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Estudio de las caracteristicas fenotipicas y moleculares de Clostridium
difficile en un hospital de tercer nivel.

Ponente: Dr. Luis Alfredo Ponce de Ledn Gardufio
Simposio: Trabajo de Ingreso

Coordinador:

Sesion: Sesion Ordinaria

Sede: Auditorio de la Academia Nacional de Medicina

El Dr. Armando Mansilla pide al Dr. Luis Alfredo Ponce de Ledon Gardufio pase al
estrado a presentar su trabajo de ingreso titulado “Estudio de las caracteristicas
fenotipicas y moleculares de Clostridium difficile en un hospital de tercer nivel.”

El Dr. Ponce de Le6n agradece a todas las personas que participaron en este
trabajo, desde pasantes y residentes hasta especialistas pero agradece de forma
particular al Dr. Sifuentes que desde hace muchos afios ha sido inventor y que en
este trabajo en especial contribuyo de manera muy significativa, el Dr. comenta que
en la actualidad Closdtridium difficile se ha convertido en una de las causas mas
frecuentes de infeccion asociadas a los cuidados en México, sin embargo todavia
es muy controversial el abordaje diagndéstico de esta infeccidén, por una parte se
puede diagnosticar y por otra intradiagnosticar y eso tiene mucho que ver con los
costos hospitalarios, lo que si se sabe es que la deteccion de la toxina es la que se
asocia con un desenlace mucho méas grave y esto es mucho mas importante que
solo demostrar con un cultivo la presencia del microorganismo.

Asi lo que se pretende con este trabajo fue describir la epidemiologia convencional
y molecular de la enfermedad asociada Clostridium difficile en el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” y para ello se escogio un
periodo de estudio del 1° de junio del 2008 al 30 de septiembre del 2009, en donde
sabiamos que estdbamos en un canal endémico de infeccion asociada Clostridium
difficile y de esta manera pudimos estudiar varias cosas, entre otras la si la
presencia de la toxina o el cultivo realmente eran los que podian predecir el
comportamiento clinico de la enfermedad y tratar de identificar algunas
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caracteristicas moleculares de este tipo de células, para esto definimos claramente
diarrea, enfermedad asociada a Clostridium difficile y lo que era la colonizacion por
Clostridium difficile y la enfermedad asociada a Clostridium difficile era la presencia
de diarrea o de mega colon téxico , pero ademas tenia que tener una prueba positiva
para el germen o bien tener documentado histopatoldégicamente la enfermedad,
mientras que la colonizacion por Clostridium difficile se trataba de un caso de
infeccion que no produjera toxina, que esto era algo que nosotros queriamos
investigar y que fue lo que hicimos, todas y cada una de las muestras diarreicas
gue se procesaron durante este periodo en el Instituto, se les hizo un estudio muy
completo en el que identificamos o se intentd identificar la presencia de la toxina
A/B Clostridium difficile, ademas de someterlas al cultivo y en aquellas que crecian
a realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y extraer DNA, hacer las
pruebas moleculares y la ribotificacion para tratar de identificar con precision si se
encontraban sepas especificas dentro del Instituto y entre los mas importante que
se encontro fue:

e De las 1093 muestras que fueron enviadas al laboratorio para identificar
agentes causales de diarrea en 115 de ellas encontramos oricultivo 0 una
toxina positiva y esto es algo asi como el 60% mediante la toxina y el 79%
mediante cultivo y eso era lo relevante, 60% de estos 115 casos se
determinaron con toxina y 80% con cultivo y quiere decir que detectamos
mucho mas facilmente con cultivo la presencia del microorganismo, pero no
necesariamente que esto fuera responsable de producir la enfermedad, de
las 47 muestras que tenian cultivo positivo 0 una toxina negativa, sin
embargo se encontré que el 62% provenia de pacientes que clinicamente o
histopatolégicamente tenian la enfermedad asociada a Clostridium difficile lo
cual nos indica que el método de deteccidbn de toxina que nosotros
estdbamos utilizando no necesariamente es el ideal, sin embargo de las
muestras con toxina positiva y cultivo negativo 86% si tenian la enfermedad
asociada Clostridium difficile lo cual indica que los dos métodos son
necesarios para hacer un diagnéstico complejo mucho mas facil, durante este
periodo hubo 6590 infecciones en el Instituto y estos son exclusivamente las
tazas de infeccién, como las podemos ver y esto era lo que se habia
observado en estudios previos, nada que se semejara a un brote y la tasa de
infeccion asociada a Clostridium difficile era de 8.3 y se consideraba
solamente la toxina y de 12.3 si se consideraba cultivo, y o toxina positiva y
esto fue lo mas relevante.

Otra de las cosas mas relevante fue que algunos pacientes que tenian o habian
llegado al Instituto con diarrea y que se les detecto Clostridium difficile en las heces
se consideraba como un peligro de la comunidad, porque se presentaba en las



primeras 48 hrs. de su ingreso hospitalario lo que se observaba es que a diferencia
de los que estaban asociados al cuidado de la salud que obviamente estos
pacientes tenian mucho mas estancia hospitalaria inclusive al momento de tomar la
prueba de deteccién de la toxina, pero estos a su vez habian recibido més
antibioticos y se habian expuesto a inhibidores de protones y habian estado
expuestos a bloqueadores de H2.

Pudimos estudiar 80 sepas desde el punto de vista molecular absolutamente en
todos los aspectos desde cultivo, toxina y lo que se observo es que 52% de estas
80 sepas no eran toxigénicas Yy esto es bastante interesante porque no siempre la
ausencia de genes indica que no sean toxigenica, esto es muy relevante porque de
todas maneras el que lo tengan presente no necesariamente quiere decir que vayan
a producir toxina, puede estar presente el gen y no producir toxina y por lo tanto no
ser responsable de la infeccidn del cuadro clinico, en cambio las toxigenicas pues
practicamente el 90% tiene la presencia de los genes, pero aqui lo que es muy
relevante es que se ha asociado con la presencia del gene tcdC como un factor
hipervirulencia y de los que tienen este gene presente cuando hay una mutacion
una lesion de 18 pares de bases, en este gene es en el que se consideran la sepas
todavia aun mas hipervirulentas, es muy importante, como no se tenia ni una sola
sepa resistente a metronidazol ni a vancomicina afortunadamente, pero si
empezamos ya a tener problemas con resistencia a Clindamicina, 60% de estas
sepas eran resistentes a Clindamicina 'y 20% eran resistentes a Moxifloxacino, tanto
asi que cuando consideramos la diferencia entre Clostridium difficile comunitario y
el que estaba asociado a cuidados de la salud la diferencia mas importante es que
los que estan asociados a cuidados de la salud son en general mucho mas
resistentes a Clindamicina que los que encontramos en la comunidad y también de
una manera muy relevante, en este momento no hay una diferencia entre los
Clostridium difficile aislados en la comunidad y los asociados al cuidado de la salud,
cuando memos la presencia o esencia de mutaciones en el gene tcdc, en cambio
cuando uno ve pacientes colonizados y pacientes con enfermedad es claro que la
presencia de estos genes es mucho mas frecuente en aquellos que tienen la
enfermedad a diferencia de los colonizados respectivamente por que este es el
factor precisamente de virulencia que estabamos buscando, no solamente cuando
vimos los que tenian enfermedades asociadas a Clostridium difficile no grave, que
estos son pacientes sin respuesta inflamatorio sin leucocitosis , sin fiebre, cuando
se comprar con la enfermedad asociada a Clostridium difficile con megacolon toxico,
pseudo membranas, gravedad, como fiebre y leococitosis importante en los casos
asociados a Clostridium difficile grave, vemos gérmenes mucho mas resistentes a
a moxi y con mayor cantidad o mayor frecuencia de mutaciones en el en gen TCDC.
Finalmente el Dr. Ponce de Ledn concluye que esta es una parte muy interesante
del estudio y presenta un analisis de todos los ribotipos de 67 de los aislados que
lograron encontrar y caracterizar con esta técnica, como todo el mundo sabe la sepa
que predomina es la 027, este es un ribotipo que se ha asociado mucho a
hipervirulencia asociado mas a megacolon toxico y muerte, sin embargo nosotros
no encontramos una sola cepa con este ribotipo, sin embargo encontramos que el



90% de los aislados estaban en un conglomerado lo cual es muy relevante y quiere
decir que son infecciones que se van transmitiendo dentro del hospital y también se
encontré un subgrupo de pacientes muy hipervirulentos resistentes a moxifloxacino,
resistentes a clindamicina que no eran lasb 01 pero que se comportaban como tal y
eran exactamente idénticas y con esto se concluye que nuestros datos muestran
una tasa de EACD dentro de los rangos observados en situaciones no epidémicas
con una tasa baja de complicaciones, ademas observamos un grupo heterogéneo
de cepas de Clostridium difficile, con algunos subgrupos endémicos lo que enfatiza
la importancia de reforzar los programas de prevencion y de control de infecciones
dentro de un hospital, uno de estos subgrupos tuvo caracteristicas moleculares y
fenotipicas idénticas a la cepa NAP1/B1/027, pero con un ribotipo distinto.

