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EDITORIAL

Terapias anticancer
Cancer therapies

Nelson Santiago Vispo

1 cdncer es el nombre que reciben un grupo de enferme-

dades que se caracterizan por el crecimiento descontro-

lado de tipos de células en especifico, las cuales pueden

progresar, expandirse e invadir distintos drganos, pro-
ceso conocido como metastasis. Estas células malignas pueden
producir diferentes efectos negativos en el organismo entre los
que se encuentra la muerte, siendo una de las primeras causas de
morbi-mortalidad en todo el mundo, con aproximadamente 14
millones de casos en el 2012. Este niimero se espera que aumente
en un 70 % en las proximas 2 décadas. !

En Ecuador segin GLOBOCAN 2012, un proyecto de la
Organizacién Mundial de la Salud, se estimé que, en ese ano, la
incidencia de cancer en hombres fue de 162 por 100.000 habitan-
tes, por encima de paises como Pert (140,9) o Venezuela (146,9),
pero por debajo de Brasil (231,6) o Cuba (250,8). > En el 2013,
se estima que se presentaron 134,9 casos de cancer en mujeres y
125,9 casos en hombres por cada 100.000 habitantes, segin pro-
yecciones del Registro Nacional de Tumores del Ecuador. *

Mis del treinta por ciento de las muertes por cincer pueden
prevenirse modificando los factores de riesgo conductuales y dieté-
ticos de la enfermedad entre los que se encuentra el habito de fumar,
un indice de masa corporal elevado, ingesta reducida de frutas y ver-
duras, falta de actividad fisica y consumo de alcohol. El consumo de
tabaco es el factor de riesgo mas importante con un 20 % de inci-
dencia en las muertes mundiales por cancer en general y un 70 % de
incidencia en las muertes por cancer de pulmon. *

La transformacién de una célula normal en cancerosa es un
proceso en el que intervienen diferentes factores, desde genéticos
hasta ambientales. Dentro de este tltimo podemos describir tres
categorias entre las que se encuentran los carcindgenos fisicos,
como las radiaciones ultravioletas de los rayos del sol, los carci-
ndgenos quimicos, como el humo del tabaco, y los carcindgenos
biolégicos como las infecciones causadas por determinadas bac-
terias, pardsitos y virus.

Los canceres asociados a infecciones de tipo virales como el
papiloma virus humano (PVH), la hepatitis B (VHB) y la hepati-
tis C (VHC) son las responsables de hasta un 20 % de las muertes
por cancer en los paises de ingresos bajos y medios, las cuales se
pudieran prevenir con el uso del condén. ° Las aflatoxinas son un
tipo de toxinas producidas por ciertos hongos en cultivos agrico-
las como el maiz, el mani o cacahuates, la semilla de algodén y los
frutos secos de cascara dura como las nueces. ¢

Con el desarrollo de las ciencias y el aumento de las esperan-
zas de vida en la poblacion mundial se trae aparejado un enveje-
cimiento de la poblacion, la cual se triplicara en la cantidad de
personas mayores de 80 afios entre los anos 2015 y 2050, llegando
a los 446.6 millones, contra los 126.4 millones del 2015. 7 El enve-
jecimiento de la poblacion es otro factor de riesgo en la aparicion
del cancer ya que la incidencia de la enfermedad aumenta con la
edad debido a la acumulacién de los factores de riesgo, entre los
que se encuentran los mecanismos de reparacion celular que van
perdiendo eficacia con el envejecimiento. ® Por los que los gobier-
nos de los paises deben tener estos factores en cuenta a la hora del
disefio de politicas de salud.

DOI. 10.21931/RB/2016.01.02.1

La detencion temprana del cancer, un diagndstico acertado
y un tratamiento efectivo son de ayuda esencial para incrementar
la sobrevida por cancer y la calidad de vida del paciente. Para la
industria farmacéutica el cancer es uno de los principales blancos
para el desarrollo de nuevos compuestos que ayuden a palear la
enfermedad. El diagnostico acertado y tempranos de las células tu-
morales es un paso fundamental para el tratamiento el cual puede
abarcar una o varias modalidades como la cirugia, la radioterapia
o la quimioterapia. Algunas de los tipos mds comunes de cancer
como el mamario, el cervicouterino, el bucal y el de prostata tienen
tasas de curacion elevadas si se detentan tempranamente.

Dos de las primeras lineas de combate terapéuticas utilizadas
en el tratamiento del cdncer son la quimioterapia y la radioterapia.
La quimioterapia consiste en la utilizacion de drogas que son di-
sefladas para eliminar las células cancerigenas. Una o mas drogas,
denominadas citotéxicas o antineoplésicas, son administradas por
via oral o intravenosa, las mismas actian sobre las células que se
estan dividiendo rapidamente, principal caracteristica de las célu-
las cancerigenas. Algunas células normales también se dividen de
forma rapida, como las del foliculo piloso o las del tracto digestivo,
las cuales son dafiadas también cuando se utiliza la quimioterapia
y estan entre los efectos colaterales de las mismas. Por su parte el
tratamiento de radioterapia se refiere a cuando se utilizan altas do-
sis de radiaciones que pasan a través de la piel a zonas especificas
donde se localiza el tumor, dafando el ADN de las células tumora-
les y la muerte de las mismas con efectos colaterales localizados. '°

La segunda linea para la eliminacion del cancer son las tera-
pias especificas dirigidas, que consisten en farmacos desarrollados
concretamente para eliminar este tipo de células y son el producto
del disefio racional de medicamentos. Entre los métodos que se
han desarrollado para el disefio de estas moléculas se encuentra el
de comparar las proteinas de las células cancerosas con las células
normales y en base a estas diferencias disefiar compuestos que sean
especificos contra los tumores. Uno de los principales blancos en
este sentido es la proteina del Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico Humano, HER-2. En este sentido se han desarrollado
anticuerpos monoclonales que bloquean la unién de su ligando, el
Factor de Crecimiento Epidérmico EGF al HER-2. Entre los princi-
pales medicamentos en el mercado que cumplen esta funcion estan
el trastuzumab (comercializado con la marca Herceptin® por Ro-
che) ' y el Nimotuzumab o CIMAher desarrollado por el Centro
de Inmunologia Molecular de la Habana, Cuba. '

Otra alternativa para la busqueda de nuevos blancos mole-
culares es determinar si las células cancerosas producen proteinas
con mutaciones que conducen al avance del cancer. Cuando se
logra identificar un blanco terapéutico en las células cancerigenas
el paso siguiente seria el disefio de una terapia que solo afecte a
este tipo de células frenando su crecimiento. Se han desarrollado
varias de estas terapias dirigidas que incluyen terapias de tipos
hormonales, moduladores de la expresion de genes, inductores e
inhibidores de la apoptosis, inhibidores de la angiogénesis, inmu-
noterapias y moléculas para transportar toxinas y ademas de los
inhibidores de transduccién de sefales en el interior de la célula.

Los Inhibidores de la traduccion de senales bloquean el
proceso por el que una célula responde a senales de su entorno.
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Investigaciones previas has sugerido que las fosforilacion de pro-
teina kinasa 2 es un evento bioquimico relacionado con la onco-
génesis en humanos. En las células tumorales derivadas del epi-
telio pulmonar y cervicouterino se han encontrado altos niveles
de actividad de la enzima casein kinasa CK2, que se asocian a la
transformacion maligna y comportamiento agresivo de las célu-
las. En este sentido se disend el péptido CIGB-300 en el CIGB de
la Habana para unirse directamente al dominio acido conservado
fosfoaceptor de los sustratos de CK2, y asi inhibir su actividad.

Los anticuerpos monoclonales son otras de las herramientas
farmacoldgicas mas utilizadas al dia de hoy en la lucha contra el
cancer con excelentes resultados clinicos, La estrategia de usar los
anticuerpos monoclonales para el tratamiento contra el cancer, fue
descrita a finales de los afios 70 con la promesa que podrian ser de-
sarrollados en las terapias que eran altamente especificas a las célu-
las cancerosas, matandoles con pocos o ningunos efectos secunda-
rios. Para varios tipos de cancer, los anticuerpos monoclonales han
ofrecido ya esta ventaja a los pacientes. Para otros tipos del cancer,
han proveido de un arma terapéutica adicional, pero con ventajas
mas pequefias y a veces nuevos efectos secundarios.

