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Entrevista a Adrian Paenza

“Es una tarea nuestra, de los comunicadores, explicar la importancia de la
ciencia para generar un pais independiente”

Por Susana Gallardo

Version para imprimir =

Adrian Paenza es doctor de Ciencias Matematicas, egresado de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la UBA, y fue profesor del Departamento de Matematicas de esa
Facultad. Posee una gran trayectoria en los medios televisivo, radial y grafico. Actualmente
colabora en Veintitres y Pagina 12. Fue conductor de programas deportivos en televisién,
columnista de “Dia D” y “Detras de las noticias”, y conductor de “Periodistas”. Actualmente
conduce “Cientificos, Industria Argentina”. Recibi6é el Premio Martin Fierro en varias
oportunidades por sus trabajos en el periodismo dedicado al futbol, al basketball, a la politica y
también a la ciencia. Publicé el libro Matematica...estas ahi?, que vendié 120 mil ejemplares, y
acaba de salir la segunda parte (Episodio 2), con una tirada de 40 mil copias.

QuimicaViva: ¢Qué fue primero, la pasion por el periodismo deportivo o por la

matematica?

Adrian Paenza: Es una pregunta dificil de contestar, sobre todo porque no sé la respuesta.
Intuyo que estuvo todo ligado, incluso otras areas, como la musica, por ejemplo, pero en
esencia yo hacia (hice/hago) muchas cosas, que sélo manifiestan partes de lo que me interesa
o de lo que soy.
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QV: ;Qué le ha brindado mayores satisfacciones, el periodismo deportivo, el periodismo

cientifico, o la actividad docente y de investigacion?

AP: No, asi planteado me resisto a contestarlo. 4 C6mo podria graduar yo ‘las satisfacciones’?
Hoy podria contestar algo, con lo que no creo que estuviera de acuerdo en otro momento de mi
vida. En todo caso, la respuesta es que ‘no tengo respuesta’.

QV: ¢Ha tenido dedicacion exclusiva en la ciencia, o siempre compartio el tiempo con
otras actividades?

AP: Hubo un momento de mi vida en el que me dediqué exclusivamente a la investigacién, que
fueron los anos en los que hice las materias de doctorado, ensefiaba Topologia y Analisis
Complejo, y terminamos (junto a Néstor Bucari) por escribir nuestras tesis.

QV: ¢ En qué temas de la matematica ha trabajado?

AP: En varios, pero esencialmente en variables complejas y topologia diferencial.

QV: ;¢ Ha dirigido trabajos de tesis? ¢ tiene discipulos?

AP: He dirigido algunos trabajos de tesis de licenciatura, pero mi carrera como investigador es
pobre y en todo caso, no creo que ninguno haya seguido mis pasos. Y si lo hizo, deberia

revisar su decision.

QV: Actualmente esta haciendo docencia en el exterior, ;donde precisamente?

AP: Yo no hago ‘docencia’ en el sentido estricto. Soy profesor de la UBA en uso de licencia y
no ‘ensefio’ como lo hago (o hice) cuando estoy (estaba) aqui. De todas formas, si doy muchas
charlas y seminarios sobre la did4ctica de la matemética.

QV: ;Qué diferencias encuentra entre los distintos ambitos educativos en los que ha

trabajado?

AP: En la Argentina, las universidades nacionales tienen una capacidad para producir
cientificos y trabajos que estdn en la frontera del conocimiento. Teniendo en cuenta las
condiciones en las que se desarrollan (edilicias, de presupuesto, de mantenimiento, en
tecnologia), es un verdadero milagro. La universidad privada en la Argentina no produce
investigadores reconocidos a nivel mundial en la cantidad y calidad que las universidades
estatales.
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QV: ;Y a partir de su experiencia en el exterior?

AP: Depende de la facultad y del pais. No es lo mismo la Universidad de Chicago que la
Universidad Nacional del PerQ, pero, obviamente, ni el presupuesto ni las condiciones en las
que se desarrollan las hacen comparables. En todo caso, es mas meritorio lo que generan los
limenos por la obvia falta de recursos y asistencia que tienen, bien parecidas a las nuestras. La
Universidad de Chicago es privada y tiene un soporte de la sociedad que aqui no existe. Es
esperable que sean mejores. Se preparan para eso. El problema es que so6lo acceden a ese
nivel aquellos que pueden afrontarlo econémicamente. Y yo soy un gran defensor de la
educacion publica, gratuita y laica, obligatoria en los niveles primario y secundario, pero que
sea una opcién genuina para quienes quieran dedicarse a hacer estudios terciarios.

QV: ;A qué se debio el cambio del periodismo deportivo al periodismo de ciencia?

AP: Yo dejé el periodismo dedicado al deporte porque ‘me empujaron por la ventana’. En algin
lugar, me hicieron un favor. En el medio, antes de hacer lo que hago hoy, estuve involucrado
en el periodismo politico y me senti muy cémodo alli también. No descarto que vuelva a él, sélo
dependera de encontrar las circunstancias adecuadas.

QV: En el Centro de Divulgacion Cientifica de Exactas se hizo una encuesta para saber
qué factores influyen en la decision de dedicarse a la ciencia, y se vio que la divulgacion
cumple un rol destacado. En su caso, ¢qué factor senalaria como decisivo o influyente?

AP: Esta es una época particular para la ciencia, o mejor dicho, para la divulgaciéon de la
ciencia, porque han aparecido muchas ofertas que en otra época no existian: colecciones de
libros (Ciencia que Ladra, que dirige Diego Golombek, las colecciones de Pepe Nun y
Leonardo Moledo), los diarios nacionales que ofrecen paginas con gente dedicada a la difusién
todos los dias, como Nora Bar en La Nacién, Leonardo Moledo en Pagina 12, la gente de
Clarin. Las obras de teatro como Copenhage, La Prueba o Galileo, o peliculas como Una
Mente Brillante y también La Prueba, por s6lo nombrar algunos.

QV: Y también su programa, Cientificos Industria Argentina ...

AP: Si, ya lleva cuatro afnos en la television abierta, y también el programa de ciencia de TN,
ademas de algunos canales que llegan del exterior, como el Discovery Channel, National
Geographic, The Animal Planet... como se ve, hay un universo de alternativas que antes no
existian. Eso, inexorablemente, genera una masa critica de gente que es seducida por lo que
ve, lee y escucha.
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QV: El descenso en la matricula de carreras de ciencias exactas y de ingenieria, ;a qué
lo atribuye: al contexto econémico de los 90, a la actitud de los medios, que parecen
priorizar lo rapido y efectivo?

AP: Es algo pendular. No sé a qué atribuirselo, pero en todo caso, me gustaria esperar algunos
anos antes de sacar conclusiones de ese tipo. La demanda de gente dedicada a informatica,
avibnica, criptografia, biologia molecular, fisica de particulas, robética, me hace pensar que en
un futuro no muy lejano esa tendencia tendria que modificarse.

QV: ¢Tal vez por estar en contacto con directivos de los medios, que son quienes
orientan la programacion, ;conoce qué argumentos exponen acerca de esas decisiones,
mas alla de los puntos de audiencia?

AP: No conozco que expongan ningun argumento que no sea el rating.

QV: ¢Considera que los medios tienen alguna responsabilidad en orientar las
vocaciones de los jovenes?

AP: Los medios son solo una parte de la sociedad. Adjudicarles responsabilidad significa que
uno tiene control sobre ellos, y eso no es asi. El peso recae sobre el Estado. El resto es una
decision privada. Cuanto mas educada esté la sociedad en la que nos desenvolvemos, mayor
serd la demanda por mas calidad.

QV: ¢ Significo mayor audiencia el traspaso de Cientificos Industria Argentina Canal 7 a
Telefé?

AP: Tanto cuando acordé el contrato con Canal 7 como con la gente de Telefé, quedé claro
que taxativamente no me importaba el rating. Y asi fue. Ahora terminamos la cuarta temporada
en el aire, dos anos en cada canal y es probable que volvamos al canal estatal, y justamente, si
tomamos esa decisidn, no estara basada en el rating.

QV: ;Se tienen datos respecto de la audiencia: cantidad de televidentes y sectores
sociales?

AP: No creo que lo hagan con nuestro programa, pero en todo caso, yo nunca me preocupé en
averiguarlo. Pero supongo que alguien deberia hacerlo para que nuestras decisiones en

cuanto al tipo de programa que hacemos sean mas adecuadas.

QV: ; Por qué se acorto el programa (de una hora a media)?
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AP: Porque a Telefé le parecié que eso beneficiaria su lucha por el rating. Quizas por eso es
que piense en sacar el programa de Telefé, aunque en principio pudiera ofrecer mucho mas
rating. Como dije antes, el rating del programa no puede ser una variable de ajuste.

QV: ¢;Cudnto cree que influyo en el éxito de su libro Matematica ¢;estas ahi? el ser
conocido por sus programas de television?

AP: Supongo que tiene que haber influido, pero no tengo idea de las proporciones. Igualmente,
no ignoro que la notoriedad que me da haber estado en los medios por mas de cuarenta afos
favorece la llegada a la gente.

QV: ¢ Qué significa la aparicion de la segunda parte?

AP: La continuidad de un proyecto que se ha transformado en uno de los mas importantes de

mi vida. Y ahora vamos por el tercero.

QV: ;Cree que alguien que no tiene formacion en matemadtica podria divulgaria?

AP: Esa es una interesante pregunta, pero no sabria contestarla porque no hay antecedentes
que yo conozca. Pero eso s6lo marca una limitacion de mi parte, porque quizéds si existan
personas que lo han hecho y es posible que con éxito, pero si es asi, yo no conozco las
experiencias. Igualmente, me parece que para poder explicar algo de matematica en
profundidad, colabora fuertemente el haber tenido una formaciéon al menos en alguna de las
ciencias llamadas duras.

QV: Para que los conocimientos cientificos puedan alcanzar a todos los sectores de la
poblacion ¢qué cree que se puede hacer?

AP: Es una tarea del Estado, indelegable: la formacién de educadores y docentes, que no sélo
puedan vivir dignamente de su sueldo, sino que accedan a un grado de excelencia en su

preparacion. El resto, sera una consecuencia inexorable.

QV: Teniendo en cuenta el contacto que usted tiene con el publico a través de un medio
tan masivo como la television, ¢cual le parece que es la percepcion del publico hacia la
ciencia? ¢La ven como una peculiaridad, algo que hace una gente rara y que no se sabe

bien para qué sirve?

AP: No lo sé. Hablar de ‘la gente’ me parece muy impreciso y alli cabe todo. Justamente ‘la
gente’ es muy variada, y no sélo en poder adquisitivo, sino también en curiosidades, gustos e
intereses. Ademas, como dije antes, hace 20 afos todo lo que se ofrece hoy no era posible.
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Ahora bien: sel hecho de que ahora la oferta sea tan variada en calidad y cantidad, ha
mejorado la concepcidén que se tiene de la ciencia en general? Es una reflexion que se me
escapa.

QV: ¢ Le parece que la sociedad considera que la investigacion cientifica es importante y
relevante para el futuro del pais?

AP: No lo sé, pero espero que si. En todo caso, es una tarea nuestra, la de los comunicadores,
explicar su importancia para generar un pais independiente. Un pais que no produce ciencia
es, inexorablemente, esclavo de lo que importa y depende de quién le vende. Supongo que
planteado de esa forma, deberia ser suficiente para entender la necesidad de que la
produzcamos nosotros.

| - QuimiCﬂViua Revista QuimicaViva

ISSN 1666-7948 Ndmero 3, afio 5, diciembre 2006

www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar quimicaviva@qb.fcen.uba.ar



Revista QuimicaViva- Numero 3, afo 5, diciembre 2006- quimicaviva@qb.fcen.uba.ar

| = QuimicaViua Revista QuimicaViva

ISSN 1666-7948 Namero 3, afio 5, diciembre 2006

www.quimicaviva.qgb.fcen.uba.ar quimicaviva@aqb.fcen.uba.ar

Dos premios Nobel para el RNA

Paula Cramer
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Two Nobel awards for RNA

This year, the Royal Swedish Academy of Sciences awarded its prizes in Chemistry and
Physiology or Medicine to researchers working in key aspects of the regulation of gene
expression. The reasons for the choice of awardees, the historical context and impact of their
research are discussed.

Este ano, la Academia Real Sueca de Ciencias otorgd sus premios de Quimica y
Medicina a investigadores que trabajan en aspectos claves de la regulacion de la expresion
génica.

La informacion necesaria para la supervivencia, mantenimiento y crecimiento de
nuestras células esta contenida en los genes, compuestos de acido desoxirribonucleico (DNA)
y localizados en el nicleo. Cuando se requiere la informacion guardada en un determinado
gen, éste se "expresa" promoviendo la generacién de una copia de si mismo compuesta de
acido ribonucleico (RNA). A este proceso de copiado se lo denomina transcripcion. Luego de
sufrir una serie de modificaciones, este RNA "mensajero” (MRNA) viaja fuera del nicleo hacia
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el citoplasma, en donde es leido por una maquinaria que genera a partir de él una proteina.
Para que se pueda producir el mMRNA, los genes contienen regiones denominadas promotores,
que son capaces de reclutar a una serie de proteinas que conforman la maquinaria de
transcripcion. Esta basicamente reconoce el inicio del gen y es capaz de fabricar el mMRNA en
el momento y cantidad requeridos.

Las células de nuestro higado son distintas de nuestras neuronas porque -a pesar de poseer la
misma informacion genética- expresan distintos genes en distintas situaciones. Asimismo, las
células normales pueden volverse tumorales cuando se altera la expresién de ciertos genes
responsables de funciones esenciales tales como el control de la proliferacion. Es decir, que en
la regulacion de la expresion génica esta la clave para entender estos procesos.

Premio Nobel de Quimica 2006: Roger Kornberg

Una vida dedicada a la transcripcion del RNA

El premio Nobel de Quimica 2006 fue otorgado a Roger Kornberg, de la Universidad de
Stanford, EE.UU, quien dedicé toda su carrera cientifica a estudiar distintos aspectos del
proceso de transcripcion. Durante su postdoctorado en los afios 70 descubri6 los nucleosomas,
mientras trabajaba con los premios Nobel Aaron Klug y Francis Crick, en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Medical Research Council (MRC), en Cambridge, Reino Unido.

Los nucleosomas son estructuras formadas por unas proteinas llamadas histonas, alrededor de
las cuales se empaqueta el DNA. Todo el DNA de la célula se halla empaquetado en series de
nucleosomas, constituyendo la cromatina. Hoy sabemos que la regulacion de la expresion de
los genes esta determinada en parte por la estructura de la cromatina.

Una vez en su laboratorio de Stanford, Kornberg se abocd a estudiar la maquinaria de
transcripcion de los eucariontes (organismos cuyo DNA se encuentra en el nucleo). Eligié como
sistema de estudio a las levaduras, organismos unicelulares muy sencillos de cultivar en el
laboratorio. Estas resultaron un muy buen modelo de estudio ya que la maquinaria
transcripcional se encuentra en todos los organismos vivos y que hoy sabemos que con
excepcion de las bacterias (que carecen de nulcleo) es muy similar en todos ellos.

Al mismo tiempo, muchos otros laboratorios estudiaron la maquinaria transcripcional en
levaduras o en otros sistemas biolégicos. Asi, se establecidé que ésta se compone de una serie
de proteinas denominadas factores generales de transcripcion (GTFs), que son reclutados por
el promotor y que a su vez reclutan a la RNA polimerasa Il (pol Il), la proteina encargada de
fabricar el mRNA. También se describié la existencia de otras regiones de los genes,
denominadas enhancers, que a su vez reclutan a los coactivadores, proteinas capaces de
estimular el reconocimiento del promotor por parte de la pol II.

Kornberg se destacé al descubrir un complejo de unas veinte proteinas, que denominé
mediador, que asiste al reconocimiento de los promotores por parte de la maquinaria
transcripcional. El mediador puede reclutar coactivadores y también represores de la
transcripcion (Figura 1). La caracterizacion de este complejo permitié entender el hecho de que
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los enhancers ejercieran su efecto sobre los promotores aun a grandes distancias. En distintos
tejidos, los enhancers reclutan distintos tipos de coactivadores y de complejos mediadores, lo
cual explica en parte la expresion diferencial de tejidos de ciertos genes.

Mediador

Transcripcion

(% Reclutamiento de RNA Pol I

Reclutamiento de
GTFs y Mediador TS

Figura 1: La magquinaria transcripcional de levaduras
El esquema representa la region del inicio del gen (linea negra). El promotor (flecha negra) recluta factores generales de
transcripcion (GTFs, 6valos rosas). El complejo mediador (6valos celestes, rojos y amarillos) actia de puente entre los
coactivadores que recluta el enhancer (6valos verdes) y los GTFs. Esto permite a la RNA polimerasa |l reconocer a la region
promotora del gen e iniciar la transcripcion. Adaptado de (1).