El Dr. Ponce hace mencion en particular de que fue lo mas importante de este
trabajo y enuncia lo siguiente:

e Aunque se observaron asociaciones entre algunas de las caracteristicas de
Clostridium difficile con desarrollo de enfermedad y gravedad, seguramente
el curso clinico en el paciente es el resultado de la interaccion de diversos
factores del hospedero, algunas caracteristicas de la bacteria y el ambiente
hospitalario, por ello, resulta la necesidad de hacer diagndstico oportuno de
EACD complementando la determinacion de toxina A/B con el cultivo para
evitar la expansion de éste microorganismo que siga en expansion, muchas
gracias.



Comentario al Trabajo de Ingreso
Ponente: Dr. Juan Calva Mercado
Simposio: Trabajo de Ingreso
Coordinador:

Sesién: Sesion Ordinaria

Sede: Auditorio de la Academia Nacional de Medicina

El Dr. Mansilla pide al Dr. Juan Pablo Calva Mercado pase al estrado a discutir y
dar su opinidn sobre el trabajo de ingreso.

El Dr. Mercado agradece al Dr. Mancilla y comienza con el tema.

Las enfermedades infecciosas suelen mostrarnos facetas muy interesantes, y mas
gue eso, apasionantes, y en esta ocasion me voy a referir a dos de estas facetas,
una es la epidemiologia de cada una de las enfermedades infecciosas “sue” y mas
para una enfermedad que es diferente segun la regidén geografica y la temporalidad,
esto determinado en buena parte por la asombrosa plasticidad de los
microorganismos Yy por las siempre cambiantes conductas humanas, la otra arista
apasionante de las enfermedades infecciones es la creciente concepcién de que
estas son fendmenos mas complejos de lo que se suponiamos, la idea de que la
enfermedad no es mas que la transmision y adquisicion de un germen patégeno es
cada vez mas obsoleta, ahora necesitamos superar esta vision simplista de la
relacion microbio humano, la enfermedad infecciosa en realidad es un accidente en
donde se requiere ademas de la presencia del microorganismo la conjuncion de
varias circunstancias en las que los hospedero y el micro ambiente juegan un papel
fundamental, el trabajo que nos acaba de mostrar el Dr. Alfredo Ponce de Leodn es
una pieza mas de evidencia de que la colitis asociada a Clostridium difficile tiene
distintas epidemiologias asi como la complejidad de la patogenia de la enfermedad.
En los primeros afios del presente siglo se reporté una pandemia de infecciones por
Clostridium difficile que inicio en los Estados Unidos y que pronto se disemino a
Canada y Europa y llego hasta Corea del Sur y Australia, lo alarmante de esta
epidemia fue que la incidencia de infecciones por Clostridium difficile se duplicd y la
mortalidad se incrementd 10 veces y lo interesante fue que este cambio
epidemioldgico se asocidé a una transformacién genotipica y fenotipica de la bacteria
asi la sepipidemica mostro ser Unica y se clasifico como un ribotipo 027 y diferente
a las conocidas hasta entonces, es decir diferente a los aislamientos endémicos , lo
diferente fue que esta sepa epidémica mostro ser mas virulenta y con mayor
capacidad de transmisibilidad, es decir se tornd una bacteria con mayor produccién
y potencia de las toxinas con mas capacidad de esporulacion, la produccion de una
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tercera toxina, la toxina binaria que se piensa que ayuda a la colonizacién intestinal
y con mayor resistencia a los antibidticos y a los desinfectantes, de manera
interesante en el estudio que acabamos de escuchar que fue realizado en pacientes
atendidos en un Instituto Nacional de salud de la Ciudad de México ninguno de los
aislamientos de Clostridium Difficile se identificO como perteneciente a esta cepa
epidémica he hipervirulenta mas aun la caracterizacion genotipica de la mayoria de
los aislamientos reveld una diversidad de cepas y de linajes que apuntan a que al
menos en este hospital y en la época del estudio las infecciones intestinales por
Clostridium Difficile ocurrieron con un comportamiento endémico, tal parece que en
nuestro medio no ha ocurrido una epidemia como la que ya mencioné en otras
regiones del mundo,¢, por qué nuestra epidemiologia es diferente a la de los paises
altamente industrializados, ¢,es una pregunta por contestarse que nos deja el trabajo
del Dr. Ponce de Ledn, otro aspecto a resaltar de este estudio es el hallazgo de
aislamientos de Clostridium difficile con los factores de virulencia que define a una
cepa como hipervirulenta y sin embargo no pertenecieron a la cepa prototipo es
decir al ribotipo 027 y esto nos lleva a replantar justamente la pertinencia de la
definicion de hipervirulencia basado Unicamente en el estudio convencional de
ribotificacion, hay que buscar otros marcadores moleculares de hipervirulencia que
nos resultan mas precisos y sobre todo Utiles de la practica clinica pasando a otra
arista la nueva concepcion es que la infeccion por Clostridium Difficile es tan solo el
final de una cadena de eventos en realidad inicia con la ruptura de la llamada
“resistencia a la colonicacién” es decir ahora entendemos que la microbiota nativa
intestinal es un mecanismo de homeostasis al impedir la colonizacién y el
crecimiento de microbios patégenos en el tubo digestivo como es el caso de
Clostridium difficile asi tal parece que el futuro de la prevencion y el tratamiento de
la colitis por este germen incluira intervenciones encaminadas a la restructuracion y
el buen funcionamiento del microbioma humano, como buen trabajo cientifico el del
Dr. Ponce de Ledn no solo contesta preguntas si no que apunta hacia nuevas rutas
de investigacién a seguir, nuevas venidas como el estudio del microbioma y del
metaboloma gastrointestinal para el mejor entendimiento de los mecanismos de
dafio en esta peligrosa danza entre el microbio y el ser humano. Muchas gracias.



Introduccion

Ponente: Dr. Gerardo Gamba Ayala

Simposio: Nuevos valores e investigacion en el INCMNSZ
Coordinador: Dr. Gerardo Gamba Ayala

Sesioén: Sesion Conjunta con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran

Sede: Auditorio de la Academia Nacional de Medicina

El Dr. Mansilla pide al Dr. Gerardo Gamboa Ayala coordine la sesién conjunta.

El Dr. Gamboa agradece a la ANM por mantener esta sesion conjunta con el
Instituto de Nutricion.

El Dr. Gamboa refiere que quiso utilizar el tiempo para presentar nuevas lineas y
sobre todo nuevos valores de investigacidon que se tienen en el Instituto, a
continuacién tendremos cinco diferentes presentaciones impartidas por diferentes
investigadores del Instituto como primer lugar tenemos al Dr. Alfredo Ulloa quien
presentara sobre el tema de la red de apoyo a la Investigacion, después tenemos
una heterogeneidad de trabajo donde el Dr. Cripsin hablara sobre la expresion
deficiente de esta proteina en la generacién de Lupus Eritematoso generalizado, la
Dra. Lilia Noriega del departamento de fisiologia de la Nutricion, hablara sobre un
nuevo grupo de proteinas de interés creciente que se llaman sirtuinas,
posteriormente el Dr. Chiquete hablara sobre los trabajos que ha venido haciendo
en el departamento de Neurologia sobre la enfermedad neurovascular y al final la
Dra. Maria Castafieda nos hablara sobre un aspecto molecular que tiene que ver
con la generacion de la hipertension arterial.

El Dr. Gamboa resalta lo nuevos investigadores que tiene el Instituto y resalta el alto
nivel de preparacion de los investigadores que estan llegando a la Institucion con la
intencion principalmente de que la gente joven que esta aqui y en linea vea el nivel
de preparacion que se esta teniendo hoy en dia para lograr instalarse como un
investigador en Instituciones como los Institutos Nacionales de Salud.

El Dr. Gerardo Gamboa presenta a todos los ponentes, no presenta al Dr. Ulloa ya
gue él no es un nuevo valor mas que eso es un Investigador ampliamente conocido
y reconocido tanto a nivel nacional como a nivel internacional, el Dr. José Carlos
Crispin que es miembro del nivel Il del SIN, él estudio medicina y después realiz6
una residencia de Ml y reumatologia en el Instituto, al mismo tiempo realizo el
doctorado en Ciencias Biomédicas y se fue algunos afios a la Universidad de
Harvard en el Hospital Beth Israel para realizar un pos doctorado, la Dra. Lilia
Guadalupe Noriega es quimica farmacobiologa de la universidad de San Luis
Potosi, realizé un doctorado en Biomedicina molecular en el CINVESTAV y después
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se fue varios afios a Europa en donde realizé dos pos doctorados, el Dr. Erwin
Chiquete es médico cirujano por la Universidad de Guadalajara y el empezé sus
posgrados de la manera inversa, primero hizo un doctorado en biologia molecular
en medicina ahi en la universidad de Guadalajara, después hizo la residencia en Ml
en la misma universidad y posteriormente fue al Instituto de Nutricion para realizar
la especialidad de Neurologia Clinica, finalmente la Dra. Maria Castafieda ella es
Lic. En investigacion biomédica basica del Instituto de Investigaciones biomédicas
de la UNAM, al término de su licenciatura realiz6 un doctorado en ciencias
bioquimicas también en la UNAM y posteriormente estuvo un par de afos en el
departamento de genética de Yale en la escuela de medicina y recién llego a
incorporarse al instituto como investigadora, ellos son investigadores jovenes con
gran nivel de preparacion que podran concertar en el momento en que vean el nivel
de trabajo que les van a presentar.

