidores de la traduccién y transcripcion
producen amnesia cuando se administran durante este periodo critico. Este fenomeno probé ser
practicamente universal para las memorias de larga duracion y muestra una analogia con los
periodos criticos del desarrollo. Considerando este aspecto, se definié entonces la consolidacion
como un periodo durante el cual nuevas proteinas tienen que ser sintetizadas9. Esto llevé a
postular que es necesaria la regulacién de la transcripcion génica durante la formacion de la
memoria. Las sefales iniciadas por la actividad sinaptica deben llegar al nacleo. En este punto
debemos aclarar que nuestro enfoque de la memoria no es reduccionista. La memoria se entiende
en términos neuronales como modificacion de las conexiones sinapticas en los circuitos
relacionados con la representacion de las experiencias. No hay moléculas de la memoria sino

mecanismos moleculares que permiten dichas modificaciones.

En el laboratorio hemos estudiado distintas vias de sefializacion intracelular involucradas en la
consolidacion de la memoria y en esta comunicacion sinapsis-nucleo. A continuacion

sintetizaremos las lineas de investigacion que hemos desarrollado.
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Dos periodos criticos para la consolidacion: Proteina quinasa

dependiente de cAMP (PKA)

El papel de la PKA en procesos de plasticidad neuronal relacionados con la memoria fue
inicialmente estudiado en los trabajos pioneros del grupo de Kandel, en Aplysia, y posteriormente
corroborado en otros modelos de vertebrados e invertebrados. En Chasmagnathus se han
obtenido las primera evidencias sobre la facilitacién o bloqueo de un proceso amnésico mediante el
uso de analogos de cAMP, activadores e inhibidores de PKA23, 24 (Figura 4), en paralelo con

resultados obtenidos utilizando otros inhibidores de PKA en pollos2°.

Figura 4:

Este tipo de evidencias farmacoldgicas, junto con evidencias genéticas utilizando mutantes de
aprendizaje y memoria en Drosophila, permitieron poner de manifiesto la relevancia del papel de la

PKA en la memoria, que previamente habia sido propuesto a partir de modelos in vitro.

¢, Cudl es la ventaja de realizar experimentos farmacolégicos en Chasmagnathus? La ausencia de
una barrera hemato-cerebral endotelial en estos animales permite la administracion sistémica de
drogas mediante un tratamiento no traumatico, trabajando a muy bajas dosis, equivalentes o aun

menores a las utilizadas in vitro.

Mediante esta metodologia hemos detectado dos periodos criticos de actividad de la PKA durante
la consolidacién de la memoria, durante los cuales la administracion de un inhibidor especifico de
PKA resulta amnésica. La actividad de PKA se requiere durante el entrenamiento y en un periodo

posterior, entre las 4 y las 8 horas post-entrenamiento13 (Figura 5).
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Figura 5

Figura 5: Dos periodos sensibles a la inhibicion de PKA durante la consolidacion de MCS. Los gréaficos muestran la respuesta de
escape en la sesién de evaluacion de la memoria, 24 hs después del entrenamiento, después de la inyeccién de solucion salina
(a) o inhibidor de PKA (b) a distintos tiempos respecto del entrenamiento. La barra gris vertical indica el periodo de
entrenamiento. CTX: animales no entrenados que permanecieron en el contexto durante la sesién de entrenamiento; ENT:
animales entrenados con 15 ensayos espaciados. Los datos se muestran normalizados a la respuesta de los animales CTX.
*p<0.05 y ** p<0.01 comparaciones planeadas CTX vs ENT.

Este curso temporal es similar al encontrado para otra quinasa, IKK, que sera discutida en la
siguiente seccion. En coincidencia con estos estudios, PKA esta activa en el cerebro de

Chasmagnathus inmediatamente después del entrenamiento y a 6 horas despuésl4.

¢, Como se explica que una via de sefalizacion que participa en muchos procesos metabdlicos
tenga un papel tan especifico en la memoria, para la que se requiere accién en un limitado juego
de sustratos en sitios restringidos? La PKA presenta basicamente dos isoformas, tanto en
vertebrados como en invertebrados, PKAI y PKAII, con diferente distribucién subcelular, y asociada
con distintas proteinas de anclaje. La activacion diferencial de estas isoformas conferiria tal
especificidad. La participacion diferencial de isoformas de PKA en memoria es materia de debate.
En este contexto, hemos obtenido evidencias que sugieren un novedoso mecanismo para lograr un
aumento prolongado de PKA durante la consolidacion, el aumento en los niveles de PKAI, la
isoforma mas a fin al CAMP (casi 10 veces mas afin que PKAII). Esto permitiria activar PKA a

niveles muy bajos de cAMP, aln a niveles basales4.

