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Entrevista a Eduardo Canepa

“Es necesario estimular la comunicacion y la integracion entre los
distintos grupos de investigacion”

Por Susana Gallardo y Julia Pettinari

Es doctor en Quimica, investigador del Conicet y
profesor del Departamento de Quimica Biolégica de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA.
Trabaja en biologia molecular, mas especificamente, su
interés se centra en desentrafiar los mecanismos de
regulacion de la expresién de los genes y la regulacién
del ciclo celular. En septiembre de 2005 fue elegido

como director del Departamento. En este rol, apuesta a

realizar algunos cambios que considera imprescindibles:
fomentar el intercambio y la integracion entre los distintos grupos de investigacion, y establecer un
sistema de evaluacion externa de kb actividad cientifica que se desarrolla en el departamento. Se
muestra enérgico y con ideas claras. Vive en Palermo, tiene un hijo de 19 afos y dice trabajar mas de

diez horas diarias, incluyendo muchos sdbados y domingos.

QV. ¢(Cbémo fue que decidi6é dedicarse a la investigacién?

EC. En el colegio, lo que mas me atraia era la historia y la quimica. Ya de chico, me habia armado un
laboratorio en mi casa, y con la ayuda de libros viejos de quimica trataba de hacer experimentos. Me
interesaba la quimica en particular, pero me atraia mucho el hecho de investigar y de buscar cosas.
Cuando terminé el colegio y entré a la Facultad en la carrera de quimica, empecé a ver que lo que
mas me gustaba no era la parte rutinaria del trabajo de un quimico, en una empresa o una fabrica,
sino el desarrollo, el poder generar ideas nuevas. De hecho, empecé a trabajar en una empresa, y al
poco tiempo renuncié porque se me dio la oportunidad de entrar a trabajar en la Facultad de Ciencias.
La decision fue inmediata. Tengo ademas un gran carifio por la docencia. No concibo el trabajo de

investigacion sin la docencia, ni la docencia sin la investigacion.

QV. ¢Cuél fue el tema de su tesis de doctorado?
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EC. Mi directora fue la doctora Elena Llambias, y también colaboré mucho uno de los creadores del
departamento de Quimica Bioldgica, el doctor Moisés Grinstein, que tuvo una participacion importante
en el desarrollo de la tesis. El tema fue el que mas interesaba en aquel momento a los recién
graduados en el area de Quimica Biolégica: el estudio del metabolismo de las porfirinas y su relacion
con ciertas enfermedades conocidas como porfirias. ElI tema que me dio la doctora Llambias era el
estudio de una de las enzimas involucradas en el metabolismo del hemo [el nucleo activo de las
proteinas transportadoras de oxigeno, que tiene un atomo de hierro en el centro de un anillo de
porfirina]. Luego, con el doctor Grinstein empezamos a desarrollar una segunda parte de la tesis, mas

dedicada a la biologia molecular, que consistia en ver cdmo se regulaba ese mecanismo.

QV. ¢En qué afo se doctoré?

EC. En 1987. En ese momento, empezamos a hacer algunas cosas de biologia molecular, que aqui
no se hacian, asi que nos costd bastante poner a punto la metodologia. En 1999, ya tenia un grupo
propio y habia accedido a un cargo de profesor; iniciamos entonces una nueva linea que es la
regulacion del ciclo celular, y continuamos también con aspectos de la regulacién metabdlica en

eucariotas superiores: ratas, ratones y cultivos celulares humanos.

QV. En su opinién, ¢cuales son los puntos fuertes del Departamento, y cuales los puntos

débiles? CoOmo podrian destacarse los fuertes y mejorarse las debilidades?

EC. El Departamento posee un desarrollo importante en las areas de virologia y genética bacteriana,
y un desarrollo incipiente, pero importante, en bioquimica y biologia molecular y fisiologia. Pero
también hay deficiencias: me parece que el nivel de investigacién ha quedado un poco relegado, y
una de las cosas que veo es una divisidn muy estricta por areas, lo cual tal vez en su momento fue
beneficioso para el desarrollo de ciertas tematicas, como las de toxicologia y microbiologia. Una
deficiencia que veo es que hay muy poca integracion entre los grupos. Hay grupos muy valiosos y
que tienen un potencial importante, pero la falta de integracién entre ellos trae aparejado un
desperdicio de recursos humanos y materiales. Y no se piensa en complementarlos, sobre todo a la
hora de hacer pedidos de subsidios. Por eso, una de las cosas que quisiera lograr en este periodo en

que voy a estar como director es fomentar la integracién, que es un reclamo general.

QV. ¢Hay algun otro punto fuerte del Departamento que quiera destacar?

EC. Si, ademas de esas areas que mencioné, hay que destacar que el Departamento cuenta con una
camada de investigadores de mediana edad muy productivos, con mucha pujanza y un nimero de

becarios con muchas ganas de trabajar. Apuesto mucho al componente humano del Departamento.

QV. ¢Qué acciones deben tomarse para fomentar esa integracion entre los grupos?
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EC. Lo primero es una toma de conciencia de las ventajas que podrian obtenerse al lograr esa
interaccion. Me parece importante continuar con la organizacién de jornadas o seminarios en los
cuales se exponen las lineas y los distintos avances y experimentos de cada grupo. Otra, me parece,
es fomentar que en los pedidos de subsidios haya comunicacién entre los grupos y no haya
superposicion. La idea es sumar esfuerzos. Los subsidios mas importantes, que son los de la
Agencia, sirven para insumos, pero no llegan a ser un monto significativo como para comprar un
equipo de mediano para arriba. Pero, si se relinen varios grupos, se podria lograr reunir una cantidad

suficiente como para acceder a la compra de alguno de esos equipos.

QV. Tal vez se mantuvo la organizacién que tuvo el departamento en sus inicios y eso no se ha

ido adaptando a los tiempos que corren.

EC. Si, justamente, prevalecié la estructura de un departamento creado hace méas de cuarenta afios,
gue en su momento seguramente sirvio y fue muy importante. Pero esa rigidez, ahora, no permite que

haya una actualizacién e impide tener una mirada mas moderna.

QV. Usted formo parte, durante mucho tiempo, del Consejo Departamental (Codep). En tal

sentido, ¢cémo se decidié a postularse para la direccion?

EC. A mi siempre me gusté participar en las organizaciones donde trabajo, me atrae la politica, que
para mi es una buena palabra, no una mala palabra. Después de muchos afios participando en el
Codep y, en general, con una postura critica respecto del manejo del Departamento, me parecié que

era la hora de probar y ver si podia poner en practica las ideas que tenia.

QV. ¢(Cbémo hace para compatibilizar la tarea de direccién con la docencia y la investigacion?

EC. Ayuda el hecho de que mi hijo ya sea grande y no demande tanto tiempo como antes. Realmente
me dedico mucho tiempo, unas 60 horas semanales, y trabajo también muchos sabados y domingos.
Entre investigacion y direccion me insume unas doce horas por dia. Pero lo hago realmente con

gusto.

QV. ¢Como afecta al Departamento la disolucion de los departamentos docentes de los

institutos?

EC. El Departamento docente del Instituto de Investigaciones Bioquimicas (hoy Instituto Leloir), hasta
los primeros afios de la recuperacion de la democracia, estaba incluido en el departamento de
Quimica Bioldgica. Pero los propios investigadores del Instituto pidieron formar un ente aparte, lo cual
se concreté cuando volvié la democracia y, con ella, la autonomia universitaria. En ese momento fue
una pérdida para el Departamento, mas que nada por el malgasto y el mal uso de recursos, pues se

dividi6 en dos algo para hacer mas o menos lo mismo. De hecho, habia muchas teméticas comunes,
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que estaban duplicadas. Creo que ahora esta integracion, si bien los investigadores del Instituto lo
sienten como una pérdida, es beneficiosa para el Departamento, porque se recuperan investigadores
y docentes de alta calidad, ademas de servir para aunar esfuerzos. Y lo que veo, en estas primeras
semanas desde el 1 de marzo, es que los docentes incorporados estan bastante integrados, y con

mucha voluntad de colaborar con el Departamento y participar como miembros plenos, que lo son.

QV. ¢Qué pasa cuando un departamento de quimica tiene la mayoria de sus alumnos
pertenecientes a la carrera de biologia? ¢Cual es el lugar del departamento dentro de ese

esquema?

EC. Cuando asumi, en la primera reunién, dije, como opinién personal, que el Departamento habia
perdido identidad y peso especifico dentro de los departamentos de la Facultad. Precisamente porque
no era ni un departamento de biologia ni un departamento de quimica. Por ello creo que nuestro lugar
es como un departamento de quimica, y pese a tener la mayor cantidad de alumnos de biologia, las
materias que dictamos deben tener una perspectiva quimica. Si no, estamos navegando entre ser un
departamento de biologia y uno de quimica. Y muchas veces los departamentos de quimica se
olvidan de nosotros, por ejemplo, organizan olimpiadas de quimica y no se invita al departamento de
Quimica Bioldgica porque se lo ha perdido como departamento de quimica. Y desde la biologia
tampoco es tomado en cuenta. Tenemos que recuperar la identidad quimica, pero servir de nexo

entre los de quimica y de biologia, que podamos dar una formacién para ambas carreras.

QV. ¢Las comisiones curriculares, por ejemplo, como deberian estar formadas? En el caso de

biologia, hay una comision de carrera, y sus miembros son del departamento de biologia.

EC. Yo creo que el departamento de Quimica Biol6gica tendria que tener, no sé si voto (pues no
admitiriamos que un bidlogo decidiera acerca de la carrera de quimica) pero podria tener voz y ser
consultado en la carrera de biologia. Porque es el departamento que naturalmente tiene que

complementar esa parte que a los hiélogos les va a faltar.

QV. Es decir, habria que tratar de pasar de la invisibilidad al nexo.

EC. Creo que para eso tendriamos que recuperar el prestigio que tenia este Departamento, que
ahora esta un poco devaluado.

QV. ¢Desde qué punto de vista esta devaluado?
EC. Sobre todo, desde el punto de vista de la investigacion, que también se refleja en la parte

docente. Tal vez la comparacion con el FBMC (Departamento de Fisiologia y Biologia Molecular y

Celular) es natural, por la tematica. El departamento esta en un pie de igualdad en la parte docente, y
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sin embargo, el mayor prestigio cientifico que tiene el FBMC opaca la actividad de nuestro

departamento.

QV. Pareceria haber poca integracién entre los diferentes departamentos, ¢esa situacion se

puede revertir?

EC. La Facultad parece como una federacion de departamentos, en la cual cada uno hace lo que le
parece y no hay conexién entre ellos. Pienso que la Facultad tendria que incentivar una mayor
conexion entre departamentos. El Departamento de Quimica Bioldgica esta dispuesto a realizar
materias con participacion de otros departamentos. Pero la Facultad, hasta ahora, ha permanecido en

una posicion neutral y no ha intervenido para tratar de cambiar la situacion.

QV. Quimica Biol6gica es uno de los departamentos més interdisciplinarios.

EC. Si, con los tres departamentos en que se dividid biologia y con los tres departamentos de
qguimica tenemos una relacidon muy estrecha. Pero hay mucha competencia por los alumnos, se busca
atraerlos para cada departamento, sin pensar en la formacién. Cuantos mas alumnos se tengan, es
posible obtener més cargos. Es un pensamiento de supervivencia, no de mejoramiento. La Facultad,
con bastante razén, esta analizando como estadn distribuidos los cargos docentes en cada
departamento, pero lo hace sobre la base, casi exclusiva, del nimero de alumnos. Cuantos mas
alumnos tiene un departamento, mas cargos justifica. Entonces, se ha desatado desde hace unos
cuatro afios una competencia feroz, aunque encubierta, por dar materias que atraigan alumnos, y
como el botin principal son los biélogos, con casi el 50 por ciento de la matricula, hay un interés de
todos por captar mas alumnos biélogos, y asi se pierde el objetivo. Pareceria que el fin es sélo la

supervivencia.

QV. ¢Como ve el hecho de que hubiera una materia de grado, optativa, sobre comunicacion de

la ciencia?