Los inhibidores de la angiogénesis es otro de los mecanis-
mos que se tratan de bloquear para inhibir el desarrollo tumoral.
Un suministro de sangre es necesario para que los tumores crez-
can mas de cierto tamaio, porque provee el oxigeno y nutrien-
tes que necesitan los tumores para un crecimiento continuo. Los
tratamientos que interfieren en este proceso angiogénicos tienen
como moléculas blancos interferir en la accién del Factor de Cre-
cimiento de Endotelio Vascular (VEGF), que estimula la forma-
cioén de nuevos vasos sanguineos hacia el tumor. **

Las vacunas contra el cancer es otra de las terapias alternati-
vas y se clasifican dentro de los productos biotecnoldgicos que se
conocen como modificadores de la respuesta bioldgica, ya que esti-
mulan la capacidad del sistema inmune para combatir infecciones.
Pueden ser de dos tipos, las preventivas o profilacticas que son las
que van a impedir en personas sanas que se desarrolle el tumor y
aqui contamos en el mercado las vacunas contra el Virus del Papi-
loma Humano (VPH), por sus subtipos de alto riesgo que pueden
causar cancer de cuello uterino, cancer de ano, cancer de orofaringe
y canceres de vagina, de vulva y de pene. Algunas vacunas estdn
aprobadas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) para prevenir la infeccién por VPH: Gardasil ® de Merck &
Co y Cervarix® comercializada por GlaxoSmithKline (GSK)

La infeccion cronica por el virus de la Hepatitis B puede con-
ducir a cancer de higado. La FDA ha aprobado muchas vacunas
que protegen contra la infeccion por el VHB. Dos vacunas, En-
gerix-B y Recombivax HB, protegen solo contra la infeccién por
VHB, al igual que Heberbiovac. ¢ En abril de 2010, la FDA apro-
bé la primera vacuna de tratamiento es manufacturada por Den-
dreon Corporation, y es una terapia celular personalizada que
funciona programando el sistema inmune de cada paciente para
estimular una respuesta inmunitaria a la fosfatasa acida prostatica
(PAP), un antigeno que se encuentra en la mayoria de las células
cancerosas de prostata. En estudios clinicos, sipuleucel-T aumen-
t6 cerca de cuatro meses la supervivencia de hombres con cierto
tipo de cancer metastatico de préstata. 7

El otro tipo de vacuna es la de tratamiento o terapéutica las
cuales tienen como objeto el tratamiento de un cancer existente
al reforzar la respuesta inmunitaria natural del cuerpo contra el
tumor. Las vacunas de tratamiento son una forma de inmunote-
rapia y entre ellas se encuentra CIMAvax EGF desarrollada en
Cuba '® para su uso en pacientes adultos con cancer de pulmén
de células no pequenas (CPCNP) en etapas IIIB/IV. La vacuna
se basa en la inmunoterapia activa; o sea, manipula la respuesta
inmune de un individuo para que genere sus propios anticuerpos
efectores (Acs) contra el EGF. ¥’

El mecanismo de senescencia celular es la interrupcion estable
de la proliferacion celular, donde ocurre una detencion del ciclo ce-
lular estable y se caracteriza por un metabolismo activo, la secreciéon
de factores inmunomoduladores y activacion de vias supresoras de
tumores. Este proceso se pone en marcha mediante distintos activa-
dores moleculares como oncogenes activados y un exceso de gene-
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raciones durante la division celular. Las células senescentes secretan
una combinacién de reguladores inflamatorios y estromales (el feno-
tipo secretor asociado a la senescencia) que influyen en el compor-
tamiento de las células cercanas, incluidas las inmunitarias. Existen
indicios sdlidos de que la senescencia celular es un mecanismo de
supresion tumoral potente. La comunidad cientifica sabe que ésta es
una fase irreversible de la vida de una célula, pero su intencion es
conocer este proceso en un mayor grado. La senescencia podria ser
una de las causas del envejecimiento que evoluciond para prevenir el
crecimiento descontrolado de células, lo que se conoce como cancer
y que sera evaluado a continuacion por el grupo del Dr. Gerardo Fer-
beyre de la Universidad de Montreal en el primer articulo de investi-
gacion de este nimero de la Revista Bionatura.
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Ecuador tiene condiciones favorables para fomentar el desarrollo de la investigacion clinica garantizar la seguridad de los participantes
y la calidad de la misma . El gobierno esté abierto para impulsar el desarrollo de la investigacion clinica que se enmarca en las priori-
dades nacionales y ha contribuido con importantes recursos para su promocion.

Palabras clave: ensayos clinicos, Ecuador

ABSTRACT

Ecuador has favorable conditions to encourage the development of clinical research ensuring the safety of participants and the quality
of it. The government is opened to boost the development of clinical research that is framed in national priorities and has contributed

with significant resources to promote it.

keywords. clinical trials, Ecuador

Introduction
Los principales elementos para desarrollar una infraestruc-
tura para investigacion en salud, segun el Global Health Research
Report 2000, son: a) infraestructura organizacional para el desa-
rrollo e implementacion de proyectos de investigacion, b) inves-
tigadores con experiencia y conocimiento en metodologia de la
investigacion; y c¢) regulacién y politicas del pais que enfaticen
la importancia de la investigacion clinica para mejorar la salud.!
1. Infraestructura institucional en Ecuador para el desarrol-
lo de proyectos de investigacion.
El Ministerio de Salud Publica del Ecuador, responsable de or-
ganizar y controlar los Comités de Etica de Investigacién en
Seres Humanos (CEISH), ha fomentado el fortalecimiento de
los CEISH generando, con énfasis desde el 2014: normativa,
capacitacion e inspecciones. Existen siete CEISH concentra-
dos en las dos principales ciudades de Ecuador: Quito y Gua-
yaquil. La ejecucion de ensayos clinicos se soporta en redes
de trabajo para coordinar sitios clinicos tanto de centros de
investigacion publicos y privados.
Ecuador cre6 en el ano 2012, la Agencia Nacional de Regula-
cion, Control y Vigilancia Sanitaria (Arcsa), quien autoriza la
ejecucion de ensayos clinicos en el pais, de los estudios que han
sido previamente aprobados por un comité de ética de investi-
gacion en seres humanos, CEISH.
Ecuador cuenta con: 1) instituciones estatales que regulan y
coordinan la investigacion en salud; 2) universidades con fa-
cultades de ciencias de la salud que promueven investigacion,
ya que politicas de gobierno condicionan la acreditacion de
las universidades a indicadores de investigacion; 3) empresas
publicas como Yachay, que estin empefiadas en desarrollar in-
vestigacion en salud; 4) un Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica en consolidacion; 5) una red de CEISH in-
dependientes, 6) centros de investigacion publicos y privados.
2. Investigadores con conocimiento y experiencia en metod-
ologias de investigacion en salud.
Ecuador increment6 en 3.6 veces mas, los investigadores vin-
culados a los institutos publicos de investigacién cientifica; la
inversion en proyectos de investigacion cientifica crecié de 3
519.067,50 ddlares en el 2007 a USD 32°341.544,97 en el 2013.2
En los dltimos afos se ha desarrollado el Proyecto Prometeo
como iniciativa del gobierno ecuatoriano, que busca fortale-

cer la investigacion, la docencia y la transferencia de cono-
cimientos en temas especializados, a través de la vinculacion
de investigadores extranjeros y ecuatorianos residentes en el
exterior.

3. Ecuador, regulaciones y politica para desarro llar inves-

tigacion en salud.

Ecuador, a través del Ministerio de Salud Publica, MSP, defi-
nié sus prioridades de investigacion en salud para el periodo
2013-2017, de manera participativa.®> Emiti6 en julio de 2014,
el Acuerdo 4889 del MSP, para promover la conformacion de
CEISH, y tiene en fase de validacién final la normativa sanita-
ria para aprobacion de ensayos clinicos con medicamentos, el
cual se espera emitir en el 2016. ARCSA toma como referencia
para la autorizacion de ensayos clinicos en el pais, instrumen-
tos internacionales como las Guias de Practica Clinica y la
Declaraciéon de Helsinki.
Ecuador presenta condiciones propicias para fomentar el desa-
rrollo de investigacion clinica que garantice la seguridad de los
participantes y la calidad de la investigacion. El gobierno tiene
apertura para fomentar el desarrollo de investigacion clinica
que esté enmarcada en las prioridades nacionales y ha contri-
buido con importantes recursos para fomentarla.
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ABSTRACT

Many tumorigenic stimuli trigger a protective cellular response known as cellular senescence, a stable cell cycle
arrest characterized by an active metabolism, secretion of immunomodulatory factors and activation of tumor
suppressor pathways. The senescence state depends on the continuous and aberrant activation of signalling pa-
thways. Senescent cells will remain non-dividing as long as this aberrant signalling is maintained. However, if these
signals are attenuated, senescent cells can escape form their dormant condition and dangerously progress into
tumor formation. Here we compare the transcriptome of oncogenic Ras-induced senescent cells with that of cells
that escaped from senescence after attenuation of the ERK/MAP kinase signaling pathway. We found that cells that
escaped from senescence express genes associated to genetic instability and display a highly aberrant karyotype.
These cells also express genes commonly altered in the cancer transcriptome of different tissues supporting the
idea of a common gene expression program that governs cancer cells. Bioinformatic analyses identified the trans-
cription factors most likely regulating the gene expression programs of senescent cells and cells that escape from
senescence. We propose a model of carcinogenesis where cells that escape from senescence provide a heteroge-
neous population of genetically unstable cells that can progress into malignant tumors.

Keywords: Senescent, tumor suppressor, immunity.

Muchos estimulos tumorigénicos desencadenan una respuesta celular protectora conocida como senescencia ce-
lular, la cual es una detencion estable del ciclo celular caracterizada por un metabolismo activo, la secrecién de
factores inmunomoduladores y la activacion de vias de supresién de tumores. El estado de senescencia depende de
la activacién continuay aberrante de las rutas de sefalizacién. Las células senescentes permaneceran sin dividirse el
tiempo que se mantiene esta sefalizacion aberrante. Sin embargo, si se atenuan estas sefales, las células senescen-
tes pueden escapar de su condicién inactiva y peligrosamente progresar a la formacién de tumores. Aqui compara-
mos el transcriptoma de las células senescentes oncogénicas inducidas por Ras, con el de las células que escaparon
de la senescencia después de la atenuacion de la via de sefalizacion de la quinasa / ERK MAP. Encontramos que las
células que escaparon de la senescencia expresan los genes asociados a la inestabilidad genética y muestran un
cariotipo altamente aberrante. Estas células también expresan genes cominmente alterados en el transcriptoma
de diferentes tejidos cancerigenos que apoyan la idea de un programa de expresién génica comun que regula las
células cancerosas. Los analisis bioinformaticos identificaron los factores de transcripcion mas probable que regulan
los programas de expresion génica de células senescentes y células que se escapan de la senescencia. Nosotros
proponemos un modelo de carcinogénesis donde las células que se escapan de la senescencia proporcionan una
poblaciéon heterogénea de células genéticamente inestables que pueden progresar en tumores malignos.