Lared de apoyo a la investigacién

Ponente: Dr. Alfredo Ulloa Aguirre

Simposio: Nuevos valores e investigacion en el INCMNSZ
Coordinador: Dr. Gerardo Gamba Ayala

Sesidn: Sesion Conjunta con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran

Sede: Auditorio de la Academia Nacional de Medicina

El Dr. Ulloa agradece al Dr. Gamboa por la invitacion, gracias por darme estos
minutos para comentarles de algo muy novedoso que se llama red de apoyo a la
investigacion y que es un proyecto muy ambicioso de reciente creacion, la red de
apoyo a la investigacion, es un espacio de servicio de alta tecnologia y de
investigacion multidisciplinaria y tiene como objetivos el ofrecer servicios de
procesamiento de muestras de asesoria en alta tecnologia y estadistica y
bioinformética a investigadores clinicos y a investigadores biomédicos a promover
y desarrollar investigacion en multidisciplinaria en biomédica y clinica, facilitar la
interaccién entre los investigadores que pertenecen al consorcio red de apoyo a la
investigacion asi como formar recursos humanos en el manejo de la tecnologia de
alta tecnologia.
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¢, Qué instituciones conforman la RAI?

Pues el Instituto Nacional de Ciencias Médicas, el Instituto Nacional de Medicina
Genomica, la Universidad Nacional Autobnoma de México a traves de la coordinacion
de la Investigacion Cientifica y de todo lo que representa al Subsistema de la
Coordinacion de la Investigacion Cientifica, el Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez y el Instituto Nacional de Cancerologia, todas estas Instituciones
forma el consorcio que se llama red de apoyo a la Investigacion, la UNAM es parte
medular en este consorcio y que es la responsable de proveer a los investigadores
y a los técnicos académicos que manejan la red de apoyo incluyendo el Director
Cientifico en esta participan también los institutos del consorcio en proveer de
investigadores, comisionados altamente calificados a la red, y pues los laboratorios
gue componen la red de apoyo a la investigacion la RAI esta ubicada en el segundo
piso del edificio de radio-oncologia de INCMNSZ, tiene una superficie de 650 m2,
esta constituido por 7 laboratorios y unidades, un laboratorio de Investigacion y un
area administrativa que alberga a los investigadores y a los técnicos académicos y
estudiantes que trabajamos aqui, se muestra un plano de lo que es la RAI, en la
parte inferior esta gendmica, laboratorio de cultivo celular, laboratorio de biologia
molecular, la estacion robotizada, el area de centrifugas, citbmetria de flujo y
protedmica, la parte de administracion y siguiendo de arriba tenemos el cuarto de
congeladores, microscopia y finalmente el laboratorio abierto , la inversiéon total
aproximadamente es de $140,000,000.00 de pesos que fueron otorgados por
diferentes fundaciones incluyendo la Fundacion Rio Arronte, BANAMEX, Seguro
Popular, etc. Para proveer el equipo que se ve que esta compuesto por diferentes
plataformas incluyendo la plataforma ilumina para los equipos de secuenciacion de
una nueva generacion la plataforma Applied Biosystems para biologia molecular y
secuenciacion capilar, la parte de microscopia que es con excepcién de doce
microscopios de epifluorescencia marca Leica es Zeiss y esta parte de microscopia
gue es bastante robusta, el equipo se encuentra en el Instituto Nacional de
Cancerologia que es parte del consorcio de la red de apoyo a la Investigacion,
tenemos diferentes plataformas en protedmica entre las que se encuentran Agilent
para el espectometro de masas liquido que estamos instalando en el segundo piso
de la red de apoyo y el 3er piso del edificio de radioncologia, preoteémica también
incluye un equipo maravilloso de resonancia y Plasmon de superficie que es el
Biacore T200, en pocas palabras esta es una super unidad que provee servicios de
alta tecnologia y que permite dar ese brinco a las omics que tanto nos hace falta en
México y que ya es parte practicamente de la Investigaciéon biomédica y clinica
contemporanea, actualmente quien constituye el personal son 15 miembro del staff,
gue son investigadores de tiempo completo de la universidad, técnicos, académicos
y dos investigadoras que estan comisionadas, una genomista y una inmunéloga.
Les voy a describir el mena de servicios y lo que hacen al menos tres de los
laboratorios de la red.

El servicio de gendmica que tiene plataforma ilumina, un equipo de HiSeq 2500 y
un Miseq, es el ultimo grito de la moda en secuenciacion de nueva generacion,



ademas de equipo chico preparativo que es necesario para hacer una serie de
estudios que incluyen obviamente genoma completo, exoma, transcriptoma,
practicamente se hacen el menu de los servicios que se hacen en nueva generacion
son los menos que encontramos en cualquier parte del mundo que tiene este
equipo, no hacemos micro arreglos porque un socio del consorcio que es el Instituto
de Medicina Genomica tiene el equipo de micro arreglos, muy ligado al laboratorio
de gendmica, esta el laboratorio de Bioinformatica, la Unidad de Bioestadistica y
Biologia computacional que hace toda esta serie de examenes de los datos que
provienen del laboratorio de gendémica pero ya préximamente en el afio que entra
del laboratorio de proteGmica particularmente del espectdémetro de masas liquido
contamos con gente entrenada en bioinformética que hace los analisis primarios
como parte de los estudios de genémica y ademas si se requiere de otro tipo de
analisis también los pueden llevar a cabo, ellos y la reciente incorporacion de una
gente que se dedica exclusivamente a biologia de sistemas que esta comisionado
por la RAI en el Instituto de Medicina Gendmica, la Unidad de Metabdlica y
proteémica en donde uno de los equipos de los cuales estamos muy orgullosos y
gue se esta ya empezando a hacer uso de estos hay pocos equipos en México debe
haber 3 plasmones de superficie al igual que el Hi Seq 2500, hay Unicamente 3
equipos en México, este es un equipo maravilloso que permite estudiar interaccion
proteina-proteina y obtener una serie de parametros esenciales para los que
estudian, por ejemplo, especificidad de anticuerpos monoclonales, glicosilacion de
proteinas, etc. Y parte del equipo que es el cromatografo de gases con su espectro
de masas y ademas el espectometro de masas liquido que como les comente se
obtuvo a través del financiamiento de la infraestructura del consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia y estos son los procedimientos que pueden hacerse en el
laboratorio de proteémica, en fin ha sido una presentacion breve, esta red espero
qgue les ayude a las compairiias externas no solo a las de iniciativa privada sino
también a agencias financiadoras para que tengamos un ahorro considerable en
inversion de recursos, un solo secuenciador de nueva generacion del HiSeq 2500,
su costo al precio del délar actual es mayor a 15 millones de pesos, el del
espectometro de masa es de aproximadamente 12 millones de pesos, en fin esto
va a redituar en un ahorro para compariias y agencias financiadoras y ademas le va
a dar al Investigador la oportunidad de a muy bajos precios hacer trabajos de
investigacién, de alta calidad y alta trascendencia, finalmente es importante
mencionar que la red de apoyo a la Investigacion es parte del programa especial de
apoyo a la Investigacion y a la docencia de la coordinacién de la Investigacion
cientifica a la cual también pertenece el nuevo centro de gendmica que esta en
Juriquilla.
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El Dr. Crispin agradece al Dr. Gamboa por la oportunidad de presentar su trabajo.

El Dr. Crispin habla de un proyecto que tiene en su laboratorio y que se centra en el
estudio de una fosfatasa de serinatreonina que se llama PP2A, PP2A es una
fosfatasa muy importante y muy bien conservada durante la evolucién que esta
involucrada en una gran cantidad de procesos celulares fundamentales, como
Apoptosis ciclo celular, vias de sefializacion y metabolismo, entonces como es
posible que una fosfatasa se encargue de tantos procesos diferentes, eso explica
por qué la fosfatasa PP2A como algunas otras de las fosfatasas de serinatreonina
esta formada por 3 unidades de las cuales dos de ellas que es la subunidad
estructural y la subunidad catalitica son dos proteinas muy bien conservadas que
estan presentes en todas las células pero para que funcione como una oloenzima
se acoplan a este heterodimero, una tercera proteina de la cual existen muchas
isoformas mas de 25, esta tercera proteina se llama subunidad reguladora y es de
la que vamos a hablar.