Un novedoso mecanismo de sefializacidon sinapsis-nucleo: Nuclear Factor

- kappa B (NF-kB), su inhibidor, kB, e IkB quinasa (IKK).

Un paso relevante de las investigaciones en Chasmagnathus ha sido el hallazgo de la participacion
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del sistema IKK / NF-kB por primera vez en un proceso de memoria y, a su vez, la obtencién de las
primera evidencias sobre la activacion en las terminales sinapticas, apoyando la hipétesis sobre un
novedoso mecanismo de sefializacion sinapsis-nucleo. Rel/NF-kB es una familia de factores de
transcripciébn muy conservada en la evolucién, tanto en sus componentes como en su funcion. Esta
involucrada en a respuesta inmune y en apoptosis. Esta presente en el sistema nervioso central y
existen evidencias sobre su papel en plasticidad neuronal. Distintas sefales que llevan a la
activacion de la proteina quinasa IKK (IkappaB quinasa) lo activan, ya que IKK fosforila al inhibidor
de NF-kB, IkB. Esta fosforilacion permite la degradacion de lkappaB y la consecuente traslocacion

de NF-kB al ntcleo.

En Chasmagnathus, un entrenamiento espaciado, que induce MCS, aumenta la actividad de NF-kB
medida a partir de extractos nucleares del cerebro. Por otro lado, hemos determinado dos fases de
activacion de este factor, de manera similar a la descripta en otros sistemas, donde el mismo es
activado. Asimismo, existe una fuerte correlacion entre las condiciones de entrenamiento

necesarias para la formacion de la MCS y aquellas para activar NF-kB, en cuanto a cantidad de

ensayos Yy frecuencia de estimulacién 7.8 (Figuras 6a, 6b, 6c).

Figura 6a

Figura 6a: El entrenamiento spaciado (STr) y no el masivo (MTr) inducen activacion en el nicleo de NF- B inmediatamente luego
del entrenamiento. La unién a DNA de B fue determinada por EMSA. Se graficé la relacién de medidas densitométricas de las
bandas de retardo especificas de grupos entrenados (STry MTr) y controles (CS). Estos ultimos fueron entrenados
simultdneamente con los otros grupos. CS: entrenamiento continuo (600 E, IEE=0 s). MTr: entrenamiento masivo (300 E, IEE=4
s). STr: entrenamiento espaciado (30 E, IEE=100 s).

Figura 6b

Figura 6b: 15 0 mas ensayos, y no 10 o menos, inducen tanto activacioén nuclear de NF- B como MCS. Izquierda: Niveles de
activacion de NF- B determinados por EMSA. Los valores se obtuvieron igual que en la figura 6a. Los grupos fueron entrenados
con 5, 10, 15 o 30 ensayos espaciados, en simultaneo con los grupos controles (CS). Derecha: Grupos entrenados con 5, 10, 15
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0 30 ensayos espaciados. La session de evaluacion tuvo lugar 24 hs luego del entrenamiento, y consistio de un ensayo de
presentacion del estimulo. Los grupos control fueron colocados en los actémetros, pero no recibieron entrenamiento y fueron
testeados igual que los grupos entrenados. Barras blancas: grupos control. Barras llenas: grupos entrenados. * y barras negras:
diferentas significativas con los respectivos grupos control en comparaciones planeadas ( =0.01, F=7.2 y 9.4, respectivamente).

Figura 6¢

Figura 6¢: Curva temporal de activacién de NF- B luego de un entrenamiento espaciado. Cada barra corresponde a la media de
triplicados de experimentos independientes. Cada grupo de animales fue sacrificado a los tiempos indicados luego de un
entrenamiento espaciado (30 E) o continuo (600 E). La actividad de union al DNA fue determinada por ensayos de EMSA.

También se ha encontrado activacion de NF-kB en extractos sinaptosomales (terminales sinapticas
aisladas), inducida por el entrenamiento, constituyendo la primera evidencia in vivo del mecanismo
propuesto mediante el cual la transmision sinaptica activa localmente a NF-kB, que luego viaja por
transporte retrogrado, a través de las prolongaciénes neuronales, hasta el nicleo. También se ha
determinado que un inhibidor de IKK (y por lo tanto de NF-kB) es amnésico y, a su vez, capaz de
inhibir la actividad endégena de IKK y de NF-kB en el cerebro central de Chasmagnathus18. El
efecto amnésico de la droga tiene lugar de manera coincidente con las dos fases de activacion de
NF-kappaB previamente observadas (Figura 7), sustentando la idea de que la activacién de dicho

factor de transcripcidén es necesaria para la consolidacion de la MCS.