Recientemente, el laboratorio de Kornberg se dedicé a obtener una imagen del proceso
de transcripcion en accién. Para ello, obtuvo imagenes de los complejos DNA-pol [I-RNA
mediante cristalografia de rayos X. Esta técnica consiste en obtener grandes cantidades del
objeto de estudio muy puro, en forma de cristales, que luego se irradian con rayos X. La
dispersion de los rayos al atravesar los cristales permite deducir -mediante ecuaciones- la
composicién de atomos de la molécula. Obtener la estructura 4tomo a atomo de semejante
complejo macromolecular fue un logro sorprendente, comunicado por la revista Science en el
afo 2001, ver Figura 2.
¢Para qué sirve obtener una imagen del complejo en accion? No se puede entender ni
manipular lo que no se conoce, y conocer los detalles de la estructura macromolecular permite
no solo explicar los efectos de ciertas mutaciones o cambios hallados en la naturaleza, sino
también saber qué regiones de la pol Il son claves para su interaccién con el DNA y el RNA, y
eventualmente seleccionar farmacos que modifiquen estas interacciones. Tales farmacos son
herramientas invalorables en el estudio de la regulacion de la expresién génica y hasta podrian
ser usados en terapias moleculares para tratar enfermedades humanas.
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Figura 2: El complejo transcripcional en accion.
Imagen del complejo transcripcional compuesto por DNA, RNA polimerasa Il y transcripto de
RNA, obtenida por cristalografia de rayos X. En gris se muestra la estructura de la RNA
polimerasa Il, en azul, el DNA que se usa como "molde" en la transcripcidn, y en rojo, el RNA
transcripto. Adaptado de (2).

Sin duda fue necesaria la contribuciéon de muchisimos investigadores de diversas instituciones
para alcanzar el nivel de conocimiento actual que se tiene de la maquinaria transcripcional. La
Academia Sueca quizas haya querido premiar a Roger Kornberg por la dedicacion de toda una
vida a la transcripcion, con numerosas contribuciones seminales y coronada con la imagen del
complejo transcripcional en accion.

Para algunos, este premio habria sido méas apropiado para la categoria Fisiologia o Medicina.
El comité de seleccién defendié su eleccién basandose en que la obtencién de la imagen del
complejo de transcripcion a alta resolucion

es pertinente para un premio Nobel de Quimica. Quizas lo que subyace a esta discusion es tan
s6lo el hecho de que estas categorias estancas -creadas hace mas de un siglo- van perdiendo
sentido a medida que la ciencia se vuelve mas y més interdisciplinaria.

Es interesante destacar que Kornberg es un buen ejemplo de como las escuelas cientificas
pueden producir excelencia en forma sostenida. No solo es hijo de otro premio Nobel (Arthur
Kornberg, 1959, por el descubrimiento de la DNA polimerasa) sino que, como se menciond
antes, se formé en el MRC bajo la supervision de cientificos cuyos trabajos contribuyeron a la
descripcion de la estructura del DNA.

Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2006: Andrew Fire y Craig Mello

Genes silenciados, de las petunias a los gusanos

10
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A principios de los afios 90, un grupo de investigacion en EE.UU y otro en Holanda estaban
estudiando la ruta de biosintesis de pigmentos en las flores de petunia. Con el fin de lograr
flores de color mas intenso, los investigadores generaron plantas transgénicas que debian
expresar cantidades altas de la enzima clave de este camino biosintético. Sorprendidos,
observaron que algunas de las petunias transgénicas eran blancas. Es decir que no sélo no
fabricaban altas cantidades de la proteina en cuestidon sino que, por el contrario, habian
silenciado su expresion tanto a partir del transgen como del gen enddgeno o propio (Figura 3).
Por otro lado, el grupo de investigacion de David Baulcombe, en el Reino Unido, demostraba
que, al introducir genes virales en plantas transgénicas, se las protegia de la infeccién por el

virus. En tanto en Roma, otros investigadores hicieron observaciones similares en el hongo

b
Lt ]

Figura 3: Silenciamiento de la pigmentacion de las flores

La figura muestra flores de petunias transgénicas para la chalcona sintetasa, principal
responsable de la expresion de pigmentos en las flores. Las petunias originales eran
de color azul oscuro. Las distintas plantas muestran diferentes grados de
silenciamiento del gen. Tomado de (3).

Neurospora crassa.

En ese momento se desconocia el mecanismo por el cual ocurria esto, y se especulaba que el
silenciamiento estaba de algin modo mediado por el RNA y que se debia a modificaciones en
el DNA que alteran su interaccion con las histonas.

Unos anos después, estudiando la regulacién de la expresion génica en el gusano nematodo
Caenorhabditis elegans, Andrew Fire y Craig Mello encontraron que la inyeccion de RNA doble
cadena correspondiente a una proteina de musculo, provocaba el mismo comportamiento que
el de los gusanos que carecian totalmente del gen para la proteina en cuestion. Extendieron
esta observacion a muchos otros genes, concluyendo que es posible silenciar la expresién de
un gen a través de la introduccién del RNA doble cadena correspondiente. Aln mas, este
silenciamiento se dispersaba a lo largo del gusano y era heredable, segin se reportd en la
revista Nature, en 1998. Por fin se podia explicar el silenciamiento que se habia observado en
las plantas y los hongos. Este hallazgo provey6 de una herramienta fundamental a la genética
funcional, que marcé un antes y un después, probablemente sélo comparable al de la invencion
de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR (Polymerase Chain Reaction).

11
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¢ Para qué sirve silenciar un gen? A partir del estudio de los efectos que produce el anular la
expresion de un gen puede deducirse nada menos que su funcién.

Dada la importancia del hallazgo no tardaron en describirse los detalles del mecanismo por el
cual estos RNA bloquean la expresion génica. Mientras que el DNA de los genes esta
compuesto por dos hebras o cadenas de DNA complementarias, el RNA transcripto a partir de
él es de simple cadena. Algunos virus generan RNA doble cadena (RNAdc) dentro de las
células a las que infectan. Lo que los experimentos de Fire y Mello permitieron descubrir fue
que las células infectadas detectan estos RNA de cadena doble y montan una respuesta de
defensa, que termina con la degradacion del RNA invasor. En esta respuesta participa la
proteina Dicer, que corta el RNAdc en pequefrios fragmentos de 21 a 23 nucleétidos,
denominados siRNA (por small interfering RNA, en inglés), que luego son reclutados por un
complejo proteico denominado RISC. Este complejo se encarga luego de utilizar la informacién
del siRNA para silenciar especificamente la expresién del gen del cual se habia originado
(Figura 4).
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Figura 4: Los RNA pequefios regulan la expresion génica

La proteina Dicer genera siRNA pequeros a partir de microRNA propios de la célula (miRNA) o de RNA de
doble cadena invasores (RNA dc). El complejo proteico RISC reconoce estos RNA pequeios e impide o la
traduccion de la proteina o la degradacion del mRNA correspondiente a los RNA pequefios. Adaptado de (4)
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En el escaso tiempo transcurrido desde los experimentos de Fire y Mello, florecié el campo de
los microRNA (miRNA). Se descubrié que aparte de participar en la defensa contra infecciones
virales, los RNA pequerios participan en multiples procesos biolégicos a nivel celular, inclusive
en la regulacion de la transcripcion de los genes. Los miRNA estaban en todas partes, pero
hasta hace muy poco, no sabiamos de su existencia.

Por algun tiempo no fue posible el uso de siRNA en células de mamiferos, porque disparaban
la respuesta suicida de interferén de las células. Hasta que en el afo 2001, el laboratorio de
Thomas Tuschl, del Max-Planck-Institute de Goettingen, Alemania, encontré el modo de utilizar
el RNA de interferencia en células de mamifero en cultivo. En cuestion de semanas, la técnica
de siRNA se habia dispersado por los laboratorios de todo el mundo. Esto permitié un progreso
increible en el estudio de la funcién de los genes y también promete un gran avance en
terapias génicas en las que se busca, por ejemplo, silenciar algin gen involucrado en el
desarrollo de tumores.

La espiral de la Historia

Si bien todos los laboratorios mencionados tienen una afiliacion académica, las primeras
observaciones de silenciamiento de genes se hicieron en el contexto del mejoramiento de
cultivos de interés econdmico: la manipulacion del color de las flores en Holanda, la generacién
de plantas resistentes a virosis. Mello y Fire estaban interesados en estudiar la regulacion de la
expresion génica en un nematodo cuando desentrafiaron el mecanismo de silenciamiento por
siRNA que resulté casi universal. Como se mencion6 antes, el impacto de este hallazgo es tan
profundo para quienes investigan la funcion de un gen como para el desarrollo de nuevas
vacunas o terapias génicas.

La historia reciente de los siRNA ilustra cuan dificil es saber hacia donde conduce un proyecto
de investigacion, o intentar encasillarlo en las categorias de ciencia basica o aplicada.
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“La caida de Woo Suk Hwang representa quizas el caso de mas alto perfil en la lamentable
historia de la inconducta cientifica. El drama shakesperiano que implica el eclipse del biélogo
celular coreano, rodeado de cortesanos adulones y complots de acélitos y enemigos, todo
frente a las camaras de television, ha dejado a muy pocos cientificos, en cualquier disciplina,
en cualquier parte del mundo, sin saber de sus circunstancias.

“Pero lo que realmente hace que el caso de Hwang sea especial es la importancia de los
resultados que han sido impugnados (H.S. Hwang et al. Science 303 1669-1674; 2004 y 308
1777-1783; 2005). La clonaciéon de embriones humanos que dijo haber logrado coloc6é a Hwang
en el liderazgo de la investigacién en células madre, quizds la esfera mas aclamada y
contenciosa de la ciencia moderna. Es también el primer caso de fraude que ocurre en la era
de la biologia cuidadosamente patentada, en la que los cientificos pueden aspirar no sélo a la
fama, sino también a la fortuna.” Nature [1]

Riverside - El comienzo del editorial de Nature, publicado a pocos dias de confirmado el fraude
sobre clonacion terapéutica del investigador coreano Woo Suk Hwang, exhibe un tono de
alarma que los publicaciones cientificas reservan para ocasiones excepcionales. En perfecta
sintesis, presenta una serie de elementos que contribuyeron a convertirlo en un caso dificil de
olvidar: un investigador de primer nivel, admirado en el mundo y aclamado como héroe en su
pais; una linea de trabajo sobre la que se concentran enormes expectativas terapéuticas y
econdmicas, a la vez que controversias éticas y politicas; dos publicaciones pioneras en uno de
los journals mas influyentes; el interés de los medios de comunicacion; y la mentira. La mentira,
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descubierta gracias a la preocupacion de jévenes investigadores y a la audacia rayana en el
sensacionalismo de periodistas de su propio pais.

¢Qué paso? ;Como fue posible que Science no advirtiera el engafno? ;Qué consecuencias
tuvo para la investigacion en clonaron terapéutica, y en el trabajo en células madres
embrionarias en general? ;Como quedod la biotecnologia coreana tras el escdndalo? ;Qué es
hoy de Hwang y sus socios? En el presente articulo, revisaremos algunos de los aspectos que
estan detras del caso Hwang, para comprender en qué contexto fue posible, cémo se
descubrio el fraude, y qué pocas ensefanzas ha dejado. En tiempos en que la ciencia puede
ser un negocio muy redituable, algo ha cambiado para que todo pueda seguir igual.

Dos primeras veces

En 2004 y 2005, el investigador coreano Woo Suk Hwang publicé en Science dos trabajos
pioneros. En el primero, informaba haber obtenido una linea de células madres embrionarias
clonadas por transferencia nuclear a partir de intentos con 242 ovocitos [2]. Subitamente,
quedaba atras el trabajo de la empresa norteamericana Advanced Cell Technologies, liderado
por el investigador argentino José Cibelli, cuyo primer intento de clonacién humana en 2001 a
partir de 19 ovocitos no habia superado las primeras divisiones del embridon y que,
consecuentemente, habia sido publicado en una publicacién de menor jerarquia, The Journal of
Regenerative Medicine [3]. El impacto del trabajo de Hwang fue inmediato: esencialmente,
venia a demostrar que, aunque dificil, era posible obtener células madre clonadas para usarlas
con fines terapéuticos. Y que el secreto estaba en Corea del Sur —aunque Cibelli habia sido
consultado, y aparece como coautor del trabajo. Fue entonces cuando QuimicaViva dedic6 un
namero a explorar los aspectos cientificos y éticos de la clonacion terapéutica: una puerta se
abria, y habia que estar preparados [4].

El elevado numero de ovocitos necesarios para obtener una linea celular hacia la técnica de
Hwang, todavia, muy tosca. Un segundo aspecto que ensombrecia el hallazgo estaba
relacionado con éste: la extrema discrecién con que los cientificos coreanos se referian al
origen de los ovocitos utilizados desperté algunas suspicacias. A diferencia del equipo de
Advanced Cell Technologies, que comunicé a la prensa que habia pagado como compensacién
por cada ciclo ovulatorio 4.000 délares, los investigadores coreanos sostenian haber obtenido
sus ovocitos de 16 donantes altruistas a través de “contactos personales”, pero no daban mas
detalles, ni siquiera a la inquisitiva periodista norteamericana Gina Kolata [5]. Inmediatamente
se encendieron las sospechas. El journal Nature hizo una investigacion y encontrd en Seul que
grupos preocupados por los “derechos civiles” y expertos en bioética ya estaban senalando la
falta de transparencia en relacién con la obtencion de los ovocitos. Incluso, Nature llegoé a
entrevistar a una estudiante de doctorado, coautora del articulo, quien inicialmente le comenté
que habia sido donante —una practica cuestionable, dado que coloca a la potencial donante en
posicion de ser presionada. Declaracion que luego negé, alegando su pobre comprensién del
idioma inglés [6]. Con acentos premonitorios, Nature se refiri6 al problema en un editorial:
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Lo dltimo que necesitan los cientificos que trabajan en clonacién terapéutica es mas
controversias éticas. Sin embargo, una tormenta parece avecinarse sobre el articulo mas
prominente en este campo hasta el presente —la comunicacion, en febrero, de que un grupo
de Corea del Sur habia logrado derivar una linea de células madre embrionarias a partir de un
embrién humano clonado (W. S. Hwang et al. Science 303, 1669-1674; 2004). Se alzaron
voces preguntando como habian podido los cientificos reclutar tantas mujeres preparadas para
donar sus 6vulos para el proyecto. Una de esas preguntas es

por qué una estudiante de doctorado, coautora del trabajo, le dijo inicialmente a Nature que fue
donante de évulos y luego cambio su versién [7].

La respuesta fue muy tibia. Se realiz6 una investigacion que no llegé a ningun hallazgo
concluyente; y la Korean Society of Molecular and Cellular Biology discutié un cédigo de ética
que fue declarado oficial en octubre de 2005 [8]. El primer trabajo de Hwang, sin embargo, era
insuficiente, precisamente porque la cantidad de ovocitos utilizados hablaba de una técnica
ineficiente. Ademas, se habian utilizado ovocitos de la propia mujer clonada, lo que todavia
dejaba abierta la posibilidad de que se tratara de una divisién por simple partenogénesis. Por
€s0, su segundo trabajo, publicado en mayo de 2005 también en Science, fue celebrado como
un hito. Hwang y su equipo —al que se habia asociado un prestigioso investigador
norteamericano de la University of Pittsburg, Gerald Schatten, responsable de la primera
clonacién de un mono rhesus en 2000— informaban que habian logrado 11 lineas de células
madres embrionarias utilizando sélo 185 ovocitos. Y algo mas importante: las lineas estaban
hechas a la medida de 9 pacientes con problemas tales como dafios en la médula espinal,
diabetes e hipogammaglobulinemia congénita, de donde habian sido tomados los nucleos
celulares [9]. La clonacion terapéutica parecia una realidad. Hwang se convirtid en una
celebrity de la ciencia internacional. Y en Corea, confirm6 su ascenso al estatus de héroe
nacional: recibia premios, aparecia en una estampilla en la que un paralitico dejaba su silla, se
le dio el calificativo de “cientifico supremo” de la nacién, y se le asigné un estipendio anual de 3
millones de doélares. Se inicié una campana —“grotesca y bizarra”, segin una feminista local—
para promover la donaciéon de ovocitos. También se puso en marcha una impresionante
maquinaria cientifico-financiera: el 19 de octubre de ese afo se anuncié la creaciéon de un
World Stem Cell Hub, donde se esperaba crear unas cien lineas celulares por afo, segun
estimaciones de Schatten, quien presidiria el board of trustees de la Fundacién a cargo de Hub.
Con base en la Seoul National University (SNU) y filiales en San Francisco y el Reino Unido —
de donde llegarian ovocitos y financiacion— esta fundacién internacional representaba para los
norteamericanos la posibilidad de sortear las restricciones del presidente George W. Bush a la
investigacién con células madre embrionarias, que impiden el uso de fondos federales en este
tipo de investigaciones.

“Para avanzar, los cientificos necesitamos un refugio seguro”, justificé Schatten en
declaraciones al New England Journal of Medicine (NEJM). “Las implicancias legales y éticas
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son importantes, pero lo mas importante es hacer descubrimientos que sean confirmados de
manera independiente.” Haciendo una comparacion con la historia de los transplantes de
organos, Schatten contaba con que la oposicién a la clonacién terapéutica se diluiria frente a
los resultados médicos. Otro cientifico norteamericano que pensaba colaborar con Hwang era
Evan Snyder, un neurdlogo que trabaja con células madre en el Burnham Institute de La Jolla,
California. “Creo que los coreanos reconocen que la biologia, en si misma, ha avanzado mas
rigurosamente en los Estados Unidos”, sostuvo en el mismo articulo del NEJM con tono
competitivo. “Pero ven esta oportunidad, porque nosotros estamos detenidos, y ellos lo
convirtieron en una prioridad nacional.” Arnold R. Kriegstein, director del Institute for Stem Cell
Research and Tissue Biology de la University of California en San Diego (UCSD), fue mas
prudente, y manifestd que, antes de incorporarse a la iniciativa, su centro esperaria a que se
estandarizaran las normas bioéticas para la donacion de embriones y ovocitos. Otro
investigador del sistema de UC, Michael German de la University of California en San
Francisco, parecié poner méas el acento en las cuestiones de propiedad intelectual, al sostener
que no le entusiasmaba que todo quedara “en unas pocas manos” [10].