Al laboratorio le intereso trabajar con PP2A porque existen reportes que ligan
alteraciones en PP2A, alteraciones en su expresion y en su funcién a la presencia
de enfermedad autoinmune, en particular de lupus y hemos tenido o se han
publicado articulos donde se ha demostrado que la modulacion en la expresion de
PP2A en modelos murinos también causa alteraciones inmunolégicas, entonces
con esto en mente y tomando en cuenta que para entender la funcion PP2A es
fundamental entender cudl es la subunidad reguladora que esta asociada al efecto
biolégico que se esta viendo, se hizo un tamizaje en células T de pacientes con
lupus con el fin de ver si alguna de las isoformas reguladoras mostraba defectos en
la expresion y encontramos que esta subunidad B55 beta se expresaba ligeramente
menos en células T de pacientes con lupus tenia una disminucion de
aproximadamente 40% en su expresion en ese momento no se sabia cual era la
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funcién de esta proteina, el gen que la codifica se habia asociado a esta enfermedad
neurodegenerativa y entonces nos propusimos la tarea de investigar cual era la
funcién en células T y también de investigar si tenia alguna relacion con la
enfermedad con lupus, todos los datos que se van a presentar son hechos en
células humanas, en células TA activadas, la expresion de PP2A es baja pero que
se incrementa rapidamente cuando las células T se les quita interleucina 2 que es
un factor de crecimientos muy importante, esto de quitar la IL2 tiene como
consecuencia en células TA activadas que las células que desencadena apoptosis
pero otros estimulos que causan apoptosis por ejemplo el uso de anticuerpos
agonistas contra las que no tenian ningun efecto en PP2A.

Lo que se encontrd que las células recibian el transgen, estas células rapidamente
se desencadenaba apoptosis en ellas, entonces encontramos que teniamos una
proteina que se inducia en células T cuando los niveles de IL2 disminuian y que en
su expresion forzada inducia a apoptosis lo cual hacia la hipotesis obvia de que
quiza esta proteina estaba involucrada en que las células T detectaran los niveles
bajos de la IL2 y este fuera el desencadenante de apoptosis en ese contexto y eso
es muy importante porque el sistema inmune adaptativo de la manera en la que
funciona es que cuando existe estimulo los clones de linfocitos que son especificas
se expanden de una manera muy grande pero después se tienen que contraer otra
vez al término de esa respuesta inmune y esta contraccion es lo que permite que
la respuesta inmune termine y lo que evita que haya patologia asociada al sistema
inmune y esta contraccion se sabe que depende de que disminuya la abundancia
de IL2 y de otra citosinas, entonces se hizo la hip6tesis de que los defectos en la
induccion de B55 podrian contribuir a la patogénesis de enfermedades autoinmunes
como lupus.

El Dr. Crispin muestra una diapositiva de la manera en que se tomaban células T
aisladas en pacientes o de controles y se expandian durante 10 dias al cabo de los
cuales se les quitaba IL2 y se analizaba apoptosis, cuando se hacia esto en células
T de sujetos sanos rapidamente las células y de una manera homogénea morian
por apoptosis y cuando se hacia en pacientes con lupus se not6 que algunos de los
pacientes sus células tenian una cinética normal de induccion de apoptosis,
mientras que otros mostraban resistencia, lo que fue muy interesante aqui fue que
a excepcion de este paciente las células de los demas pacientes que tenian un
fenotipo resistente no inducian B55 cuando les quitabamos IL2 y esto parecia ser
un defecto especifico asociado a la deprivacion de IL2 porgue cuando iniciamos
apoptosis con FAS la cinética y la magnitud de la apoptosis era la misma en
pacientes sin control, entonces pues era muy interesante y queriamos saber como
era que B55 inducia apoptosis, entonces después de estudiar muchas vias de
sefalizacion nos dimos cuenta que las células T activadas tienen altos niveles de
defosfolidacion de esta equinaza que se llama AKT y que es una equinasa muy
importante para la supervivencia celular pero que tras la privacion de IL2 la
equinaza AKT se desfosforila completamente después de un retraso, esto no se



observa inmediatamente sino que se observa a partir de las cuatro horas y esta
cinética parece corresponder con la cinética de expresion de B55, entonces dado
gue B55 es una fosfatasa o una molécula reguladora de una fosfatasa quisimos
demostrar si acaso esta fosfatasa era la desfosforilaba AKt, entonces hicimos el
mismo experimento pero infectamos a las células con el antivirus que disminuia la
expresion de B55 y lo que notamos fue que a diferencia de las células normales
infectadas con lentivirus se encontré que después de retirarles IL2 disminuian la
fosforilacion de AKt , aquellas que estaban infectadas con un lentivirus que
disminuian la expresion de B55, la fosforilacion no disminuia esto es que las células
T que estaban activadas resistian a la deprivacion de IL2 y morian menos por
apoptosis y AKt se desfosforilaba menos.

En resumen la IL2 es una citosina muy importante para que las células T detecten
el ambiente en el que viven y cuando el tanque de IL2 esta lleno pues las células
tienen todo para seguir activas y sobrevivir, pero cuando la abundancia de IL2
disminuye se induce B55 y esto tiene como consecuencia la desfosforilacion de AKt
y la apoptosis, entonces esto es muy importante porgue este ciclo del sistema
inmune quiescente a expansion clonal, al sistema inmune quiescente otra vez
parece depender de B55beta porque parece que esta molécula es el sensor de la
escases de citosinas que desencadena la apoptosis.

El Dr. Crispin agradece a la gente que colabord con él en este proyecto y a todas
las agencias que los han apoyado incluyendo a CONACYT y a Nutricidbn que nos
han dado muy buena respuesta aqui en México.
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La Dra. Noriega agradece por la invitaciébn y comenta que en el departamento de
fisiologia de la Nutricién se han estudiado a los compuestos bioactivos como una
estrategia para el control de enfermedades asociadas con la nutricion como la
obesidad, la diabetes, enfermedades cardiovasculares como son las saponinas del
agave, la genisteina de la soya y el resveratrol presente en la piel de las uvas que
son el vino tinto, ademas esto ha permitido establecer mecanismos moleculares
gue se encuentran alterados durante estas enfermedades en el caso del resveratrol
se ha establecido como esta molécula a través de AMPK y STRT1 regula la
biogénesis mitocondrial, la homeostasis de glucosa y lipidos y también presenta
algunas actividades antitumorales.

A propésito en esta platica me voy a enfocar en SIRT1 que es un miembro de una
familia de proteinas conocida como sirtuinas las cuales regulan la actividad de
enzimas, factores de transcripcion e histonas a través de la desacetilacion, esta
reaccion es la remocion del grupo acetilo unido a la lisina de la proteina sustrato al
NAD, formando la proteina desacetilada la acetil-ADP-ribosa y nicotinamida,
ademas de la acetilacién ahora se sabe que también llevan a cabo otra reaccion,
esta familia tiene siete miembros que van desde SIRT 1 hasta SIRT7 que varian
dependiendo de su localizacion intracelular , tenemos unas en citoplasma otras
mitocondriales y algunas en el nucleo, algunas de ellas solo llevan a cabo una
reaccion y hay otras como el Caso de SIRT5 que llevan a cabo varias de estas
reacciones en base a las proteinas que regulan, tenemos su posible utilidad
terapeutica SIRT1 ha sido la mas estudiada y por ejemplo a través de la regulacion
de P53, puede utilizarse como en el tratamiento del cancer, sin embargo también
hay muy poca informacion al respecto de algunas de ellas como es el caso de
SIRT6 y SIRT7, ampliar el conocimiento de las cituinas nos va a permitir expandir
su utilidad en el tratamiento de enfermedades en el departamento, hemos estudiado
a las sirtuinas abordando dos aspectos, el primero es como se regula la expresion
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y la actividad de ella y el otro cuales son las proteinas blanco y los procesos que
regulan , hasta ahora hemos estudiado como se regula la expresion de SIRT1 y
teniamos evidencia que la expresion de SIRT1 aumentaba durante el ayuno en
varios tejidos y un andlisis del promotor de esta proteina mostré elementos de
respuesta al factor de transcripcion CREB, interesantemente cuando cotrafectamos
el promotor SIRT1 con este factor de transcripcion vemos como se aumenta la
actividad del promotor y cuando detectamos los elementos de respuesta pues la
actividad se pierde y los elementos relevantes para esta regulacion sonel 2y el 4
ya que cuando los mutamos especificamente pues se pierde la induccion por CREB,
in vivo utilizando un adenovirus con una dominante negativo de CREB vemos como
la induccién que normalmente ejerce el ayuno se ve abatida.

Por el contrario cuando hay disponibilidad de nutrimentos como es el caso de
después de alimentarse la expresion de SIRT 1 disminuye importantemente en el
higado y uno de los factores de transcripcién que esta involucrado en la respuesta
cuando hay nutrimentos disponibles es CHREBP y cuando cotrafectamos el
promotor de SIRT1 y con este factor de transcripcion vemos como la actividad del
promotor disminuye y cuando eliminamos el elemento de respuesta la disminucién
se ve abatida cuando bloqueamos la actividad de CHREBP utilizando una RNA de
transferencia o en ratones deficientes de CHREBP podemos observar como la
expresion de SIRT1 se restablece, esto nos permitié publicar un articulo en el que
demostramos como la expresion de SIRT1 regula por disponibilidad de nutrimentos
a través de CHREB inhibe su expresion.