Palabras clave: senescencia, supresor de tumores, inmunidad.

Introduction

Cellular senescence is a tumor suppressor me-
chanism with the potential to permanently halt tumor
progression or recruit immunity effectors that eliminate
cells with the prospective to form malignant tumors."?
Senescent cells are present in premalignant lesions of
the prostate® * and the pancreas >° that usually progress
to malignant tumors. They are also abundant in benign
lesions that rarely become cancerous such as nevi
and benign prostatic hyperplasia. '*'* The events that
allow escaping from senescence in some lesions but not
in others remain to be established. Since senescence is
identified using a limited set of biomarkers it is plausi-
ble that senescent cells that can progress into cancers
while those that remain permanently arrested are two

distinctive cellular states. High levels of ERK kinases
activity can permanently impair cell proliferation and
they may define irreversible senescence. '

Mammary epithelial cells can spontaneously es-
cape from senescence * and this has been linked to a
downregulation of the ERK pathway.!! In a model of
Ras-induced senescence in human fibroblasts we pre-
viously reported that downregulation of ERK allows to
bypass senescence and in combination with expression
of telomerase leads to malignant transformation. '' Se-
veral studies have concluded that Ras-signaling throu-
gh the ERK kinases is important for transformation
and tumor progression."* However, in multiple tissues
the most malignant tumors have very low levels of ac-
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tivated ERK, thereby indicating a more complex relationship be-
tween these kinases and cancer.' To get insights into the process
of malignant transformation in cells that escape from senescence
we report here a transcriptome analysis of cancer cells obtained
after bypassing senescence by reducing ERK activity in compa-
rison with its premalignant senescent precursors that have very
high levels of activated ERK.

1
Methods

Cells, experimental cell biology, protein analysis and cyto-
genetics

Normal human diploid fibroblasts IMR90 were obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Cells
were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Wi-
sent, Montréal, QC) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Wisent) and 1% penicillin G/streptomycin sulfate (Wisent).
Retroviral gene transfer, senescence biomarkers, immunoblotting
and RNA purification were done as described previously."! Karyo-
typic analysis were performed by the cytogenetics platform of the
Quebec Leukemia Cell Bank (http://bclq.org/).

Microarray and bioinformatic analysis

Microarray analysis was performed on total RNA purified
from three independent samples of senescent cells or cells that es-
caped from senescence due to the expression of siERK2. We used
the service of Genome Québec Innovation Centre. Microarray
data files from triplicates of both conditions were analysed with
the FlexArray 1.6.3 software (http://genomequebec.mcgill.ca/
FlexArray) > using Affymetrix default analysis settings. Raw
data was deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus (GEO)
and are accessible through the accession number GSE33613.
Biological functions were analysed using the platform DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/) '® or Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) software. " GSEA computes a Normalized Enrichment
Score (NES) that reflects the degree to which a test gene set
is overrepresented in upregulated or downregulated genes of
another gene set. The significance of NES is mainly affected by
the False Discovery Rate (FDR; g-value). '” We considered sig-
nificant gene sets with a p-value < 0.05 and a g-value < 0.25.
To predict transcription factors regulating a particular set of
genes we used the Distant Regulatory Elements of Co-regulat-
ed genes (DIRE) web-based application. '®

1
Results

Global analysis of transcriptome changes in cells that escape
from Ras-induced senescence

To compare the senescent cells transcriptome with cells that
escape from senescence becoming malignant we first expressed
the human telomerase gene hTERT in normal diploid human
fibroblasts IMR90. Then, we introduced oncogenic Ras in these
cells and either a ShRNA control or a shRNA against ERK2 (Fig.
1A). Ras induced a strong senescence phenotype in cells with
shRNA control but cells where ERK2 was downregulated mas-
sively escaped from senescence and displayed a transformed
morphology (Fig. 1B). We then prepared total RNA from these
two cell populations and obtained their transcriptome profile by
microarray analysis using the service of Genome Québec (http://
gqinnovationcenter.com/index.aspx?l=e). A total of 1048 tran-
scripts with a fold change higher or equal to 2 and a p < 0.05 ac-
cording to a two-sample Student’s t-test were used for a bioinfor-
matics analysis with the DAVID platform (https://david.ncifcrf.
gov/). 16 As expected, cells that escaped from senescence express
high levels of genes annotated for functions such as the cell cycle
(p=5.0E-60), chromosome organization (p=9.0E-38), DNA repli-
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cation (p=5.5E-27), mitosis (p=1.4E-54), and DNA metabolism
(p=4.3E-22) (Fig. 1C). Since most of these genes are regulated
by RB/E2F complexes, their increase in cells that escape from se-
nescence suggest that they can efficiently disable the RB protein,
thereby releasing its inhibitory activity over the E2F transcrip-
tion factors. On the other hand, senescent cells expressed many
genes coding for proinflammatory (p= 3.6E-7) and secreted fac-
tors (p=6.1E-13) (Fig. 1D), which is a characteristic that has been
well documented in many other studies of the transcriptome of
senescent cells. '

Unexpectedly, senescent cells expressed a series of kerati-
nization genes clustered in chromosome 1q21 (Fig. 1D). They
include multiple late cornified envelope genes and several small
proline-rich proteins (Fig. 1E). These proteins form a cornified
envelope under the plasma membrane of differentiated keratino-
cytes and contribute to the barrier function of the skin.  Their
role in senescence remains to be investigated but the fact that p53
regulates their expression suggest that they may be part of the
overall tumor suppression functions of senescence.? Intriguingly,
other genes located at 1q21 were also upregulated in senescent
cells and they include CTSS, TUFT1, SMCP, S100AS8, IVL, HEP-
HLI, CRCT1, Clorf46 and the long non-coding RNA LINC00302.
The differential expression of these genes between senescent cells
and cells that escape senescence can be easily visualized using
the GEO2R program available at the GEO site containing our
microarray data. Our GEO accession number is GSE33613 and
one example for differential gene expression found with GEO2R
is shown for LINC00302 in Fig. 1E.

Gene set enrichment analysis of gene expression
changes that accompany senescence escape

A pathway controlling a particular cellular function is regu-
lated by multiple genes. Small changes in many of those genes can
have a strong effect on the final output but are ignored by only
considering genes with substantial changes in expression. To cir-
cumvent this problem, gene sets has been defined for multiple
biological categories. DAVID, the bioinformatics program used
above, uses gene sets as defined by the Gene Ontology project. This
method ignores genes that may play a role not yet discovered in
a biological process and is therefore biased. Gene set enrichment
analysis (GSEA) compares microarray data to gene sets defined by
previous microarrays studies. It thus determines whether members
of a gene set are enriched at the top or the bottom of the gene ex-
pression data. 7 GSEA considers all genes in the microarray data
without arbitrary cut-off based on fold change or significance.

We used GSEA to compare the transcriptome data from
both senescent cells induced by oncogenic Ras and cells that es-
caped from this senescence after inhibition of ERK by and shR-
NA. We found that several gene sets were significantly enriched
in Ras-induced senescent cells compared to cells that bypassed
senescence (Fig. 2). First, there was an overlap with the senescent
gene set defined by Fridman and Tainsky (77 genes) from mul-
tiple microarray studies # (Fig. 2A). Of note, previous data on
the transcriptome of senescent cells compared control cells with
senescent cells that were not treated to induce senescence. > We
rather compared senescent cells with cells expressing the same
stressor (oncogenic Ras) but which escaped from senescence,
thereby refining the senescence gene signature to 20 genes. This
list includes PEA-15, a gene that controls the localization of the
ERK kinases in senescent cells. 2 A set of these genes is highly
expressed in preneoplastic lesions of the prostate (Fig. 2B), which
is consistent with the concept that senescent cells constitute a ba-
rrier for tumor progression and form the bulk of preneoplastic
lesions. * 122426 Cell cycle and DNA repair genes were found
downregulated in senescent cells (Fig. 2C and 2D) in agreement
with previous studies showing that the retinoblastoma tumor su-
ppressor pathway repress the E2F transcription factors required
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for the expression of these genes. > Autophagy-dependent pro-
tein degradation was found to be highly active in senescent cells
% explaining the high expression of lysosomal genes observed in
our study (Fig. 2E). We also found significant overlap with a gene
set of cytokines (Fig. 2F) and a gene set of genes regulated by re-
active oxygen species (Fig. 2G). Senescent cells are characterized
by mitochondrial dysfunction and production of high levels of
reactive oxygen species explaining the induction of ROS-respon-
sive genes. * %

Cells that escape from senescence due to ERK downre-
gulation show a decreased expression of many genes in the set

shCTR ShERK

v R V R

H-RasV12 - e
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E
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KRAS.300_UP.V1_UP that contains genes upregulated in epi-
thelial cells expressing oncogenic KRAS (Fig. 3A). These genes
may represent the ERK-dependent targets of the KRAS signalling
pathway. Surprisingly, cells that escape senescence also upregu-
late many genes highly expressed in cells transformed by KRAS
(Fig. 3B) or genes that were downregulated by salirasib, a RAS
inhibitor (Fig. 3C). 3 Taken together, the results suggest that the
gene expression signature that underlies Ras-dependent transfor-
mation does not require high levels of ERK activation. It is also
intriguing that cells that escape from senescence express genes
linked to the adipogenic conversion of mouse fibroblasts 3T3-L1