EC. Estoy absolutamente de acuerdo. Tendria que ser algo optativo, por supuesto, pero es algo que
puede ayudar a los alumnos, les daria otra visiébn. Ademas, es formar recursos humanos en una
actividad que es totalmente necesaria, como la divulgacién de la ciencia. De hecho, la ciencia tiene
que terminar obligatoriamente en la publicacion, para que los deméas conozcan el trabajo propio, si no,
no sirve para nada. Y también, aunque no con el mismo rigor, se tiene que dar a conocer al gran
publico. No para beneficio de la ciencia ni para obtener recursos, sino porque la sociedad merece
conocer, en términos sencillos, en qué se gastan los recursos que pone. Asi que estoy totalmente de

acuerdo.

QV. ¢A la hora de un concurso docente, por ejemplo, se deberia dar un reconocimiento mayor

a la tarea de divulgacion de la ciencia que pueda desarrollar un docente investigador?
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EC. Obviamente no le daria el mismo peso que a una publicacién cientifica, pero es una actividad

valiosa que lleva su tiempo y debe ser reconocida absolutamente.

QV. Teniendo en cuenta que una de las caracteristicas del departamento es una amplia oferta
de cursos de postgrado, tal vez mas importante que en otros departamentos, ¢como ve la

relacion entre docencia e investigacion en el departamento?

EC. La oferta docente del departamento, tanto de grado como de postgrado, es tenida en cuenta, lo
sabemos por las encuestas, por comentarios, por los mismos alumnos que vienen muy dispuestos a
cursar materias de este departamento, que son muy bien evaluadas en general, asi como los cursos
de postgrado. Todo esto estda avalado por un numero importante de grupos del departamento que
tienen un muy buen nivel cientifico, que ademas de hacer docencia de grado de buena calidad,

también pueden ofrecer cursos de postgrado nuevos, que se van renovando afio a afio.

QV. ¢Cémo se puede mejorar el nivel del departamento?

EC. Una de las cosas que nos hemos propuesto en la direccidon para este periodo es crear una
conciencia de evaluacién de la tarea cientifica en el departamento. Creemos que esa rigidez en la
estructura de las areas y esa incomunicacion entre los distintos grupos de la que hablamos antes hizo
gue cada wo funcionara en forma independiente del consenso departamental. Entonces hay que
instalar una conciencia de que la actividad cientifica del departamento tiene que ser evaluada y que
los recursos del departamento tienen que ser otorgados del mismo modo en que se hace en
instituciones como el Conicet, la UBA o la Agencia, segun los antecedentes y la produccion de los
investigadores. Aqui también, los recursos del departamento, como el espacio y el equipamiento

deben ser distribuidos en relacion con la produccién de los distintos grupos.

QV. ¢COmo se hara esa evaluacion?

EC. La idea es crear una comisién externa, formada por investigadores relevantes de otras
instituciones del pais, por ejemplo de Cérdoba o de Rosario, y organizar una visita de dos o tres dias,
para que observen y hagan una evaluacion del desarrollo de la investigacion de los distintos grupos
del departamento. Y ademéas que se haga una evaluacion del departamento en términos de areas de
vacancia y tematicas superpuestas. Que den una opinién dobal del departamento y también una
opinion individual de cada grupo. La idea es que los recursos del departamento sean repartidos u
otorgados de acuerdo con esa evaluaciéon. Primero, el departamento deberia definir qué areas quiere
desarrollar y qué &reas no necesitan aumentar su tamafo, y realizar concursos abiertos para llenar
esas areas de vacancia, donde podrian ingresar grupos nuevos, o los investigadores jévenes adquirir

autonomia y pasar a formar grupos independientes. Eso hasta ahora se hace sin tener en cuenta los
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antecedentes de cada uno. En decir, la idea es hacer concursos abiertos para repartir los espacios y

los recursos.

QV. ¢Cuadl seria el parametro principal de esa evaluaciéon de los grupos, el niamero de

publicaciones?

EC. El parametro tendria que ser la produccion cientifica, es decir, las publicaciones, los subsidios
recibidos, los recursos humanos formados y también la docencia. Si bien la idea es evaluar la
actividad cientifica, la docencia también deberia ser considerada, principalmente porque resta tiempo
a la investigacién. Deberia ser tomada en cuenta a la hora de ver si un investigador pudo dar todo su
rendimiento cientifico, o no, y en qué proporcién ello se debié a que dedicé mucho esfuerzo a la

docencia.

QV. Las encuestas sobre el desempefio docente que completan los alumnos, ¢son tenidas en

cuenta en el Departamento?

EC. Nosotros, tanto en la direccién como en el Codep, analizamos esas encuestas, que son una guia
importante. Si vemos algo grave o importante, tratamos de hablar con el docente. Pero no tienen
mucha aplicacion efectiva. En los concursos docentes, el reglamento deja en manos del jurado la
decisién de aplicar o no los resultados de las encuestas. Creo que todos, en nuestra tarea, tenemos
que saber que estamos evaluados o supervisados. En cualquier empresa es asi, y por qué no en la

universidad, donde manejamos recursos que son de la sociedad.
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Las versatiles proteinas zinc fingers
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Resumen

Los dominios zinc fingers son elementos estructurales muy estables cuya particularidad es la
coordinacién de uno o mas atomos de zinc a través de residuos de cisteinas e histidinas. Los zinc
fingers son uno de los motivos mas encontrados en las proteinas, y esto es de gran relevancia ya que
por medio de los mismos participan en interacciones especificas con distintas macromoléculas
(proteinas y acidos nucleicos). Teniendo en cuenta las caracteristicas de estas estructuras, y la
variedad de funciones que cumplen, muchos grupos de investigacion se dedican hoy a utilizar estos
motivos para estudiar interacciones entre macromoléculas o como herramientas en biologia
molecular.

Palabras clave: dominios estructurales, dedos de zinc, zinc fingers, interacciones proteina-DNA,

interacciones proteina-proteina

Abstract

The zinc finger domain is a very stable structural element whose hallmark is the coordination of a zinc
atom by several amino acid residues, usually cysteines and histidines. These structural elements are
associated with protein-nucleic acid recognition as well as protein-protein interactions. Zinc finger
proteins have fascinated many research groups because of their modular assembly and broad range of
biological functions. One can logically construct zinc finger proteins that bind virtually any gene in any
cell. Thus, the zinc fingers proteins represent novel and promising tools in the field of biomedical
research.

Key words: structural domains, zinc fingers, DNA binding, protein-protein interactions

El zinc, un metal mas que esencial

La concentracion intracelular de iones metdlicos, asi como su distribucion en los distintos
compartimientos celulares, esta estrictamente controlada. Estos iones juegan un papel crucial en la
mayoria de los procesos bhioquimicos, por lo que un balance equilibrado y apropiado de los mismos

es absolutamente necesario para un fenotipo celular saludable.
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En particular, el ion zinc es el segundo i6n metalico encontrado en organismos e ‘ 7
. . . . i e Zn
vivientes luego del hierro, y en contraste con otros iones metalicos, el zinc (II) no sufre e
g
o0

reacciones de 6xido-reduccion gracias a que su orbital dse encuentra completo, lo que
lo hace sumamente estable, teniendo dos funciones esenciales posibles en la
naturaleza: catalitica o estructural.

En el plano estructural, la secuencia de residuos aminoacidicos en una proteina esta dividida
en distintas subsecuencias, las cuales constituyen una region, estructura o0 componente
independiente. Estos son los llamados “motivos o dominios”. El ién zinc es el componente principal de
uno de los motivos mas comunmente hallados en las proteinas: los dedos de zinc 0 motivos zinc
fingers.

El término zinc finger se aplica a un diverso grupo de
motivos proteicos que poseen en comun la propiedad de unir
atomos de zinc con el fin de estabilizar su estructura. Estos motivos
fueron caracterizados por primera vez en el laboratorio de Aaron
Klug en 1985, hace méas de dos décadas, cuando el descubrimiento
de estos mini-dominios en el factor transcripcional 1lIA de Xenopus

laevis, revolucioné la biologia celular estructural.

Hoy se sabe que los zinc fingers son uno de los motivos

Fig. 1. Una proteina interactua con el
estructurales mas encontrados en las proteinas, y esto es de gran  DNAatravés de su motivo zinc finger.

relevancia ya que casi todos los procesos biologicos involucran interacciones especificas entre los

dominios estructurales presentes en las distintas macromoléculas (proteinas y 4cidos nucleicos).

Los motivos zinc fingers son muy abundantes

Los zinc fingers constituyen el segundo motivo estructural encontrado en proteinas humanas.
Es el mas comudn hallado en las proteinas de las moscas, y es relativamente muy comin en muchos
otros organismos. De los aproximadamente 30.000 genes humanos, cerca de 3.000 codifican para
proteinas que contienen motivos zinc fingers, 1o que representa mas de 15.000 de estos motivos
recorriendo nuestro cuerpo en todo momento. Ademas, existen proteinas que contienen, a lo largo de
su secuencia, hasta 37 zinc fingers individuales.

En un primer momento, las proteinas zinc finger fueron observadas como posibles factores de
transcripcion, ya que son capaces de interactuar en forma especifica con el DNA, por lo cual son
llamadas también “proteinas que unen DNA” o DNA binding proteins” (Fig.1). Ya en los 80, fue
posible evidenciar como ciertas estructuras cristalograficas de proteinas regulatorias se unian a sus
secuencias DNA blanco; sn embargo, ya hace unos afios se sabe que las proteinas zinc fingers
llevan a cabo varias funciones en los distintos procesos celulares, como traduccién, metabolismo,

sefalizacion, uniéndose también a RNA u otras proteinas que presentan estos motivos.
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¢Coémo reconocer una proteinazinc finger?

Las proteinas zinc fingers se encuentran dentro del grupo de las llamadas metaloproteinas,
debido a que recesitan unir uno o varios iones metalicos, en este caso zinc, para llevar a cabo sus
funciones bioldgicas, regular sus actividades o estabilizar sus estructuras terciarias o cuaternarias.

Los motivos zinc fingers forman estructuras Gnicas muy sélidas, sostenidas en la mayoria de
los casos por residuos aminoacidicos de cisteinas (C) e histidinas (H). Estudios experimentales
revelan que cuando el zinc es removido del nicleo de estas estructuras, los residuos aminoacidicos
interaccionan entre si formando grandes complejos de proteinas que pierden su funcionalidad, por lo
gue la asociacion coordinada entre la unién del zinc y el correcto plegamiento de la proteina tiene
muchisimas consecuencias tanto quimicas como bioldgicas. El estudio de estas asociaciones e de
gran importancia para el entendimiento de las funciones de las proteinas que contienen estos
motivos, ya que han sido localizadas tanto en el nicleo como en el citoplasma y a través de sus
motivos participan en distintos tipos de interacciones esenciales para el adecuado funcionamiento
celular.

Hoy en dia, los distintos proyectos genoémicos han revelado un inmenso numero de
secuencias primarias proteicas, y pese a que ya hay disponible distintas herramientas bioinformaticas
para el andlisis proteico, que permiten el alineamiento de miles de secuencias buscando homologias
y patrones distinguibles, las propiedades de unién a iones metélicos contintan siendo dificiles de
predecir o evidenciar experimentalmente. Uno de los problemas tipicos en la determinacién y
deteccién de la asociacién de una metaloproteina no caracterizada al ibn metalico, es que durante su
purificacién la misma generalmente pierde el metal o se une a otros metales espurios.

Siendo el zinc unos de los metales mas comunes de nuestra dieta, podemos suponer que fue
algo totalmente fortuito que las proteinas lo incorporaran como parte de su estructura, quizas no sea
el zinc el metal natural, quizas sea cadmio, cobalto, hierro...nosotros en realidad no sabemos si el 95
% de las proteinas zinc fingers en verdad poseen el zinc en su estructura, sélo suponemos que
poseen zinc basandonos en su secuencias.

Cabe destacar que existen también proteinas que contienen zinc (incluyendo muchas
enzimas) que no son consideradas proteinas zinc fingers, debido a que
la region que se une al DNA constituye s6lo una pequefia parte de un
gran dominio estructural, y no son un mdédulo auténomo discreto, por lo
gue no constituyen un dominio estructural independiente.

La estructura de cada motivo zinc finger individual es
sumamente conservada y consiste en aproximadamente entre 30 a 60
residuos, constituidos todos por plegamientos RBBa (2 laminas R
antiparalelas y una a- hélice), sostenidos y ensamblados por el atomo de
zinc.