Con respecto al otro aspecto hemos estudiado cuales son las proteinas blancas de
regulacion de SIRT7, para ellos hemos utilizado una base de datos que se llana
genenetwork que fue generada con ayuda de una poblacion de referencia genética,
esta poblacion de referencia genética es un conjunto de cepas que se generaron a
partir de la cruza de dos cepas completamente diferentes como son la C57BL6 Y
DBA lo cual genero una heterogeneidad genética similar a la que existe en una
poblacién humana y asi de manera natural tenemos cepas que expresan niveles
muy bajos de ciertos transcriptos y cepas que expresan niveles elevados de ciertos
transcriptos, de cada una de estas cepas se colectaron tejidos y se hicieron micro
arreglos y se gener6 la base de datos, en esta base de datos analizamos los
transcriptos que se relaciona con el transcrito de SIRT7, encontramos que en
segundo lugar se encuentra el cotransportador SLC12a7, que transporta potasio y
cloro y es conocido como KCC4, KCC4 ha sido ampliamente estudiado por el grupo
del Dr. Gerardo Gamba y se sabe que regula la salida de estos dos iones
permitiendo la reabsorcién de sales pero ademas modula la secrecion de protones
manteniendo el balance acido base, la correlacion que observamos entre SIRT7 Y
KCC4 sugeria que pudiera haber alguna implicacién funcional, para ello lo primero
que evaluamos es determinar si KCC4 podria ser acetilada, cuando incubamos
ovocitos inyectados con KCC4 observamos que en presencia de un inhibidor de
acetilasas KCC4 se acetila importantemente y esto esta asociado con una



disminucién en la cantidad de proteina y una disminucion en su actividad, cuando
ponemos y sobre expresamos SIRT7 en este contexto podemos ver como el sobre
expresar SIRT7 aumenta la actividad de KCC4 y esto esta asociado con una mayor
cantidad de proteina en KCC4.

KCC4 se regula por la disminucién de PH, aqui podemos ver como cuando se
disminuye el PH aumenta la actividad de KCC4 y cuando sobre expresamos SIRT7
interesantemente la actividad de KCC4 aumenta independientemente del PH,
nosotros quisimos evaluar si la regulacion de PH estaba involucrado SIRT7 y para
ello inhibimos la actividad de SIRT7 con ayuda de un ...... y podemos observar
cuando no esta presente SIRT7 la actividad de KCC4 se bloquea y esto esta
asociado con una disminucion de la proteina, ahora como una proteina que esté en
el nucleo como es el SIRT7 puede regular a una proteina que esta en membrana
como es KCC4, interesantemente estas inmunofloresencias demuestran que en
condiciones normales SIRT7 esta presente en el nicleo pero ante un estrés como
es el de la acidosis SIRT7 migra y lo podemos encontrar en las membranas,
adicionalmente en ratones deficientes de SIRT7 muestran una disminucion en los
niveles de KCC4 vy una alteracion en los niveles de los electrolitos urinarios, esto
nos ayuda a poner en contexto a SIRT7 en el que ahora sabemos que durante estrés
como es la acidosis metabodlica SIRT7 sale del nucleo a la membrana para
desacetilar KCC4 y con ello modular la secrecion de protones y asi la acidosis
metabdlica, alguno de los otros cotransportadores que observamos que relacionaba
con SIRT7 encontramos al de &cidos biliares y sodio llamada NTCP1, este
transportador también se encuentra aumentado en el higado de ratones deficientes
de SIRT7, lo que quiere decir que SIRT7 puede estar implicado en la regulacion de
NTCP1, ademas de NTCP1 se sabe que se aumenta en el higado de ratones
hembra y curiosamente SIRT7 combate esta misma regulacion ya que aumenta en
el higado de los ratones hembra al igual que NTCP1, esto nos ha permitido generar
nuevas preguntas de investigacibn en las que nos encontramos trabajando
actualmente como cudél es el papel de SIRT7 en la homeostasis de los &cidos
biliares que tiene una gran relevancia ya que con ello podria regular el metabolismo
del colesterol y el gasto energético, ademas de que nos ayuda también a plantear
una hipotesis de como se regula la expresion de SIRT7 y esto podria ser a través
del receptor de estrégenos, apoyamos esta hipétesis en un analisis del promotor
........ y encontramos que existen elementos de respuesta al receptor de
estrégenos, tanto en el promotor en humanos como en ratones y en ratas.

La Dra. Noriega agradece a todos los que han participado en el desarrollo de estos
proyectos y a nuestros colaboradores en Suiza y al financiamiento del CONACYT.
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El Dr. Chiquete agradece la invitacion a la platica.

Después de hacer una breve introduccion vamos a hablar sobre los indices
tradicionales, luego los emergentes y algunas de las direcciones futuras que hemos
estado tomando ya en el departamento para esto.

Como sabemos la obesidad desde el punto de vista fisiopatolégico se define como
el exceso de grasa corporal y aunque existen diferentes métodos alguno mas
precisos que otros para determinar este exceso de adiposidad en la practica clinica
en realidad usamos métodos antropométricos indirectos de la grasa abdominal, la
grasa visceral probablemente sea la méas relacionada con los efectos deletéreos de
esta acumulacion de adiposidad debido a mediadores pro inflamatorios, algunos de
ellos que originan o precipitan la tero trombosis y algunas otras consecuencias
metabdlicas, esta grasa visceral la podemos medir de diferentes formas algunas de
ellas indirectas como es mediante la imagenologia por resonancia magnética en la
gue se puede semicuantitativamente determinar el contenido de la grasa abdominal
y con ello relacionarlo con diferente desenlaces cardiovasculares o biomarcadores,
el exceso de grasa visceral se ha relacionado con presion arterial sistolica elevada,
presion arterial diastolica elevada y glucemia.

Por supuesto actualmente el indice de masa corporal es el indicador antropométrico
de adiposidad general que no precisamente adiposidad regional que mas se usa en
clinica, sin embargo segun lo propusiera el mateméatico Belga Adolphe Quételet en
1832, en realidad el indice de masa corporal establece que la masa corporal se
incrementa proporcionalmente con la estatura en metros, Quételet solo queria
determinar que matematicamente habia una relacion entre la talla al cuadrado y la
masa corporal total, el indice de masa corporal como sabemos presenta un patron
de riesgo en “J” con respecto a diferentes desenlaces, entre ellos la mortalidad por
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cualquier causa, de tal forma que un indice de masa corporal disminuido o uno
excesivo aumenta el riesgo de muerte o algunos desenlaces cardiovasculares, esto
se ha podido determinar en diferentes poblaciones, incluyendo la poblacién
caucésica y consorcios han podido determinar que esto también es cierto en
diferentes grupos bioétnicos, por supuesto el exceso de adiposidad viene de un
balance energético positivo en el que el ingreso de energia basicamente ocurre por
alimentacion, el egreso o el gasto energético total debido al gasto energético que
se utiliza para la alimentacion que es para la energia que se utiliza para poder
absorber, asimilar, metabolizar los nutrimentos, el gasto energético basal establece
la funcién, digamos normal en reposo del individuo y el gasto energético derivado
de la actividad fisica que puede ser alrededor del 25% o hasta el 50% en deportistas
de alto rendimiento.

El balance energético positivo nos va a dar como consecuencia este exceso de
adiposidad y estos adipocitos cuando estan hipertrofiados o con hiperplasia
presentan un aumento en la secrecion de mediadores inflamatorios que lo que van
a hacer es a precipitar diversas consecuencias metabdlicas entre ellas la propia
hatera trombosis, sin embargo el viejo esquema de que el adipocito como 6rgano
endocrino secreta solo mediadores que le son perjudiciales al cuerpo, pue no es
cierto, el adipocito puede secretar mediadores que le son benéficos incluso a la
arteria como es la adiponectina pero el secreto esta en que este adipocito secreta
estos mediadores, cuando es pequefio no cuando esta hipertrofiado, estas
consecuencia tanto de estos mediadores pro inflamatorios como estos mediadores
benéficos para el cuerpo también se pueden manifestar en la forma de resistencia
a la insulina o una sensibilidad a la insulina digamos normal, cuando el adipocito es
pequefio sin embargo el indice de masa corporal como un indicador de adiposidad
no es perfecto es decir el IMC es un indicador mas de masa total que de adiposidad,
de tal forma que dos individuos con mismo peso y talla pero diferente composicion
corporal verificable con densitometria presentan diferente composicién corporal
aunque el mismo indice de masa corporal, el IMC sin embargo a nivel poblacional
es un marcador mas 0 menos Util porque la mayoria de las personas que
aumentamos de peso pues lo hacemos a expensas de adiposidad y no tanto de
masa muscular por eso bastante adecuado cuando hablamos de poblaciones pero
no paciente por paciente y otro de los problemas que tiene el indice de masa
corporal es que presenta una supuesta paradoja de la obesidad que es mas una
paradoja del IMC por no entender adecuadamente que es lo que expresa el IMC ,
gue expresa que el indice de masa corporal elevado aumenta el riesgo de ciertas
enfermedades entre ellas la enfermedad renal cronica, la enfermedad coronaria, la
enfermedad cerebro/vascular y otras insuficiencias organicas pero que cuando una
persona ya ha adquirido esta enfermedad tiene mayor probabilidad de subsistir si
tiene un IMC alto a esto le han llamado la paradoja de la obesidad y ha sido
peligrosamente mal interpretado como un efecto protector de la obesidad que no es
tal, de tal forma que por ejemplo en este caso pacientes que han sobrevivido a un
infarto del miocardio tienen mayores probabilidades de subsistir al afio que le sigue