H-RasV12 + shERK

[l Others

[] Keratinization

B secreted factors
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Ml Disulfide bonds
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[ inflammatory response
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Fig. 1. Changes in global gene expression patterns in human fibroblasts that escape from senescence. (A) Immunoblots for the indicated proteins
in IMR90 cells expressing oncogenic Ras (R) or a vector control (V) and either an shRNA control (shCTR) or an shRNA targeting ERK2 (shERK). (B)
Senescence-associated -galactosidase of IMRI0 cells expressing the indicated vectors. The percentage and standard deviation of SA-b-Gal positive
cells is indicated in each panel. (C and D) Bioinformatics analysis of gene expression data with the platform DAVID. (C) Most significant annotation clus-
ters for genes upregulated in cells that escape from senescence. (D) Most significant annotation clusters for genes downregulated in cells that escape
from senescence. (E) Senescent cells express high levels of keratinization genes that cluster at the chromosome locus 1g21. (F) GEO2R allows retrieving
microarray data for selected genes. Here the long non-coding RNA LINC00302 is shown as an example.
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Fig. 2. Gene set enrichment analysis (GSEA) of genes highly expressed in senescent cells in comparison with cells that escaped from senescence. (A and
C-G) In each panel, the enrichment score (ES) along the data set is shown on the x axis of the graphic. Each vertical bar represents a gene, and genes
enriched in either condition are at the right (shERK) or left (shCTR) parts of the graph. The normalized enrichment score (NES), the p-value and the
false discovery rate (g-value) are indicated in the insert. At the bottom, each panel shows a heat map with the top 20 genes that are highly expressed
(red) in either the shERK (escape from senescence) condition or the shCTR (senescent) condition. (B) Heat maps obtained from Oncomine showing the
expression of several genes of the Fridman senescent signature (panel A) in samples from benign and malignant prostate tumors.

(Fig. 3D). Ras signalling is known for stimulating adipogenesis
in this system while the ERK kinases oppose this process, ** thus
indicating another cellular response controlled by RAS that is not
dependent on the ERK MAP kinases. The genes that matched be-
tween cells that escape from senescence and adipogenesis likely
represent genes required for genome reprogramming since they
have been shown to be expressed transiently as a cluster during
the first hours of conversion of fibroblasts into adipocytes. **

A network of 118 genes associated to a higher risk of breast
cancer (XPRSS-Int network) includes several genes involved in

Bionatura + Volumen 1/Nutmero 2

centrosome functions. * Cells that escaped from senescence have
an enrichment of this gene set (Fig. 3E) suggesting that they may
also undergo centrosome dysfunction and chromosome instabi-
lity. We thus analysed the karyotype of cells that escaped from
senescence due to ERK inhibition and observed a composite kar-
yotype (cp) with hyperdiploid cells (65-90 chromosomes) and
multiple chromosomal aberrations. On the other hand, tumors
recovered from mice injected with these cells show a more ho-
mogenous chromosome distribution. This suggests that chro-
mosome instability is an inherent property of cells that escape

http://www.revistabionatura.com
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from senescence and that in vivo tumor growth selected for clo-
nes with more stable karyotypes. Intriguingly, all cells recovered
from mice lost one X chromosome (Table). Loss of the inactive X
chromosome has been frequently observed in cells from breast
cancer. ** Remarkably, many of the genes highly expressed in cells
that escaped from senescence and which also overlapped with the
adipogenesis program and the XPRSS-Int network matched to a
gene set associated to metastatic melanoma (Fig. 3F). Together,
these results suggest that cells escaping from senescence are hi-
ghly tumorigenic. In fact, in previous work, we demonstrated that
these cells form aggressive tumors in mice. !

Identification of transcription factors regulating
the escape from senescence

To identify candidate transcription factors that could explain
the gene expression changes observed between senescent cells and
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cells that escaped from senescence, we first used the web-based
platform DIRE." The top transcription factors associated to genes
upregulated in senescence was JUN (Fig. 4A), which is consistent
with previous work placing the AP1 (JUN/FOS) transcription
factor downstream of the ERK kinases in multiple cellular res-
ponses including cell differentiation. ***” The senescence regula-
tors p53 ** and NF-«B * were also identified by the algorithm. As
expected, transcription factors of the E2F family dominated the
list associated to genes upregulated after senescence escape (Fig.
4B), indicating that inhibition of the retinoblastoma checkpoint
is a key property of growing cells.'>?” Interestingly, the transcrip-
tion factor S8, also known as PRRX2, came second in this list.
PRRX2 was recently linked to the TGFp pathway and conferred
poor prognosis to breast cancer patients.*” Using the PrognoScan
webserver we found that PRRX2 also conferred bad prognosis to
patients with lung and bladder cancer (Fig. 4C and 4D).
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Fig. 4. Transcription factors associated to the transcriptome of senescent cells and cells that escape from senescence according to the algorithm DIRE.
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cates the product of a TF occurrence with is weight in the database. (A) Top transcription factors associated to senescent cells. (B) Top transcription
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Senescence

Fig. 5. Model of carcinogenesis. Escape from senescence may create
a population of unstable cells that can progress into a default proli-
ferative state dubbed the cancer attractor. Therapies that can restore
the normal microenvironmental cues might redirect cells that escaped
senescence into normal differentiated cells, thus preventing carcinoge-
nesis at its early stages.

Tumor attractor
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1
Discussion

Our gene expression analyses of cells escaping from senes-
cence uncover two apparently contradicting features. First, cells
that escape from senescence have multiple genomic abnormalities
judging from their highly aberrant karyotype and the expression
of genes associated to chromosome instability. The molecular me-
chanism explaining why cells that escape from senescence exhibit
genomic instability remains to be characterized but it could be
the consequence of reduced ERK activity. Consistent with this
explanation, MEK inhibitors induced genomic instability in glio-
blastoma cell lines. *' Second, these cells express a common core
of cancer genes previously reported in multiple transcriptomes
of cancer cells. The data can be rationalized into a model of car-
cinogenesis where the escape from senescence provides an initial
cellular heterogeneity upon which selective forces act to shape
the final cellular composition of the tumor. However, and despite
this heterogeneity, these cells converge towards a gene expression
program that acts as a universal “cancer attractor” ** (Fig. 5). This
attractor operates in different tissues and in cells growing in Petri
dishes suggesting that it is an intrinsic genomic response to sig-
nals commonly generated in all those dissimilar conditions.

More than 80 years ago, Waddington speculated that cancer
is the response of cells that escape from the influence of a mor-
phogenetic field. #* The physical nature of this field remains enig-
matic but the idea implies that in the absence of their normal en-
vironment cells by default will fall into the “cancer attractor” class
and evolve into malignant tumors. On the other hand, differentia-
tion states can be considered as attractors as well, suggesting that
providing the right environmental cues, cells that escape from
senescence might also redifferentiate and avoid tumorigenesis.

Table. Karyotype of cells that escape from senescence before
or after growth in mice

Cells Karyotype
IMR90+hTER- 41~45, X,-X, del(3)(p2?5),add(4)
T+HRasV12+shERK (p1?6),add(6)(g2?5),-7,-8,-

10,-13,add(14)(p11.2),add(14)
(p11?3),16,add(21)(p11.2),a-
dd(22)(p11.2),1~3mar,
inc[cp20]*

81~86, XXXX,-3,add(4)(p1?6)
x2,-7,-13,-16,inc[3]**

Pre-injection

Post-injection 1 45,X
(16 metaphases)
Post-injection 2 (1) 44, X-18
Post-injection 3 (2) 44,X-21
Post-injection 4 (1) 43,X -5,-18

*cp= composite karyotype, ** clone hypotetraploid, the mark indicates
that the affected chromosome band is uncertain

1
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Association of gliadin antibodies, HLA alleles,
and schizophrenia in Cuban population patients
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Introduction: Several lines of evidence have suggested an interesting link between gluten ingestion and schizo-
phrenia. For example, increased levels of gliadin and transglutaminase antibodies have been observed in patients
with schizophrenia. Methods: To verify these observations we compared the prevalence of gliadin and transgluta-
minse antibodies, as well as the presence of the HLA alleles, HLA DQA1*0501-DQB1%*02 (DQ2) and HLA-DQA1*0301-
DQB1*0302 (DQ8), among patients with schizophrenia and healthy controls. A total of 108 patients with schizo-
phrenia and 60 healthy controls were evaluated. Gliadin antibodies were determined by a visual semiquantitative
assay and tissue transglutaminase antibodies were determined both by one-step immunochromatografic assay
and ELISA. HLA typing was performed by PCR amplification using sequence-specific primers for each allele. Results:
We found a strong association between the presence of gliadin antibodies and schizophrenia (OR 3.488; 95% Cl,
1.43-8.44). However, tissue transglutaminase antibodies were not detected in either group neither by immunochro-
matograpic or ELISA. No significant association was found for the DQ2 or DQ8 heterodimer and the disease, but a
significant positive association between schizophrenia and HLA alleles DQA1*0301 and DQB1*02 was present (OR
=2.80; 95% Cl, 1.27-6.17, and OR = 2.37, 95% Cl, 1.24-4.53, respectively). Conclusions: The present study showed
that the presence of gliadin antibodies was not correlated with the presence of HLA DQA1*0301 or DQB1*02 alleles
within the group of patients with schizophrenia. Our study replicates the findings that anti-gliadin antibodies are
associated with schizophrenia but also suggests that the presence of these antibodies and the HLA alleles DQB1%*02
and DQA1*0301 are independently associated with susceptibility to schizophrenia.