El gobierno coreano, que ya habia otorgado 65 millones de ddlares al laboratorio de Hwang,
prometi6 otros 11 millones para este emprendimiento. Estos nimeros, sin embargo, dicen muy
poco: es dificil estimar cuanto podria haber recaudado el Hub, dadas las expectativas
generadas. Un poco antes de publicarse el articulo de 2005 de Hwang, las acciones
biotecnolégicas en Corea triplicaron su valor. En mayo de ese afno, el volumen de acciones que
se negociaba diariamente de la empresa Macrogen —pionera de la genémica en Corea y un
importante inversor en MgenBio, una venture biotecnolégica creada por la SNU y puesta en
marcha por las investigaciones de Hwang— era superior a los 81 millones de ddélares en
promedio. Eso representaba alrededor de la mitad del volumen negociado por la mayor
empresa coreana, Samsung Electronics, una compania con un valor de mercado 500 veces
superior al de Macrogen. Las expectativas de los enfermos eran igualmente desbordantes, y
ésta es la contracara més dura del fraude: el 1 de noviembre, el primer dia que se atendieron
solicitudes de pacientes en el Hub, los llamados fueron 3.500 [11].

No es una locura coreana. No deben perderse de vista iniciativas similares, y las expectativas
econdmicas y de salud que también despertaron —y siguen despertando. En las elecciones de
2004 en el estado de California los ciudadanos votaron a favor de una enmienda, la
Proposicién 71, para otorgar 3.000 millones de délares en 10 anos a la investigacion con
células madre, a través de la creacion del California Institute for Regenerative Medicine (CIRM).
Y, dado lo controvertido del tema, en prevision de que los fondos tardaran en llegar por
cuestiones legales, Robert N. Klein —padre de un joven con diabetes y gestor de la iniciativa—
estimaba que antes de marzo de 2006 podria recaudar unos 50 millones de ddélares de
particulares. En California hay muchos millonarios que temen el paso del tiempo. Entre ellos se
cuenta el entrepreneur de los sistemas de audio Ray Dolby, quien tempranamente dond 5
millones. Nuevamente, las ganancias no serian s6lo humanitarias: segin estimaciones, estas

investigaciones podrian dar al estado de California ingresos por royalties de entre 500 y 1.200
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millones de doélares en 35 anos [12]. Ya son varios los investigadores que se mudaron a
California para aprovechar esta politica de promocion. Como sostuvo un observador a
mediados de 2005, “la Proposicién 71 va a contribuir a configurar el futuro de la investigacion
con células madre en los Estados Unidos y en el mundo.[13]"

Como se descubrio el engaio

El comienzo del fin fue un e-mail, anterior a la segunda publicacién. Segun una investigacion
periodistica de Science, [14] el 1 de junio de 2005, productores del programa coreano PD
Notebook, de la cadena Munhwa Broadcasting Corp., recibieron un mensaje de un ex
colaborador de Hwang que habia dejado el equipo, segin decia, por problemas éticos y
técnicos. El mensaje puso en marcha una investigacion que también tendria ribetes
controvertidos. Fingiendo estar realizando un trabajo sobre la biotecnologia en Corea,
productores del programa entrevistaron a varios miembros del equipo de Hwang, vy
comprobaron que ninguno de ellos habia tenido acceso a las lineas celulares. Una entrevista
fue particularmente tramposa: en octubre, entrevistaron en Pittsburgh a un colaborador de
Hwang, Sun Jong Kim, que estaba trabajando con Schatten. Le hicieron creer que tenian
pruebas sobre el fraude, y que en Corea ya estaba en marcha una investigacion judicial.

Sin saber que estaba siendo filmado, Kim reconocié que Hwang le habia dado instrucciones
para hacer parecer que las fotografias de dos lineas de células madre correspondian en
realidad a once. La primera emisién del programa, el 22 de noviembre, denuncia la obtencién
inadecuada de ovocitos: no era cierto que las donaciones fueron anénimas y altruistas, como
se habia sostenido en los articulos de Science. En ese momento, Hwang renuncia a la
direccién del Hub. EI 2 de diciembre, los productores del programa dan una conferencia de
prensa para anunciar que tienen pruebas sobre el fraude. Pero, a esta altura, ellos también
habian sido denunciados —por Kim y un colega— por fallas éticas. La opinién publica local
sostiene a su héroe: unos 20.000 mensajes de irritados televidentes saturan la casilla de e-mail
del programa, y las amenazas bloguean las lineas telefénicas. Los més fanaticos hasta ponen
fotos de familiares de los productores en Internet, y amenazan con matarlos. Los doce
anunciantes del programa cancelan sus auspicios. Finalmente, PD Notebook pide disculpas y
suspende la emision del segundo informe.

Llega entonces el séptimo de caballeria en la forma de otro e-mail, esta vez dirigido a un foro
de Internet destinado a cientificos, el Biological Research Information Center. El 5 de
diciembre, el autor propone a sus colegas que revisen las fotos de lineas celulares del articulo
de Hwang en busca de duplicaciones. El intercambio generado es tan intenso que llega a
Science y es mencionado en la prensa coreana, de donde salta al periodismo internacional. El
12 de diciembre, la SNU anuncia el comienzo de su investigacién. El 15 sale el segundo
programa de PD Notebook, con la camara oculta a Kim. Y el 16, Hwang y Schatten comunican
a Science que quieren “retirar” su articulo, reconociendo sus fallas.

Finalmente, la investigacién del fraude a cargo de la SNU dejo en claro que Hwang y su equipo
no habian logrado ni una sola linea de celulas madres, es decir, rechaza los resultados de los
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dos articulos publicados en Science. Si reconoce un logro no trivial: que lograron obtener
embriones por clonacién, y que estos llegaron hasta la etapa de blastocisto, con una tasa de
éxito del 10 por ciento de los intentos. Otro logro importante confirmado por el comité de la
SNU es Snuppy, el perro afgano clonado, cuyo informe se publicé en Nature en 2005, y en el
que Schatten también aparece como coautor.

Con respecto a la obtencion de los ovocitos, los hallazgos de la investigacion de la SNU fueron
muy preocupantes: en lugar de los 427 informados, se demostré que el equipo de Hwag habia
usado 2.221, provenientes de 119 donantes, 66 de las cuales recibieron una compensacion
econdmica. Hwang no pudo alegar desconocimiento con respecto a la presion sobre sus
jovenes colaboradoras: una de ellas fue literalmente llevada de la mano a la clinica MizMedi por
él. Y dos meses mas tarde, colaboradores del equipo pidieron a las técnicas del laboratorio que
firmaran un formulario ofreciéndose como donantes. Por otra parte, los efectos adversos
documentados fueron importantes: de las 79 mujeres reclutadas en la clinica MizMedi, 15
debieron recibir tratamiento por el sindrome de hiperestimulaciéon ovarica —relacionado con la
administracién de hormonas para inducir hiperovulacion, y que puede causar desde nauseas
hasta dafo hepatico y renal, o aun llevar a la muerte. De hecho, dos donantes debieron ser
hospitalizadas [15].

La nueva financiacion de la ciencia

¢Como se hace ciencia en la actualidad? La imagen del cientifico solitario, encerrado en su
laboratorio haciéndose preguntas y tratando de responderlas para el bien de sus semejantes,
utilizando recursos provenientes de fondos publicos, ya no corresponde a la realidad. Dos
elementos cambiaron sustancialmente la escena. El primero es el ingreso masivo de fondos
privados a la investigacion en institutos y universidades. El segundo es la entrada de la ciencia
en la bolsa. Los dos son consecuencia de la preocupacion del gobierno norteamericano, a
mediados de los setenta, por la caida de la productividad y de la competitividad de sus
empresas en el mercado global, atribuida a la falta de innovacion. El problema, como escribié
Paul Gray del Instituto Tecnolégico de Massachussets, era la falta de transferencia. La
administracién de Jimmy Carter puso en marcha la maquinaria legislativa, que comenzaria a
funcionar durante el gobierno de Ronald Reagan. En 1980 se sancioné la Stevenson-Wydler
Technology Transfer Act, pensada para facilitar la cooperacién entre laboratorios publicos,
universidades y grandes y pequenas empresas. Ese mismo afo, la Bayh-Dole Act, una
enmienda a las leyes de patentes, otorgd a las universidades y centros de investigacion la
posibilidad de percibir derechos de propiedad intelectual por trabajos realizados con fondos
publicos. Una tercera medida fundamental fue permitir, en 1986, que los cientificos pudieran
formar acuerdos cooperativos con empresas para comercializar descubrimientos realizados con
fondos publicos.

Las patentes en poder de universidades crecieron significativamente, ya que la legislacién
sobre propiedad intelectual acompané estos cambios: en 1980 la Corte Suprema de los
Estados Unidos otorg6 la primera patente sobre un organismo vivo, una bacteria modificada
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genéticamente para degradar petréleo. Practicamente todo producto biolégico acabé pudiendo
ser patentado: desde un gen a un raton. Era el inicio de la industria biotecnolégica. Y de la
presién internacional para que todos los paises pagaran royalties. Como explica el investigador
en temas de ciencia y sociedad Sheldon Krimsky: “Las patentes y la proteccién a la propiedad
intelectual se convirtieron en la solucion elegida para proteger la posicidon competitiva de los
Estados Unidos en una economia global.” En este contexto, los cientificos de todo el mundo se
vieron sometidos a un nuevo mandato: ademas de buscar y difundir nuevos conocimientos —
su tarea tradicional— ahora debian también ser capaces de “usar ese conocimiento para el
desarrollo de productos comercializables”, como describe Krimsky.

Esta nueva obligacion, sin embargo, no llegaba sin recompensa: los principales accionistas de
las nuevas empresas biotecnoldgicas eran los propios descubridores. Herbert Boyer, creador
de la técnica Cohen-Boyer de ADN recombinante —un procedimiento para transferir genes de
un organismo a otro, recurso fundamental de la industria biotecnolégica— fue el fundador de la
empresa Genentech en 1976 —que luego seria comprada en gran parte por la multinacional
Roche, un destino comin para las start-ups exitosas. Como accionista de Genentech, en
apenas cinco anos las acciones en poder de Boyer valian 40 millones de dolares, mientras que
su salario en la University of California era de 50.000 délares [16].

Un ejemplo mas reciente y mas impresionante: la empresa Celera, fundada por el cientifico
norteamericano Craig Venter para secuenciar el genoma humano privadamente. Su creacion
fue la “tormenta perfecta”, segun el consejero en inversiones Tom Jacobs. Cuando quedo claro
que el método de secuenciamiento desarrollado por Venter era mucho mas veloz que el que
estaba usando el proyecto publico y que Celera podria quedarse con patentes sobre gran parte
del genoma humano, las acciones subieron de 7,34 dolares en junio de 1999 a 247 ddlares el 6
de marzo de 2000: 35 veces en 9 meses.

Después llegé el anuncio conjunto de los dos proyectos —que hicieron Bill Clinton y Tony Blair
en 2000— vy la burbuja se desinflé: en junio de 2005 las acciones de Celera costaban 10
dolares. La empresa acumuld capital para trabajar durante cinco afnos, aunque muchos
inversores quedaron en el camino [17]. Y ya comentamos el impacto del articulo de 2005 de
Hwang en la bolsa coreana.

Estos nuevos horizontes de financiamiento, en apariencia ilimitados, representan posibilidades
y riesgos para la ciencia. Por supuesto, amplian significativamente los recursos disponibles.
Pero, por otro lado, han introducido valores, procedimientos e intereses muy diferentes. Si el
mandato tradicional ha sido siempre, para los investigadores “publicar o perecer”, las patentes
introducen el secreto: los resultados de las investigaciones con posible valor comercial no son
publicados hasta ser protegidos por patentes: ;ddénde esta el “comunitarismo” de la ciencia, del
que hablaba el socidlogo Robert Merton? [18] Por otra parte, surge el problema de los
conflictos de interés. Hay abundante bibliografia que muestra que la financiacién privada
distorsiona los resultados, introduciendo un sistematico bias [19]. Un caso dramatico ha sido el
de Jesse Gelsinger, quien murié durante un ensayo clinico de terapia génica. Las autoridades
norteamericanas comprobaron que durante el ensayo se habia violado el protocolo de
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investigaciéon varias veces. De manera notable, se advirtio tardiamente que el director del
estudio era fundador de la empresa que tenia las patentes del tratamiento que se estaba
probando.

En este sentido, no es casual que la General Accounting Office (GAO) de los Estados Unidos
—una suerte de oficina de auditoria general, que reporta al Congreso de ese pais— haya
presentado en 2001 un informe sobre conflicto de interés, cambiando sustancialmente el eje de
su preocupacion con respecto a la aplicacion de la Bayh-Dole Act. En efecto, los informes
previos del GAO de 1991 y 1998 tenian que ver con si la enmienda cumplia el proposito de
promover la transferencia, revisando las politicas en relacion con el patentamiento de
invenciones del gobierno y de las universidades. En 2001, en cambio, el foco del trabajo fueron
los conflictos de interés; en el informe se revisaba coOmo manejaban este problema las
universidades e institutos de investigacion que recibian fondos federales, a través del
Department of Health and Human Services (HHS) [20]. La discusion persiste, porque no se ha
logrado armonizar una politica en ese pais, y mucho menos en la comunidad cientifica
internacional. En este sentido, la investigacién con células madre embrionarias es una parte
muy pequefia de un complejo panorama que, puede decirse, involucra a practicamente toda la

investigacién en ciencias biomédicas.

La respuesta al escandalo

“En nuestra opinién, es muy importante que la respuesta al escandalo Hwang no incluya la
imposicién de regulaciones gubernamentales sin criterio, legislacién draconiana, o
criminalizacién. [21]” Estas palabras, escritas por Snyder a pocas semanas de la explosion del
caso Hwang en el NEJM, parecen muy ponderadas. Sin embargo, como comentamos, Snyder
planeaba asociarse a Hwang, de manera que su comentario, como otros que se oyeron
tempranamente, no es del todo desinteresado.

Afortunadamente, hubo andlisis del caso mas equilibrados. Nos interesaria comentar dos. Uno
de ellos, a cargo de los expertos en bioética Mildred K. Cho, Glenn McGee y David Magnus,
fue publicado en la propia Science; el otro, orientado hacia el area de los estudios sociales de
la ciencia, fue realizado por David B. Resnik, Adil E. Shammo y Krimsky, y publicado en el
Journal Accountability in Research [22]. Ambos tocan un abanico de cuestiones.

Cho et al. apuntan a aspectos especificos del sistema cientifico en Corea, como una regulacion
ética insuficiente en el momento en que se realizé la investigacién y un bajo conocimiento de
los investigadores de ese pais de cuestiones bésicas de esta area, como la Declaracién de
Helsinki; también critican la concentracién de financiamiento y expectativas en un solo grupo.
Pero senalan asimismo aspectos delicados de la regulacion norteamericana. En este sentido,
destacan la paradoja de que medidas tomadas para proteger la privacidad de los donantes,
como el anonimato de la donacion, pueden limitar la capacidad de investigar fallas éticas. Si
ese hubiera sido el caso en el escandalo Hwang, se hubiera dificultado enormemente o hubiera
sido imposible saber de dénde provinieron los ovocitos. Este anonimato también protege a los
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inescrupulosos, porque interrumpe la circulacién de la informacién entre los involucrados en la
investigacion.

Resnik et al., en tanto, sefalan cuatro puntos. En primer lugar, destacan la necesidad de que
se busque una estandarizacién internacional de los criterios de la llamada “conducta
responsable en investigacion” —‘responsible conduct of research”, o RCR. En este sentido,
mencionan la importancia de la Declaracién de Helsinki, asi como las propuestas del Council
for the International Organization of Medical Sciences (CIOMS), publicadas en 2002. En
segundo lugar, recomiendan que se eduque a los investigadores en la RCR, como sugirié en
Estados Unidos la Office for Research Integrity (ORI) en 2000. En tercer lugar, se refieren al
sistema de revision por pares, que analizaremos enseguida. En cuarto lugar, recomiendan que
universidades y centros de investigacién implementen medidas para auditar la informacion
durante la investigacion, tanto en laboratorios con antecedentes de problemas, como al azar.
Reconocen que esto tendria un costo extra, pero creen que es tolerable y que resultaria en un
reaseguro del sistema.

Finalmente, ambos trabajos sefalan la necesidad de revisar el sistema de revisiéon por pares,
en particular tal como lo implementa Science, una de las publicaciones mas reticentes a
incorporar normativa especifica para detectar los conflictos de interés. Si bien ambos trabajos
consideran que el sistema de revision por pares no fue hecho para detectar fraudes, pues se
basa en la confianza, Cho et al. sugieren la necesidad de una revision del modo de atribuir
responsabilidad a los diferentes autores, tanto adoptando las normas del Internacional
Commitee of Medical Journal Editors, como la nocidn de “contributor” propuesta por Rennie et
al.[23] Resnik et al. insisten en la necesidad de un escrutinio més cuidadoso de las imagenes y
fotografias, que en el caso Hwang hubiera permitido detectar el engafio. En esos dos aspectos,
ya hay publicaciones que llevan la delantera.