Las laminas R se encuentran en la regiéon Nterminal, mientras

que la a-hélice se encuentra en la C-terminal del motivo. En medio de

Fig. 2. Plegamientos RRa de un
clasico zinc finger C2H2.

las cisteinas e histidinas se encuentran los residuos que forman el

dedo (finger) que une al DNA.
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Hay por lo menos quince clases diferentes de motivos zinc fingers (Fig.3), de acuerdo a como
se diferencian en su naturaleza y rearreglo de los residuos que unen los atomos de zinc. Algunos de

los mas importantes son:

C

C/
\ 7/
ICPO (HSV) zn*’
TFllla g/ \)
C\
> / <; zn*
n
AN ) 7 N\
/ AN

C3HC4

C2H2

NOT4 \an+ Zn“ C> Gal4
7\
/

Fig. 3. Esquemas de distintos motivos zinc fingers.

C,H,: las proteinas que portan el clasico motivo zinc finger C2H2 comprenden probablemente la
mayor familia de proteinas regulatorias en los mamiferos. El zinc finger C2H2 contiene
aproximadamente entre 25-30 residuos aminoacidicos.

A pesar de que la mayoria de las proteinas que
contienen los zinc fingers C2H2 interaccionan con el DNA, otras,
sin embargo, también unen RNA o proteinas. Las diferencias en
la composicion de las secuencias de los dedos y el nimero y
espaciado de los mismos, pueden formar un variado nimero de
distintas secuencias especificas que se unen a diferentes sitios,
es decir, es la parte reactiva de la molécula que directamente

participa en la combinacién especifica (DNA, RNA, proteina).

Fig. 4. Motivo zinc finger C2H2.

El siguiente patrén describe el motivo:

-X-C-X(1-5)-C-X3--X5-X2-H-X(3-6)-H-

donde X es cualquier aminoacido, y los nimeros indican cuantos residuos hay entre ellos, la posicion
en que se encuentre el motivo es importante para que se de un plegamiento correcto y estable del

motivo zinc de la proteina que lo presenta. Algunas de las proteinas caracterizadas que presentan
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este motivo son: el factor de transcripcion TFllla de X. laevis, el factor de transcripcion humano

asociado a RNA polimerasa |, Sp1, y el factor de transcripcién murino, Zif268.

C,HC: a través de este motivo las proteinas interaccionan con RNA y otras proteinas. Uno de los
ejemplos mas estudiados es el motivo que presenta la proteina de la nucleocapside NCp7 de los
retrovirus. Esta proteina esta involucrada en funciones esenciales para la replicacion de estos virus

como el empaquetamiento del RNA viral.

C4 (lazo o cinta): las proteinas que contienen este motivo son en su mayoria enzimas involucradas
en la replicacién y transcripcion del DNA, como las primasas de los fagos T4 y T7 que presentan
motivos C4 reconociendo especificamente tres pares de nucleétidos (5' GTC 3") de una hebra simple
de DNA. Por otro lado, los factores TFIIS y TFIIB interactian tanto con DNA simple cadena, como con
DNA doble cadena y RNA. La mutacién de este motivo pareciera ser suficiente para bloquear el
reconocimiento, sin embargo el motivo pudiera no ser el Unico determinante para la especificidad de
estas interacciones.

C, (familia GATA): la familia GATA incluye factores de transcripciébn que regulan la expresién de
genes en diversos tejidos durante el desarrollo celular. El factor GATA-
1 esta involucrado en la regulacion del desarrollo de los glébulos rojos
y presenta dos zinc fingers del tipo C4. El zinc finger del extremo C
terminal reconoce y se une a la secuencia (A/T)GATA(A/G) del DNA,
mientras que el zinc finger que se encuentra en el N terminal no se

une al DNA, aunque parece modular la unién del C terminal mediante

la interaccién con otros factores transcripcionales. Los factores GATA-
2 y 3 tienen una gran capacidad de unién a la secuencia GATC del Fig. 5. Motivo zinc finger C4 GATA.
DNA mediante sus motivos C4 y juegan papeles importantisimos en la

hematopoiesis.

Cs: la proteina mas estudiada que presenta este motivo es la GAL4 de las levaduras; esta proteina
activa la transcripcién de genes involucrados en la utilizacién de la galactosa y la melibiosa, y es un
mondmero en ausencia de DNA, sin embargo se une a una secuencia de 17 pares de bases del DNA
en forma de dimero.

Fig. 6. Organizacion del dominio C6 de Gal4. Como
muchos otros factores de transcripcion Gal4 forma un
dimero para interactuar con el DNA. En cada Gal4, 6
residuos de cisteinas unen 2 atomos de zinc.

Cg: este motivo estd presente en varios receptores intracelulares proteicos como el estrégeno,

glucocorticoides, y receptores retinoicos. Los residuos que conforman el motivo se unen a dos
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secuencias de DNA de 6 pares de bases que constituyen el elemento de respuesta hormonal. La

unién al DNA requiere la dimerizacion del motivo C8.

Fig. 7. Organizacion structural del dominio C8 del
receptor proteico de estrogeno (ER). Se puede
observar como se forma un dimero del receptor
para asi unirse al DNA. Cada ER esta unido a 2
atomos de zinc. La mayoria de los receptores de
hormonas esteroideas poseen la misma estructura
C8.

RING fingers (C3HC4 - C3H2C3): el motivo RING finger es un zinc finger particular que retne dos
subtipos denominados C3HC4 (RING-HC) y C3H2C3 (RING-H2). Un andlisis fino adicional fue

llevado a cabo y el patrén que se observo fue:

CX(2)-C-X(9-39)-C-x(1-3)-H-X(2-3)-C/H-X(2) -C-x(4-48) -C-x(2)-C

El motivo RING esta presente en humerosas proteinas animales y vegetales. Son ocho los residuos
que unen los dos atomos de zinc en este motivo particular, y curiosamente las secuencias que
contiene este motivo se encuentran superpuestas, siendo el primer, segundo, quinto y sexto residuo
el que coordina un atomo de zinc, mientras que el tercer, cuarto, séptimo y octavo residuo, unen el
segundo atomo de zinc. En este grupo se encuentran proteinas de diversos origenes como: Rad5,
involucrada en la reparacidon del DNA de levaduras, la proteina humana RAG1, esencial para el
rearreglo en las inmunoglobulinas, el péptido del gen 63 del virus herpes equino tipo 1, la proteina Z

de los arenavirus y la proteina humana de la leucemia promielocitica PML.

H,C, finger: el dominio H2C2 se encuentra altamente conservado en las integrasas de los retrovirus
y los retrotransposones. La comparacién de varias integrasas sugiere que este dominio constituye un
nuevo grupo de motivos zinc fingers. Estos dominios al unirse a su molécula blanco, cambian la

conformacién de la proteina.

El dominio LIM: constituye un motivo zinc finger “doble”, y se lo encuentra en una gran variedad de
proteinas como factores transcripcionales, quinasas y proteinas involucradas en la organizacion del

citoesqueleto, desarrollo de 6rganos y linaje celular.

Proteinas zinc fingersa medida

Como ya se menciond anteriormente, lo mas importante de las pequefas estructuras zinc
fingers es que son sumamente estables con una conformacién tridimensional sélida.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de estas estructuras, y la variedad de funciones que
cumplen, muchos grupos de investigacion se dedican hoy a utilizar estos motivos para estudiar

interacciones entre macromoléculas o como herramientas para realizar experimentos que uno desee.
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Desde ya hace unos afios, los investigadores disefian sus propios dominios zinc fingers,
creando nuevos motivos de forma tal que interactien con algo que uno quiera, y no lo hagan con los
que la naturaleza ha disefiado para interactuar. Se disefian asi, zinc fingers para interactuar con una
proteina, una secuencia de DNA, o incluso una secuencia de RNA especifica, es decir, cualquier
blanco que pueda ser (til para la medicina, o tal vez sélo para estudiar y probar la funcién de una
proteina encontrada en un determinado organismo.

Podemos pensar, por ejemplo, en tomar una estructura zinc finger como modelo, que sea
pequefia, estable, compacta, y pasarla por una serie de modelados. Podemos disefiarle a la proteina
una nueva superficie, con estos nuevos aminoacidos en la superficie, sera capaz de interactuar con
nuevas proteinas, proteinas que poseen determinadas funciones, que uno quiera interferir o
intensificar, pero... ¢se puede hacer esto?

Esto no es un nuevo concepto, ya que basicamente los anticuerpos han estado haciendo esto
desde hace ya un largo tiempo. Cuando uno piensa en una estructura tipica de un anticuerpo, es
basicamente un esqueleto que no hace verdaderamente mucho, mas que estar “ahi”, y cambiar su
conformacion para poder interactuar con su blanco. Tenemos cientos de miles de anticuerpos
distintos recorriendo nuestro cuerpo. Son solo unos pocos aminoacidos diferentes entre los distintos
anticuerpos los que permiten los distintos reconocimientos de los diferentes blancos. En este
momento hay muchisimos anticuerpos que estan siendo probados en la clinica como agentes
terapéuticos. El problema de usar los anticuerpos como drogas es que son muy buenos para
bloguear o interactuar con blancos en la superficie celular, pero no son buenos para actuar con
blancos dentro de la célula, ya que contienen puentes disulfuros, los cuales no son estables dentro de
la célula, y ademas por su gran tamafio, y no es facil introducirlos a través de la membrana celular.

Por el contrario, los motivos zinc fingers, son muchisimo més pequefios, y son muy estables
dentro de las células, ya que mas de 15.000 se encuentran en proteinas intracelulares. Estas
propiedades hacen que los zinc fingers puedan ser vistos como potenciales drogas.

Las proteinas zinc fingers pueden ser disefiadas por ingenieria genética para unir,

eventualmente, cualquier secuencia de DNA y cumplir distintas funciones.

Proteinas Zinc Fingers
Activadoras

Proteinas Zinc Fingers
Nucleasas

Proteinas Zinc Fingers
a medida

Proteinas Zinc Fingers
Represoras

Proteinas Zinc Fingers
Metilasas
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Los dominios pueden contener 3, 4 6 6 zinc fingers, y reconocer 9, 12 6 18 pares de bases de
DNA, respectivamente. Estos factores de transcripcion artificiales conteniendo multiples motivos zinc
fingers o polydactyl zinc fingers (PZF) pueden unir la secuencia de DNA que uno desee, y si estos
motivos estan a su vez fusionados con un dominio activador o represor, 0 con secuencias
correspondientes a metilasas o nucleasas, se transforman en increibles herramientas para ser
utilizadas en biologia molecular. Es asi como es posible regular cualquier gen, en cualquier tipo de
organismo, para el cual su secuencia genémica ya haya sido obtenida. Los dominios PZF son

construidos generalmente usando médulos de motivos zinc fingers de tipo C2H2.

Zinc fingers patogénicos

Muchas de las proteinas que presentan motivos zinc fingers en sus secuencias pertenecen a
las bacterias, hongos y virus mas peligrosos para la salud humana, patégenos para los cuales no
existe todavia ningln tipo de tratamiento efectivo.

Estos microorganismos dependen absolutamente de estas proteinas zinc fingers para llevar a
cabo su proliferacion. Una mutacion en los motivos zinc fingers lleva a la desestabilizacién de la
estructura proteica que lo contiene, por lo que la conservacién de los mismos es esencial para la
supervivencia del agente patégeno. Se ha observado que el riguroso consenso de los motivos zinc
fingers se extiende a las distintas cepas de un mismo patégeno, por lo que ha convertido a estos
motivos estructurales en el blanco preferido de los investigadores que intentan combatir los agentes

biol6gicos més amenazantes.

Compuestos reactivos contra motivos zinc fingers: ¢futuros antivirales?

En el campo antiviral, en los Ultimos afios se han descripto péptidos antivirales que compiten
con el motivo zinc finger de la proteina M1 del virus Influenza, y se han reportado numerosos estudios
con diversos agentes quimicos reactivos contra motivos zinc fingers que inhiben la replicacion del
HIV, actuando sobre el motivo C2H2 de la proteina de la nucleocapside retroviral p7.

Estos agentes, que incluyen compuestos con diversos grupos quimicos funcionales,
modifican covalentemente las interacciones entre los atomos de zinc y las cisteinas tioladas de los
motivos zinc fingers, provocando la eyeccion del 4tomo de zinc, la consecuente pérdida de la
estructura nativa de la proteina y finalmente la interrupcion de la replicacién viral.