Keywords: Celiac disease, gliadin antibodies, tissue transglutaminase antibodies, HLA, schizophrenia, Cuba.

Introduccién: Varias evidencias han sugerido un interesante enlace entre la ingestion de gluten y la esquizofrenia.
Un aumento de los niveles de anticuerpos antigliadina y transglutaminasa se ha observado en pacientes con es-
quizofrenia. Métodos: Se compard la prevalencia de anticuerpos antigliadina y transglutaminse, asi como la pres-
encia de los alelos HLA, HLA DQA1 * 0501-DQB1 * 02 (DQ2) y HLA-DQA1 * 0301-DQB1 * 0302 (DQ8), entre pacien-
tes con esquizofrenia y controles sanos. Se evaluaron un total de 108 pacientes con esquizofrenia y 60 controles
sanos. Los anticuerpos antigliadina se determinaron mediante un ensayo de anticuerpos transglutaminasa tisular
y semicuantitativos visuales fueron determinados por el ensayo inmunocromatografico de un solo paso y ELISA.
La tipificacion de HLA se realizd mediante amplificacién por PCR utilizando cebadores especificos de secuencia
para cada alelo. Resultados: Se encontré una fuerte asociacion entre la presencia de anticuerpos de la gliadina y la
esquizofrenia (OR 3,488; IC del 95%, 1,43-8,44). Sin embargo, los anticuerpos transglutaminasa tisular no se detec-
taron en ninguno de los grupos ni por immunocromatografia o ELISA. No se encontré asociacion significativa para
el DQ2 o DQ8 heterodimero y la enfermedad, sino una asociacion positiva significativa entre la esquizofrenia y los
alelos HLA DQA1 * 0301 y DQB1 *02 estaba presente (OR = 2,80; IC del 95%, 01/27 a 06/17,y OR = Cl 2,37, 95%, 1,24
a 4,53, respectivamente). Conclusiones: Se demostré que la presencia de anticuerpos de gliadina no se correlacioné
con la presencia de HLA DQA1 * 0301 o DQB1 * 02 alelos dentro del grupo de pacientes con esquizofrenia. Nuestro
estudio replica los hallazgos de que los anticuerpos anti gliadina estan asociados con la esquizofrenia, pero también
sugiere que la presencia de estos anticuerpos y la HLA alelos DQB1 * 02 y DQA1 * 0301 estan asociados independi-
entemente con la susceptibilidad a la esquizofrenia.

Palabras clave: Enfermedad celiaca, anticuerpos anti gliadina, anticuerpos transglutaminasa tisular, HLA, esquizof-
renia, Cuba.

I
Introduction

Celiac disease (CD) is one of the most common
severe food intolerances in the Western world affec-
ting, almost 1% of the population. The disease is an
autoimmune reaction triggered by gluten ingestion in
genetically susceptible children and adults. The conclu-

sive diagnosis of CD is carried out by intestinal biopsy,
which provides evidence of the histological changes
characteristic of this disease. However, serological
screening methods, such as those detecting gliadin an-
tibodies (AGA) and anti-tissue transglutaminase anti-
bodies (tTGA), have gained attention because they are
cheaper and less invasive.!
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CD and Gluten Sensitivity, a reaction of the innate immune
system to wheat peptides, have been associated with neurologic
and psychiatric disorders including cerebellar ataxia, peripheral
neuropathy, epilepsy, dementia, depression and autism.”> Given
that the prevalence of schizophrenia is almost 1%, the concurren-
ce between schizophrenia and celiac disease would be expected to
be rare; however a possible association between gluten and schi-
zophrenia has been suggested in reports of sporadic cases, and
comparisons between samples of persons with schizophrenia and
healthy comparison groups. **But another previous study based
on the screening for specific CD antibodies among patients with
schizophrenia suggested that there is no direct association between
celiac disease and schizophrenia.® In addition, some studies repor-
ted that psychotic symptoms occur in adult celiac disease, and schi-
zophrenic symptoms can improve after gluten-free diet.®

A recent study hypothesized that gene-associated suscepti-
bility and environment interaction could importantly contribu-
te to schizophrenia. According to this hypothesis, gut disorders
such as CD can lead to poor nutritional conditions and altera-
tion in gut permeability; in this scenario, the gut could lose its
capacity to block exogenous psychosis-causing substances that
may enter the body promoting the development of schizophre-
nia and other mental conditions.” In fact, CD and schizophrenia
are complex disorders that have been reported to share genetic
relationships. Susceptibility to CD is genetically determined by
possession of specific HLA-DQ2 (DQA1*0501, DQB1*0201) and
DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302) alleles located on chromoso-
me 6, in concert with one or more non-HLA linked genes.® The
DQBI locus has been associated with both celiac disease and
schizophrenia.’

Genetic linkage studies for non-HLA loci in CD and schi-
zophrenia suggest several areas of overlap. Recent studies have
also shown susceptibility regions for CD in chromosome 11923
that overlap with a potential schizophrenia susceptibility region.'
Another study has suggested that gene MY09B on chromosome
19, which encodes a myosin molecule involved in actin remo-
deling of epithelial enterocytes, might be associated with an in-
creased risk of developing celiac disease and schizophrenia.!!
However, a more recent study found no evidence for association
between schizophrenia and Non-HLA CD genes, and suggests
that these two conditions do not share any functional overlap.**

The objective of the present study was to compare the pre-
valence of gliadin antibodies, antitransglutaminse antibodies,
and HLA DQA1*0501-DQB1*02 (DQ2) and HLA-DQA1*0301-
DQB1*0302 alleles (DQ8) between Cuban patients with schi-
zophrenia and healthy controls.

1
Methods

Subjects: The study was carried out to determine the presen-
ce of AGA and a tTGA in 108 outpatients with paranoid subtype
schizophrenia, recruited at the Neuroscience Center in Havana,
Cuba. Patients were evaluated by trained psychiatrists using the
Spanish version of the Schedules for Clinical Assessment in Neu-
ropsychiatry, and were diagnosticated with paranoid schizophre-
nia according to the fourth edition of the American Psychiatric
Association’s Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disor-
ders criteria (DSM-IV).!>!* There were 72 males and 36 females
with average age of 35.44 years. The control group comprised
60 mentally normal volunteers, 31 females and 29 males, 37.61
years-old in average, who had never taken psychotropic drugs
or presented any psychiatric disorder as determined by their re-
ported history during the clinical interview and by structured
diagnostic criteria categorized according to DSM-IV criteria. No
individual reported to have any first-degree relatives with schi-
zophrenia or psychosis. Individuals from both groups completed
a questionnaire exploring sign and symptoms of celiac disease,
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and registering sociodemographic, nutritional and health habits
items. This research was approved by the Ethics Research Com-
mittees of all institutions involved. Patients and controls had gi-
ven written informed consent for participation in the study. All
subjects included in the study agreed with the terms of the infor-
med consent before the sample was selected.

Anti-gliadin antibodies detection: AGA were measured
by AuBioDOT™ gliadin (HerberBiotec S.A, La Habana, Cuba)
as described in detail elsewhere.' Briefly, AuBioDOT™ gliadin
is a semiquantitative visual immunoassay based on 8 well opa-
que-white polystyrene strips coated with wheat gliadin (Sigma,
USA). After incubation with a serum or plasma sample, AGA was
detected with a protein A-gold conjugate probe. Silver ion solu-
tion is used to enhance the reaction, and PBS-Tween washings are
included after each step. The intensity of the color is proportional
to the quantity of AGA in the samples. A highly positive control
serum and a cutoff standard are used to categorize samples as ne-
gatives or positives.

Anti-transglutaminase antibodies detection: The tTGA
were detected in blood by using a fast one-step immunochro-
matographic assay (HeberFast Line™ anti-transglutaminase, He-
ber Biotec S.A, Havana, Cuba) that has been shown to have high
sensitivity and specificity for diagnosis of the disease. Details of
this assay have been described elsewhere.'® HeberFast Line® an-
ti-transglutaminase is a qualitative assay and consists of a nitro-
cellulose strip inserted in a plastic cassette, which is filled with
blood obtained from a finger puncture. After 20 minutes, a positi-
ve result consists in signals in both the reactive zone and the con-
trol zone. A signal only in the control zone represents a negative
result. The HeberFast Line anti-transglutaminase assay detects
both IgA and IgG antibodies responses, but cannot distinguish
between them. Additionally, IgA anti-transglutaminase antibo-
dies were determined in serum by ELISA (Celikey Pharmacia &
Upjohn, Freiburg, Germany) using cut-offs values as recommen-
ded by the manufacturer.

DNA Isolation and HLA Typing: DNA was isolated from
whole blood using a Wizard Genomic DNA Purification Kit (Pro-
mega, USA) according to the manufacturer’s instructions. Selec-
ted HLA alleles DQ2 (HLA-DQA1*0501-DQB1*02) and DQ8
(HLA-DQA1*3-DQB1*0302) genotyping, was performed by
PCR amplification, using sequence-specific primers (PCR-SSP),
as previously described.'” Primers were obtained from the De-
partment of Oligonucleotide Synthesis at the Center of Genetic
Engineering and Biotechnology (Havana, Cuba) and used at 0.25
pmol/L. Amplified products were analyzed in 3% agarose gels and
visualized under a UV transilluminator after ethidium bromide
staining.

Definition of Celiac Disease: CD was defined by a com-
bination of tTGA and HLA DQ2 or DQS8 positives, as first-line
diagnostic criteria, considering the high negative predictive value
of the tTGA and HLA markers for celiac disease. We also consid-
ered the presence of CD-associated symptoms and AGA to com-
plement the first-line diagnostic criteria.