, Si el indice de masa corporal es elevado y no asi si es disminuido, sin embargo
vamos a ver mas adelante, nosotros hemos podido determinar en el Instituto que no
se trata de la adiposidad si no de la masa magra que compone al propio IMC de
acuerdo a indices nuevos que hemos nosotros podido determinar en un analisis
mexicano en el que participamos con pacientes con fibrilacion auricular pudimos
determinar que efectivamente hay una aparente paradoja del IMC elevado en el que
los pacientes con un IMC mayor a 27 tienen mayores probabilidades de subsistir si
sobreviven a una fibrilacion auricular y durante el siguiente afio tienen una ventaja
aparentemente de supervivencia, incluso si nosotros ajustamos por variables de
bastante peso como la estenosis carotidea, la enfermedad renal crénica o el modo
de tratar la frecuencia, la fibrilacion auricular en estos pacientes aun ajustando por
variables de peso parece ser que el IMC mayor a 27 es protector por eso por
supuesto chocaba con nuestra ideologia de que la obesidad es nociva y por qué
entonces aqui resulta que aparentemente habia un efecto protector, por supuesto
no es la obesidad es el IMC elevado, pero entonces realmente es el IMC el Unico
indice de adiposidad sencillo que puede ser usado a nivel clinico y epidemioldgico
0 que otras evidencias existen en mexicanos y que alternativas antropomeétricas
podemos tener, uno de ellos muy importante es el perimetro abdominal que de
alguna manera indirectamente expresa la cantidad de grasa abdominal, subcutanea
y visceral que tienen los individuos y esta puede ser corregida un poco por la talla,
no es lo mismo un perimetro abdominal de 90 cm de una persona que mide 1.60 a
una que mide 1.80 o 2 metros x que sencillamente el perimetro abdominal es el que
tiende a cambiar con la edad y no la talla, después de alcanzar la etapa adulta por
lo tanto nosotros tratamos de probar el indice cintura talla para determinar cuél es
la probabilidad de subsistencia en las personas que sobreviven a un primer infarto
cerebral en su vida y en un afio encontramos un patrén de riesgo en “U” donde el
indice cintura talla bajo o muy elevado se asocia a una mayor probabilidad de morir
después de un infarto cerebral, entonces aqui aparentemente estabamos
equivocados pensando que efectivamente que el indice cintura talla mide
adecuadamente adiposidad entonces también cierto grado de adiposidad es
protector siempre y cuando este no sea excesivo, en este analisis factorial podemos
ver como cuando conjuntamos a los pacientes con un indice cintura talla o muy
pequefio o muy alto la probabilidad de subsistir disminuye con respecto a las
personas que tienen un indice cintura talla digamos normal, que no normalidad
estadistica algunos indices emergentes que han sido derivados tanto para la
prediccion de adiposidad como para la distincion de la contribucion de la masa grasa
con la masa magra son los siguientes:

indice de adiposidad: este indice es bastante simple lo Gnico que necesitamos es el
peso Yy la talla y con ellos es posible determinar la grasa corporal que tiene un
individuo por ejemplo con casi un estandar de oro que es la densitometria, este
mismo indice ya ha sido validado en otras poblaciones de manera interesante y
nosotros lo hemos estado probando con nuestras bases de datos de pacientes con
infarto cerebral a nivel Latinoamérica, el Instituto como tal es lider en este sentido a



nivel Latinoamérica en diferentes consorcios de Investigacion que estamos
realizando sin embargo nuestras propuestas son que no tenemos un indice que
mida la masa magra y esto es importante porque diferentes enfermedades por
supuesto entre ellas enfermedades cardiovasculares y neurolégicas donde el
problema es el descenso de la masa magray no tanto el cambio de la masa adiposa,
el Lean Wright Index o el indice de masa magra que nosotros disefiamos en 2011
mide o estima de manera indirecta la cantidad de masa magra principalmente el
musculo, pero no es el tnico tejido magro que hay en el cuerpo y el indice de masa
abdominal que lo que nos indica indirectamente es la adiposidad sobre todo la
central, estos indices han sido derivados en sujetos sanos y los hemos probado en
mexicanos y latinoamericanos en diferentes contextos sobre todo en infarto
cerebral, infarto del miocardio y algunos que tienen riesgo cardiovascular mayor.

Por ejemplo aqui podemos ver que el area bajo la curva parala........ Es muy similar
al indice cintura talla pero el Unico indice que se separa que es completamente
distinto de todos los demas para predecir masa magra es el Lean Wey Index el Gnico
gue realmente puede predecir eso y no hay ningln otro que sepamos que este
publicado que solo necesite circunferencia de cintura, peso y talla algunos de ellos
han sido derivado por ejemplo con densitometria pero este es el Unico hasta donde
sabemos que solo necesita indices antropométricos muy facilmente de calcular.

A un afios en Mexicanos con infarto cerebral las personas que tienen un indice de
masa magra menor a 40 tienen menores probabilidades de subsistencia o tienen
mayores probabilidades de que ocurra una muerte hospitalizacion o un nuevo infarto
cerebral aun ajustando por variables de peso como son la edad o la escala de los
Institutos Nacionales de salud de los estados unidos que es una escala de severidad
del infarto cerebral, en latinoamericanos se ve aqui la mayor probabilidad de muerte
ocurre en las personas con un indice de masa magra menor a 40 y vean como
ustedes conforme mas una masa magra hay menos probabilidades de muerte hay
a 4 afios lo mismo aqui para el caso de una mayor probabilidad de muerte, infarto
al miocardio o nuevo infarto cerebral, este indice de distribucion de la grasa corporal
lo publicamos en espafiol y asi es como se calcula y lo que predice es grasa
corporal mejor que el IMC, el indice de cintura cadera o la circunferencia de cintura
y nos correlaciona bastante bien con la cantidad de grasa intrabdominal como
podemos ver aqui con el area bajo la curva para la prediccion de personas con mas
de un 20% de grasa corporal o bien con un perimetro abdominal nocivo lo que
estamos haciendo ahora es una relacibn de estos indices con marcadores
bioquimicos tradicionales de riesgo en enfermedad cardiovascular, prediccion de
diabetes y eventos cardiovasculares en pacientes en riesgo y en poblacién general,
prediccion de diabetes en sujetos en riesgo y desempefio de estos indices en
individuos con la encestaria amerindia que por supuesto es una preocupacion
muchas gracias.
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La Dra. Castafieda agradece la oportunidad de venir a platicarles sobre la
investigacion que se esta realizando en la Unidad de Fisiologia renal molecular.

Mi presentacion se titula regulacion de la actividad de la cinasa WNK4 productora
de la hipertension arterial.

Quiero empezar hablando de quien es WINK4 y por qué estudiamos su relacion con
la presion arterial, WNK4 es una cinasa que se expresa en varios tejido y el rifion
es uno de los 6rganos en que la expresién es mas abundante su relacion con la
presion arterial se empezd a estudiar ya hace mas de 10 afios a partir de que el
grupo del Dr. Richard Lifton en la universidad de Jan describié que mutaciones es
el gran gen que codifica para esta cinasa son causantes de un sindrome llamado
pseudohipoaldosteronismo tipo Il o PHA22 en el cual los pacientes presentan entre
otras muchas alteraciones hipertension arterial, ademas se describié que las
mutaciones PHA2 en WNK4 ocurren un una region muy especifica de la cinasa a la
cual llamamos el dominio acidico debido a la alta densidad de aminoacidos con
carga negativa presentes en esta zona de la proteina.