Figura 7

Figura 7: Comparacion entre el curso temporal de activacion de NF-kB inducida por el entrenamiento y la amnesia inducida por
sulfasalazina. A. Actividad de NF-kB durante y a diferentes tiempos después del entrenamiento determinado por EMSA. Linea
punteada: Actividad de unién al DNA en grupos control. B. Efecto de sulfasalazina sobre la MCS. La abscisa representa el tiempo
de inyeccién con respecto a la finalizacién del entrenamiento. Los valores fueron normalizados a los respectivos grupos
controles. Circulos abiertos: Media + SD de CT-SSZ. Barras grises: Media + SD de TR-SSZ. Rectangulo rayado: sesién de
entrenamiento. *: p<0.05. **: p<0.01.
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Proteina quinasas activadas por mitégenos (MAPKS)

Las MAPKs son proteinas quinasas clasicamente activadas por receptores tirosina quinasas tales
como los receptores de factores neurotréficos. En esta familia de quinasas se encuentran, entre
otras, ERK1 y ERK2 (por “extracellular signal-regulated kinase” kinasas reguladas por sefales
extracelulares), p38 (llamada de esta forma debido a su peso molecular) y JNK (kinasa de la regién
aminoterminal del factor de transcripcion c-jun). Las MAPKs son muy estudiadas por su papel en la
division celular y apoptosis. Sin embargo, a partir de trabajos realizados en Aplysia y en la
potenciacion de largo término (LTP) en hipocampo de roedores, se ha observado que ERK1/2
cumplen un papel importante en plasticidad neuronall?.26, Posteriormente se han visto
involucradas en procesos de memoria en roedoresl.3.26, A pesar de que es una via muy
conservada, no hay todavia trabajos que muestren su participacion en procesos amnésicos en

modelos de invertebrados.

En Chasmagnathus hemos determinado, mediante anticuerpos, la presencia de una quinasa
homologa de ERK y otras dos quinasas homologas a JINK1y 2 en el cerebro. INK1y 2 de
Chasmagnathus muestran una activacion poco especifica, ya que se observa también en controles
de estrés, estimulacion visual y motora. Por el contrario, si bien ERK muestra una activacion en los
controles, el entrenamiento espaciado provoca una clara activacion con una cinética distinta a la de
éstos (Figura 8), mostrando una activacion significativa a una hora del entrenamiento. A su vez, un
inhibidor de esta via, PD 098059, resulta amnésico Unicamente cuando es administrado poco antes

del pico de ERK, indicando que esta activacion es necesaria para la consolidacion de la memoria®.

Figura 8

Figura 8: Comparacion entre el curso temporal de activacion de ERK/MAPK inducida por el entrenamiento espaciado y los
controles. Arriba: Activacion de ERK/MAPK inducida por el entrenamiento espaciado en comparacion con animales Naive. Abajo:
Activacion de ERK/MAPK inducida por el entrenamiento continuo (CT Activo) y exposicion al contexto (CT Pasivo) en
comparacion con animales Naive. En ambos casos se representan las medias + SD de 4 experimentos independientes de
Western Blot con anticuerpos contra la forma fosforilada de ERK1/2. *: p<0,05 en comparaciones planeadas.
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Clasicamente, se atribuye a ERK una funcion nuclear, fosforilando factores de transcripcion, marco
en el cual se interpreta su rol en memoria. Sin embargo, en nuestro modelo hemos encontrado
Unicamente una activacion de ERK en la fraccion citosolica, mientras que en la fraccion nuclear no
se observan variaciones. Este resultado indicaria la posibilidad de que ERK posea también
sustratos citoplasmaticos, que deben ser fosforilados como parte del mecanismo de consolidacién,
lo cual presenta una pregunta interesante para el rol de esta via de transcripcion en el sistema
nervioso. ¢ Cuales son esos sustratos citoplasmaticos? ¢ Qué papel cumplen con la

reestructuracion de los contactos sinapticos y, en general, en la consolidacion de la memoria?

Las vias de sefializacion intracelular son complejas y, en muchos casos, se encuentran
interrelacionadas entre si. Existe la tendencia a interpretar estudios realizados sobre una proteina
quinasa o un unico factor de transcripcion como los responsables del complejo proceso de la
formacion de la memoria. Consideramos que este enfoque es incorrecto y que es necesario el
estudio de distintos mecanismos moleculares y su inter-relacion para llegar a una mejor
comprension del fendmeno. Es en este contexto que estudiamos distintas vias de sefializacién y su
posible interaccion. El avance en esta area de investigacion se enriquece mediante el uso de
distintos modelos, tanto en vertebrados como en invertebrados, que permiten poner en relevancia

distintos aspectos de este fenomeno tan complejo.
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