En los arenavirus se ha demostrado que hay dos proteinas con capacidad de unir zinc: la
proteina NP y la proteina Z. La NP tiene un dominio zinc finger CHC2 en su extremo C-terminal, a
través del cual se asociaria intimamente al RNA viral, mientras que la proteina Z posee un dominio
RING del tipo C3HCA.

En nuestro laboratorio hemos estado utilizando compuestos sintéticos que interaccionan con
motivos zinc fingers, en este caso para bloquear la proteina Z de los arenavirus. Los resultados
demuestran que s6lo pocos de cientos de compuestos interaccionan especificamente con el motivo
RING de esta proteina. Sin embargo, las drogas seleccionadas establecen interacciones muy
estables que hace que sean herramientas Utiles para estudiar la funcién de esta proteina dentro del

ciclo de replicacion viral, ademas de ser promisorios compuestos de potencial uso terapéutico en
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humanos, ya que no existen hasta el momento antivirales disponibles para contrarrestar la fiebre

hemorragica causada por los arenavirus.

El poderoso antiviral murino ZAP

El factor antiviral ZAP (zinc finger antiviral protein) es una proteina celular murina
recientemente aislada que presenta actividad natural antiviral contra algunos virus como el retrovirus
Moloney de la leucemia murina, Sindbis, Semliki Forest, Ross River, herpes zoster y el virus de la
encefalitis equina venezolana. Se ha demostrado que células que expresan la proteina ZAP son
resistentes a la infeccion por estos virus. Se ha observado que el poder antiviral de esta proteina
radica en su extremo N terminal donde se encuentran cuatro motivos zinc fingers, ya que mutaciones
en el extremo N terminal de esta proteina llevan a la pérdida de su efecto antiviral. En particular, se
sabe que su motivo C3H, es el responsable de unir especificamente el RNA viral, bloqueando su
acumulacién en el citoplasma celular e impidiendo los sucesivos ciclos virales de replicacién viral.

Este descubrimiento reciente es de gran relevancia en el campo antiviral, y demuestra la
importancia de la interaccién de proteinas celulares con estructuras virales, en este caso RNA, para
contrarrestar la eventual infeccién de diversos patdgenos. Sin embargo la accién de ZAP no es de
amplio espectro ya que se ha observado que el virus herpes simplex tipol, el virus polio, el virus de la
estomatitis vesicular y el virus de la fiebre amarilla replican normalmente en células que sobre
expresan este factor antiviral, por lo que quedan ain muchas preguntas sin respuestas con respecto

a la accion de ZAP.

Conclusiones

La importancia de los motivos zinc fingers es indiscutida. Los motivos zinc fingers incluyen
diversos tipos de estructuras con un denominador comudn: el requerimiento de zinc para su
estabilizacion. Estos motivos estructurales estan involucrados en un amplio rango de actividades
bioldgicas que van desde la union al DNA (simple y doble cadena), reconocimento del RNA y hasta la
coordinacidn de interacciones proteina-proteina. Desde su descubrimiento en los afios 80 al presente,
pasaron de ser simples motivos estructurales a ser poderosas herramientas y blancos de accién tanto
en la biologia molecular como en la medicina, y seguramente la relevancia de estos pequefios

motivos seguira creciendo a medida que descubramos todas sus innumerables funciones.
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La especie animal méas utilizada en experimentacion cientifica en la actualidad es el ratébn (Mus
musculus). Esto se debe principalmente no solo a sus caracteristicas reproductivas, su tamafio y la

facilidad de manejo, sino también a que su genoma es totalmente conocido.

Esto ultimo ha permitido el desarrollo de modelos animales que pueden reproducir caracteristicas
especificas o enfermedades del hombre y de los animales convirtiéndose en reactivos biolégicos sobre
los cuales se pueden extrapolar los resultados de las investigaciones. Actualmente la produccién de
modelos murinos constituye una de las tematicas de vanguardia dentro de la ciencia de los animales de

laboratorio.

En el raton existen mas de 4000 genes que estan asignados a localizaciones especificas,
muchos de los cuales fueron identificados, debido a que originan mutaciones espontaneas que producen
caracteristicas fisicas distintivas. Los ratones mutantes que portan una mutaciéon simple se han
convertido en modelos animales importantes para su utilizacion en la experimentacion cientifica. Una de
estas mutaciones espontaneas simples es la denominada nude (nu). Este alelo mutante homocigota
recesivo pertenece al grupo linkage VII del cromosoma 11 y aparece por primera vez en el afio 1966 en
una colonia exocriada de ratones en un laboratorio en Glasgow, Escocia. Luego, en el afio 1968, se

descubre que el ratdbn nude homocigoto, ademas de presentar su fenotipo desnudo o sin pelo,
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caracteristica que le dio el nombre a la mutacion, carecia de un timo funcional que permanece
rudimentario y produce un namero reducido de células T maduras por lo cual no rechazan tejidos alo y
xenotransplantados. El hecho de que acepten el transplante de tumores humanos ha sido uno de los
descubrimientos mas importantes que ha contribuido con el desarrollo de las investigaciones sobre el
cancer, convirtiendo a estos individuos en el primer modelo de animal de experimentacion

inmunodeficiente.
Otras caracteristicas importantes

Los ratones heterocigotas (+/nu), son fenotipicamente normales e inmunocompetentes, mientras
que los homocigotas para el gen nude (hu/nu) son los inmunocomprometidos. Ademas de su deficiencia
de linfocitos T, tienen un complemento normal de linfocitos B dependientes de la médula 6sea, por lo
tanto, estos animales se convirtieron en una herramienta excelente para estudiar el papel del timo en la
diferenciacion linfocitaria y para realizar investigaciones sobre las funciones de las células B, las
interacciones con otras células y para estudiar la actividad de células inmunes como las Natural Killer

(NK) que aparecen en niveles elevados junto con los macréfagos.

Los ratones nu/nu si bien muestran un fenotipo desnudo, pueden presentar histolégicamente

escasos foliculos pilosos normales y también algunos pelos finos.

Cabe aclarar que existen varios genes mutantes que producen el fenotipo desnudo: nude, naked,
hairless, rhino; estos genes mutantes no se deben confundir uno con el otro, por lo cual los términos

raton nude y raton sin pelo no se deben usar indistintamente.

Los roedores inmunodeficientes son modelos indispensables para las investigaciones biomédicas
en estudios de oncologia, inmunologia, enfermedades infecciosas, estudios del sistema inmune, rechazo

de tejidos transplantados, infecciones, cancer y crecimiento de tumores.
El raton nude en estudios oncoldgicos

El descubrimiento del ratén nude fue un punto de inflexibn sumamente importante para la
investigacion del cancer, debido a que permitid el estudio de los tumores humanos in vivo. El primer
transplante exitoso de un tumor maligno humano fue en el afio 1969. Se debe considerar que antes de la
aparicion de la mutacion que dio lugar al raton nude, los tumores humanos se transplantaban y crecian

en sitios, tales como los abazones de los hamsters.

Dentro de las investigaciones en el campo de la oncologia para las cuales se han utilizado estos
ratones como modelo se deben resaltar los hallazgos obtenidos en quimioterapia, radioterapia,
inmunoterapia, anticuerpos monoclonales, interferones, interleuquinas y pruebas de carcinogenicidad

entre otros.
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Instalaciones y manejo

E > -

Por su condicion de inmunodeficientes, los ratones nude deben obligatoriamente mantenerse en
ambientes en los que se hayan instalado barreras sanitarias estrictas. La categoria microbiol6gica de los
nude debe ser la de animales SPF (Specific Pathogen Free), esto significa que tendran su flora intestinal
normal pero deberan estar libres de todos aquellos microorganismos especificos capaces de causar

infecciones.

En condiciones convencionales pueden sobrevivir entre 14 y 30 dias. El bienestar de estos
animales depende, en gran medida, del sstema de alojamiento que se elija y del disefio y control del
ambiente, factores que son criticos para la produccion y el mantenimiento del nude. Ademas se deberan

tener en cuenta las siguientes recomendaciones:

1.- El ambiente fisico debe disefiarse y operarse de manera tal que permita establecer controles
ambientales estrictos, brindando seguridad y confort a los animales, minimizando las posibilidades de
introduccion o transmision de agentes infecciosos. No solamente se los puede mantener en habitaciones
acondicionadas con filtros absolutos (HEPA), sino que existe la alternativa de alojarlos en aisladores

flexibles, cabinas aisladoras, estantes ventilados o microaisladores.

2.- La estabilidad ambiental se logra mediante un buen disefio del sistema de ventilacion, del control de la

temperatura, de la humedad relativa, y de la velocidad y presion del aire.

3.- Las areas de servicios tienen que funcionar como una barrera efectiva entre los animales y el
ambiente exterior. Estas estan disefiadas especificamente para el lavado y esterilizacién de insumos,
ademas se debe contar con un deposito de equipamiento, de alimento y lechos; un area de cuarentena;

sala de necropsias; e instalaciones para el tratamiento y eliminacion de los desechos.

4.- Las cajas, rejas, comederos y bebederos que se utilicen para el alojamiento de los animales deben
estar de acuerdo con las normativas internacionales en cuanto a su material, dimensiones y disefio; con
el objeto de brindar el maximo confort a los ratones y de facilitar en forma eficiente su limpieza y

esterilizacion.

La instalacion de barreras absolutas brindara la seguridad necesaria para evitar contaminaciones.
Existe la necesidad de establecer procedimientos para el tratamiento de todos los insumos que se

pondran en contacto con los ratones nude.

El alimento debe ser estéril (sometido a autoclave o a irradiacion) al igual que el agua de bebida.
El raton desnudo requiere una temperatura mas elevada que las cepas tradicionales, se recomienda
entre 25 +/- 1° C, y se debe considerar que en caso de alojarlos bajo un flujo laminar de aire continuo

necesitaran una temperatura de 28° C para compensar la pérdida de calor corporal.
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La humedad relativa se estandarizara entre el 40 y el 60 %, y la ventilacién entre 10 y 15

recambios de aire por hora.

Un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad de 14-10 horas respectivamente es el adecuado; teniendo

en cuenta que se debe evitar una iluminacion excesiva provenientes de artefactos fluorescentes.

Sistemas de cria

Las formas mas frecuentes que se utilizan para reproducir estos animales son:
1.-Apareamiento de heterocigotas (+/nu):

Este tipo de cruzamiento entre hembras y machos heterocigotas permite obtener una filial 1 (F1) en
donde el porcentaje entre fenotipos mutantes nude y normales, es decir con pelo, sea de 1:3. Debido a
que los heterocigotas son inmunocompetentes y su fertilidad es normal; son faciles de mantener como
colonia saludable.

Sin embargo, este sistema tiene dos desventajas:
a) La produccion de ratones nu/nu es baja.

b) Los animales de fenotipo normal producidos en este sistema pueden ser +/nu & +/+; estos dos

fenotipos no se pueden distinguir excepto por apareamientos o técnicas moleculares.

2.- Apareamiento de hembras heterocigotas nu/+ con machos homocigotas recesivos nu/nu.

Es el sistema reproductivo que mas se utiliza debido a que en la F1 el porcentaje de ratones de fenotipo
nude respecto de los normales es 1:1. Ademas tiene la ventaja de que todos los ratones normales son

heterocigotas.

3.- Apareamiento de homocigotas recesivos nu/nu

A veces se pueden reproducir apareando hembras y machos nu/nu, pero aunque toda la F1 resulta con
fenotipo nude, es un tipo de cruzamiento que no es eficiente debido a la baja fertilidad de las hembras
homocigotas nude y a su capacidad casi nula para amamantar a las crias, de manera tal que es probable

que se fracase si se aplica este sistema.