El propio comité convocado por Science para revisar sus politicas de publicacién coincide en
senalar estos problemas, aunque no hace sugerencias sobre cémo resolverlos. Aclaremos que
el comité estuvo conformado mayoritariamente por personas cercanas a Science, como tres
miembros de su Senior Editorial Board, un ex editor de la revista que es actualmente Executive
Editor en Nature, y dos biélogos que trabajan en células madre. Ademas de las observaciones
ya comentadas, hay dos puntos del informe del comité, hecho publico como “supporting online
material” de la ediciébn del 1 de diciembre de 2006 de Science, que merecen especial
consideracion. El primero es la afirmacion de que actualmente Science recibe “un pequerio
numero de articulos que son o bien deliberadamente engafosos” —es decir, fraudulentos— o
“sustancialmente distorsionados por el interés propio”. De manera significativa, el comité evita
utilizar la frase “conflict of interest” —clasica en la bibliografia— y apela a una expresidon mas
vaga como “self interest”, que parece cargar la responsabilidad mas en las personas y menos
en las instituciones. Es ciertamente una forma mitigada de hablar de los problemas derivados
de la financiacién privada de la ciencia y las cuestiones de propiedad intelectual. Otro aspecto
interesante es que el comité destaca el valor excepcional de una publicaciéon en Science, a la
que compara explicitamente sélo con Nature:
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Science (y Nature) han alcanzado un status especial. Publicar en Science tiene una
significacién que mas alla de la de una publicacién ‘normal’. Consecuentemente, el valor para
algunos autores de publicar en Science, incluyendo una mejora en su reputacion, visibilidad,
posicién 0 mayores ganancias econdémicas es suficientemente alto como para que algunos no
adhieran a los estandares cientificos en su afén por lograr esa publicacion.

Por eso, en sus recomendaciones, el comité sostiene que las medidas que adopte Science
deben estar en armonia con las que adopte Nature y “otros pocos journals de alto perfil”, para
evitar que los autores busquen la publicacion menos exigente [24]. En su editorial del 1 de
diciembre de 2006, Science comenta estos aspectos e invita a sus lectores a participar de la
discusion sobré que medidas tomar [25].

Aunque insuficientes —dado que no sefalan con el debido énfasis el problema del bias
generado por los conflictos de interés y el complejo entramado econdmico-financiero que
acompané al caso Hwang, y que no es privativo de éste, como comentamos— la respuesta de
Science parece, por lo menos, digna. Y ya vimos que fue drastica la respuesta de la SNU, que
realizé una investigacion profunda del caso y despidié a Hwang.

Lamentablemente, no fue asi la respuesta de la University of Pittsburg en su revision de la
intervencién de Schatten. Algunos aspectos del informe realizado por un panel de la
universidad resultan sorprendentes. En primer lugar, el uso de un eufemismo para referirse a la
conducta de Schatten: no se trato de “misconduct”, sino de “misbehavior”. Imposible intentar
una traduccién de este galimatias, pergenado para salvar al acusado de un delito tipificado y
que hubiera implicado un baldén en su carrera. Lo cierto es que la investigacion del panel
demostré que Schatten recibié 40.000 délares de Hwang; que su participacién en el articulo de
la clonacién del perro afgano se limitd a sugerir la contratacion de un fotégrafo profesional; y
que su participacion en el articulo de clonacién humana de 2005 fue simplemente un trabajo de
reescritura. Esta claro que no deberia haber firmado el primer articulo, y hay investigadores
que sostienen que tampoco deberia haber firmado el segundo. El informe también deja en
evidencia que Schatten minti6 en cuanto a su intervencién en las investigaciones,
atribuyéndose un mayor protagonismo en primer lugar, y separandose del caso luego que se
desatd el escandalo [26]. Por otra parte, Schatten fue acusado en Corea de intentar patentar
los hallazgos de Hwang [27].

Por su parte, Cibelli también fue investigado por su colaboracién con Hwang. Aparentemente,
su participacién en el articulo de 2004 tuvo que ver con detalles técnicos que compartié con el
equipo de Hwang. Sigue en la Michigan State University y, segun declard al diario La Nacion,
preocupado por la baja eficiencia en la obtencion de células madre embrionarias —es decir por
la cantidad de ovocitos necesarios para las técnicas actuales— se ha volcado a trabajar con
células madre adultas. En este sentido, sostiene que “habria que pedir una moratoria a la
clonacion terapéutica” [28].
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Etica y ganancias

Otro aspecto sobre el que merece reflexionarse a partir del caso Hwag tiene que ver con las
cuestiones éticas involucradas en la donacién de ovocitos. Como, en general, en la donacioén
de cualquier érgano o tejido humano, se trata de un tema complejo, que excede el alcance de
este trabajo. Sin embargo, nos gustaria comentar algunos aspectos. En relacién con la
donacién de ovocitos, todavia no se conocen con suficiente certeza los riesgos derivados de
los procedimientos necesarios para obtenerlos. Los protocolos para estimular la maduracién de
varios foliculos requieren inyecciones subcutaneas diarias por entre una semana y diez dias.
Los ovocitos maduros se recogen por via vaginal, en un procedimiento quirdrgico que requiere
anestesia. El comité de ética de la American Society for Reproductive Medicine sostiene que
las mujeres que se someten a estos protocolos pasan unas 56 horas en procedimientos
médicos, contando desde entrevistas informativas hasta la cirugia y los controles finales [29].
Ademdas de incémodos, estos procedimientos implican riesgos. Como concluyeron
investigadores en un reciente encuentro promovido por el CIRM y en cuya organizacion
participar6 el Institute of Medicine de los Estados Unidos, ademas del sindrome de
hiperestimulacion ovarica, sobre el que existen estimaciones muy preliminares acerca del
porcentaje de mujeres que podrian sufrirlo, tampoco hay evidencias concluyentes acerca de si
esta estimulacién puede afectar el riesgo de cancer de Utero. Si se conoce con mas certeza
que la hiperestimulacién aparentemente no aumenta el riesgo de cancer de mama o de ovario
invasivo [30].

Con estos riesgos en mente, se presenta la duda acerca del delicado tema de la retribucion
econdmica. La tendencia es a no retribuir la donaciéon, o a hacerlo de modo maddico. Por
ejemplo, en California, debido al impulso por la creacién del CIRM a partir de la Proposicion 71,
acaba de aprobarse una ley que regula la obtencion de ovocitos, la que fue celebrada por
grupos que siguen de cerca estas cuestiones, como el Center for Genetics and Society. La
nueva ley, confirmada por el gobernador republicano Arnold Schwarzenegger el 26 de
septiembre de 2006, da a las donantes el estatus de “sujetos de investigacion”, lo que pone en
aplicacion de manera automatica regulaciones de alcance nacional y estatal que las protegen.
Entre otros aspectos, este estatus implica la obligatoriedad de la obtencién del consentimiento
informado, la atencibn médica obligatoria en caso de efectos adversos, y declaracion de
conflictos de interés de los cientificos involucrados. También establece un limite sobre cuénto
puede pagarse a las donantes, tendiendo en cuenta recomendaciones de la National
Academies of Sciences, que en un reciente informe recomendd pagar sélo por los gastos
involucrados en la donacion. Evidentemente, se pone el énfasis en el caracter “altruista” de la
donacion. Esta ley se aplicaria a toda la investigacién realizada en el estado, asi como a toda
la financiada por el CIRM, independientemente de dénde se procuren los ovocitos. De manera
muy interesante, la American Society for Reproductive Medicine (ASRM), que relne a los
profesionales de la fertilizaciéon asistida en ese estado —donde se comprobé el trafico de
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ovocitos en un centro de fertilizacion asistida de la University of California en Irvine, que
comentamos en Quimica Viva— hizo lobby para quedar fuera de su alcance [31].

En relacion con el altruismo, el limite a la retribucion econémica parece razonable, por estar la
donacién involucrada con cuestiones de salud y enfermedad, y para poner lo donado fuera del
mercado, no adjudicandole valor economico sino, si se quiere, psicologico, simbdlico o
espiritual. En una linea de razonamiento préxima, muchos expertos consideran —y parece casi
de sentido comun— que dar una retribucion puede exponer a poblaciones vulnerables a
convertirse en donantes no voluntarios sino compulsivos, al ser empujados por su necesidad
de dinero. Sin embargo, como insisten Magnus y Cho, las donantes no son simples sujetos de
investigacién, dado que no se van a beneficiar de manera directa con el tratamiento [32]. En
este sentido, surge una pregunta inevitable: si estas donaciones van a ser usadas en
investigacién que puede concluir en el desarrollo de un producto patentado, que va a dar
ganancias a varios actores intermedios para concluir enriqueciendo probablemente a alguna
gran comparfia farmacéutica, ¢como justificar que las donantes no participen de esas
ganancias? Sobre todo, considerando que las materias primas que aportaron fueron
imprescindibles para el desarrollo, y para nada triviales las molestias y riesgos a los que se
expusieron.

Podria argumentarse que se trata de salvar vidas. En ese sentido, todos los actores
involucrados podrian comprometerse a participar del esfuerzo solidariamente, por el bien
comun. ¢ También las companias propietarias de la patente? Solo para dar un ejemplo, se
estuvo discutiendo recientemente en los Estados Unidos una droga biotecnolégica desarrollada
por la compania Genentech —propiedad mayoritaria de Roche—, cuyo nombre comercial es
Avastatin, y que se introdujo para tratar el cancer de colon y ahora se usaria también para
tratar el de mama y pulmén. En estas nuevas indicaciones, el precio tratamiento podria
ascender a 100.000 délares. Y no se trata de drogas para grupos minoritarios, “orphan drugs”:
el mercado estimado para Avastatin es de cientos de miles de pacientes. Por lo cual sus
ganancias estimadas para 2009 podrian ascender a 7.000 millones de délares. ¢ Fue tan caro
desarrollarla? ;Genentech estd en problemas financieros? Para nada, sus ganancias son
excelentes. ;Qué argumentan los ejecutivos de la empresa? Como comenta el periodista de
NYT Alex Berenson, ya han superado la etapa de decir “hay que pagar el precio de la
innovacién”. Ahora usan como argumento lo que Berenson llama “el valor inherente de las
terapias para la vida”. Y el periodista cita a William M. Burns, que involucra en su comparacion
a otra droga, la Herceptina, cuyo tratamiento cuesta 40.000 ddlares anuales en los Estados
Unidos: “Cuando observamos los precios de Avastatin y Herceptina, en este momento la
economia de la salud se sostiene, y por ese motivo no hay razon para tocarlos”. Y mas
adelante cita indirectamente al mercado: “La presion de la sociedad para usar productos
fuertes y buenos estéa alli.” En consecuencia, muchos pacientes, aun en un pais rico como los
Estados Unidos, no pueden acceder a esta droga. Como comenta en el mismo articulo David
Johnson, jefe de la unidad de céncer en la Vanderbilt University y ex presidente de la American
Society of Clinical Oncology, “Avastatin es una droga excelente, pero su costo hace que
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algunos pacientes y médicos eviten usarla.” Mas explicitamente, sostiene, “Ojald costara una
décima parte; si ese fuera el caso, se la daria a casi todo los pacientes. [33]”

En el mismo sentido, se esta discutiendo en California de qué manera reconocer la inversion de
ese estado para sostener, a través de la Proposicion 71, el CIRM. ¢ Tendrian sus residentes
acceso a menor precio a las drogas y tratamientos desarrollados a partir de la investigacién
financiada por ese instituto? Eso es lo que esta reclamando el CIRM en un debate de bajo perfil
que se esta realizando ahora mismo. Las empresas se resisten, argumentando que esa
concesion resultaria redundante con otras disposiciones que regulan el acceso a los
medicamentos, de alcance federal y estatal en los Estados Unidos. Estamos hablando de una
inversion de 3.000 millones de délares, hecha con dinero de los contribuyentes [34] .

El presente y el futuro

A pesar de los temores de Snyder y de otros en el campo, la investigacién en células madre
embrionarias no se detuvo tras el escandalo que desatdé el caso Hwang, tal como previé
tempranamente una mesa de expertos convocados en la Ultima reunién anual de la American
Association for the Advancement of Science (AAAS) [35]. En el mundo, son varios los grupos
trabajando activamente en esta linea, en paises como los Estados Unidos, el Reino Unido,
Espana y China, ademas de Corea [36].

De hecho, el impulso a la biotecnologia en Corea continda, y de manera entusiasta. A partir de
noviembre de 2006, comenzaron a celebrarse simposios para discutir proyectos en células
madre, haciendo uso de 450 millones de ddlares que el gobierno coreano prometié para
financiar este campo durante 10 afos —de los cuales, el 30 por ciento se destinarg,
precisamente, a la investigaciébn con células madre embrionarias. La mayor parte de la
financiacion en este sentido se la llevara el Stem Cell Research Center, de Sedl, que tendra 15
millones anuales hasta 2012. Y hay otra iniciativa, del Ministerio de Ciencia, que aportara 4,5
millones de délares anuales [37].

Hwang estd nuevamente trabajando en investigacién, aunque no con células madre
embrionarias, y con financiamiento privado. En julio de 2006, mientras esperaba que
comenzara su juicio por defraudacion en el manejo de fondos publicos —en el que alegé que
desvi6 fondos para comprar muestras de mamuts, para intentar clonar esta especie, a la mafia
rusa— Hwang abrié un laboratorio en Guro, junto a otros 20 investigadores. El laboratorio es
parte del Suam Bioengineering Research Institute, y recibe 2,6 millones de délares anuales de
la Suam Scholarship Foundation para trabajar en clonaciéon y células madre de animales,
produccién de érganos animales para transplantes, y productos biolégicos textiles [38].

El campo tampoco parece poder librarse de los escandalos. El ultimo, muy reciente, se desat6
a partir de la publicacion en agosto de 2006 de una nueva técnica para obtener células madre
embrionarias que se promocioné como “politicamente correcta”. Hasta ahora, la Unica
alternativa para obtener estas células era tomarlas del interior del embriéon en la etapa de
blastocisto —lo que implica la destruccion del embriéon y desata el rechazo de diversos
sectores, entre ellos del propio presidente Bush. La propuesta de Robert Lanza, de Advanced
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Cell Technologies —coautor con Cibelli del primer articulo de clonacion humana en 2001—
implica tomar una célula del embrién en la etapa de 8 células, la que aparentemente seria
viable en cultivo, sin afectar el futuro del embrién. Este procedimiento se utiliza para el
diagnéstico genético preimplantatorio en la fertilizacion asistida. En un podcast, Lanza dijo que
habian logrado “obtener células madre embrionarias sin destruir el embrién”. Sin embargo, tal
como sostenian los autores en el articulo en Nature donde comunicaban su trabajo, los 16
embriones donados que utilizaron fueron destruidos durante el experimento. Obtuvieron un
total de 91 blastomeros, de donde derivaron dos lineas de células madre. Lo que permite
especular con que estas biopsias podrian dar origen a lineas celulares sin afectar el desarrollo
normal del embrion —algo posible pero que todavia no se ha logrado. Lanza declaré
desafiante al NYT, poco antes de las elecciones de octubre: “No queda una razén racional para
oponerse a esta investigacion”. Pero fue desmentido por una vocera de la Casa Blanca,
argumentando que las preocupaciones éticas de Bush tienen que ver con la investigacion en
embriones en términos generales. El caso fue tan escandaloso que un senador republicado
que aprueba la investigacion con células madre —una rareza— reprendi6 en publico a Lanza:
“Es un verdadero problema si los cientificos hacen declaraciones falsas y poco rigurosas”, dijo
Arlen Specter [39].

¢Qué ensefanzas quedan para los paises en desarrollo? En primer lugar, puede ser
interesante observar en este caso la dinamica de la colaboracion entre investigadores de
paises centrales y periféricos. En un articulo previo, comentamos algunas de las peculiaridades
del trabajo en nuestro pais, entre ellas, el hecho de que, para tener acceso a instrumental
avanzado o facilitar la publicacién en journals internacionales, ocurre a veces que los
investigadores “inviten” a colegas de paises centrales, ofreciéndoles compartir el crédito por
trabajos en los que tuvieron poca participacién [40]. Parece evidente, como destacaron algunos
observadores, que la inclusion, primero de Cibelli en el articulo de 2004 y sobre todo de
Schatten en el articulo de 2005, pudo haber sido una estrategia para facilitar la publicacién en
Science, un journal de excepcional alto perfil, como reconocié el comité convocado por la
propia publicacion.

Otro aspecto crucial es que Schatten s6lo se separ6 de Hwang cuando surgieron evidencias de
fraude: parecen no haberle preocupado las posibles fallas éticas denunciadas por Nature en
2004. De hecho, Schatten anos antes habia utilizado 6vulos y embriones provenientes del
infausto caso del centro de fertilizacion asistida de la University of California en Irvine, caso del
que salié indemne porque aparentemente se probd que no conocia el origen dudoso de esos
materiales [41]. Queda claro que las colaboraciones internacionales no s6lo no protegen de los
lapsus éticos, sino que incluso podrian aumentar la probabilidad de que ocurran. En el caso de
Hwang, fueron varios los investigadores que hablaron del “entusiasmo” de los coreanos por la
medicina regenerativa para justificar la facilidad con que su equipo conseguia los ovocitos,
dejando en segundo plano denunciar la regulacion débil [42]. De manera que s6lo una
regulacién y control estrictos en los propios paises periféricos podria asegurar la proteccion de
los derechos de sus ciudadanos.