Hoy en dia sabemos que el dominio acidico de WNK4 es importante para la
infraccion o es el sitio de interaccion con otra proteina que se llama KELLS3 que
forma parte de un complejo que esta representado en esta caricatura que tiene
actividad “euriquiligasa” en condiciones normales el complejo promueve la
degradacion de WNK4 regulando asi los niveles de expresion de la cinasa, sin
embargo en pacientes con PHA2 las mutaciones en WNK4 impiden la interaccion
con el complejo lo que disminuye la taza de degradaciéon de la cinasa y esto a su
vez promueve sobre expresion de WNK4.
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Sabemos también que una de las consecuencias mas importantes de la sobre
expresion de WNK4 es la sobre activacion del NCC que es el cotransportador de
sodio y cloruro sensible a tiazidas que se expresa de manera especifica en la
membrana apical de este pequeiio segmento de la nefrona que conocemos como
tublo contorneado distal, la sobre activacion de NCC es en gran parte responsable
de las alteraciones observadas en el PHA2 y evidencias claras de esto son por
ejemplo que la inactivacion genética del NCC en humanos produce un sindrome
llamado sindrome de Guitelmal que es la imagen en espejo de PHA2, es decir en el
PHA2 que se produce por que el NCC no funciona se observa exactamente lo
opuesto a lo observado en el PHA2, la segunda es que los pacientes con PHA2
presentan alta sensibilidad al tratamiento con tiazidas y no solo la hipertension se
corrige si no también todas las demas alteraciones observadas y por ultimo que en
ratones PHAZ2 la actividad de NCC esta aumentada y la inhibicién de esta actividad
revierte el fenotipo, ahora por que la sobre expresion de WNK4 resuelta en la sobre
activacion del NCC, esto es porque WNK4 es parte de una via de sefializacion
intracelular implicada en la regulacién fisiolégica de la actividad del NCC vy las
mutaciones PHA2 alteran el funcionamiento de esta via WNK4 no regula de manera
directa al cotransportador si no que WNK4 se une y fosforila a la cinasa SPAK y
OSR1 que a su vez son los responsables de unirse y desfosforilar a NCC en el
extremo mino terminal y esta fosforilacion del transportador se traduce en su
activacion de tal forma que en el PHA2 en que la expresion de WNK4 esta
aumentada esta via esta mas activa y por lo tanto se observa un nivel basal de
actividad del NCC mayor, la actividad del NCC se regula por ejemplo ante cambios
en el volumen circulante hay cambios en ingesta de cloruro de sodio que son
situaciones en las que se requiere ajustar el nivel de excrecion urinaria de sal, una
de las maneras en las que el cuerpo logra esto es a través de las acciones del
sistema..... por ejemplo sabemos que la angiotensina Il promueve la fosforilacién
amino terminal y la transaclacion del NCC a la membrana pical y de esta manera
promueve su actividad, ademas sabemos que la cinasa WNK4 juega un papel clave
en la regulacién de NCC por angiotensina Il y esto lo demostramos en este articulo
gue publicamos con Investigacion realizado durante mi trabajo de doctorado en el
laboratorio del Dr. Gamba en el que observamos que en ratones silvestres se
observa un aumento en la fosforilacion amino terminal del NCC y un aumento en la
fosforilacion de SPAK ante la infusion de angiotensina I, mientras que en ratones
carentes de la cinasa WNK4 el aumenta en la fosforilacion de estas dos proteinas
ante la infusion de angiotensina Il no se produce.

Lo que voy a presentar a partir de este momento es parte de los resultados que
obtuve durante mi estancia pos-doctoral en el laboratorio del Dr. Lifston y ademas
es parte de un trabajo que estabamos continuando en el laboratorio lo que nos
propusimos fue estudiar con mas detalle los mecanismos de sefializacion
intracelular mediante los cuales la angiotensina Il modula la actividad del NCC a
través de la cinasa WNK4, para esto partimos del conocimiento de que la
angiotensina Il regula la reabsorcion renal de sodio a través de la activacion de los



receptores de tipo AT1 en las células del epitelio renal y la activacién del recepto
AT1 activa los mecanismos clasicos de sefializacion intracelular de un receptor
acoplados a proteina que involucra la activacion de proteina lipasa C que a su vez
se traduce en el aumento en la produccion de ....... El aumento en la concentracion
de calcio intracelular y la activacion de la proteina AC que es la principal efectora
de las respuestas celulares por lo tanto nos planteamos la hipétesis de que WNK4
fuera directamente un sustrato de fosforilacion por PKC , de esta hipotesis
encontramos en la secuencia de WNK4 cinco motivos que cumplen con la secuencia
consenso para la fosforilacion por PKC esto es la secuencia RRXCC y lo que se
muestra es la localizacién de estos cinco motivos como se puede ver don de ellos
se localizan en el extremos mino terminal de la proteina antes del dominio cinasa y
los tres restantes se localizan en el cargo oxiterminal muy cerca de otros motivos
funcionales importantes, ahora como acercamiento inicial decidimos transfretar a
células JEK y Q7 con WNK4 y estimulamos estas células con inhibidor especifico
de PKC BIM o con un activador de PKC un esterdeforgol indicado aqui como TPA
de los extractos proteina de estas células realizamos “westembloks” para medir el
grado de fosforilacion de WNK4 utilizando un anticuerpo que reconoce de manera
especifica a hepitopes RRXCC fosforilados y lo que observamos fue que ante la
activacion de PKC se produjo un aumento en la fosforilacion de WNK4 el cual se
previno en presencia del inhibidor de PKC por lo tanto concluimos que la activacion
de PKC en células en cultivo promueve la fosforilacion de WNK4 en motivos RRXCC
realizamos también ensayos inasimvitro en lo que coincubamos a las proteinas
recominantes puras alfa PKC y WNK4 y lo que observamos fue que en presencia
de PKC la fosforilacion de WNK4 en motivos RRXCC aument6 lo cual sugiere
fuertemente que WNK4 es un sustrato directo para la fosforilacion por PKC lo cual
sugiere fuertemente que WNK4 es un sustrato directo para fosforilacion por PKC
ademas incubamos células de angiotensina Il y medimos el grado de fosforilacion
de WNK4 y observamos que se produjo un aumento en la fosforilacion de WNK4
similar al observado con el activador de PKC y este aumento se previno en
presencia del inhibidor de PKC por lo que concluimos que en células el cultivo la
angiotensina Il tiene la capacidad de estimular la fosforilacibn de WNK4 y que este
efecto es dependiente de la activacion de PKC con la finalidad de determinar cuéales
de estos motivos RRXCC son efectivamente sitios de fosforilacion realizamos
ensayos de espectrometria de masas para la identificacion de péptidos fosforilados
y de esta manera logramos observar que al menos cuatro de los cinco motivos
RRXCC efectivamente se fosforila, generamos entonces fosfo anticuerpos sitio
especificos y después de realizar los ensayos necesarios para demostrar la
especificidad de estos anticuerpos los utilizamos para estudiar la dinamica de
fosforilacién de cada uno de estos sitios ante la estimulacién con angiotensina Il o
ante la activacion de PKC con el esteforgol y bueno lo que encontramos es que la
fosforilacién de los cinco sitios RRXCC aumenta ante cualquiera de estas dos
maniobras, los siguiente que nos propusimos fue el estudiar el impacto de la
fosforilacion de estos sitios sobre la funcion de WNK4 sobre la funcion de la cinasa
como indicador del nivel de actividad de WNK4 decidimos estudiar o medir el nivel