Statistical Analysis: The Fisher exact test was used to com-
pare HLA allele frequencies between patients and controls. A
precise correction method for multiple comparisons was applied
using the formula alpha=1-(0.951/N), where N is the number of
comparisons one or more of which shows a significant result.’®
The 2 test with Yates™ correction was used to compare the posi-
tivity for gliadin antibodies in patients and controls in 2 x 2 tables.
Odds ratios with 95% confidence intervals were also estimated.
Statistical significance was considered for p values <0.05 for glia-
din antibodies comparisons, and p values <0.017 for HLA alleles
associations. All the analysis was made using the SPSS software
version 15. In order to determine the correlation between the
presence of gliadin antibodies and specific HLA DQ alleles in the
group of patients with schizophrenia, the correlation coefficient
Phi (¢) was calculated using the Pearson correlation with Yates’
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correction for continuity implemented in SPSS software version
15. For multiple tests we applied Bonferroni corrections.

1
Results

Celiac Disease Symptoms: No symptoms of celiac disease
were detected on the basis of the criteria established in the ques-
tionnaire. There were also no symptoms found for other disorders
associated with so-called “silent” celiac disease.

Serological Test: Gliadin antibodies were detected in
34 (31.48%) patients with schizophrenia compared with only in
7 (11.66%) individuals in the control group (p<0.05). We found a
strong association between high levels of gliadin antibodies and
schizophrenia, OR=3.478 (95% CI, 1.433- 8.443) (Table 1), sug-
gesting that the presence of these antibodies could increase the
probability of having schizophrenia more than three times (Table

Table 1. Association of gliadin antibodies (AGA) in patients with
schizophrenia and controls

Patients Controls  Odds Ratio  x*test
AGA N=108 N=60 (95% Cl) P value
ositive 34 7 (11.66%) 3.479
2 (31.48%) 007 :
74 (1.433- 0.0041*
i .349 8.443
negative (68.52%) 53 (88.34%) )

* P value<0.05

1). However, no serum sample from patients or controls was po-
sitive for tTGA, as determined both by enzyme-linked immuno-
sorbent assay and by immunochromatographic.

HLA Typing: In this study, DQ2 or DQS8 heterodimers
were not associated with schizophrenia. Nonetheless, single alle-
les DQA1*0301 and DQB1*020 were positively associated with
schizophrenia, indicating that their presence confers disease sus-
ceptibility (OR=2.803, 95% CI: 1.273-6.172; and OR=2.368, 95%
CI: 1.237-4.534, respectively). In contrast, association of the HLA
allele DQB1*0301 with schizophrenia (p<0.05; OR=2.357, 95%
CI: 1.064-5.221) was not significant after Bonferroni correction.
It is important to emphasize that although the correction for
multiple independent comparisons is particularly recommended
when more than five significant associations are found, we prefe-
rred to be more conservative and applied it in this case even for
three statistically significant associations (Table 2).

Correlation analysis of anti-gliadin antibodies with HLA
DQ chains: In order to determine if the observed association
between schizophrenia and HLA alleles was not the result of a

confounding bias, due to the relationship of these HLA alleles
and celiac disease (or associated markers), we test the correlation
between gliadin antibodies and HLA DQ alleles within the group
of patients with schizophrenia. In this study sample, the presence
of gliadin antibodies was not correlated with any of the HLA DQ
alleles as shown in Table 11I; phi (¢) values are close to cero and

Table 3. Analysis of correlation between gliadin antibodies and
the HLA DQ chains in schizophrenic patients, phi ($) correlation
coefficient for the 2x2 table of DQ2a, DQ2b, DQ8a and DQ8b
alleles with gliadin antibodies applying the Pearson correlation
coefficient with Yates correction

HLA allele Phi () Pearson Chi square P value
DQA1*0501 +0.1 0.59 0.442419

DQB1*02 -0.03 0.99 1
DQA1*0301 -0.06 0.2 0.654721
DQB1*0302 0.24 4.97 0.025791*

* P value <0.05

none of the X? tests were statistically significant after correction
for multiple tests. Only the HLA DQB1*0301 allele showed weak
to modest correlation (phi=0.24, p<0.05) (Table 3).

]
Discussion

Schizophrenia and celiac disease each affect almost 1% of
general population worldwide. A similar epidemiological cha-
racteristic have been reported for the Cuban population.”A high
prevalence of comorbidity between the two conditions would be
unexpected by chance. However, some epidemiological studies*
and sporadic case reports® suggest a possible association. Some
studies reported that psychotic symptoms often occur in adult
celiac disease and schizophrenic symptoms can improve after
gluten-free diet.®

In our study we did not find celiac disease in patients with
schizophrenia. But we found a strong association between high
AGA level and schizophrenia in patients as compared with con-
trols (Table 1). The higher prevalence of AGA in patients with schi-
zophrenia suggests that Gluten Sensitivity confers susceptibility to
schizophrenia. It is important to note that in this setting, gliadin
antibody prevalence among individuals of the control group was
similar to that reported for larger population studies: 2-12%.%

Antibodies to tTG and the HLA markers for CD have high
negative predictive value for CD. Since antibodies to tTG were
not found in both groups, and, as well, the fact that there were
no significant differences in the presence of susceptibility genes

Table 2. Association of HLA alleles DQA1*0501, DQB1*02 and DQA1*0301, DQB1*0302 and the DQ2 and DQ8 heterodimers in patients

with schizophrenia and controls

Patients Controls

HLA N=104 N=60
DQA1*0501 42 (40.38%) 31 (51.66%)
DQB1*02 67 (64.42%) 26 (43.33%)
DQA1*0301 37 (35.57%) 10 (16.66%)
DQB1*0302 33 (31.73%) 10 (16.66%)
DQ2+ 19 (18.26%) 13 (21.66%)
DQ8+ 13 (12.5%) 10 (16.66%)

* P value <0.05
** P value corrected after bonferroni P< 0.017 (alpha=1-0.95 ¥V)
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Odds Ratios Fisher exact
(95% Cl) P value
0.634 (0.334-1.202) 0.108
2.368 (1.237-4.534) 0.007%*, **
2.803 (1.273-6.172) 0.006%, **
2.357 (1.064-5.221) 0.0230*
0.808 (0.367-1.781) 0.369
0.714 (0.292-1.746) 0.302

http://www.revistabionatura.com




Association of gliadin antibodies, HLA alleles, and schizophrenia in Cuban population patients
Asociacion de anticuerpos antigliadina, alelos HLA y esquizofrenia en pacientes cubanos

for celiac disease in schizophrenia and control subjects, our study
suggests that these patients do not have CD. Therefore, these data
suggest a potential connection between gluten and schizophre-
nia. This is in agreement with others’ results, particularly with a
recently published study that also found that most patients with
schizophrenia and elevated AGA titers do not have tTGA and do
not appear to have celiac disease.>?' Besides, these authors argue
that sample size in their study was not large enough to exclude the
possibility of celiac-associated-markers (HLA-DQ2/DQ8 genes,
tTGA, anti-deamidatedgliadin antibodies), and thereby celiac di-
sease, being more prevalent in patients with schizophrenia than
in normal healthy individuals. However, our study has more than
six times the sample size of the previously mentioned one but we
found the same results. In another study Cascella et al. reported
an increased prevalence of celiac disease in patients with schi-
zophrenia: 5.4% versus 0.80% in the control group, based on the
presence of tTGA. But curiously they found no differences in the
presence of anti-endomysial antibody between two groups in the
same study.’ This last finding seems contradictory since antibo-
dies to endomysial tissue are highly sensitive and specific; many
studies have reported values in the range of 95-100% for both of
these parameters.?

We found an association between schizophrenia and the pre-
sence of alleles DQB1*02 and DQA1*0301, which is in line with
previous reports. * Wei and Hemmings” hypothesized that com-
binations of some DQBI alleles and defects of the gene CLDNS5,
which forms permeability barriers in the gut and in the blood-
brain barrier may confer a susceptibility to schizophrenia. Our
data do not support this hypothesis at least in the context of a si-
milar relationship between anti-gliadin immune response and the
proposed gene-defect in gut barrier function, in the framework of
coexistence of particular HLA DQ alleles. In our data the presen-
ce of high levels of AGA in the serum of patients was independent
of the presence of the alleles DQB1¥02 and DQA1*0301. Althou-
gh high levels of anti-gliadin antibodies were correlated with the
allele DQB1*0301, this allele is not associated with schizophrenia.
These data reinforce our view that the relationship of schizophre-
nia with high levels of AGA, and these specific DQ alleles associa-
tions with schizophrenia are independent.

Gluten is linked to neurological harm in patients, both with
and without evidence of celiac disease. *The neurotoxic poten-
tial of AGA is a contentious issue. Some authors report an in-
crease of AGA levels in neurological diseases. Pellecchia et al.**
reported the occurrence of high AGA levels in 18.7% of multiple
system atrophy affected-patients and Bushara et al.® reported
37% and 44% AGA prevalence in patients with hereditary ataxia
and Huntington’s disease respectively.