28



Revista QuimicaViva- Numero 3, ano 5, diciembre 2006- quimicaviva@qb.fcen.uba.ar

En este sentido, es importante el papel de contralor que jugaron los medios en el caso. En su
pais, Hwang contaba con el apoyo de la comunidad cientifica, del sistema politico, del sistema
econdmico y hasta de la opinion publica. Todo esto, respaldado por el reconocimiento de la
comunidad cientifica internacional. Esta claro que en tiempos de comercializacion de la ciencia,
el periodismo debe ser muy cuidadoso con respecto a los conflictos de interés en que puede
verse involucrado —como comentamos en un articulo previo— para poder funcionar como
fiscal en el momento necesario [43].

Finalmente, es importante tener en cuenta que no hay, para los paises periféricos, un modo
facil de escapar de la problematica del patentamiento y los crecientes costos médicos. Un
reciente informe muestra que la medicina regenerativa puede ser un recurso de salud publica
fundamental también en los paises pobres. En el mismo trabajo se contrasta el costo de una
vacuna de ADN recombinante para hepatitis B desarrollada por la empresa india Shantha
Biotechnics —apenas 40 centavos de dblar por dosis— con el costo de las vacunas
importadas, que oscila entre 8 y 10 ddlares por dosis [44]. Los nuevos desarrollos no van a ser
accesibles en los paises periféricos si vienen desde afuera, lo que confirma la importancia de
impulsar la investigacion biotecnolégica local.
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“En el cerebro adulto, las vias nerviosas son fijas e inmutables; todo puede morir, nada puede
regenerarse.”

Santiago Ramén y Cajal, 1928

“El hombre que acoge un nuevo paradigma en una etapa temprana debe hacerlo a menudo
desafiando la evidencia acumulada por la resolucion de problemas. Esto es, debe tener fe en
que el nuevo paradigma triunfara con los muchos grandes problemas a que se vera enfrentado,
sabiendo solamente que el antiguo paradigma ha fallado con unos

»”

pocos. Una decision de este caracter solo puede hacerse sobre un acto de fe.

Thomas Kuhn

Abstract
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Contrary to the traditional view that neurogenesis in the adult brain ceases during prenatal
development, it is now well established that the hippocampus and the subventricular zone
continues to produce neurons in the adulthood in several species, including humans. Moreover,
accumulating evidence from anatomical, electrophysiological and immunohistochemical studies
indicates that the newly generated cells become integrated into the circuitry of the hippocampal
system. There remains, however, considerable controversy over the functional significance of
these new cells. On the other hand, investigation of the molecular and cellular events sustaining
intrinsic brain-repair mechanisms and a better understanding of why they fail over time in
chronic disorders might, therefore, provide an attractive working hypothesis within which to
develop new and efficacious therapies for neurological diseases. The review here presented
intents to describe the current knowledge regarding the process of neurogénesis, their
mechanisms, and the potential role for newly generated neurons in terms of neuroplasticity and
regenerative medicine.

Resumen

La vision tradicional de que la generacion de nuevas neuronas (neurogénesis), cesa luego del
desarrollo prenatal, estd actualmente siendo modificada; se ha comprobado que al menos en
dos regiones del cerebro, el hipocampo y la zona subventricular, se generan nuevas neuronas
a lo largo de la vida. Esto se ha confirmado en diversas especies y aun en el ser humano. Por
otra parte, se ha determinado que las nuevas neuronas se integran en el hipocampo en los
circuitos preexistentes. Obviamente, es bastante dificultoso determinar el significado funcional
de estas nuevas neuronas, a pesar de lo cual se considera que intervendrian en procesos
fisiolégicos relacionados a la esfera cognitiva, mas precisamente asociados al almacenamiento
y recuperacion de la memoria reciente.

El mencionado cambio de paradigma, trae aparejado también un potencial rol terapéutico para
la neurogénesis y una nueva interpretacion a diversas enfermedades degenerativas del
sistema nervioso central. La presente revision del tema intenta describir el conocimiento actual
del fendbmeno de neurogénesis, los mecanismos involucrados y su potencial significado
funcional en condiciones fisiolégicas y de enfermedad.

1. Nuevas neuronas en el cerebro del adulto:

El paradigma de un sistema nervioso central incapaz de restituir las células neuronales que
progresivamente se van perdiendo comenzé a ser puesto en duda a mediados de la década del
60. Sin embargo, los trabajos pioneros de la época no fueron tenidos en cuenta principalmente
debido a cuestiones técnico-metodologicas (Altman J, 1965) (Kaplan MS, 1977).

Recién en la década del 80, el avance notorio de la inmunchistoquimica, la citologia y las
técnicas moleculares; cambiaron el paradigma dominante. Investigadores como Goldman y
Nottebohm sugirieron que la generacion de nuevas neuronas, la neurogénesis, podria ser un
fenédmeno normal en el cerebro de canarios adultos (Goldman SA, 1983), el mismo grupo
demostré en un trabajo posterior que las nuevas neuronas se incorporaban a circuitos
funcionales (Paton JA, 1984 ).
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A principios de los afos 90, Reynolds y Weiss lograron aislar en ratones, en una zona del
cerebro, el cuerpo estriado , células con propiedades de células madre (Reynolds BA, 1992) En
esa misma época, Lois y Alvarez-Buylla identificaron a la zona subventricular (SVZ) del ratén
como sitio de localizacién de precursores neuronales (Lois C, 1993). Hacia fines de los afos 90
se observé que la neurogénesis era un fendmeno extendido a los primates superiores incluido
el ser humano. (Gould E, 1999 ). Utilizando bromodeoxiuridina (BrdU), un analogo de la
timidina, el grupo de Fred Gage muestra que en el cerebro del ser humano se observa
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo , una zona de notable interés funcional por
estar basicamente relacionada con la memoria y el aprendizaje (Eriksson PS, 1998)

Con el tiempo, diferentes experimentos mostraron que el destino de las nuevas células
subgranulares hipocampales era migrar hacia la zona granular, diferenciarse en neuronas y
emitir conexiones funcionalmente activas con otras areas del hipocampo, basicamente el area
CA3 (Markakis EA, 1999) ( van Praag H, 2002).

En relacién a la neurogénesis en el hipocampo, diversos experimentos mostraron que ésta se
encuentra incrementada por las condiciones ambientales y la ejecucion de tareas motoras. Por
ejemplo, en ratones, la exposicién a un ambiente enriquecido es capaz de estimular la
neurogénesis (Kempermann G, 1997). Por otro lado, se observé que el gjercicio fisico puede
producir dicho fenémeno ( van Praag H, 1999). Incluso existe evidencia de que estimulos
especificos son capaces de generar neurogénesis y cambios adaptativos en zonas
relacionadas con esos estimulos. Un ambiente enriquecido con estimulos odoriferos genera un
aumento en la produccion y migracion de neuronas hacia el bulbo olfatorio sin afectar la
neurogénesis del hipocampo (Rochefort C, 2002). Por el contrario, un ambiente enriquecido
inespecificamente o la simple actividad fisica del correr en una rueda, estimula en ratones, la

neurogénesis en el hipocampo, pero no la relacionada con areas olfatorias (Brown J, 2003).

Finalmente la generacién de nuevas neuronas en el cerebro adulto ha sido relacionada con
diversas enfermedades. Gould y colaboradores mostraron que en la musarafa una animal
arboricola relacionado por ambas partes con los primates y los insectivoros, el estrés
psicosocial es un regulador negativo de la neurogénesis del hipocampo. (Gould E, 1997). El
mismo grupo mostré que las experiencias estresantes en etapas tempranas del desarrollo
inhibe la proliferacion de precursores de células granulares del hipocampo en ratas (Tanapat P,
1998) .

En el &rea de la psiquiatria, la relacién entre la enfermedad depresiéon mayor y el estrés, asi
como las alteraciones del hipocampo propias de la enfermedad depresiva (Videbech P, 2004),
han hecho pensar en una relacion entre neurogénesis y esta enfermedad. Sin embargo, si bien
en modelos animales de depresién pareceria haber una reduccion en la neurogénesis, las
bases fisiopatoldgicas de la disminucién de la neurogénesis como sustrato de la enfermedad
depresiva es aun controversial (Kempermann G. 2002). No obstante lo anterior es clara la
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relacién entre terapias antidepresivas y estimulacion de la neurogénesis. Incluso en un
elegante modelo experimental, Santarelli y colaboradores parecieron demostrar la necesidad
de una neurogénesis intacta para que sea efectiva la accion de algunas drogas antidepresivas
(Santarelli L, 2003 ). Es interesante hacer notar que en este trabajo la sola inhibicién de la
neurogénesis por irradiacion selectiva de las zonas de neurogénesis no produjo cambios
conductuales en los animales. No obstante lo anterior, en trabajos previos se observ6 que una
supresion selectiva de células recién nacidas afecta tareas relacionadas con el hipocampo
(Shors TJ, 2001). En fin, como ha dicho alguna vez Elizabeth Gould, “Los antidepresivos
probablemente hagan muchas cosas que no estén relacionadas directamente con su accion
terapéutica”. Si este es el caso de la clara estimulacion de los antidepresivos sobre la
neurogénesis, no lo sabemos a ciencia cierta y es tema de debate (Thomas RM, 2003). Es
probable que como lo muestra el trabajo de Santarelli y colaboradores, la inhibicion de la
neurogénesis per se, no sea la principal causa de la enfermedad depresiva, aunque es
necesaria la presencia de nuevas neuronas para la accion de algunos antidepresivos. Como
quiera que sea, el concepto de neurogénesis como mecanismo de neuroadaptacion a
diferentes circunstancias conductuales y patolégicas es interesante y merece ser analizado en
el futuro con méas detenimiento (Schaffer DV, 2004) .

Est4 de mas decir que gran parte de los estudios arriba mencionados, se han llevado a cabo en
modelos animales. Y si bien esta practicamente probada la neurogénesis en los seres
humanos y su correlacion establecida post mortem con ciertas patologias, resta aun un largo
camino por recorrer para establecer el significado funcional (si es que lo tiene), de la
neurogénesis en el ser humano. Fundamentalmente el desarrollo de métodos por imégenes in
vivo a nivel celular y molecular, podran evidenciar dinamicamente la relacién entre la
generacion de nuevas neuronas en el cerebro humano, su localizacién y su potencial rol
funcional (Oweida AJ, 2004).

2. ¢{Posee el organismo mecanismos fisiolégicos de reparacion cerebral?

Una hip6tesis mas que provocativa sugiere que las alteraciones crénicas inflamatorias y
degenerativas, asi como los déficit post isquemia del cerebro adulto, son mas el resultado de
un mecanismo defectuoso, inapropiado o no lo suficientemente eficaz, dada la magnitud de las
agresiones relacionadas al organismo humano, de reparacion que de la patogenicidad del
insulto en si (Martino G., 2004).

El accidente cerebro vascular (stroke) la esclerosis multiple, las enfermedades de Parkinson y
Alzheimer, asi como otras enfermedades degenerativas, tienen efectos crénicos e
incapacitantes con un costo altisimo econémico, individual y social. Por otra parte, las terapias
disponibles actualmente, distan de ofrecer un tratamiento efectivo en estos enfermos. El
fracaso del paradigma clinico convencional, ha hecho que se busquen hipoétesis alternativas,
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basadas obviamente en sélidos hechos clinicos y experimentales. En varios experimentos se

ha observado que luego de diversas injurias, se producen cambios en la interaccion entre los

axones de la zona danada y las células de la glia. Estos mecanismos prevendrian una muerte
neuronal excesiva y la formacion de cicatrices, a la vez que estimularian la remielinizacién y

reformarian circuitos y sinapsis compensatorias (Monje M. et al. 2003) (Bereyre F. et al. 2004).

En el caso de una patologia crénica y desmielinizante como la esclerosis multiple se han
observado episodios espontaneos de remielinizacion en particular en las etapas iniciales del
problema. Estos mecanismos son finalmente superados por el avance de la enfermedad; lo que
ha hecho mas sustentable |a hipétesis del “fracaso” de los mecanismos de autorreparacion
cerebral (Trapp B. et al. 1998) (Frankiln R. 2002). Es interesante el hecho de que ante la injuria
inflamatoria los linfocitos tienen una accion dual, ya que si bien generan una reaccion
inflamatoria, por otra parte producen factores neurotréficos que participan directamente en los
procesos de neurogénesis, como BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NGF (nerve growth
factor) y neurotrofinas. Incluso (Tumour necrosis factor), tienenacitoquinas altamente toxicas
como el TNF efectos neurotréficos cuando actian sobre receptores diferentes. (Arnett H. et al.
2001).

Por otra parte, se ha sugerido que a partir de las zonas cerebrales injuriadas se liberarian
cascadas de quemoquinas quemoatractoras que activarian la migracion y diferenciacién
neuronal de células progenitoras adultas. (Klassen H. et al. 2003) .

3. Creando una nueva neurona en el cerebro adulto

La generacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto de varias especies, incluido el ser
humano es un tema totalmente aceptado. Independientemente de algunos resultados dispares
como consecuencia de dos problemas fundamentales: la marcacién con BrdU y sus
limitaciones en términos de especificidad, ademas de la existencia discutible de marcadores
exclusivamente neuronales. (Cooper-Kuhn CM, 2002) (Hayes NL, 2002) .

La neurogénesis del adulto, ha sido demostrada en el hipocampo y la zona subventricular
(SVZ). Sin embargo, una evidencia reciente muestra que el cuerpo estriado y aun la neocorteza
podrian ser sitios activos de neurogénesis (Dayer AG, 2005) .

Particularmente en el ser humano se ha puesto atencion en la zona subgranular del hipocampo
(SG2), por las implicancias de esta region cerebral en procesos cognitivos diversos. Fotos 1y
2. En el hipocampo, se han propuesto diversos modelos para explicar la proliferacion celular en
la SGZ hasta el establecimiento de nuevas conexiones por las neuronas maduras.
(Kempermann G, 2004).
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Foto 1

Foto 1: Corte frontal de un cerebro humano, donde se muestra la
ubicacién del hipocampo (H). (Tincion de Weigert: se observa
tefiida de negro la sustancia blanca). Gentileza del Dr. Gabriel
Fraticola.

El desarrollo del
sistema nervioso
central termina en
etapas tempranas
postnatales y a partir
de ese momento el
paradigma imperante
indica que la
estabilidad de los
circuitos establecidos
se “fortalece”
significativamente a
partir de nuevas
conexiones
(plasticidad sinaptica),
mas que por el
agregado de nuevos
elementos
(neurogénesis). Es
decir que si la

neurogénesis existe

pareceria ser como parte de un programa excepcional en el cual se dan todas las condiciones

favorables para que algunos progenitores neuronales den origen a células que sobrevivan, a

pesar de que muchas sufriran el proceso de apoptosis (Biebl M, 2000), migren y se integren en
circuitos pre-existentes. (Kuhn HG, 1996) (Kempermann G, 2003) (Stanfield BB, 1988) (van

Praag H, 2002).

Kempermann y colaboradores proponen un modelo en seis etapas diferenciables

morfolégicamente y por la expresion de ciertas proteinas caracteristicas.: (Kempermann G,

2004).
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Foto 2: Corte frontal de un cerebro humano que muestra el hipocampo y el giro dentado (zona
de neurogénesis). (Tincion de Nissl: se observan de coloracién oscura las zonas
correspondientes a cuerpos neuronales). La zona corresponde a la zona marcada con un
rectangulo en la foto 1. Gentileza del Dr. Gabriel Fraticola.

En el estadio 1, en la zona germinal de la SGZ, las células troncales putativas (células con
caracteristicas de astrocitos radiales) (Seri B, 2001), comenzarian su divisién para dar origen a
precursores pasajeros (células D), estadios 2 a 4, que serian los que finalmente daran origen a
las nuevas neuronas granulares postmitoticas (Seri B, 2004) . Estas células postmitoticas
pasarian por una etapa temprana pasajera de establecimiento de conexiones (estadio 5), para
finalmente ser seleccionadas como neuronas granulares maduras postmitéticas (estadio 6).
(Brandt MD, 2003) . En algunas etapas existiria un solapamiento de marcadores, siendo
algunos de ellos especificos de un estadio. En el estadio 1, la célula troncal putativa expresa
como marcador la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), tipicamente glial. Este marcador no se
observaria en los otros estadios. La proteina nestina (considerada un marcador de
progenitores), en cambio se expresaria a lo largo de los estadios 1 a 3 con un solapamiento en
el estadio 3 con la proteina doblecortina (DCX). La marca de DCX indicaria cierta restriccion de
linaje y persistiria durante los estadios 4 y 5. En este Ultimo estadio existiria un solapamiento
entre las marcas de DCX, calretinina (neuronas inmaduras) y la proteina nuclear neuronal
(NeuN). NeuN, marcador neuronal definitivo que continuaria presente en el estadio 6 con un
solapamiento con la proteina calbindina, tipica de neuronas maduras. (Figura 1). Como vemos
el proceso de neurogénesis es un proceso complejo potencialmente regulable en diferentes
etapas y en el cual la presencia de estadios transitorios podria estar hablando de mecanismos
de control en los cuales todavia el destino fenotipico de la célula no esta definido, mientras que
en los estadios finales (parte de 4, 5 y 6), la célula ya estaria comprometida en su linaje, no
solo neuronal sino quizas también en diversas tareas incluso neuroquimicas. Claro que el
mecanismo descrito, si bien tiene sustento experimental, dista aun de estar completamente

demostrado.
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Figura 1: Modelo de seis etapas con las marcas caracteristicas en cada etapa. Se observa que la putativa célula tr
Unica célula de los estadios que expresa GFAP. Por otra parte, nestina, una proteina caracteristicamente atribuida
progenitoras se expresa hasta el limite entre los estadios 3 y 4. En este momento (Estadio 4), se producen cambios
y la célula entraria en un punto de no retorno. La proteina DCX se expresa en los estadios 3, 4 y 5. Finalmente en |
6), la célula adquiere caracteristicas de neurona grano, inmadura y madura sucesivamente. En esas etapas se proc
proteina tipicamente neuronal, NeuN. Estadios 5 y 6 se diferencian por la expresion de calretinina y calbindina resg
explicaciones ver el texto.