Las colonias de ratones nude deben someterse a un programa de controles microbiol6gicos
exhaustivos que permitiran corroborar la ausencia de contaminaciones. Estos incluyen a los animales, el

ambiente y a los insumos.
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Es indiscutible el importante progreso que se ha producido en el desarrollo de las investigaciones
en las cuales se ha usado como modelo animal al raton nude. El papel que cumplen estos animales
como modelo de inmunodeficiencia continuara vigente en las investigaciones biomédicas, especialmente

en aquellas enfocadas al tratamiento, prevencion, comprension o estudio del cancer.
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Asi como la ingenieria genética se emplea para introducir genes en las bacterias para que
produzcan insulina, también sirve para incorporar nuevos genes a las plantas con el fin de mejorar los
cultivos. ElI empleo de la ingenieria genética en el mejoramiento vegetal es lo que se denomina
agrobiotecnologia o biotecnologia vegetal. Sus objetivos son diversos, e incluyen el mejoramiento de
rasgos agronoémicos, la obtencién de mejores alimentos, y el aprovechamiento de las plantas como

bio-reactores o fabricas de moléculas. Asi, podemos distinguir tres “olas” de cultivos transgénicos:

Primera ola: comprende a los cultivos con mejoras agronémicas, como caracteristicas morfologicas,
resistencia a enfermedades y plagas, tolerancia a herbicidas y a condiciones ambientales extremas,
como el frio y la sequia. Son ejemplos de la primera ola los cultivos que actualmente se
comercializan, como la soja tolerante a herbicida, el maiz y el algodén resistentes a insectos y la

papaya resistente a virus.

Segunda ola: corresponde a cultivos que generan alimentos mas sanos y nutritivos que los
convencionales. Son ejemplos el arroz con alto contenido en vitamina A, papas que absorben menos
aceite, mani hipoalergénico, batata con mayor contenido de proteinas y soja con una composicién de

acidos grasos mas saludable.

Tercera ola: se refiere al empleo de los cultivos como bio-reactores para la produccién de
medicamentos, vacunas, biopolimeros y otras moléculas de interés industrial. También se incluyen en
esta ola a las plantas modificadas genéticamente para remediar suelos contaminados

(fitorremediacién).

Las variedades transgénicas que se cultivan actualmente pertenecen exclusivamente a la
primera ola de transgénicos, es decir, en los que la modificaciéon genética esté relacionada con el
mejoramiento de rasgos agrondémicos. Segun el Ultimo informe del ISAAA (Servicio para la
Adquisicion de Aplicaciones Agrobiotecnoldgicas), el afio pasado 8,5 millones de agricultores de 21
paises sembraron 90,0 millones de hectareas con cultivos transgénicos. Sin embargo, el 98% de esta

superficie se concentr6é en apenas ocho de ellos: Estados Unidos, Argentina, Brasil, Canada, China,
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Paraguay, India y Sudafrica. Los cultivos genéticamente modificados correspondieron principalmente
a variedades de soja, maiz, algodén y canola, y en mucha menor proporcién a arroz, papaya y

zapallo.

En 2005 la Argentina se mantuvo en el segundo lugar en la lista de productores de
transgénicos, sembrando un total de 17,1 millones de hectéreas, un 6% mas que el afio anterior, y
representando el 19% de la superficie global. Practicamente el 100% de la superficie de soja fue
sembrada con soja tolerante al herbicida glifosato, mientras que los maices resistentes a insectos (Bt)
ocuparon el 65% del area cultivada con maiz y el algodén transgénico alcanzé un 60% del total de
algoddn. De este algodén, la mayor parte correspondid a variedades tolerantes a glifosato, mientras
gue el algodén Bt se sembré en una superficie menor. En su segunda campafia desde su aprobacion,

el maiz tolerante a glifosato se sembré en unas 70.000 ha.

La tasa de adopcion de cultivos transgénicos es la mas alta en lo que se refiere a la
incorporacion de tecnologias al sector agropecuario argentino. Tal adopcién, iniciada en 1996, refleja
la satisfaccion del agricultor al emplear los productos biotecnolégicos, que le permiten, ademas de
disminuir los costos, mayor flexibilidad en el manejo de los cultivos, disminucion en el uso de

insecticidas, mayores rendimientos y mejor calidad.

La tecnologia representada por los cultivos tolerantes a glifosato, en particular la soja, se
suma a otras que han revolucionado la agricultura en nuestro pais, como la siembra directa (o
labranza cero de los suelos) y el uso de fertilizantes. Como la eleccién de la siembra directa obliga al
productor a emplear herbicidas para eliminar las malezas, la @mbinacion semillas transgénicas-
glifosato le resulta muy conveniente. En particular, el glifosato es un herbicida muy eficaz y de amplio
espectro, y reemplaza a otros herbicidas usados para la soja convencional, que en cambio son muy
téxicos para el ambiente y para quienes trabajan en los cultivos. Si a esto le sumamos la
simplificacion en el manejo del cultivo y el bajo costo del glifosato, el resultado es una disminucion

notable en los costos de produccién que se refleja en la enorme adopcién de estas variedades.

Por su parte, los cultivos resistentes a insectos tienen como objetivo mejorar y simplificar el
control de plagas que afectan seriamente a los cultivos, como el barrenador del tallo en el maiz y la
oruga del capullo, la oruga de la hoja del algodonero y la lagarta rosada en el algodén. Estas plagas
disminuyen el rendimiento de los cultivos y pueden ser devastadoras. Pero en el caso del maiz,
ademés, facilitan la entrada de hongos, cuyas toxinas (micotoxinas) son muy peligrosas para la salud.
Es por eso que en el maiz Bt los principales beneficios para el productor son el aumento del
rendimiento, la disminucién de costos al no usar insecticidas y la mejor calidad del producto. Se ha
demostrado ademas, en nuestro pais y en el mundo, que el maiz Bt tiene niveles muchisimo menores
de micotoxinas, lo que constituye un beneficio directo para la salud humana y animal. En el caso del
algoddn, un cultivo que requiere de un rociado intensivo de insecticidas, el uso de variedades Bt
disminuy6 a un tercio las aplicaciones de estos agroquimicos, lo que es bueno para el ambiente y en

quienes trabajan en el campo.

Estos beneficios, sumados a otras ventajas competitivas como los precios internacionales y la

situacion de crisis que vivid Argentina luego de 2001, explican el por qué de las 17 millones de
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hectareas de transgénicos. Esta expansion provocd un aumento muy importante en la produccion y
en las exportaciones de granos, harinas y aceites, y también en la generaciéon de empleo. Como
resultado, en los Ultimos afios el sector agroalimentario logré posicionarse otra vez como motor de la
economia, representando el 45% de producto bruto, el 56% de las exportaciones y el 36% de los

empleos del pais.

El éxito de la tecnologia no se debe s6lo a la competitividad econdmica de los cultivos
transgénicos. Apenas surgieron, la Argentina ya estaba técnicamente preparada para recibirlos,
adaptarlos y usarlos. Contaba con fitomejoradores de primer nivel que trabajaban activamente en el
mejoramiento genético de los cultivos, tanto en empresas semilleras del sector privado como en
instituciones publicas. Contaba con productores agropecuarios capacitados e innovadores. Y lo que
no es menos importante, se adelantd a los hechos creando en 1991 un sistema regulatorio que
garantizé la implementacion responsable, en términos de bioseguridad, de cada uno de los cultivos
transgénicos liberados al mercado. Este sistema regulatorio, que trabaja en el marco de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion (SAGPyA), le ha servido como modelo a muchos

paises del mundo que quisieron incorporar esta tecnologia.

Mirando al futuro, los cultivos transgénicos que hoy se siembran son apenas la “punta del
iceberg” de una cantidad de desarrollos que se estan produciendo masivamente en nuestro pais y en
el mundo. Al menos asi lo reflejan las revistas cientificas, las noticias y los proyectos de las
instituciones publicas y de las empresas biotecnologicas. Se espera en los proximos afios la
expansion de otros cultivos transgénicos con mejoras agrondmicas, como el arroz resistente a
insectos, y también la comercializacidon de algunos productos de la “segunda ola de transgénicos”,

como cereales fortificados y aceites mas saludables.
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Directora Ejecutiva de ArgenBio (Consejo Argentino para la Informacién y el Desarrollo de la
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Resumen

La linea UFL-AG-286, establecida a partir de embriones del insecto lepidéptero Anticarsia
gemmatalis, podria constituir un sustrato celular adecuado para la produccion in vitro del virus de la
poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV), un baculovirus extensamente
utilizado como insecticida biolégico para controlar la oruga de las leguminosas, una plaga principal de
los cultivos de soja. Con el objetivo de caracterizar las propiedades tecnoldgicas de esta linea celular,
y evaluar la factibilidad de su uso para la produccion industrial de AQMNPYV, las células UFL-AG-286
fueron adaptadas al cultivo en suspension agitada. En medio TC-100 suplementado con 10% de
suero fetal bovino, los cultivos adaptados crecieron con un tiempo de duplicacion de 28,9 horas, y
alcanzaron una densidad celular maxima de 3,70 x 10° células.ml™. La glucosa del medio de cultivo
fue consumida casi totalmente, pero sin produccién de lactato. Los aminoacidos, con la excepcion de
glutamina, asparagina, metionina y leucina, fueron consumidos en una muy baja proporcién respecto
a sus respectivas concentraciones iniciales en el medio de cultivo, o bien incrementaron su
concentracion. Por otro lado, las células UFL-AG-286 parecen no producir alanina como una via
metabdlica para la eliminacién de amonio, que se acumula en el sobrenadante de cultivo. La infeccion
sincronica de los cultivos en suspension de UFL-AG-286 con AMNPV durante la fase de crecimiento
temprano, que generé altos rendimientos especificos de las dos progenies virales (virus brotados y
poliedros), redujo las demandas nutricionales celulares especificas con respecto a los cultivos no

infectados.
Palabras clave

Virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis — Baculovirus — Cultivos celulares en

suspensién — Linea de células de insecto lepidéptero — UFL-AG-286
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Abstract

The UFL-AG-286 cell line could be a proper substrate to develop a process for the in vitro production
of Anticarsia gemmatalis multicapsid nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), a baculovirus widely used as
bioinsecticide. In order to characterize the technological properties of this cell line, and to evaluate
their feasibility to be use in the production of AgMNPV, UFL-AG-286 cells were adapted to grow in
agitated suspension cultures in spinner-flasks. Batch suspension cultures grew with a doubling time of
28.9 hours, reaching a maximum cell density of 3.75 x 10° viable cells/ml in serum-supplemented TC-
100 medium. Glucose was almost exhausted from culture medium, but lactate was not produced.
Amino acids, with the exception of glutamine and asparagine, were only negligibly consumed or
produced. UFL-AG-286 cells appeared to be unable to synthesize alanine as a metabolic way to
dispose the by-product ammonia. Synchronic infection of UFL-AG-286 cell cultures with AQMNPV in
the early -medium exponential growth phase, that yielded high amounts per cell of both viral

progenies, reduced the specific nutritional demands of UFLAg-286 cells.

Keywords
Anticarsia gemmatalis multicapsid nucleopolyhedrovirus — Baculovirus — Cell suspension culture -

Lepidopteran insect cell line — UFL-AG-286

Introduccidén

Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) es una de las principales plagas
defoliadoras de los cultivos de soja en Latinoamérica (1). Este insecto es efectivamente controlado
con un baculovirus, el virus de la poliedrosis nuclear maltiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) (2,
3). Actualmente, la produccién comercial de AQMNPV esta basada en la propagacion viral in vivo
sobre larvas del insecto. Esta tecnologia ha demostrado ser robusta y econémicamente competitiva
como para satisfacer los requerimientos de este bioinsecticida hasta el presente. Sin embargo,
previsiones de una creciente demanda, y la posibilidad de introducir baculovirus genéticamente
modificados que no se propaguen eficientemente en larvas, han estimulado el interés por desarrollar
procesos alternativos de produccion basados en la propagacion viral in vitro en cultivos de células de
insecto (4). Una caracteristica relevante de estos procesos es que su rendimiento econémico mejora
a medida que aumenta en escala, haciéndolos atractivos para la produccion industrial de baculovirus.
Ademas, un mejor control de proceso y una calidad superior del producto son atractivos adicionales
de los procesos de produccion de baculovirus en cultivos celulares.

La seleccién de una linea celular susceptible a la infeccion viral y capaz de producir elevados
rendimientos volumétricos de poliedros, el fenotipo viral con propiedades insecticidas, es el gimer
requisito para desarrollar un proceso factible para la produccion de un baculovirus insecticida en
cultivos de células de insecto. La replicacion de AgMNPV ha sido evaluada en diferentes lineas
celulares (4, 5, 6, 7, 8). Del andlisis de esta informacion parece evidente que la linea celular

homodloga UFL-AG-286 (9) exhibe una mayor susceptibilidad a la infeccion y mayores niveles de
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produccidn viral que el resto de las lineas celulares evaluadas. Por lo tanto, la linea celular UFL-AG-
286 podria constituir un sustrato promisorio para desarrollar un proceso industrial de produccién de
AgMNPV in vitro.