The neurotoxicity of Gliadin antibodiescould be conditioned
by their capacity to gain access to the central nervous system.® As
a matter of fact, AGA has been found in the cerebrospinal fluid
in patients with gluten sensitivity and neurological dysfunction.
Furthermore, in patients with gluten ataxia, the occurrence of
lymphocytic infiltration of the perivascular space and the neutro-
phil by CD4 and CD8 T cells has been observed, suggesting the
presence of a cell-mediated response, which in turn may com-
promise blood-brain barrier and allow the access of AGA into
the central nervous system.® On the other hand, AGA levels may
be only a reflection of increased intestinal permeability. If this
function of the gut is altered, some of the environmental factors,
for example, potentially pathogenic components from ingested
foods could easily enter the blood stream through the damaged
permeability barrier. Consequently, a disease affecting the brain
could be triggered. **In this context, it could be of interest to eva-
luate gluten peptide presence in cerebrospinal fluid of patients
with schizophrenia.
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Some authors suggest that there is an increased permeability
of the gut irrespective of the genetic predisposition to autoim-
munity. The passage of gliadin through the gut barrier could be
mediated by receptors. In a recent study, Lammers et al. identified
the chemokine receptor CXCR3 as a receptor for gliadin. Their
data suggest that gliadin binds CXCR3 on epithelial cells and tri-
ggers the increase in intestinal permeability through MyD88-de-
pendent release of zonulin. This protein enables paracellular
passage of gliadin (and possibly other nonself antigens) from the
intestinal lumen to the gut mucosa.

1
Conclusions

Our results reveal an association between AGA and schi-
zophrenia. Further studies are needed to elucidate the clinical
consequences of this finding, to clarify mechanisms underlying
potential pathophysiological relationships among gliadin, AGA
and schizophrenia, and to investigate the potential of gluten-free
diet as an environmental modifier of the disease.
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ABSTRACT

>

X,

Most clinical isolates do not form clear plaques on cell monolayers. Therefore, they can not be detected by plaque
assay. Reliable alternative methods for the measurement of viremia are thus required for the validation of the pro-
tective efficacy of dengue vaccine candidates against circulating virus strains. In this work, two different cell culture
formats (25 cm? flasks and 24-well plates) were used to isolate dengue virus from 48 serum samples collected from
monkeys. Only 8 dengue positive sera were detected after isolation in 24-well plates. In contrast, the 25 cm?flask
format allowed the detection of virus in 22 serum samples, suggesting that the Vero cell monolayer area influences
virus isolation. We also compared the sensitivity of ELISA and flow cytometry for detecting dengue virus after iso-
lation in Vero cell culture. Both techniques showed 100% specificity and similar sensitivity. In addition, there was a
high agreement rate and correlation between the two techniques. Our findings suggest that ELISA and flow cyto-
metry have similar capacity to detect and quantify dengue virus from monkey serum samples after virus isolation
in cell culture.

Keywords: dengue, viremia, ELISA, flow cytometry.

La mayoria de los asilamientos clinicos no forman placas distinguibles en las monocapas celulares, por lo que no
pueden ser detectados con el método de formacién de placas. Por tanto, se requieren métodos de medicién de
viremia alternativos y confiables para la evaluacion de la capacidad protectora de candidatos vacunales contra el
dengue frente a las cepas virales circulantes. En este trabajo se utilizaron dos formatos para el aislamiento de virus
dengue a partir de 48 muestras de suero de mono: placas de 24 pozos y frascos de 25 cm?. Solo 8 sueros se detec-
taron como positivos tras el aislamiento en placas de 24 pozos, mientras que en frascos de 25 cm? se detectaron
22 sueros positivos, lo que sugiere que el area de la monocapa celular influye en los resultados de la deteccion.
Ademas, se compard la sensibilidad del ELISA y la citometria de flujo para la deteccion de virus dengue tras el ais-
lamiento en células Vero. Ambas técnicas mostraron 100% de especificidad y similar sensibilidad, ademas de una
elevada concordancia y correlacion entre los resultados de deteccién obtenidos con ellas. Los resultados de este
trabajo sugieren que el ELISA y la citometria de flujo tienen similar capacidad para la deteccién y cuantificacion de
virus dengue a partir de sueros de monos tras el aislamiento en cultivo celular.

Palabras clave: dengue, viremia, ELISA, citometria de flujo.

Introduction

Dengue is a single-stranded positive-sense RNA
virus that belongs to the Flavivirus genus in the Fla-
viviridae family. There are four serotypes of antigeni-
cally related dengue viruses, and infection with any of
them can produce a spectrum of diseases that range
from asymptomatic or mild febrile illness to the more
severe dengue hemorrhagic fever and/or dengue shock
syndrome .

Dengue is currently a major global health pro-
blem. It is estimated that 390 million DV infections
occur annually in the world, of which 96 million are
apparent . This pathogen is endemic in over 100 coun-
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tries from the tropical and subtropical regions where
2.5-3.6 billion people are at risk for infection. Althou-
gh many efforts have been made, there is no effecti-
ve vaccine to prevent this disease. The absence of an
animal model that reproduces the signs observed in
humans is one of the major pitfalls. So far, primates are
considered the most appropriate animal model and the
effectiveness of a vaccine candidate is only assessed by
the lack of viremia in vaccinated monkeys *. Therefore,
reliable measurements of viremia are of great impor-
tance in the process of validating any vaccine.

The plaque assay, based on the formation of viral
plaques on cell culture, is the “gold-standard” method
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for the detection and titration of dengue virus *. However, some
dengue virus strains, especially among primary clinical isolates,
do not form clear plaques on cell monolayers *”. On the other
hand, the use of these isolates in challenge experiments with
non-human primates may be of particular importance to clearly
determine the protective capacity of vaccine candidates against
circulating dengue virus strains in endemic areas.

In this work we compared two different cell culture formats
to isolate virus from non-human primate serum samples using
Vero cells. We also performed a preliminary comparison of two
dengue virus detection methods as potential alternatives to the
plaque assay for the detection and titration of viral strains that do
not produce plaques on cell monolayers. Accordingly, we evalua-
ted the sensitivity and specificity of enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) and flow cytometry (FC) for virus detection
from infected Vero cells, and determined the correlation of vire-
mia quantification between these two techniques.

1
Methods

Cell lines, virus strains and serum samples

African green monkey kidney (Vero) cells were obtained
from the National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC accession number: 011038) and maintained in RPMI
1640 medium (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) supplemen-
ted with 100 U ml™! penicillin, 100 ugml ! streptomycin (Gib-
co, Paisley, UK), 2mM glutamine (Gibco) and 5% fetal bovine
serum. Baby hamster kidney (BHK-21) cells, clone 15, were ob-
tained from the cell culture department of the Tropical Medicine
Institute, Cuba, and grown under standard conditions (minimal
essential medium supplemented with 5% FBS, 100 U ml™" peni-
cillin, 100 pgml™ streptomycin (Gibco, Paisley, UK)). Dengue-2
virus (strain SB8553) was used as positive control in ELISA, pla-
que formation and flow cytometry. Serum samples were obtai-
ned from 16 infected green monkeys ( Chlorocebus aethiops sa-
baeus) during the first 10 days after infection with dengue-2 virus
(SB8553), including the day of challenge.

Virus isolation

Sera were inoculated onto Vero cell monolayers either in
25 cm? flasks (Costar, Cambridge, MA, USA) or in 24-well plates
(Costar, Cambridge, MA, USA). A volume of 0.15 mL of serum
was added to each well of flask. After one hour of incubation at
37°C, 3 mL and 1 mL of RPMI medium was added without rin-
sing to the 25 cm2 flasks and the 24-well plates respectively, and
cultures were incubated for 6 days. Then infected cells and culture
supernatants were harvested separately and assayed for the pre-
sence of virus.

ELISA

Ninety-six-well flat-bottom plates (Costar, Cambridge, MA,
USA) were coated with 0.1 mL/well of a mixture of anti-dengue
human (IgG) (5 pg/mL) in coating buffer (0.16% Na2CO3, 0.29%
NaHCO3, pH 9.5) for 2 h at 37°C. Then plates were blocked with
0.15 mL/well of 5% skimmed milk and incubated for another 1h
at 37°C. After two washes with phosphate-buffered saline-Tween
0.05% (PBS-T), 0.1 mL of culture supernatant was added in tri-
plicate to each well and plates were incubated for 2 h at 4°C. Three
additional washes were performed and then 0.1 mL/well of poly-
clonal hyperimmune mouse ascitic fluid, diluted 1:2 000 in PBS-T
was added to the plates. After 1h of incubation at 37°C, plates were
washed again three times and then 0.1 mL/well of goat anti-mou-
se IgG horseradish peroxidase conjugate (Sigma Aldrich, St Louis,
MO, USA) was added at a dilution of 1:35 000 in PBS-T. Plates were
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incubated 1 h at 37°C, washed three times, and substrate solution
was added. The reaction was stopped 30 min later by addition of
12.5% H2SO 4 and the optical density was measured at 492 nm
(OD492nm) using an automated ELISA reader. A value of OD of
two-fold the OD of the supernatant from an uninfected culture
was considered as positive.

Plaque formation in BHK-21 cell cultures

Virus replication was determined by plaque formation in
BHK-21 cells, according to the method of Morens et al 8. Briefly,
Costar 24-well plates were inoculated with culture supernatant
and incubated 4 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Later, 0.5
mL of 3% medium-viscosity carboxymethylcellulose was added.
Plates were incubated at 37°C during 5 days in a 5% CO, atmos-
phere. To visualize the viral plaques the monolayer was dyed with
naphtol blue black solution (0.1% naphtol blue black, 0.2 M so-
dium acetate, 6% acetic acid).