4. La misteriosa célula troncal :

Desde hace unos afos se tiene evidencia de que células de extirpe glial serian las células
troncales del adulto involucradas en los procesos de neurogénesis anteriormente mencionados
(Alvarez-Buylla A, 2001) . Las células gliales son las mas numerosas en el cerebro e incluso
persisten cuando gran parte de la poblacidon neuronal se ha visto anulada. Mientras que la
microglia y los oligodendrocitos tienen propiedades funcionales relativamente especificas, los
astrocitos son células con una enorme plasticidad funcional, involucradas en funciones como el
soporte neuronal, la interaccion con el endotelio para formar la barrera hematoencefalica, la
absorcion de neurotransmisores, el mantenimiento de la hemostasis y la produccién de
mediadores. Por otra parte los astrocitos mantienen una estrecha comunicacion con las

neuronas formando una verdadera unidad funcional (Fields RD, 2002) .

Clasicamente se ha considerado que durante la embriogénesis cerebral el neuroepitelio que
recubre los ventriculos actuaria como reservorio de células troncales neuroepiteliales con la
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bipotencialidad de dar origen a progenitores neuronales y progenitores gliales. La glia radial, se
localiza en la zona ventricular extendiéndose hasta la superficie pial, sirviendo de matriz para la
migracién de las nuevas neuronas generadas en la zona ventricular a partir de las células
troncales neuroepiteliales (Rakic P., 1972). Luego de la migracién neuronal la glia radial se
transformaria en astrocitos. El modelo clasico, supone entonces que la glia radial esta
comprometida con el linaje astrocitario y que la célula troncal es de origen neuroepitelial. (Voigt
T., 1989).

Este modelo ha sido extrapolado al adulto, dando lugar a la idea de que las células
ependimales podrian actuar como células troncales. Sin embargo, investigaciones recientes
mostrarian que en realidad las células ependimales del adulto serian postmitéticas y derivarian
de la glia radial durante la embriogénesis. Quedan de esta manera cuestionados dos modelos
el de la glia radial como derivada del neuroepitelio ventricular y el de la putativa accion de
célula troncal de la célula ependimal del adulto (Spassky N, 2005) .

En el cerebro adulto se aceptan sin dudas dos zonas de neurogénesis: la zona subventricular
(SVZ), de los ventriculos laterales, que genera las neuronas que poblaran el bulbo olfatorio
(Lois C, 1993) y la zona subgranular (SGZ), del hipocampo, que genera las neuronas
granulares de dicha zona (Kaplan MS, 1977). De ambas regiones se han aislado células
troncales, las cuales cultivadas con los factores adecuados dan origen a nuevas neuronas
(Palmer TD, 1995) . Analizaremos brevemente la neurogénesis a partir de las células troncales
en ambas zonas:

Zona subventricular: es un manto de células que se extiende recubriendo las paredes laterales
de los ventriculos laterales. Las células que nacen a lo largo de la SVZ se agrupan en un
cordon de neuroblastos migratrices que forman el fasciculo de migracién rostral (RMS), que
une la SVZ con el bulbo olfatorio (OB). En el OB las células se diferencian en dos tipos de
neuronas inhibitorias, las granulares y las periglomerulares (Doetsch F, 1996). La arquitectura
de la SVZ y del RMS ha sido bien caracterizada (Figura 2) (Doetsch F, 1999) . Las células A
(neuroblastos), migran en cadena de células homologas, a través de un tanel formado por
astrocitos en divisién (células B). A lo largo del tunel se observan racimos de células de divisién
rapida (células C). Por otra parte, la SVZ esta separada del ventriculo por una capa de células
ependimales ciliadas. La secuencia seria, los astrocitos subventriculares (células B), con
propiedades de célula troncal se autorregenerarian (esta comprobado in vitro), y darian origen
a las células C que se dividen para dar las células A (neuroblastos) migratrices.
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Figura 2: 2a; Se observa un esquema de un corte parasagital de cerebro de ratén en el cual se puede apreciar el
ventriculo lateral (VL) y la zona subventricular (SVZ) donde se produce la neurogénesis. Las células producidas en
esta region migraran como neuroblastos a través del fasciculo de migracion rostral (RMS), hacia el bulbo olfatorio
(OB). 2b; en la figura 2a el eje F, esquematiza un corte frontal que pasaria por la zona descripta en 2b. Se observa
SVZ , amplificada esquematicamente en 2c. En 2c¢, se esquematiza la organizacion estructural de la SVZ. La pared
ventriculo lateral (VL), esta tapizada por una capa de células multiciliadas ependimales (E). las cadenas de
neuroblastos (A), migran a través de un tunel formado por la astroglia (B). En diversos focos dispersos se observar
células de division rapida (C). para mas explicaciones ver el texto.

Zona subgranular del hipocampo: la neurogénesis en esta zona fue descripta en el apartado
anterior, sin embargo, se puede intentar describir esta zona en forma anéaloga a lo que se hizo
con la SVZ (Doetsch F., 2003) (Seri B, 2004).

Las neuronas del giro dentado (DG) nacen en la zona subgranular (SGZ), que se encuentra
entre la capa de células granulares y el hilio. A diferencia de la gran distancia recorrida por las
células de la SVZ, las neuronas nacidas en la SGZ recorren un corto trayecto hasta la zona
granular del DG. Utilizando la nomenclatura arriba propuesta, la SGZ contiene astrocitos
(Células B) y una poblacién de células GFAP (-), ultraestructuralmente oscuras denominadas
células D. De la misma manera que en la SVZ, los astrocitos actian como los precursores

neuronales primarios.

Vemos entonces que tanto en la SVZ como en la SGZ, los astrocitos son los precursores
primarios, habiendo fuerte evidencia de que serian células troncales autorrenovables. Por otra
parte se ha propuesto que las células ependimales multiciliadas podrian ser las células
troncales en el adulto (Johansson CB, 1999). Sin embargo, el concepto que seria aceptado
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recientemente es que las células ependimales crearian un “nicho” neurogénico (Doetsch F.,
2003 ), propicio para la neurogénesis a través de la produccién del factor noggin un antagonista
de la proteina morfogenética 6sea (BMP) la cual promueve la diferenciacion astroglial de la
region (Lim DA, 2000), (Ver mas adelante “Regulacion de la neurogénesis”.

En sintesis, la evidencia in vitro, basicamente obtenida a través de los estudios en cultivos con
células que generan neuroesferas, indica que la glia actuaria como célula troncal. Sin embargo,
los estudios que demuestren este rol in vivo, no son simples de llevar a cabo y los
experimentos in vivo solo brindan una fuerte evidencia a favor de que las células gliales serian
precursores neuronales y putativamente células troncales. Por otra parte pese a tener
evidencia de que los astrocitos podrian ser las células troncales, queda aun el problema de
definir claramente a que llamamos “astrocito”. La heterogeneidad de los astrocitos en el
cerebro es grande y aun en el propio hipocampo existirian diferentes poblaciones de astrocitos
con propiedades funcionales y morfoldgicas diferentes. (D'Ambrosio R, 1998) ( Zhou M, 2001).

Como quiera que sea, identificar la estirpe de las células troncales neuronales del adulto in vivo
es una tarea aun por realizar, cuyas consecuencias no serian menores. Si la astroglia en
conjunto o una subpoblacién de estas células son las células troncales del adulto que estan en
un estado latente a lo largo del cerebro, la siguiente cuestion de interés practico directo en el
tema de la reparacion del dafo neuronal seria cdmo se puede lograr que estas células
troncales desarrollen neuronas nuevas en zonas de injuria y lo que no es menor aun, cOmo

lograr que las nuevas neuronas se integren en los circuitos existentes y sean funcionales.

5. Regulacion de la neurogénesis:

Como hemos visto, la creacién de una nueva neurona es un proceso complejo que en forma
sintética incluye los pasos de proliferacién de una célula troncal, diferenciacién, migracién e
integracién funcional. El fenémeno es altamente regulado y tiene numerosas etapas de control
y de potencial detenimiento o vuelta atras del proceso. Factores genéticos y epigenéticos,
factores de crecimiento, neurotransmisores, hormonas y obviamente las condiciones
ambientales son reguladores de la neurogénesis (Zhao X, 2003). Sin embargo, en forma
sintética se pueden describir algunos pasos limitantes y mediadores fundamentales para
entender el mecanismo de neurogénesis en el hipocampo adulto, una de las zonas relevantes
por sus implicancias fisiol6gicas y clinicas, (Figura 3).
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Figura 3: Esquema simplificado de la regulacion del ciclo celular de la célula troncal hipocampal. Una mayor discusion se
encuentra en el texto.

El factor fibroblastico basico (FGF-2), fue de las primeras moléculas que in vitro demostraron
ser necesarias para promover la proliferacién de los progenitores neurales (Ray J, 1993).
Posteriormente in vivo se mostré también que FGF-2 tiene efectos mitogénicos neurales,
describiéndose un cofactor necesario para su accién, la cistatina C glicosilada (CCg),
sugiriéndose una necesaria colaboracién de factores autécrinos y paracrinos para la
estimulacién de la neurogénesis (Taupin P, 2000). Por otra parte se ha encontrado una amplia
distribucién del receptor para FGF-2, (FGFR1), en diversas células del hipocampo,
proponiéndose una interaccion entre el FGF-2 astrocitario y FGFR1 neuronal. ( Weickert CS,
2005) .

Recientemente, se ha observado que algunos de los efectos ambientales sobre la
neurogénesis estan mediados también por otro factor de crecimiento, el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) (Cao L, 2004) .

Por otra parte, si bien es necesario un nicho local para el desarrollo del proceso de
neurogénesis, se ha observado que un factor no presente en el hipocampo, el factor “Sonic
hedgehog”, (Shh) , expresado en altas concentraciones en la corteza basal, en el cerebelo y
motoneuronas (Traiffort E, 1999), es capaz de estimular poderosamente la neurogénesis
hipocampal in vivo. Esto sugeriria una via de regulacién extrahipocampal a través de un
transporte anterogrado de mediadores como Shh que actuarian sobre receptores de células
troncales hipocampales (Traiffort E, 2001) (Lai K, 2003). Recientemente, la regulacion de Shh
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sobre la neurogénesis se ha extendido a la SVZ, en la cual actuaria sobre la astroglia con
putativas funciones de célula troncal (Palma V, 2005).

Independientemente de estos y otros factores proliferativos desconocidos, un punto de
relevancia en la neurogénesis es el control de la diferenciacion celular. Este proceso esta
bastante bien descifrado en la SVZ. En esta region se sabe que las proteinas morfogenéticas
oseas (BMPs), proteinas de la familia de los factores de crecimiento transformantes (TGFs) son
capaces de promover la diferenciacién astrocitaria de los progenitores embrionarios. (Gross
RE, 1996) . Por su parte noggin, otra proteina reguladora, se une a las BMPs y es capaz de
inhibir su actividad promoviendo la diferenciacién neuronal (Lim DA, 2000).

Recientemente se ha descrito un correceptor (DRAGON), para algunos de los miembros de las
BMPs en el embrion. DRAGON potenciaria la accién de las BMPs, siendo esta accion inhibida
por noggin (Samad TA, 2005) . Se estaria quizas en presencia de un mecanismo en el cual la
funcion de ligando de algunas BMPs se produciria por defecto, siendo esta inhibida al
desplazarse de la unién, factores como DRAGON por otros factores inhibitorios como noggin.
De todas maneras resta mostrar que esta accion ocurra en la neurogénesis del adulto. Por otra
parte, tampoco esta bien caracterizada la accion de noggin en regiones como el hipocampo
adulto. Sin embargo se sabe que estimulos ambientales como tareas de aprendizaje espacial
en ratas (prueba del laberinto acuético), incrementan la expresion de noggin en el hipocampo
adulto (Fan XT, 2003), mientras que la inhibicién de este factor a través de terapias antisentido
inhibe la proliferacion celular en dicha zona (Fan XT, 2004) .

Entre los factores que promueven la diferenciacién in vitro y putativamente in vivo en el cerebro
adulto, se ha destacado el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Maisonpierre PC,
1990. Ademas la sobreexpresién de este factor en la SVZ, aumenta la diferenciaciéon neuronal
(Benraiss A, 2001) Por otra parte otros experimentos indicarian que la accion de BDNF no es
tan simple siendo este factor un regulador de la neuroadapatacién a través de una estimulacién
o0 inhibicion de la proliferacion celular ambiente dependiente. Se ha visto que la sobreexpresion
de BDNF persistente en el hipocampo de animales con injuria isquémica, contrarresta el
aumento de neurogénesis que este evento produce (Larsson E, 2002) . Por otra parte, en un
modelo de separacion maternal temprana en ratas se han detectado niveles elevados de BDNF
en presencia de una neurogénesis normal en los animales adultos. Los autores consideran que
en este caso, que si bien los niveles de neurogénesis fueron iguales en los controles que en los
animales separados de sus madres por largo tiempo, a pesar de los diferentes niveles de
BDNF a favor de los ultimos, esto se deberia a un efecto compensador del BDNF, el cual
compensaria los niveles de neurogénesis que deberian estar disminuidos en los animales
separados tempranamente de sus madres y en los cuales se producirian altos niveles de estrés
un factor ambiental inhibidor de la neurogénesis. (Greisen MH, 2005). De todas maneras los
efectos reales del BDNF como regulador o exclusivamente estimulador de la diferenciacién
neuronal, restan por ser elucidados in vivo, a pesar de lo mucho que se ha estudiado la
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regulacién de este factor. Por ejemplo, a nivel de plasticidad sinaptica, el otro mecanismo de
neuroadaptacion, se ha sugerido hace varios afos que los factores tréficos son reguladores,
ambiente- dependiente (Thoenen H., 1995) .

Por altimo, luego de ver brevemente la proliferacion y diferenciacién neurales, resta por
describir los mecanismos que hacen que una nueva neurona sobreviva y se integre a los
antiguos circuitos. In vitro, tanto FGF-2 como Shh son capaces de promover ademas de la
proliferacion, la supervivencia neuronal (Ray J, 1993) (Lai K, 2003). Sin embargo, no estan
claros los mecanismos moleculares que regulan la supervivencia neuronal in vivo. El tema es
del mayor interés, ya que si bien se produce neurogénesis a lo largo de la vida adulta, también
se sabe que gran parte de las neuronas generadas entraran en apoptosis. En trabajos
recientes se sugiere que las nuevas neuronas entrarian en apoptosis en etapas tempranas de
su diferenciacion a través de un mecanismo Bax-dependiente. En ratones “knock outs” para el
gen Bax no se observa apoptosis neuronal, sin embargo la proliferacién de los progenitores
neurales no se ha visto afectada. Es concebible que luego de la diferenciacion, una apoptosis
fisiolégica Bax-mediada sea necesaria para que sblo se integren en los circuitos existentes
aquellas neuronas necesarias y no haya una proliferacién innecesaria (Sun W, 2004). Un tema
a elucidar seria si la apoptosis es un mecanismo por defecto y de ser asi cudles serian las
sefales que en casos especificos la inhibirian. En modelos de isquemia cerebral en ratas se ha
observado que VEGF tiene un efecto neuroprotector a través de inhibicion de mecanismos de
apoptosis y de neurogénesis (Sun FY, 2005). Dada la relacién entre los efectos ambientales de
VEGF y la neurogénesis en condiciones normales ((Cao L, 2004), seria interesante elucidar si
la inhibicién de la apoptosis en condiciones fisioldgicas de neurogénesis es un mecanismo al
menos parcialmente mediado por VEGF.

Durante el desarrollo embrionario, se ha mostrado recientemente que senales de tipo Notch
participan en la supervivencia neuronal a través de mecanismos distintos de los clasicamente
conocidos mecanismos regulatorios. Estas sefales actuarian a través de una regulacion
positiva de los genes antiapoptéticos Bcl-2 y Mcl-1 (Oishi K, 2004) .

Es probable que en la vida adulta se mantengan los mecanismos clasicos de regulacién
apoptosis-supervivencia. Sin embargo no esta claro qué hace que el balance se incline hacia
uno u otro lado.

Para terminar este apartado de regulacién de la neurogénesis es necesario mencionar el rol de
los neurotransmisores. La inhibicién o lesién de varias vias neuroquimicas afecta la
neurogénesis. Por una parte la administracion crénica de inhibidores de la recaptacion de
serotonina promueve la proliferacién y supervivencia celular, mientras que la lesién de las
proyecciones serotoninérgicas reduce la acumulacién de nuevas neuronas hipocampales
(Brezun JM, 1999) (Gould E., 1999). La importancia de este efecto de la serotonina y su
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influencia sobre la neurogénesis en relacion a la accién de los antidepresivos ya ha sido
mencionada (Santarelli L, 2003).

Por otra parte la activacién de los receptores de N-Metil-D-Aspartato (NMDA), inhibe la
neurogénesis, mientras que el tratamiento con antagonistas del receptor NMDA, regulan
positivamente la proliferacién celular, diferenciacién y supervivencia neuronal (Cameron HA,
1995) .