El desarrollo de un proceso de produccién de un baculovirus in vitro a gran escala también
requiere que las células de insecto soporten el cultivo en suspension agitada (10). Las lineas de
células de insecto mejor caracterizadas difieren en su habilidad para proliferar en cultivos en
suspensién agitada. Las lineas IPLB-Sf-21 y Sf-9, derivadas del insecto Spodoptera frugiperda, se
adaptan espontaneamente al cultivo en suspension (11, 12). Por otro lado, las lineas celulares Tn-5 y
High-5, derivadas del insecto Trichoplusia ni, requieren de agregado de heparina (13), o seleccion de
subpoblaciones celulares (14, 15) para poder ser cultivadas en suspension de células aisladas. La
linea celular UFL-AG-286 fue originalmente establecida en forma de cultivos estaticos de células
adherentes, obtenidas a partir de embriones de Anticarsia gemmatalis (9), y no existe informacion
publicada acerca de su adaptabilidad al crecimiento en cultivos en suspension agitada. En
consecuencia, los parametros cinéticos de los cultivos en suspensién de UFL-AG-286 tampoco han
sido determinados.

El conocimiento de los requerimientos nutricionales y las caracteristicas metabdlicas es
necesario cuando se planea utilizar una linea de células animales en el desarrollo de un proceso
productivo. La cuantificacion de las demandas de los nutrientes mas importantes permite anticipar, y
eventualmente también evitar, limitaciones nutricionales que podrian afectar el rendimiento del
proceso. Ademas, las caracteristicas metabdlicas de una linea celular pueden determinar la seleccion
de una estrategia de cultivo particular. Por ejemplo, la falta de produccion de metabolitos téxicos en
cultivos bien oxigenados de las lineas celulares IPLB-Sf-21 y Sf-9 hace posible el uso de estrategias
de suplementacién nutricional para mantener los cultivos en produccion a muy altas densidades
celulares (16, 17, 18). Por el contrario, la linea celular High-5 presenta un comportamiento metabdlico
diferente, caracterizado por la acumulacién de lactato y amonio (14), que podria limitar la aplicabilidad
de una estrategia de alimentacién con nutrientes para obtener cultivos de alta densidad celular (19).
Estas diferencias, ademas, ilustran acerca de la diversidad de perfiles metabdlicos que es posible
encontrar en distintas lineas de células de insecto, y enfatizan la importancia de caracterizarlos en
cualquier linea celular con potencial utilizacion en procesos productivos. Los requerimientos
nutricionales de la linea celular UFL-AG-286 no han sido investigados, y sus particulares propiedades
metabdlicas permanecen aun desconocidas.

En este trabajo se demuestra que la linea celular UFL-AG-26 puede ser facilmente adaptada
al crecimiento en cultivos en suspension agitada, cuyos parametros cinéticos fueron determinados
luego de su adaptacion. Por otro lado, se caracterizaron los perfiles nutricionales y metabdlicos de
cultivos no infectados e infectados con AGMNPV. La produccion viral de los cultivos adaptados a

suspension e infectados con AQMNPV fue también evaluada.
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Materiales y métodos

Linea celular y medio de cultivo

Se utilizaron células de la linea UFL-AG-286, que fueron gentilmente cedidas por el Dr. Victor
Romanowski, (IBBM, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de La Plata).
Las células fueron mantenidas en forma de cultivos adherentes en frascos plasticos de 25 cm? de
superficie, en medio de cultivo TC-100 (Invitrogen, USA), suplementado con 10% ce suero fetal
bovino (Bioser, Republica Argentina), a 27°C de temperatura. Los cultivos se repicaron en medio

fresco, a una dilucién 1:10, cada cuatro a cinco dias.

Cultivos en suspensién y procesamiento de muestras

Los cultivos en suspension se realizaron en frascos de vidrio de 500 ml de volumen nominal
(50 ml de volumen de trabajo), provistos con un agitador magnético pendular con una velocidad de
giro de 80 rpm, y colocados sobre una plataforma de agitacién (Techne, Gran Bretafia). Las muestras
obtenidas de los cultivos en suspensién fueron procesadas de la siguiente manera: una alicuota de
cada muestra de suspension celular se tifié con Trypan blue 0,4% para realizar el recuento de células
totales y viables en una cédmara de Neubaer; otra alicuota se centrifugd a baja velocidad, el
sobrenadante se separ6 del sedimento celular y se conservo a -20°C para determinar posteriormente
las concentraciones de nutrientes y metabolitos. Para diferenciar células aisladas de aquellas
asociadas en agregados, los recuentos celulares se realizaron antes y después de disociar los

agregados celulares con pipeta.

Andlisis de nutrientes y metabolitos

Las concentraciones de glucosa y lactato en los sobrenadantes de cultivo se determinaron,
mediante reacciones enzimaticas automatizadas en un analizador YSI 2700 (Yellow Spring
Instruments,Estados Unidos). Las concentraciones de dieciocho aminoéacidos diferentes se
determinaron por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Beckmann,Estados Unidos),
utilizando una columna de fase reversa, con una derivatizacion previa con oftalaldialdehido. La
concentracion de amonio en los sobrenadantes de cultivo se determiné utilizando un equipo comercial

(Wiener Lab, Republica Argentina).

Determinacién de los pardmetros cinéticos de los cultivos en suspensién

La velocidad especifica de crecimiento de los cultivos fue calculada a partir de la region lineal
de una representacion grafica semilogaritimica de la densidad celular en funcién del tiempo de cultivo.
Para cultivos en la fase exponencial de crecimiento, las velocidades celulares especificas de
consumo o produccion se determinaron calculando primero el rendimiento celular, obtenido a partir de
la representacion grafica de la concentracién del componente de interés en funcion de la densidad de
células viables, y luego multiplicando ese valor por la velocidad celular especifica de crecimiento del
cultivo. En cultivos infectados, las velocidades celulares especificas de consumo/produccion de los

diferentes nutrientes se determinaron calculando primero la velocidad de cambio de la concentracion
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del componente de interés, en el periodo de tiempo correspondiente, y luego dividiendo por la

densidad promedio de células viables.

Virus y cuantificacién viral

La cepa de virus AgMNPV utilizada fue originalmente aislada en la localidad de Oliveros
(Provincia de Santa Fe, Republica Argentina) (20). El stock de virus utilizado en estos experimentos
fue preparado por infeccion de cultivos estaticos de células UFL-AG-286 (2 x 10° cells.ml'l), con el
segundo pasaje en cultivos celulares del aislamiento original, a una multiplicidad de infeccién de 0,1
dosis infecciosas para cultivos celulares 50% (DICCsqy) por célula, Las muestras obtenidas de los
cultivos infectados se procesaron como se describid para los cultivos no infectados, pero se tomaron,
ademas, muestras adicionales de sobrenadante de cultivo para la cuantificaciéon de virus brotados, y
del sedimento celular para la cuantificacién de poliedros, las cuales fueron conservadas a -80°C hasta
su procesamiento.

Los virus brotados se cuantificaron mediante un ensayo de dilucién limite y punto final.
Brevemente, para determinar la DICCsge, Una suspension de células UFL-AG-286 conteniendo 3 x
10° cells.ml™ fue sembrada en pocillos de wna placa de cultivos celulares de 96 orificios (50 w/ml por
pocillo), para luego agregar en cada pocillo un volumen igual de diluciones seriadas logaritmico-
decimales de la muestra a cuantificar (cinco réplicas por cada dilucién). Luego de incubar a 27°C
durante una semana, las placas fueron observadas para registrar los pocillos infectados,
calculandose el titulo viral por el método desarrollado por Reed y Muench (21). Por otro lado, el titulo
de poliedros asociados a células de cada muestra se determiné luego de extraer cada culote celular

con SDS 1%, contandose los poliedros liberados en una camara de Neubauer.
Resultados

Adaptacion de la linea celular UFL-AG-286 al cultivo en suspension

Cultivos de la linea celular UFLAg-286 en el medio TC-100 suplementado con 10 % SFB
fueron adaptados al crecimiento en suspensién. Para ello, cultivos estaticos se desprendieron de la
superficie de la botella plastica mecanicamente. La suspension celular resultante se centrifugo, se
resuspendio en medio fresco a una densidad celular de 3,5 x 10° células viables.ml™, se colocé en un
frasco de cultivo, y se comenzd a agitar sobre una plancha magnética con agitador pendular hasta
que el cultivo alcanzé una densidad de 1,5 x 10° células viables.ml™, momento en el cual se realiz6 el
primer subcultivo. Los primeros pasajes en suspension se caracterizaron por una elevada proporcion
de células agrupadas en agregados de diversos tamafios. Con el objetivo de seleccionar una
poblacién de células capaces de proliferar en forma aislada en cultivos en suspension, antes de cada
repique el cultivo se trasvas6 a un tubo plastico cénico de 50 ml y se dejé sedimentar durante 1
minuto. Al cabo de ese tiempo se coseché la parte superior del cultivo, enriquecida en células
aisladas, y se resuspendié en medio fresco para obtener una densidad de 3,5 x 10° células viables /
ml. La proporcion de células aisladas se incrementd progresivamente con los subcultivos sucesivos,

hasta que luego de 30 pasajes el 80% de las células no formé agregados. En cultivos en suspensién
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mantenidos sin sedimentacién previa a cada pasaje, el porcentaje de células aisladas no varid
significativamente a lo largo de los sucesivos subcultivos. La linea celular resultante del proceso de

adaptacion al cultivo en suspension se denominé saUFL-AG-286.

Determinacién de los parametros cinéticos de los cultivos en suspensién

Para caracterizar los parametros cinéticos de los cultivos de células UFL-AG-286 adaptadas
al crecimiento en suspensién (saUFL-AG-286), un cultivo en el pasaje trigésimo en suspension se
diluyé en medio fresco a una densidad de 3,7 x 10° células viables.mI™. El cultivo fue incubado en
estufa a 28°C, y cada 24 horas se tomd una alicuota de la suspensidn celular para cuantificacién de
células totales y viables. No se observd fase “lag” al comienzo del cultivo, cuyo crecimiento se
extendié hasta las 96 horas (figura 1). La velocidad de multiplicacion celular especifica mantuvo un
valor constante de 0,024 ' (tiempo de duplicacion: 28,9 h). La densidad celular maxima, alcanzada a
las 96 horas de cultivo, fue de 3,7 x 10° células viables. mI™*. La viabilidad del cultivo se mantuvo en
porcentajes superiores al 98% hasta las 96 horas, y luego decayé abruptamente sin mediar fase

estacionaria.
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Figura 1. Curva de crecimiento, consumo de nutrientes y produccién de metabolitos en cultivos en
suspensién de la linea celular saUFL-AG-286, en el medio de cultivo TC-100 + 10% SFB. Se
representan en la figura los promedios y las desviaciones estandar de los valores obtenidos de tres
réplicas independientes.
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Consumo de nutrientes y produccién de metabolitos

Para caracterizar el perfil nutricional y metabdlico de los cultivos de células saUFL-AG-286,
se determinaron las concentraciones de glucosa, lactato, amonio y dieciocho aminoacidos en los
sobrenadantes de las muestras obtenidas a los distintos tiempos de cultivo. Como se puede observar
en la figura 1, la concentracion de glucosa decayd constantemente desde el comienzo, hasta
agotarse entre las 96 y 120 horas de cultivo. La velocidad de consumo celular especifica de glucosa
se mantuvo constante hasta las 96 horas, en un valor de 32 x 10™ mmol.cell*.h™. La glutamina,
luego de un incremento inicial de su concentracién durante las primeras 24 horas de cultivo, que se
verific6 también para el resto de los aminoacidos (no se muestra), fue consumida rapidamente hasta
agotarse a las 120 horas. La velocidad de consumo celular especifica de glutamina alcanzé un valor

maximo de 587 x 10t

mmol.cell™.h* y luego decayé exponencialmente. La concentracién de lactato,
un producto del metabolismo de la glucosa y la glutamina en muchas lineas de células animales, se
mantuvo constante durante toda la evolucién del cultivo. Por otro lado, la concentracion de amonio,
un producto del metabolismo de los aminoacidos, se mantuvo casi constante hasta las 72 horas de
cultivo, para luego crecer abruptamente y alcanzar un valor maximo apenas inferior a 20 mM a las 96
horas.