de fosforilacion de unos sustratos mejor conocidos que es la cinasa SPAK, se
observa que la fosforilacion de SPAK aumento ante la estimulacion con
angiotensina Il en células transfectadas con WNK4 silvestre, sin embargo en
células transfectadas con una mutante se WNK4 carente de los cinco sitios de
fosforilacion, este aumento la fosforilacion de SPAK ante la incubacion con
angiotensina Il no se observo lo cual sugiere que la fosforilacion de al menos uno
de los cinco sitios RRXCC esta intimamente relacionado con el grado de actividad
de WNKA4 con la finalidad de determinar cuél de estos sitios es el que esta implicado
en la regulacién de la actividad de WNK4 en celular tranfectadas con angiotensina
Il en células transfectadas con WNK4 y estimulada con angiotensina Il y
observamos que el nivel de actividad de WNK4 disminuyé de manera muy
importante con la mutacion S64A y con la mutacién S1169, 11962 y que casi
practicamente se abatié por completo en presencia de ambas mutaciones por lo que
concluimos que la serina 64 y la 1196 son dos sitios cuya fosforilacion es mas
relevante para la actividad de WNK4 finalmente decidimos estudiar la relevancia o
con el fin de evaluar la relevancia fisiolégica de esta fosforilacion de WNK4
realizamos experimentos en ratones a los que sometimos a dieta baja en sodio y a
tratamiento agudo con furosemida para lograr la activacion del sistema
renagiotensina y lo que observamos fue que en estos ratones se produjo un
aumento en la fosforilacion de la cinasa 64 y la serina 1196 que se acompafo del
aumento esperado en la fosforilacion del NCC y por ultimo con la finalidad de
estudiar en que segmentos de la nefrona se produjeron estos cambios realizamos
inmunofloresencia en las que observamos que se produjo un aumento por ejemplo
en la fosforilacion de la serina 64 especificamente en células o en tdbulos que
también son positivos para NCC es decir este aumento se produjo en el tubulo distal
lo cual va de acuerdo con la hipétesis de que este es un mecanismo importante
para la regulacion del NCC por angiotensina Il y ya para concluir el modelo que
proponemos en base en estos datos es que la estimulacibn del NCC por
angiotensina Il se debe a la activacion de receptores de tipo AT1 en las células del
tubulo contorneado distal y que al disociarse la proteina GalfaQ se produce la
activacion de la proteina PKC a través de los mecanismos clasicos de sefializacion,
la proteina encinasa C fosforila a WNK4 en residuos que son muy importantes para
su actividad que es la serina 64 y la serina 1196 y al activarse WNK4 promueve la
activacién de ..... que a su vez fosforilan al NCC y lo activan y finalmente quiero
agradecer a todos los miembro de la unidad de fisiologia renal del Instituto y en
particular al Dr. Gamba que ha sido bimentor desde ya hace muchos afios. Muchas
gracias.
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El Dr. Salamanca comenta que s6lo una presentacion de este nivel nos estimula
para hacer una reflexion acerca de cual es nuestro nivel en la competitividad
internacional, he estado reflexionando a lo largo de las presentaciones y quiero
felicitar al Dr. Gerardo Gamba por una excelente sesién que hemos disfrutado y me
parece muy importante llamar la atencion acerca de la presentacion que nos hizo e
Dr. Alfredo Ulloa porque la mayoria de ustedes lo identifica como un investigador
del Instituto Nacional de Nutricién y aqui esta David su director ex presidente de la
Academia pero tienen que saber que también fue distinguido investigador del
Instituto Mexicano del Seguro Social y que tuvo un apoyo para el desarrollo de su
linea de Investigacion y ahora nos presenta un programa muy ambicioso que
permite ofrecer una serie de redes con algunas Instituciones pero me parece que
para este momento el esfuerzo debe incluir a todas las Instituciones del sector salud
y las interesadas en desarrollar la Investigacion y en este campo en el pais y
déjenme hacer una memoria muy rapida de esto , con investigadores del Instituto
Nacional de la Nutricion, expresidente de la Academia también Rubén Liscar,
Salvador Armendariz, desafortunadamente ya fallecido organizamos el primer
simposio que se hizo en Latinoamérica con el patrocinio de esta Academia sobre el
proyecto del genoma humano del que estamos celebrando justamente a nivel
internacional un cuarto de siglo 25 afos y se hizo en el centro de Oaxtepec del
Instituto Mexicano del Seguro Social que fue nuestro anfitrién, fue muy exitoso
vinieron investigadores de frontera en ese momento y lo que quiero ahora poner 25
afos después es que estamos compitiendo con un proyecto ya no solo circunscrito
a Estados Unidos en donde el presidente Obama dijo y tiene el apoyo y nombro a
quien esta a cargo del desarrollo del proyecto la medicina de precision y nombro a
Francis Collins al frente de él, él remplaz6é a Watson en la jefatura de este proyecto
y lo que pretenden en Estados Unidos es hacer la secuenciacién de un milléon de
sujetos de la Unibn Americana como competimos nosotros como pais y ahora por
este ambito de la Academia que tiene que tener algo que decir enfrente de esto y
gue no es solo en Estados Unidos, ya China se apuntd y se apunt6 Japon, etc. Por
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gué no ampliamos esta visidn para hacer un programa integrativo que nos una a
todos como pretendimos entonces 4 afos antes de que Brasil, porque nosotros
hicimos la propuesta, hiciera un proyecto para hacer la secuenciacion de su parasito
fastidioso que acababa sus cultivos y acabaron haciendo centros nacionales, siete
de ellos que culminaron con una secuenciacion muy exitosa entonces que les
permiti6 desarrollar muchas lineas de Investigacion al futuro, porque ahora si
estamos en una oportunidad tan especial, esta aqui la Dra. Patricia en donde las
unidades de investigacion de los Institutos han sido muy exitosos, esta la
Universidad, esta la Academia Nacional de Medicina, porque no reflexionar acerca
de hacer un proyecto conjunto que de veras compita internacionalmente pero a muy
buen nivel, les voy a ensefiar respuestas muy parciales que ya no tienen la
trascendencia que tuvieron previamente, me parece importante reflexionar cuando
se acaba de sacar un numero de ...... que justamente en la portada que tiene la
medicina de precision y que lleva una consideracion internacional en donde no
podemos quedar marginados de un desarrollo como este y que siento que es una
oportunidad gracias a que se ha planteado aqui la posibilidad de que se haga un
desarrollo verdaderamente competitivo, celebro mucho la sesién pero quiero dejar
estos puntos de reflexion no para el futuro lejano sino para el futuro inmediato.

El Dr. Ulloa toma la palabra, efectivamente estamos entrando muy tarde a la alta
tecnologia y digo muy tarde porque yo mencionaba muy orgullosamente que hay
nada mas 3 “HISEQ” 2500 EN México cuando en otros lugares hay 100, en otros
paises hay 100 o mas en el caso de China o en ciudades como los angeles en
donde tienen la calidad de secuenciacion de nueva generacion el punto es que
siempre ha costado mucho trabajo Fabio, ese brinco a la alta tecnologia por lo que
la inversion requiere es esto y no solo la inversion en cuanto al equipo si no la
inversion en cuanto a su mantenimiento y demas que aproximadamente es un 10%
de la inversibn en el equipo que era una cantidad pues bastante importante,
nosotros requerimos 14 millones anuales solo para mantenimiento del equipo,
entonces esta idea que es muy innovadora para nuestro medio es como un
experimento, vamos a ver como funciona esta red pero no solo para promover estos
servicios de alta tecnologia sino también para promover la interaccién entre
investigadores que pertenezcan al consorcio y si este proyecto tiene éxito yo
contemplo el que no exista una red de apoyo a la investigacion si ni que existan 50
redes de apoyo a la Investigacion dentro del pais que permitan precisamente dar
ese brinco a la alta tecnologia, hay proyectos extraordinariamente buenos no solo
en los institutos nacionales de salud, en los institutos que pertenecen al subsistema
de la coordinacion de la Investigacion cientifica sino también en el Instituto Mexicano
del Seguro Social tuvo la oportunidad de trabajar muchisimo en la coordinacién
durante 12 afios y realmente en proyectos grandes, lo que necesitamos es tener
esa valentia de invertir de jugarnos el riesgo de invertir en alta tecnologia y que los
investigadores también sepan como hacer un buen uso de esa tecnologia para
hacer investigacion realmente de alta calidad.



Felicitaciones por el contenido de las platicas de esta noche, yo quisiera preguntar
si se estudié algo relativo a té verde o esta mencionado en compuestos activos
supongo que asi como estan mencionados pues debe haber alguna situacion
interesante respecto a tumores o malformaciones como diverticulos, y la otra seria
la grasa parda, se le puso atencion hace algunos tres afios también se tiene algun
comentario de la grasa parda.

La Dra. Noriega toma el micréfono y contesta, el té verde es rico en antioxidante y
bueno se ha visto que muchas de las alteraciones que se dan durante la obesidad
e incluso se debe también a un aumento de las especies reactivas del sistema,
entonces el dar este tipo de bebidas ricas en antioxidante pues mejora o previene
el dafio que se genera por las especies reactivas de oxigeno.

El Dr. Chiguete comenta que desde el punto de vista metabdlico tenemos tres tipos
de tejido adiposo, el blanco, el beige y el pardo, la grasa parda realmente es
practicamente inexistente en el adulto, la grasa beige es probablemente un poquito
mas frecuente, sin embargo los indices antropométricos tal como se definen
actualmente en realidad no ayudan a estimar la proporcién de esa grasa, entonces
mucho de lo que estimamos con estos indices pues asumimos que es el tejido
adiposo nocivo y no tanto el metabdlicamente mas activo y que ayuda a la pérdida
de peso como es la grasa beige y la parda desafortunadamente.

Sr. Vicepresidente: creo que hemos participado en una sesidén extraordinaria en
donde han desfilado una gama de talentos desde el trabajo de ingreso del Dr. Ponce
de Ledn pasando por el Dr. Efrén Ulloa que para mi es un investigador extraordinario
ya que el reane los dos extremos de conocimiento humano que van desde las
verdaderas ciencias hasta las bellas artes y tiene este tacto tan especial hasta de lo
que se presentd aqui en relacion al sistema nervioso central lo que se presentd
hipertension arterial sistémica, rifion, hablando de gentes que han estado o han sido
apoyadas por lideres de la investigacion como Gerardo Gamba, como Armando
Tovar, como Guillermo Garcia Ramos, todos ellos dirigidos por su director por David
Carsenobish, nos han traido una sesion que ha sublimado al espiritu, nada més una
palabra con relacion a la sesién en donde yo quisiera mencionarle a José Carlos
Crispin la importancia de las proteinas fosfatasas que son tres grupos muy
especificos y en los que yo mas que pensar en las interrupciones pensaria en
cuantas de calcio que estan entrando o estan saliendo de la célula y que estan
regulando al inhibidor de proteco 2 que es el que permite 0 no los mecanismos de
autofosforilacion que facilita o no los procesos de autofosforilacion no solamente
para el sistema inmunoldgico sino para practicamente todas las células del
organismo incluyendo el sistema nervioso central, la actividad de estas proteinas
fosfatasas depende mas que de otra cosa del flujo iénico de calcio y de la magnitud
de este influjo. Por otro lado solo mencionar y este es un recado para Armando
Tovar la capacidad que tiene la cirtuina | para inhibir la transcripcion aungue facilita
la expresion de promotor de pipiaralfasi, cual seria la repercusion a nivel lipidico en



un momento dado y preguntar también a la Dra. Castafieda, dejar una idea en
relacion a que es lo que pasa con los mecanismos de fosforilacion de la WNK4
realmente esta proteina presenta mecanismos de autofosforilacion o no y si es la
proteina encinaza tipo C la que le esta activando, que no intervendria a través del
mecanismo de convergencia y divergencia también la proteina encinaza tipo I, son
preguntas que me surgen, son trabajos muy interesantes, son trabajos que
muestran el talento de las gentes que conforman un Instituto extraordinario, gracias
y felicidades.

*El texto de esta ponencia se encuentra disponible en la pagina de la ANM