Recientemente se ha mostrado que una lesién de las aferencias colinérgicas sobre el
hipocampo, tiene dos efectos sinérgicos, disminuye la neurogénesis y aumenta el nivel de
apoptosis (Cooper-Kuhn CM, 2004) .

Otros estudios sugieren un rol en la deplecion dopaminérgica sobre la proliferacion de
precursores neurales y el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. En los experimentos
realizados en roedores, la eliminacion de los precursores inducida por la ablacion
dopaminérgica es restaurada por agonistas de los receptores dopaminérgicos (Hoglinger GU,
2004) .

Lo expuesto muestra una indudable correlacion entre la actividad de numerosos
neurotransmisores y la proliferacion, diferenciacion neuronal y supervivencia. Sin embargo,
dado lo complejo de las interacciones entre el ambiente, la homeostasis y otros factores
tréficos, antes descriptos, con los neurotransmisores es dificil establecer in vivo el origen de la
cadena que desemboca en un incremento de una neurogénesis funcional. Probablemente,
falten aun realizar experimentos in vitro para disecar finamente la cadena de eventos

moleculares y biolégicos.

6. ¢ Para qué sirve la neurogénesis?

Como hemos deslizado mas arriba, podria ser que la neurogénesis sea un resabio funcional
mas que realmente un mecanismo o parte de un mecanismo eficaz para el logro de algunas
tareas cerebrales, méas concretamente tareas cognitivas. Sin embargo, algunos de los
hallazgos recientes parecen indicar que la neurogénesis esta activamente involucrada en las
funciones adjudicadas al hipocampo. (Shiner A. y Gage F., 2004)

La hipotesis propuesta es que las actividades cognitivas dependientes del hipocampo
involucrarian el reclutamiento de nuevas neuronas en los circuitos neuronales del giro dentado.
Supuestamente, dichas neuronas tendrian un rol central en el procesamiento, almacenamiento

y eventual recuperacion de nuevas memorias.
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Hallazgos recientes de nuestro laboratorio trabajando con un modelo de red neuronal artificial,
parecerian reforzar la hipdtesis mencionada, sobre todo en términos de ventajas en la
recuperacion de nuevas memorias. (Weisz V. y Argibay P., 2006). Sin embargo, lo cierto es
que la cuestién no ha sido elucidada con una evidencia experimental robusta, sobre todo
debido a que los experimentos conductuales para evaluar la memoria episddica en la cual el

hipocampo tendria un rol central no son sencillos ni lo suficientemente especificos.

En apoyo de la hip6tesis del rol de la neurogénesis en las tareas del hipocampo, recientes
experimentos con inhibicién de la neurogénesis por irradiacién local, muestran que ratas en las
cuales se inhibié la neurogénesis se mostraron menos eficaces en la resolucién de una prueba
en la que se evalué la memoria para eventos especificos. (Winocur G. et al., 2006). Sin
embargo, estos resultados no han sido totalmente reproducibles por otros grupos, lo cual ha
sido atribuido a las diferencias en los métodos utilizados para inhibir la neurogénesis.
Probablemente se tengan resultados mas precisos con la utilizacion de inhibidores especificos
de la neurogénesis.

7. Neuroadaptacion

El concepto de neuroadaptacion involucra la interaccion de dos sistemas extremadamente
complejos, el medio ambiente con sus multiples variables y el cerebro, practicamente
desconocido en sus mecanismos basicos. En general se ha definido la neuroadaptacion en
psiquiatria como un estado de habituacién mediante el cual el organismo de un individuo altera
su metabolismo cerebral, neurofisiologia y personalidad, estableciendo un vinculo adictivo
hacia una sustancia psicoactiva sin la cual presenta trastornos psicofisicos de diverso tipo. Sin
embargo en neurobiologia el término involucra aquellos cambios por los cuales el cerebro
modifica su estructura y funciéon no ya por una sustancia adictiva sino como consecuencia del
ambiente todo. De alguna manera y en la época del cognitivismo, la neuroadaptacién es un tipo
de aprendizaje que involucra una modificacion de la estructura cerebral en dos aspectos
béasicos, sus conexiones (plasticidad sinaptica) y sus elementos (proliferacion celular). El
conocimiento de la neurogénesis en el cerebro del adulto y su regulacién por cambios
ambientales, tales como el estrés ha significado un gran avance no solo en neurobiologia, sino
en areas como la geriatria o los trastornos del aprendizaje, sin hablar de las enfermedades
psiquiatricas como la depresién y los trastornos neurologicos como la epilepsia y el infarto
cerebral. Aun nuestros conceptos acerca de la denominada “mente” y los procesos cognitivos
se modifican con el nuevo paradigma. Si bien, durante los ultimos afios la modelizacion
cerebral ha girado en torno al denominado “enfoque conexionista” y a la interpretacién de los
mecanismos de procesamiento cerebral como los emergentes de un sistema de redes
neuronales, debemos decir que si el cerebro se comporta aunque mas no sea
esquematicamente como una red neuronal artificial (Rolls ET, 1998), ésta debe ser muy
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particular ya que deberia tener una arquitectura dinamica a dos niveles, la fuerza y el cambio
de las conexiones (Hebb D.O, 1949) (Van Ooyen A., 2005), y el agregado y desaparicion de
nuevos componentes en el sistema (neurogénesis y apoptosis). Por otra parte es casi infimo lo
que se sabe en relacién a los procesos de gliogénesis y los cambios adaptativos durante
procesos fisiol6gicos como el aprendizaje, cambios ambientales como el estrés y las diversas
noxas que afectan al cerebro. Todo esto sin dejar de lado el hecho de que el cerebro recibe
entradas y emite salidas hacia todo el organismo.
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Resumen

Actualmente, los niveles elevados de homocisteina constituyen un factor de riesgo
independiente para la enfermedad vascular oclusiva, en particular para la trombosis. Sin

embargo, los mecanismos involucrados no han sido esclarecidos.

Los objetivos de este trabajo fueron:
- Estudiar el efecto de la homocisteina sobre la estructura y lisabilidad de la fibrina.

- Evaluar el efecto de la homocisteina sobre el proceso fibrinolitico y sus componentes.

El andlisis cuantitativo de las imagenes obtenidas por microscopia electronica demostro
que la homocisteina produjo redes compactas y ramificadas (52 + 6 vs 44 + 5 fibras/campo, p =
0,008), constituidas por fibras méas cortas y gruesas que las del control, sugiriendo que su lisis
podria estar afectada.

Los tiempos de lisis de redes de fibrina obtenidas en presencia de Hcy resultaron
prolongados (257 = 16 vs 187 £ 6 minutos, p < 0,004) cuando se utilizé el activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa. Sin embargo, no se encontraron diferencias cuando se utilizé
activador tisular del plasminégeno. Por otra parte, los tiempos de lisis de fibrina plasmatica
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formada en ausencia de homocisteina no resultaron diferentes de sus correspondientes
controles. El aminoacido no modifico la actividad biolégica de plasmina, plasminégeno, ni de
sus activadores. Por lo tanto, la lisis dificultada estaria asociada a la estructura de la fibrina
alterada por la homocisteina y no a la acciéon del amino&cido sobre los componentes
fibrinoliticos evaluados.

Estos resultados sugieren que los pacientes hiperhomocisteinémicos producirian un
coagulo con una estructura mas compacta y mas resistente a la lisis, generando un estado
procoagulante in situ.

Este trabajo contribuye al conocimiento de los mecanismos nocivos asociados a la

hiperhomocisteinemia.

Palabras claves: Homocisteina, trombosis, redes de fibrina, estructura, fibrinolisis.

Homocysteine modifies fibrin networks

Abstract

It has been established that elevated plasma homocysteine levels are an independent
risk factor for vascular occlusive disease such as thrombosis. However, the pathophysiologic
mechanisms involved in the deleterious effects of homocysteine still remain unclear.

The objectives of this work were:
- To study homocysteine effects on fibrin structure and lysis.
- To evaluate homocysteine effects on the fibrinolytic process and components involved.

Quantitative analysis of scanning electronic microscopy has shown that homocysteine-
associated networks were more compact and branched than control (52 £ 6 vs 44 + 5
fibers/field, p = 0,008), with shorter and thicker fibers. This tight structure suggests altered
fibrinolysis.

The lysis time of homocysteine-related fibrin networks was longer (257 + 16 vs 187 £ 6
min, p < 0,004) when urokinase type plasminogen activator was used. However, there were no
differences with tissue-type plasminogen activator. On the other hand, fibrin networks prepared
without homocysteine gave similar lysis time when lysis was performed by homocysteine pre-
incubated urokinase-type plasminogen activator or the tissue-type plasminogen activator.
Homocysteine did not modify biological activities of plasmin, plasminogen and the evaluated
activators. Therefore, defective fibrinolysis with urokinase-type plasminogen activator was
associated to homocysteine-fibrin structural alterations rather than to effects on the fibrinolytic

components.
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Results obtained suggest that hyperhomocysteinemic patients could produce tight clots,
more resistant to lysis, generating a procoagulant environment in situ.

This work contributes to understand the mechanisms involved in the homocysteine
harmful effect.

Key words: Homocysteine, thrombosis, fibrin networks, structure, fibrinolysis.

Introduccion

Cuando se produce injuria en un vaso sanguineo, la pérdida de sangre se detiene por la
formacién de un tapon hemostatico constituido por plaquetas y una red proteica. El fibrinégeno
(Fbg: abundante proteina en la circulacién) se polimeriza por activacién de los factores
plasmaticos de la coagulacion, formando una red denominada fibrina. Mientras se produce la
reconstruccion del vaso dafado, el coagulo se disuelve por la accién del sistema fibrinolitico.
La coagulacion (formacion de la red de fibrina) y la fibrinolisis (su disolucién) deben ser
comprendidas como un sistema dinamico cuyo fin es mantener una adecuada circulacion
sanguinea. El desequilibrio entre estos mecanismos provoca falta 0 exceso de coagulabilidad
en el individuo.

Los vasos sanguineos son conductos de diferente calibre por donde circula la sangre;
pueden dilatarse o contraerse para regular el caudal necesario para cada condicién o actividad.
Su pared, la pared vascular, est4d formada por una serie de capas elasticas constituidas
principalmente por colageno, elastina y proteoglicanos, que le otorgan resistencia vy
contractilidad a los vasos. El interior de los vasos esta tapizado por una Unica capa de células
llamadas endoteliales, que participan activamente en conservar la luz del vaso, mediar el
pasaje de nutrientes y otros solutos a los tejidos, sintetizar sustancias vasoactivas y muchas
otras que van a participar en la coagulacion y fibrinolisis. En condiciones normales el endotelio
no activa la coagulacion ni a las plaguetas para generar un trombo. Dicho de otro modo, el
endotelio vascular es una superficie no trombogénica.

Las proteinas que constituyen el sistema de coagulaciéon se llaman factores y
generalmente se encuentran en circulacién en forma de precursores enzimaticos inactivos. Mac
Farlane y Davie propusieron un sistema de reacciones consecutivas, donde una enzima activa
a su sustrato, el cual se convierte a su vez en una enzima activa para el préximo sustrato,
desencadenando un sistema de activacion secuencial (1) que conduce a la formacién de

trombina, la principal enzima del sistema.

La trombina realiza multiples funciones. Entre ellas, corta especificamente cuatro
uniones aminoacidicas de la molécula de Fbg, liberando péptidos denominados fibrinopéptidos

Ay B y generando mondmeros de fibrina que se polimerizan dando origen a la red de fibrina
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soluble. La trombina, ademas, activa al factor XIlll. El factor XlIl activado produce uniones
covalentes entre las fibras de fibrina soluble generando fibrina estable (2).

La fibrina es degradada por la plasmina, enzima que deriva de la activacion del
plasminégeno por sus activadores: activador tisular del plasmindégeno (t-PA) y activador del
plasmin6geno tipo uroquinasa (u-PA).

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido que contiene un grupo sulfhidrilo en su
molécula. No es constituyente natural de las proteinas sino que es un producto intermedio en el
metabolismo de la metionina. Su concentraciéon en la circulacién es muy pequena: el limite
superior de homocisteinemia en individuos sanos, con niveles vitaminicos éptimos es de 12 uM
(3-4). Existen muchos factores adquiridos que regulan los niveles de Hcy. La dieta es
fundamental: el déficit de acido félico, vitaminas B, Bs y/o B> conduciria/n a niveles
plasmaticos elevados del aminoacido, un estado denominado de hiperhomocisteinemia (HHcy).
El consumo abundante de alimentos de origen animal deberia estar acompanado por
cantidades adecuadas de frutas y vegetales frescos que aporten el nivel de acido félico
suficiente para neutralizar la Hcy generada. La Hcy puede formar compuestos disulfuro con
moléculas que contienen grupos tioles, como el aminoacido cisteina o proteinas que tengan
libre el sulfhidrilo de los residuos cisteina (5).

Los niveles plasmaticos elevados de Hcy (hiperhomocisteinemia: HHcy), estan
asociados a muchas alteraciones: neurolégicas (6-7), complicaciones obstétricas (8-9), efectos
teratogénicos (10), enfermedad aterotrombdética (11-12). Se ha encontrado asociacion positiva
entre niveles elevados de Hcy y las distintas formas de la enfermedad arterial: infarto de
miocardio (13-14), accidente cerebrovascular (15), y venosa: trombosis venosa profunda (16),
tromboembolismo pulmonar (17) o venoso (18-19), de modo que la Hcy elevada constituye un
importante factor de riesgo independiente para la enfermedad aterotrombética, afectando al
sistema vascular coronario, cerebral y periférico (20-23). La magnitud del riesgo es similar a la
de otros factores tales como colesterol elevado, tabaquismo, hipertension y diabetes que, a su
vez, ejercen un efecto multiplicativo cuando se combinan con hiperhomocisteinemia.

Entre los efectos nocivos de la Hcy se ha demostrado la generacion de especies
oxigenadas, altamente reactivas (peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilo y superoxido), que
inducirian injuria en el endotelio vascular (24-25). Se ha sugerido (26) que la HHcy afectaria la
vasodilatacion del endotelio (por disminucién de la biodisponibilidad del éxido nitrico) y las
propiedades elasticas de la pared arterial (27) (por el aumento en la sintesis vy
entrecruzamiento de las fibras de colageno). Los resultados del efecto de la HHcy sobre las
plaquetas y la actividad de los factores de coagulacion y el sistema fibrinolitico son
contradictorios. Se evidencia un estado hipercoagulable en los pacientes homocistinuricos.
Mientras algunos estudios no pudieron vincular HHcy con alteraciones de la actividad de los
factores de coagulacion (28) ni de la actividad fibrinolitica (29), recientemente se ha informado
(30) que la HHcy incremento la velocidad de coagulacién, y disminuyo la actividad fibrinolitica.
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A pesar de la extensa bibliografia que apoya la asociaciéon entre HHcy y enfermedad
vascular oclusiva, no se ha llegado aun a un consenso sobre los principales mecanismos
responsables de esta interaccién. La mayoria de los estudios publicados han evaluado la
accion de la Hey en los procesos previos a la generacion del trombo; en cambio, en el presente
trabajo se ha investigado la estructura de las redes de fibrina y el proceso de lisis posterior.

Para contribuir a dilucidar los mecanismos involucrados en la asociacion de los niveles
elevados de Homocisteina con el riesgo de enfermedad vascular oclusiva, se evalu6 el efecto
in vitro del aminodcido sobre la estructura y lisis de la fibrina. Ademas se estudié el efecto de la
Hcy sobre componentes del proceso fibrinolitico: plasmina, plasminégeno y activadores del
plasminégeno.

Materiales y Métodos:

Obtencion de fibrina

La accion de la trombina sobre el fibrinbgeno en solucion produce una serie de eventos
que culminan con la formacién de un gel, cuyo componente sélido (esqueleto) es la fibrina. En
los distintos estudios se utilizd una mezcla de plasmas citratados libres de plaquetas,
provenientes de individuos normales (PN*). Alicuotas de PN*, se incubaron 1 hora, a 37°C con
soluciones de la mezcla racémica (DL)-Hcy a diferentes concentraciones. La muestra control se
obtuvo reemplazando la solucién de Hcy por solucion fisiolégica (SF). Se utilizé trombina (Trb)
y CaCl, para coagular una alicuota de la mezcla plasmatica preincubada con Hcy o SF. Los
efectos de la Hcy sobre la fibrina fueron evaluados mediante microscopia electronica y estudios
liticos.

Estudio de las redes de fibrina por microscopia electronica

Modificaciones de la estructura de la red de fibrina pueden conducir a fibrinas muy
débiles e ineficientes o, por el contrario, a densas tramas dificiles de lisar. Con el fin de
esclarecer si la Hey produce algin efecto sobre la estructura de la fibrina, se obtuvieron geles
de fibrina plasmatica obtenidos a partir de mezcla de plasmas princubados con el aminoacido y
posteriormente estabilizados. Las muestras se fijaron con glutaraldehido (30%)-
paraformaldehido (2,5%) durante 2 horas; se lavaron con buffer cacodilato y fueron postfijadas
con tetroxido de osmio (1%). Luego fueron deshidratadas con soluciones de acetona en agua
en concentraciones crecientes (50, 70, 85 y 100 %). Las muestras se secaron por punto critico
(Baltec CPD 030, Balzers, Alemania) y fueron metalizadas para ser observadas en un
microscopio electrénico de barrido (Carl Zeizz DMS 940 A, Oberkochen, Alemania) (31). Las
observaciones se realizaron a 5 kV y se obtuvieron las fotografias correspondientes para
cuantificar las dimensiones de las fibras. Las mediciones sobre las fotografias de las
observaciones microscépicas se realizaron con el programa Image J. Se evaluaron al menos
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10 campos de igual area, aleatoriamente seleccionados y se caracteriz6 cada red midiendo:
namero de fibras por campo, % de red (relacion porcentual entre la superficie ocupadas por las

fibras respecto al area total del campo), ancho y largo de las fibras.