La mayoria de los aminoacidos no fueron significativamente consumidos en los cultivos de
células saUFL-AG-286 (cuadro 1). Solo glutamina (89%), asparagina (31%), metionina (29%) y
leucina (20%) fueron consumidos en porcentajes superiores al 20% de su concentracién inicial. Serina
y tirosina fueron consumidos en porcentajes cercanos al 15%, mientras que alanina, arginina, glicina,
lisina, fenilalanina, treonina y triptofano lo fueron sélo en minimas proporciones respecto a sus
respectivas concentraciones iniciales Por otro lado, glutamato, aspartato, valina, isoleucina e histidina
incrementaron su concentracion en el transcurso del cultivo. Cabe destacar que el consumo de
glutamina represent6 el 50% del total del consumo de aminoacidos en los cultivos en suspension de
saUFL-AG-286.
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Cuadro 1. Concentraciones iniciales y finales de aminoacidos en los sobrenadantes de cultivo de
células saUFL-AG-286 no infectados e infectados con AQMNPV (mM).

Cultivo no infectado Cultivo infectado

Compuesto oh 120 h 0 hpi 96 hpi
Alanina 2,78 2,44 2,75 2,40
Arginina 3,562 3,32 3,24 3,38
Asparagina 3,47 2,38 3,26 3,04
Aspartato 3,25 3,51 3,23 3,54
Fenilalanina 1,34 1,29 1,28 1,31
Glicina 8,81 8,71 8,40 8,97
Glutamina 4,11 0,44 3,22 2,38
Glutamato 5,24 5,29 4,87 5,61
Histidina 16,56 17,59 15,92 17,64
Isoleucina 0,90 0,95 0,96 1,03
Leucina 1,27 1,02 1,19 1,19
Lisina 4,12 3,58 3,84 3,72
Metionina 0,76 0,55 0,76 0,63
Serina 5,22 4,40 4,88 4,91
Tirosina 0,49 0,42 0,47 0,49
Treonina 1,64 1,63 1,62 1,75
Triptofano 0,61 0,60 0,67 0,57
Valina 1,38 1,45 1,48 1,53

" Cultivos de saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 3
DICC50%.céIuIa'1, cuando los cultivos alcanzaron una densidad celular de 8,4x10°células.ml™.

Infeccién de células saUFL-AG-286 con AgMNPV

Cultivos en suspension de células saUFL-AG-286 en medio TC-100 + 10% SFB, sembrados
inicialmente a una densidad de 3,5 x 10° células viables.ml™, fueron infectados 36 horas después con
AgMNPV (multiplicidad de infeccién: 3 DICCso%.mI'l) cuando habian alcanzado una densidad de 8,4 x
10° células viables.ml™. Se tomaron muestras de los cultivos infectados, cada 24 horas, para realizar
recuento de células totales, viables e infectadas (distinguibles por la acumulacion de poliedros
virales), y se separaron muestras para realizar titulacion de virus brotados y recuento de poliedros. La
evolucién de los cultivos infectados se puede observar en la figura 2. Las primeras 24 horas post-
infeccion se caracterizaron por un ligero incremento de la densidad de células totales, mientras la
viabilidad se mantenia por arriba del 90%. Luego, el nUmero de células viables comenz6 a disminuir,
lentamente hasta las 48 horas, y luego en forma exponencial hasta alcanzar un valor de viabilidad
inferior al 30 % a las 96 horas post-infecciéon. La lisis celular no fue importante, de acuerdo a la
evolucién de los recuentos de células totales, que no decrecieron significativamente hasta las 96
horas (no se muestra)._Las primeras células con poliedros virales visibles en su interior se observaron

a las 48 horas post-infeccién (50% del total de las células), si bien desde las 24 horas se pudieron
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apreciar claros signos de efecto citopatico temprano tipico de la infeccién por baculovirus,
caracterizado por el aumento de tamafo y redondeamiento celulares. EI numero de células

conteniendo cumulos de poliedros no se incrementé luego de las 48 horas post-infeccién.
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Figura 2. Evolucién de cultivos en suspension de células saUFL-AG-286 infectados con AQMNPV a
una multiplicidad de infecciéon de 3 DICC50%.céIuIa'1, cuando los cultivos alcanzaron una densidad
celular de 8,4x10° células.ml™. Se representan en la figura los promedios y las desviaciones estandar
de los valores obtenidos de tres réplicas independientes.

En la figura 2 se puede observar también la evolucidon en el tiempo de los titulos de virus
brotados y poliedros en los cultivos de saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV. La produccion de
virus brotados aumenté rapidamente durante las primeras 24 horas post-infeccién, y luego mucho mas
lentamente, hasta alcanzar un titulo maximo de 63 x 10° DICCso%.mI'1 a las 96 hpi (rendimiento
celular especifico: 692 DICC50%.ceI.'1). Los primeros poliedros virales se detectaron a las 48 hpi, en
forma coincidente con la observacion de las primeras células conteniendo cuerpos de inclusién y con
la reduccién inicial de la viabilidad celular. La concentracion de poliedros se incrementd hasta
alcanzar un titulo maximo de 58 x 10’ poliedros.ml'1 a las 72 hpi (rendimiento celular especifico: 64

poIiedros.ceI.'l).

Consumo de nutrientes y produccion de metabolitos en cultivos infectados

Glucosa y glutamina, al igual que en los cultivos no infectados de saUFL-AG-286, fueron los
nutrientes consumidos a mayor velocidad en los cultivos infectados con AgMNPV (figura 3). La
velocidad celular especifica de consumo de glucosa se redujo con respecto a los cultivos no
infectados durante las primeras 24 hpi,, periodo durante el cual alcanzé un valor de 124 x 10™

1 ,-1 . . . . .
mmol.cel. ".h ", aproximadamente un tercio de la velocidad correspondiente a la fase de crecimiento
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exponencial de un cultivo no infectado. Sin embargo, en el periodo comprendido entre las 24 y 72 hpi
la velocidad de consumo de glucosa retomd el valor previo a la infeccion. La concentracién de lactato
no se modificéd significativamente a la largo del periodo de infeccién. El consumo de glutamina
también se redujo inmediatamente luego de la infeccién, a un valor de 1,42 x 10" mmol.cel.™.h; esta
velocidad se mantuvo constante durante todo el periodo post-infeccién. S6lo cinco aminoacidos mas
se consumieron en cultivos infectados: alanina, asparagina, lisina, metionina y triptofano (cuadro 1).
Los otros aminodcidos incrementaron su concentracion en los sobrenadantes de cultivos infectados,

mientras que la concentracion de amonio oscilé sin cambios significativos (figura 3).
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Figura 3. Consumo de nutrientes y produccion de metabolitos en cultivos en suspension de celulas
saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV a una multiplicidad de infeccion de 3 DICCsqg. célula™,
cuando los cultivos alcanzaron una densidad celular de 8,4x10° células.ml™. Se representan en Ia
figura los promedios y las desviaciones estdndar de los valores obtemdos de tres réplicas
independientes.

Discusién

La adaptacion de la linea celular UFL-AG-286 al cultivo en suspensién agitada fue el primer
objetivo de este trabajo. La mayor parte de las células transferidas desde cultivos estaticos a
suspensién agitada tendieron a agregar en forma heterogénea, con una minoria de células
proliferando en forma aislada. Similar comportamiento ha sido descripto para la linea celular Tn-5
(22). Diversos procedimientos fueron utilizados con el propésito de obtener células de esta linea (o de
su derivado comercial High-5) con capacidad de multiplicarse en forma aislada (13, 14, 15). El

procedimiento empleado en este trabajo con células UFL-AG-286, aplicando sedimentacion
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diferencial para separar los agregados celulares de mayor tamafio antes de cada subcultivo, permitio
seleccionar, en un tiempo relativamente reducido, una subpoblacién de células que no tienden a
agregarse entre si cuando son agitadas en cultivos en suspensién. Por el contrario, cuando los
agregados no fueron separados antes de cada subcultivo, la linea celular no modificd
significativamente su comportamiento. Esta diferencia podria ser una evidencia de la complejidad
poblacional de la linea celular UFL-AG-286. La mayoria de las lineas de células de insecto fueron
establecidas a partir de cultivos primarios de embriones o de érganos de adultos, y por lo tanto no
estaban originalmente constituidas por una poblacién celular homogénea. La linea UFL-AG-286, fue
establecida a partir de un cultivo primario de embriones de Anticarsia gemmatalis (9). Si bien el
procedimiento que se utiliza para establecer una linea celular selecciona una subpoblacién celular
particular entre los diferentes tipos de células presentes en un cultivo primario heterogéneo, la
coexistencia de subpoblaciones celulares diferentes en una linea establecida es aun posible, como se
demostré para la linea celular IPLB-Sf-21 (23). El procedimiento de enriquecimiento de células
capaces de proliferar en forma aislada en suspensién agitada (saUFL-AG-286) podria, entonces,
haber seleccionado una poblacion de composicion diferente a la original (UFL-AG-286). En
consecuencia, el comportamiento de la subpoblacion seleccionada podria no reflejar necesariamente
las propiedades de la linea celular no sometida a proceso de seleccion.

El valor de la velocidad especifica de crecimiento de los cultivos en suspension agitada de
saUFL-AG-286 esta dentro del rango de velocidades determinadas en cultivos en suspension de otras
lineas de células de insectos lepidopteros (24, 25, 26). Pero, por otro lado, este valor es
significativamente mayor que el informado por Sieburth y Maruniak cuando establecieron
originalmente la linea celular UFL-AG-286 en 1986 (9). Desde entonces, esta linea ha sido sometida a
un nimero indeterminado de pasajes sucesivos, a través de los cuales se podria haber producido un
paulatino mejoramiento de la velocidad especifica de multiplicacién celular. Este fendmeno ha sido
previamente descripto en cultivos de células de Trichoplusia ni (27). Si bien no puede descartarse
gue la seleccion de la subpoblacién de células capaces de proliferar aisladas en suspension haya
determinado también un mejoramiento de la velocidad especifica de crecimiento, este aporte debe ser
marginal, ya que la velocidad de crecimiento de los cultivos en monocapa no adaptados a suspensién
es también mayor que la descripta por los autores que establecieron la linea celular (Paultroni et al.,
resultados no publicados).

Una caracteristica destacable de los cultivos de saUFL-AG-286 es la estabilidad de la
velocidad especifica de proliferacion durante la fase de crecimiento. Por el contrario, en cultivos de
otras lineas de células de insectos lepidépteros, la velocidad especifica se incrementa hasta un
maximo durante la fase temprana de crecimiento del cultivo, y luego decrece (28, 29). El nivel de
variabilidad de la velocidad especifica de proliferacion puede considerarse como una expresion de la
sensibilidad de los mecanismos de regulacion de la proliferacién celular a los cambios que ocurren,
en la biomasa y en el ambiente, como consecuencia de las actividades celulares en el cultivo. Esa
variabilidad, que es notable en cultivos de la linea celular Sf-9, ha sido explicada por el agotamiento
de nutrientes o la acumulacién de metabolitos (30, 31), o, alternativamente, por la dependencia de la

actividad de factores de crecimiento autocrinos (32). De cualquier manera, la regulacién de los
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mecanismos de proliferacion de la linea saUFL-AG-286 parece ser relativamente insensible a las
modificaciones celulares y ambientales que determinan la variacién de la velocidad especifica de
proliferacién en otras lineas de células de insecto.