Determinacion de la actividad del sistema plasminégeno-plasmina

Para estudiar la accién de la Hcy sobre la actividad de componentes del sistema
fibrinolitico, se utilizé un método cinético que evalué el efecto dosis-respuesta a distintas
concentraciones de Hcy sobre la actividad de plasmina y la activacién del Plg.

Evaluacion de la lisis de fibrina

Para evaluar la lisis se utilizé un sistema en dos etapas, separando la formacion de la
fibrina de su lisis. Si la Hcy se coloca antes de formarse la fibrina se estard evaluando la
lisabilidad, como propiedad asociada a la estructura de la fibrina. Si se coloca la Hey junto con
el activador del Plg al analizar la lisis de redes iguales, se evalla exclusivamente el efecto del
amino&cido sobre el sistema fibrinolitico.

Se formaron geles de fibrina plasmatica utilizando la mezcla plasmatica preincubada en
presencia de distintas concentraciones de Hcy (c.f. = 500 y 100 uM) con Trb (c.f.: 0,25 Ul/ml) y
CaCly (c.f.: 33 mM). Sobre los geles estabilizados se agregé una solucion de u-PA (25
Ul/pocillo) o t-PA (10 Ul/pocillo) en un volumen de 70 pl. Se monitored la DO a 405 nm en

funcién del tiempo.

Resultados

Efecto de Hcy sobre la estructura de las redes de fibrina

En la Figura 1 se muestran las imagenes de las redes de fibrina obtenidas con 3.000 aumentos
a partir de plasma preincubado con Hcy 500 uM vy las correspondientes controles. La
caracterizacion de las mismas Figura en la Tabla 1.
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Tabla 1: Caracterizacion de las redes de fibrina por microscopia electrénica.

N Control Hcy 500 pM P
N2 Fib/campo 10 44 £+ 5 52 + 6 0,008
% Red 10 67 £ 10 79 £ 8 0,001
Largo (um) 250 1,04 £ 0,25 0,68 +£0,17 0,001
Ancho (um) 250 0,17 £ 0,04 0,29 £ 0,10 0,001

Resultados expresados como promedio y desvio estandar. El andlisis estadistica de los
resultados se realizd por el método de Mann Witney — Wilcoxon (para N® Fib/campo y %
Red) y el test de Student (para largo y ancho de las fibras).

Las redes de fibrina obtenidas en presencia de Hcy 500 uM, resultaron mas compactas
y ramificadas que las controles. En presencia de Hcy se formaron redes de fibrina con mayor
ndmero de fibras/campo y que esas fibras son mas gruesas y cortas que las correspondientes
a la fibrina control.

Efecto de Hcy sobre los componentes del sistema plasmindgeno-plasmina

Las redes de fibrina formadas en presencia de Hcy mostraron diferente estructura,
sugiriendo que serian mas resistentes a la lisis. Ademas, el aminoacido podria afectar la
actividad biolégica de los componentes del sistema plasminégeno-plasmina, modificando la
actividad fibrinolitica. Con el fin de comprobar esta hipétesis, se desarrollaron estudios
cinéticos que permitieron estudiar el efecto de la Hcy sobre:

- la actividad del sistema plasminégeno-plasmina, evaluando

- laactividad de la plasmina y
- la activacion del plasminégeno.
- la lisis de redes de fibrina, estudiando
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- lalisabilidad de la fibrina obtenida en presencia de Hcy.
- lalisis de redes estandar de fibrina (en ausencia de Hcy).

Accion de Hcy sobre la actividad amidolitica de plasmina

El sustrato natural de la plasmina es la fibrina. La plasmina corta uniones péptidicas
particulares de la fibrina, pero también puede ejercer su accién sobre fragmentos peptidicos
que contengan los sitios especificos de corte. Existen reactivos capaces de evidenciar la accién
de la enzima denominados sustratos cromogénicos y la actividad enzimatica sobre ellos se
denomina actividad amidolitica. El sustrato cromogénico contiene para-nitro anilina (p-NA), de
modo que mientras que la p-NA liberada por la accion de la plasmita es color amarillo (absorbe
a 405 nm), el sustrato cromogénico es incoloro (no absorbe a 405 nm). Por lo tanto la actividad
de la plasmina es proporcional a la intensidad del color desarrollado y puede cuantificarse.

Se evalu6 el efecto de distintas concentraciones de Hcy (62,5; 125; 250; 500 y 1000
UM) sobre la accién amidolitica de PIm, frente a su sustrato cromogénico especifico S-2251
(Chromogenix, Milan ltalia), en solucién reguladora a pH 7,5 determinando la liberacién de p-
NA (a 405 nm) en funcion del tiempo, utilizando un lector de ELISA (Reader 100, Organon

Técnica, EE.UU) (32). Cada ensayo fue realizado por triplicado.

Hcy + Plasmina + an A .I}-Nh — A A A + p-NA

o SF (0,15 ph) S2251 (05 mi) (405 nrm)

Se caracterizaron las curvas obtenidas determinando la pendiente y la DO maxima. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Parametros que caracterizan las curvas de actividad amidolitica
de plasmina a distintas concentraciones de Hcy.

Pendiente (min™) DOhmax
SF 0,064 + 0,005 1,58 0,02
Hcy 63 pM 0,065 + 0,003 1,60 + 0,01
Hcy 125 pM 0,065 + 0,004 1,59 +0,02
Hcy 250 pM 0,063 + 0,003 1,59 + 0,01
Hcy 500 pM 0,061 + 0,005 1,59 + 0,02
Hcy 1.000 pM 0,061 + 0,004 1,61 +0,02

El andlisis estadistico de los datos se realizd con el programa Sigma-Plot. Ninguno de
los resultados con Hcy mostré diferencias significativas respecto a los de los controles,
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indicando que la Hcy ensayada en un amplio rango de concentraciones (62,5; 125; 250; 500 y
1000 puM), no modificé la actividad amidolitica de plasmina (Tabla 2).

Accion de la Hey sobre la activacion de plasminégeno con uroquinasa

Se evaluo la accion de distintas concentraciones de Hcy (4, 16, 32, 64, 128, 256 y 512
pg/ml) sobre Plasminégeno (Plg: c.f. = 0,3 uM) activado por u-PA (c.f. = 10 U/ml) mediante el
uso de un método cinético, evaluando la accién amidolitica de la plasmina generada sobre el
sustrato cromogénico especifico S-2251 (c.f. = 0,5 mM), en solucion reguladora a pH 7,5. Cada
ensayo fue realizado en tres oportunidades diferentes, cada una de ella por triplicado.

Hoyw + Plg  + u-PA+ PrHA — A A + p-MA

o SF (03 phty (10 Ui 851 (0,5 mhd) (405 i)

Se incubd Plg con Hcy en las concentraciones indicadas (1 h a 37 °C) y se realiz6 el
ensayo cromogénico, en las mismas condiciones experimentales. Los valores de las curvas

cinéticas obtenidas figuran en la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros que caracterizan las curvas de actividad amidolitica de plasmina
(por activacion de Plg con u-PA) a distintas concentraciones de Hcy.

Fase Lag (min) Pendiente (min ™) DOax
PBS 7,1+0,2 0,046 + 0,007 1,827 £ 0,02
Hcy 63 uM 6,9+0,5 0,049 £ 0,001 1,820 + 0,03
Hcy 125 uM 7,0+0,3 0,049 + 0,002 1,796 + 0,05
Hcy 250 uM 7,2+0,2 0,046 + 0,004 1,799 + 0,04
Hcy 500 uM 7,0+04 0,046 + 0,002 1,790 + 0,03
Hcy 1.000 pM 6,9+0,3 0,046 + 0,002 1,801 + 0,04

Los resultados indicaron que el Plg preincubado con distintas concentraciones de Hcy
(62,5; 125; 250; 500 y 1000 uM), no mostrd variaciones en la cinética de reaccion. En este
ensayo se estudia simultaneamente la activacion de Plg y la actividad de PIm. Como la
actividad de plasmina no se vio modificada por la Hcy, podemos decir que la Hcy tampoco
modifico la activacién de plasmindgeno en estas condiciones experimentales.

Efecto de Hcy sobre la fibrinolisis
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De las curvas obtenidas se determinaron los tiempos de lisis 50 % —tiempo desde el instante
que se agrega al activador del plasmindgeno sobre la fibrina hasta alcanzar el valor de DO
correspondiente a la mitad del descenso total de DO.

DO 405 nm
16
15 &
: —es—Control
14 4
—a—Hecy 500
187
12 -

i

7
2

- 1
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]
a7 . . : . . . :
0 200 400 600 800 noao 1200 yoo Ba0
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Figura 2: Lisis de fibrina formadas en presencia Hcy utilizando u-PA como activador delplasminédgeno.

Como se observa en la Tabla 4, la fibrina obtenida en presencia de Hcy (500 uM) se lis6 mas
lentamente que la control cuando u-PA fue el activador de plasmindgeno utilizado, indicando
que la lisis de fibrina en presencia de Hcy esta dificultada.

Tabla 4: Tiempos de lisis media de fibrina formada con Hcy, utilizando u-PA

como activador de plasmindgeno.

t lisis (min) P
Control 187 = 6
Hcy 257 + 36 < 0,004

Por otra parte, no se detectaron cambios significativos cuando el activador de plasminégeno
usado fue t-PA (Tabla 5).

Tabla 5: Tiempos de lisis media de fibrina obtenida con Hcy, utilizando t-PA
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t lisis (min) p
Control 600 = 30
Hcy 620 + 25 NS

Efecto de Hcy sobre la lisis de redes plasmaticas iguales

Se formaron redes de fibrina plasmatica a partir de plasma (c.f. = 50 %), con trombina
bovina (c.f. = 25 U/ml), y CaCl, (c.f. = 33 mM), de manera que todas las redes formadas en

esta experiencia fueron iguales. Sobre las redes estabilizadas se agregaron:
a) u-PA: (50 U/pocillo) + Hey (c.f. = 500 pM).
Control: u-PA: (50 U/pocillo) + SF
b) t-PA (20 U/pocillo) y Hey (c.f. = 500 uM).
Control: t-PA: (20 U/pocillo) + SF

Los tiempos de lisis con (u-PA + Hcy) o (t-PA + Hcy) de fibrina plasmatica formada en ausencia
de Hcy, no resultaron diferentes de sus correspondientes controles (datos no mostrados), lo
que indicaria que la actividad de los componentes del sistema fibrinolitico no se vio afectada

por el aminoacido.

Discusion

La trombosis es considerada una patologia multicausal resultante de la interaccién de
factores genéticos y adquiridos. Numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado la
asociacion entre los niveles elevados de Hcy y enfermedad vascular. Actualmente, la
hiperhomocisteinemia es considerada un factor de riesgo independiente para la enfermedad
vascular oclusiva y en particular para la trombosis. Se han realizado numerosas experiencias in
vitro, ex vivo y en modelos animales con el fin de interpretar la relacién entre
hiperhomocisteinemia y enfermedad aterotrombotica, sin embargo los mecanismos
involucrados no han sido esclarecidos. La mayoria de los investigadores han estudiado la
disfuncion endotelial y la actividad procoagulante entre otros efectos daninos de los niveles
elevados de Hcy, evaluando eventos que preceden a la formacion del trombo, pero pocos (33)
han investigado sobre los efectos del amino&cido luego de iniciado el proceso de coagulacién.
El objetivo principal de este trabajo fue evaluar si la Hcy podria ser responsable de alteraciénes
en la fibrina. Por estudios de microscopia electrénica, se comprobd que la Hey produjo cambios
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en la estructura de la fibrina plasmatica, de modo que se formaron redes compactas y
ramificadas, constituidas por fibras mas cortas y gruesas que las del control.

Sauls y colaboradores (33) mostraron imagenes obtenidas por MEB, de fibrina de
plasmas de conejos inyectados intraperitonealmente con DL-Hcy. A semejanza de nuestros
resultados, estos autores muestran que los coagulos plasmaticos de animales
hiperhomocisteinémicos parecen estar compuestos por fibras mas densamente empaquetadas.

Para dilucidar si esta estructura densa podria inducir fibrinolisis defectuosa, se llevaron
a cabo experimentos que evaluaron su lisabilidad. Por otro lado, los niveles aumentados de
Hcy podrian modificar la cinética de generacién de plasmina y/o su actividad biologica. Por lo
tanto, se evalu6 ademas, el efecto del aminoacido sobre componentes del sistema

plasmin6geno-plasmina.

Los resultados obtenidos con u-PA y t-PA se discutirdn separadamente. A continuacién
se discuten las experiencias realizadas con u-PA. Los resultados de la Figura 2 y Tabla 4
muestran que la fibrina asociada a Hcy resulté mas dificil de lisar cuando se utiliz6 u-PA. Por el
contrario, cuando se lisaron geles obtenidos en “ausencia de Hcy”, con u-PA preincubado con
Hcy, se obtuvieron los mismos tiempos de lisis que el control (u-PA preincubado con SF). Por
otra parte, el aminoacido no mostré efecto en la actividad de plasmina (Tabla 2) ni en la
activacion del Plg (Tabla 3) determinadas por el método amidolitico utilizado, sugiriendo que la
Hcy no afectaria a los componentes fibrinoliticos evaluados. Weisel y colaboradores mostraron
que la velocidad de fibrinolisis esta estrechamente relacionada con el tamafo de las fibras y la
arquitectura de la red de fibrina (34). La plasmina corta transversalmente fibras individuales, de
modo que fibras gruesas son mas lentamente lisadas que las finas (35). Por otra parte, redes
de fibrina ramificadas y compactas son digeridas con mayor dificultad a causa de la elevada
cantidad de fibras por unidad de volumen y la baja difusién de componentes fibrinoliticos en
esta estructura compacta (36). Por lo tanto, considerando que la Hcy indujo redes de fibrina
densas y ramificadas, puede postularse que la lisis prolongada con u-PA, estaria mas asociada
a la estructura compacta de la fibrina que a modificaciones en la actividad bioldgica de los
componentes fibrinoliticos evaluados.

Respecto a la lisis inducida por t-PA de redes de fibrina producidas en presencia de
Hcy, se observaron resultados similares al control (Tabla 4). Segun lo descripto para el u-PA, la
estructura compacta de la fibrina asociada a la Hcy deberia haber mostrado tiempos de lisis
prolongados. Sin embargo el mecanismo de accion diferente del t-PA explicaria los resultados
inesperados. La fibrina, el principal sustrato de la plasmina, une Plg y t-PA y acelera la
activacion del Plg, mientras que el u-PA no tiene afinidad por la fibrina y activa Plg en fase
fluida. La eficiencia de la fibrina como cofactor de la activacion del Plg depende de la
arquitectura de las fibras: fibras gruesas resultan mejor cofactor (37). Entonces, la estructura
densa de la fibrina asociada a Hcy seria, por un lado, mas dificil de lisar, pero por otro, las
fibras mas gruesas proveen mas sitios de unién a t-PA, favoreciendo la activacién del Plg.
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Estos efectos contrapuestos explicarian que los tiempos de lisis obtenidos con t-PA no
mostraran diferencias entre las redes con Hcy y las controles.

Estos resultados coinciden con los reportados en la bibliografia. Sauls et al encontraron
disminuida la lisabilidad con plasmina, de fibrina obtenida a partir de Fbg aislado de plasma de
conejos a los que se administré DL-Hcy (33).

En conclusion, los tiempos de lisis de redes de fibrina obtenidos en presencia de Hcy
resultaron prolongados cuando se utilizd u-PA. Esta alteracién estaria asociada a la estructura
de la fibrina, causados por la Hcy y no a la accion del aminoacido sobre la actividad biolégica
de los componentes fibrinoliticos evaluados (Plg, plasmina, u-PA y t-PA).

Este trabajo fue totalmente realizado in vitro para separar los diferentes efectos que
ejerce la Hcy y poder postular mecanismos que expliquen la asociacion entre HHcy vy
enfermedad vascular oclusiva. Extrapolar estos resultados a lo que podria pasar in vivo
tendrian importantes consecuencias, ya que podria inferirse que los pacientes
hiperhomocisteinémicos producirian un coagulo con una estructura mas compacta y mas
resistente a la lisis, generando un estado procoagulante in situ. Ademas, la accion de las
drogas tromboliticas estaria dificultada. La obstruccion en la circulacién conduciria a la
alteracién de la reologia normal y a la secuencia de eventos que desembocarian en
enfermedad aterotrombética. Los resultados de este trabajo contribuyen a dilucidar los

mecanismos involucrados en la asociacion de la hiperhomocisteimenia y el riesgo de

trombosis.

ABREVIATURAS

c.f. Concentracion final

DO Densidad Optica

Fbg Fibrinbgeno

Hcy Homocisteina

HHcy Hiperhomocisteinemia

Plg Plasmindgeno

Pim Plasmina

p-NA para-nitro anilina

SF Solucién Fisiolégica

t-PA Activador tisular del Plasminégeno
Trb Trombina

u-PA Activador del Plasminégeno, tipo uroquinasa
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