El fin de la fase de crecimiento fue coetanea con el agotamiento de glucosa y glutamina en el
medio de cultivo, y también con una rapida caida de la viabilidad celular. El aumento de la mortalidad
luego del agotamiento de los hidratos de carbono contenidos en el medio de cultivo de células de
insecto ha sido observado en cultivos de otras lineas de células de insecto (28, 33, 34, 35, 36). Por el
contrario, el agotamiento de glutamina es compatible con la supervivencia y capacidad de
proliferacion de algunas lineas celulares (37). La acumulacién de catabolitos podria también ser una
causa de la reduccién de la viabilidad de los cultivos. EI amonio es un catabolito toxico para las
células animales, pero los niveles de concentracién alcanzados no deberian limitar la viabilidad de los
cultivos de saUFL-AG-286, de acuerdo a los datos obtenidos con otras lineas de células de insecto
(37, 38). Por otro lado, el lactato, otro potencial metabolito téxico en cultivos de células animales, no
increment6 su concentraciéon en el medio de cultivo. Por lo tanto, el rapido ascenso de la mortalidad
celular en los cultivos de saUFL-AG-286 podria ser producto de una limitacién nutricional, mas
probablemente asociada al agotamiento de glucosa, que una consecuencia de la acumulacién de
productos metabdlicos téxicos. Por otro lado, no se puede obviar la posibilidad de la contribucién del
agotamiento de otros nutrientes, no determinados en este trabajo, como lipidos y vitaminas, al rapido
incremento de la mortalidad celular.

Los hidratos de carbono constituyen la principal fuente de carbono y energia en cultivos de
células animales. La glucosa, el Unico hidrato de carbono presente en el medio TC-100, fue el
nutriente consumido en mayor extension en cultivos en suspension de células saUFL-AG-286. La
velocidad celular especifica de consumo de glucosa fue ligeramente menor que las velocidades
méaximas determinadas en otras lineas de células de insecto bajo diferentes condiciones de cultivo
(15, 35, 28, 38). Esta baja velocidad de consumo podria ser consecuencia de la relativamente baja
concentracion de glucosa en el medio de cultivo TC-100. Bédard et al. (38) observaron que los
cultivos de las lineas celulares Sf-9 y BTI-EAA consumian glucosa a una menor velocidad en medio
TNM-FH que en otros medios de cultivo que contenian una mayor concentracion inicial de glucosa. Se
debe sefalar que la glucosa fue consumida, en cultivos de células saUFL-AG-286, a una velocidad
constante a lo largo de todo el cultivo, mientras que en cultivos de otras lineas de células de insecto la
velocidad de consumo de glucosa incrementa hasta alcanzar un valor maximo en la mitad de la fase
de crecimiento, para luego decaer (28).

La velocidad de consumo de glutamina, a diferencia de la de glucosa, no resulté constante. El
valor maximo de esta velocidad fue mayor que el observado en cultivos de otras lineas de células de
insectos (15, 35, 38). Si se analiza el cociente de los rendimientos de células en glutamina y glucosa,
en cultivos de células saUFL-AG-286 se alcanza un valor de 0,84, mientras que en cultivos de otras
lineas de células de insectos ese valor varia entre 0,15 y 0,53. Esta inusualmente elevada preferencia
por glutamina podria también estar relacionada con la baja concentracion de glucosa en el medio TC-
100, si se considera que la glutamina puede constituir una fuente de energia alternativa a los hidratos

de carbono. Se deberéan realizar experimentos adicionales para determinar si este comportamiento es
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s6lo una respuesta adaptativa al nivel de glucosa en el medio de cultivo, o si estas células poseen
efectivamente una mayor avidez constitutiva por la glutamina como fuente de energia.

Tres aminoacidos mas (asparagina, metionina y leucina) fueron también consumidos en una
proporcién significativa en los cultivos en suspension de saUFL-AG-286, pero estuvieron lejos de ser
agotados, por lo que no constituirian potenciales limitaciones nutricionales. El resto de los
aminoacidos fueron consumidos en mucha menor proporcién, 0 su concentracidon se incrementé
durante la evolucion de los cultivos. De esta manera, el medio de cultivo TC-100 aporta aminoacidos
en exceso respecto a los reales requerimientos de las células aUFL-AG-286. El exceso de la
concentracion de aminoacidos en los medios utilizados para el cultivo de células de insecto ha sido
demostrado también en cultivos de S#9 (38, 39). Se debe hacer notar que en estos experimentos no
se siguid la evolucién de la concentracion de cistina/cisteina, un aminoacido que es consumido a un
elevado nivel en cultivos de células Sf-9, y cuya concentracién determina la velocidad de consumo de
otros aminoacidos (29); por lo tanto no es posible especular acerca de su importancia como nutriente
en cultivos de saUFL-AG-286.

La linea celular saUFL-AG-286 expresa un patron de produccion de metabolitos cuyas
principales caracteristicas son la falta de produccién de lactato, la producciéon de amonio y la falta de
produccion de alanina. Este patron es diferente de los descriptos para otras lineas de células de
insecto caracterizadas previamente: los cultivos de las lineas IPLB-Sf-21 y Sf-9, en condiciones de
oxigenacién y suministro de glucosa adecuados, se caracterizan por la falta de produccion de lactato y
amonio, con produccion de alanina, mientras que, en las mismas condiciones, en cultivos de células
Tn-5 o High-5, con un patrén similar al descripto en cultivos de células de mamiferos, se produce
acumulacién de lactato, amonio y alanina en el sobrenadante (15). La determinacion de diferencias en
los patrones de produccion de los metabolitos de las principales fuentes nutricionales pone en
evidencia la existencia de diferencias a nivel del procesamiento metabdlico de los nutrientes en
distintas lineas celulares (40, 41). Por tanto, la expresién de un patrén diferente de produccién de
metabolitos podria estar indicando la existencia de un ordenamiento particular de los flujos
metabdlicos en la linea celular saUFL-AG-286, en relacion a otras lineas de células de insectos. Esta
hipétesis deberd corroborarse experimentalmente mediante medicion de actividades enzimaticas y
seguimiento de moléculas trazadoras, pero mientras tanto, utilizando la informacién obtenida de
estudios realizados @n otras lineas de células de insecto, es posible adelantar algunas de las
caracteristicas que tendria el metabolismo de los principales nutrientes en las células saUFL-AG-286.
En este sentido, la falta de produccion de lactato podria indicar una eficiencia superior para oxidar la
glucosa en forma completa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, tal como sucede con las lineas
IPLB-Sf-21 y Sf-9 (40, 41).

Por otro lado, la evolucion de los niveles de alanina representa una situacién particular. La
alanina es un producto principal del metabolismo de la glucosa y la glutamina, tanto en células de
insecto como en células de mamifero. Sorprendentemente, los cultivos de saUFL-AG-286 no
acumulan alanina, mientras el amonio es activamente producido. De los datos del cuadro 1 se puede

deducir que el monto total de amonio producido en un cultivo de saUFL-AG-286

39



Revista QuimicaViva, numero 1, afio 5, abril 2006

(10,10 mM) iguala, aproximadamente, al rendimiento te6rico de amonio proveniente de la completa
metabolizacion de la glutamina (7,34 mM), mas el correspondiente a la transformacion de asparagina
en aspartato (0,26 mM), mas el derivado de la metabolizacién completa de la asparagina (1,66 mM).
Estos datos indicarian que el amonio proveniente de la metabolizacion de la glutamina y la
asparagina, los dos aminoacidos mas consumidos en los cultivos de saUFL-AG-286, podria ser
eliminado como tal, y que estas células carecerian de la capacidad de sintetizar alanina como una
forma no téxica de disponer del amonio. Este comportamiento guarda analogia parcial con el
descripto en células Sf-9 en condiciones de limitacion de glucosa, en las cuales la glutamina es
primero transformada en glutamato por acciéon de una glutaminasa, para luego dar, en una reaccién
catalizada por una glutamato deshidrogenasa, 2-oxoglutarato, que luego puede ser completamente
oxidado a diéxido de carbono en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (42). En relacion al metabolismo
de la asparagina, no se puede encontrar analogia con el comportamiento de las células Sf-9, ya que
éstas no lo consumen o lo hacen en una baja proporcién, pero si con las células High-5, que si lo
hacen, y para las cuales se ha propuesto que la metabolizan a través de una via que involucra la
actividad de una asparaginasa y una aspartato dehidrogenasa (15).

No se pudo detectar ninguna limitacion nutricional en los cultivos infectados con AGMNPV, ya
qgue todos los nutrientes cuantificados, en las condiciones de infeccion empleadas en estos
experimentos (infeccion sincrénica en la fase de crecimiento inicial a intermedia), se encontraron en
exceso. Ademas, la infeccién con AgMNPV provocé una reduccién de las demandas nutricionales
especificas de los nutrientes mas importantes, en forma mas notable durante las primeras 24 hpi. Los
efectos de la infeccion con baculovirus sobre las demandas nutricionales de las células de insecto han
sido analizados previamente, con resultados contrastantes. Por un lado, en algunos trabajos se
describié un incremento de la velocidad de consumo de nutrientes luego de la infeccion (4, 14, 43,
44). En otros trabajos, en cambio, no se han observado cambios significativos en las velocidades de
consumo de los principales nutrientes (45, 46, 47), mientras que Rhiel y Murhammer mostraron que la
infeccion de células IPLB-Sf-21 resulté en una reduccion de la velocidad celular especifica de
consumo de glucosa (48). En el andlisis de estas observaciones se debe tomar en consideracion que
la demanda nutricional de una célula infectada no debe estar determinada sélo por las necesidades
especificas vinculadas a la atencion del proceso de replicacion viral, y por los efectos que la infeccién
ejerce sobre el metabolismo celular, sino que también debe influir el estado nutricional y metabdlico
de la célula al momento de la infeccion. La marcada reduccién de la velocidad de consumo de glucosa
y glutamina observada inmediatamente luego de la infeccion con AGQMNPV de los cultivos de células
saUFL-AG-286 podria ser explicada por la interrupcién inmediata de la proliferacién celular luego de la
infeccidn, en cultivos que se encontraban en estado de activa divisién. En el balance de la demanda
nutricional, el cese de la sintesis de biomasa en un contexto de abundancia intracelular de fuentes de
carbono y energia, podria significar la disponibilidad inmediata de precursores para atender la
replicacién viral, menos demandante de nutrientes que los procesos afectados a la multiplicacion de la
biomasa, dando como resultado una disminucién de la necesidad de incorporar nutrientes
extracelulares. Sin embargo, podria ser posible que, cuando la infeccion se lleva a cabo en otras

condiciones de menor disponibilidad intracelular de nutrientes, tal como sucede al final de la fase de
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crecimiento o en la fase estacionaria del cultivo, la demanda nutricional podria incrementarse luego de
la infeccién.

La replicacion de AgMNPV en los cultivos en suspensién de saUFL-AG-286 siguid una
cinética similar a la descripta para la replicacion in vitro de otros baculovirus, con un pico de
produccion de virus brotados durante las primeras 24 hpi, fguido por un rapido ascenso de la
produccion de poliedros en el periodo comprendido entre las 24 y 72 hpi. Las caracteristicas de la
evolucion de la infeccién con AQMNPV en los cultivos en suspension de saUFL-AG-286 no difieren de
lo descripto anteriormente en infecciones con el mismo virus en cultivos adherentes en monocapa (5,
7). Es evidente, entonces, que el nimero de pasajes ha que ha sido sometida la linea celular desde
su establecimiento, y la selecciéon de la subpoblacién celular adaptada al cultivo en suspensién
agitada, no han afectado la susceptibilidad a la infeccién o la permisividad a la replicacion viral. Por
otro lado, cuando se comparan los rendimientos de poliedros de AgMNPV alcanzados en estos
experimentos con los obtenidos en cultivos de otras lineas celulares (4, 6, 8, 49, 50), se puede
concluir que, entre las lineas celulares ensayadas hasta el presente, saUFL-AG-286 es la que permite
alcanzar los mayores rendimientos de poliedros por célula. En los experimentos realizados en este
trabajo se evalud la produccién viral en una Unica condicion de infeccion, pero es posible que los
rendimientos volumétricos obtenidos puedan aun ser mejorados significativamente luego de optimizar
los parametros de tiempo y multiplicidad de infeccion.

En conclusién, la linea celular UFL-AG-286 pudo ser adaptada al cultivo en suspension a
través de la seleccidon de una subpoblacién de células con capacidad para proliferar sin formar
agrupaciones (saUFL-AG-286). Los cultivos adaptados crecieron con una cinética similar a otras
lineas de células de insecto, pero exhibieron un perfil nutricional y metabdlico caracteristico. Los
rendimientos de AQMNPYV en los cultivos de saUFL-AG-286 resultaron suficientemente elevados como
para sostener la factibilidad del uso de esta linea celular en el desarrollo de un proceso industrial de
produccién del bioinsecticida. El desarrollo de este proceso sé6lo sera posible luego de optimizar la

produccién viral en un medio de cultivo libre de suero de bajo costo.
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