Detection of infected cells by flow cytometry

Vero cells were removed from the flask using a cell scraper
and distributed into triplicate tubes at 10° cells per tube. The cells
were fixed using 200 pl of 3% formaldehyde in phosphate-buffe-
red saline (pH 7.2) (PBS) for 15 min and 200 pl of 0.1% Triton
X-100 was employed to permeabilize fixed cells. After washing
with PBS, the cells were incubated with the monoclonal antibody
4G2 for 30 min at 4°C. Then cells were washed and incubated
with fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-mouse IgG
for 30 min at 4°C. After incubation cells were washed again, sus-
pended in PBS and then analyzed using a FACScan flow cytome-
ter PASIII (Partec GmbH, Miinster, Germany). Non-infected cells
were used as negative control and cells infected with dengue-2
virus (strain SB8553) at 0.001 multiplicity of infection, were used
as positive control. A value of three fold the value of non-infected
cells was considered as positive.

Statistical analysis

The comparison between results on detection of virus by diffe-
rent techniques is reported in terms of agreement rates, sensitivity
and specificity. The agreement rate is defined as the ratio between
the number of samples equally detected (either positive or negati-
ve) by both techniques and the total number of samples analyzed.
The sensitivity is the ratio of sera detected as positive by a techni-
que with respect to the gold standard technique. The specificity is a
measure of the rate of negatives that are correctly identified.

Two approaches were used for a quantitative comparison
of viremia levels measured by ELISA and flow cytometry: a) the
correlation between OD 492nm and percentage of infected cells,
assessed by the Pearson s correlation coefficient and b) the linear
regression test. Both analyses were carried out with the GraphPad
Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

1
Results and Discussion

Comparison of two cell culture formats for virus
isolation in Vero cells

Four methods of virus isolation have been routinely used for
dengue viruses: intracerebral inoculation of newborn mice, in-
trathoracic inoculation of adult mosquitoes, inoculation of mos-
quito cell cultures and inoculation of mammalian cell cultures. °
Specifically for sera collected from monkeys, the most commonly
used system is the mammalian cell culture. However, it is unclear
how the number of cells in the monolayer influences the results.
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Comparacion de dos métodos con aplicacion potencial en la deteccion de viremia a partir de aislamientos clinicos de virus dengue

Generally, 25 cm? flasks have been the preferred format * al-
though 24-well plates could offer the advantages of handling a
higher number of samples and cost reduction.

We performed a virus isolation experiment using both cell
culture formats and 48 serum samples from green monkeys.
Samples were collected during the first 10 days after dengue virus
infection, including the day of challenge, with the aim of having
samples with expected low and high viral loads. The virus isolated
was detected by plaque formation (PF) in BHK-21 cells (Table 1).

Table 1. Results of virus detection by plaque formation in BHK-
21 cells after isolation in Vero cells using two cell culture for-
mats: 25 cm? flasks and 24-well plates

) . No. of samples evaluated (%)?
Virus detection

25 cm? flasks 24-well plates
Positive 22 (45.8%) 8 (16.7%)
Negative 26 (54.2%) 40 (83.3%)
Total 48 48

2 Percentages are related to the 48 assays in each format

Surprisingly, only 8 (16.7%) sera were detected as positive
after isolation using 24-well plates. In contrast, the use of 25 cm?
flasks led to the detection of 22 (45.8%) positive sera after isola-
tion, including the samples detected with the 24-well format. This
result points to the importance of the cell monolayer area in the
isolation system for the subsequent viral detection. Therefore, a
thorough study on the optimal area of the cell monolayer should
be carried out in the future, looking for a balance between higher
sensitivity, maneuverability and cost.

Comparison of ELISA and flow cytometry
for dengue virus detection and quantification

We also compared the sensitivity and specificity of ELISA
and flow cytometry for the detection of dengue virus in a set of
187 serum samples collected from monkeys. Based on the results
of the previous section, virus isolation was performed using Vero
cell culture in 25 cm? flasks. The cells from each flask were harves-
ted for FC analysis while the culture supernatant was collected for
evaluation by ELISA and plaque formation in BHK-21 cells. The
plaque formation assay was used as a control.

Table 2 shows the number of sera detected as positive or ne-
gative by ELISA and FC. Both techniques showed 100% specifici-
ty, with no false positive detections, and similar sensitivity (84.2%
for ELISA versus 78.9% for FC). In general, the agreement rate
between both techniques was 97.3% (182/187) which indicates
that the two methods are approximately equal regarding their ca-
pacity to detect dengue virus.

Table 2. Detection of dengue virus after isolation in Vero cells

Plaque assay in

BHK-21 cells ELISA FC
+ - + - + -
57 48 9 45 12
130 0 130 0 130

The validation of dengue vaccine candidates in a non-human
primate model relies not only on the detection of virus in serum,
but also on its quantification. Therefore, having a quantitative
method to analyze viremia in monkeys, in addition to highly sen-
sitive isolation systems, is of paramount importance for vaccino-
logists. The two methods used in this work provide a measure of
the amount of virus present in serum samples. In the case of flow
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cytometry, infective viral particles are quantified through the per-
centage of infected cells. In turn, ELISA allows determining the
level of virus present in the culture supernatant, independently
of its viability.

Figure 1A shows a linear regression between the levels of
viremia detected by both techniques for a data set of 112 serum
samples. The significant linear relation (r’*=0.9181, p<0.0001)
indicates that, in addition to the similar dengue virus detection
rates, ELISA and flow cytometry yielded similar quantification
patterns. Figure 1B illustrates this fact with three representative
animals. These monkeys were selected from those with at least
one day of positive detection and are representative of the mini-
mum (0.6821), average (0.9441) and maximum (0.9942) correla-
tion coefficients.

To our knowledge, ELISA has not been used for detecting
and quantifying dengue virus. Since ELISA is a cheap and simple
technique, these results justify its potential application in dengue
viremia studies beyond its current employment in serological as-
sessment. In turn, FC has been used to detect dengue virus in
different cell lines ' and a flow cytometry-based assay for mea-
suring dengue virus neutralization has been reported recently .
However, FC has not been used before to quantify viremia in
monkey serum samples. Therefore, our results provide evidences
for the first time that these techniques can be reliably used for the
detection and quantification of viremia in non-human primates.

Although plaque assay is the gold-standard for the detection
and quantification of viremia in non-human primate models and
is a highly sensitive method, most clinical isolates do not produce
distinct plaques on cell culture monolayers. This poses a problem
for the evaluation of the protective efficacy of vaccine candida-
tes against circulating dengue virus strains. RT-PCR is another
highly sensitive method that can be used for this purpose *, but
it may amplify plasmatic viral genomes from non-infective im-
mune complexes or viral fragments, leading to misinterpretation
of results. Since ELISA is a simple, economic and time-saving
method, our findings support its potential use for dengue virus
detection and quantification after viral isolation in cell culture.

In summary, here we report a preliminary study on the per-
formance of methods for the detection of viremia in monkeys in-
fected with dengue virus. We found evidence that the area of the
cell monolayer in different cell culture formats may influence the
results of subsequent virus detection. Moreover, we demonstra-
ted that flow cytometry and ELISA have similar sensitivity when
applied to the same serum sample. Finally, this work evidences
the need for a more thorough statistically founded study of the
advantages and disadvantages of the methods available for vi-
rus detection. A reliable comparison of the techniques used for
the detection of viremia in monkeys is required for the scientific
community to adopt a standard procedure in dengue vaccine as-
sessment.
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Administration HeberFERON in the eyelid basal cell carcinoma about 2 cases

Irene Rojas Rondén ?, Yaquelin Duncan Roberts 2, Clara G. Gdmez Cabrera !, Lazara K. Ramirez Garcia !, Lazaro Vigoa Arangu-
ren !, Reinier Hernandez Rodriguez ?, Angela Tuero Iglesias ?, Iraldo Bello Rivero?

DOI. 10.21931/RB/2016.01.02.6

X

El cdncer constituye en Cuba la primera causa de muerte y actualmente, dentro de los paises de América Latina y
del Tercer Mundo, nuestro pais presenta una de las mayores tasas de incidencias del cancer de piel no melanoma. El
Carcinoma basocelular (CBC) es el mas frecuente y especificamente el palpebral, ocupa apréoximadamente el 90 %
de los tumores malignos oculares. La cirugia es el tratamiento de eleccion de estos. En numerosas ocasiones por la
extension, localizacién, tipo de tumor, antecedentes de reiteradas cirugias, esta genera gran pérdida de tejidos por
lo que los resultados estéticos asi como funcionales, no son los més deseados, tanto para el cirujano como para el
paciente. En estos casos otras opciones de tratamiento pueden ser utilizados para garantizar una mejor calidad de
vida a los mismos. Se presentan dos pacientes con diagnéstico de CBC palpebral por biopsia incisional en los que
por caracteristicas de la lesion, localizacion y antecedentes personales del paciente, se decide realizar tratamiento
médico con HeberFERON perilesional. El resultado en ambos casos fue satisfactorio, se logré la eliminacion del
tumor con buenos resultados estéticos y funcionales, sin recidiva de la lesion durante los 2-3 primeros afos de
seguimiento.

Palabras clave: Carcinoma basal de parpado, tratamiento con interferones, tumores palpebrales.

ABSTRACT

Cancer is once again the first cause of death in Cuba, and currently among the Latin-American countries and the
third world, thus according to estimates, our country has the highest incidence rate of non-melanoma skin cancer.
The Basal cell carcinoma (BCC) is the most frequent and specifically the BCC palpebral, occupies 90% of ocular ma-
lignancy. Surgery is the treatment of choice. Depending on extension, location, type of tumor, a history of repeated
surgeries, surgery generates great loss of tissue so the aesthetic and functional results are not the most desirable
for both surgeon and patient. In these cases other treatment options can be used to ensure a better quality of life.
Two patients were diagnosed with BCC palpebral by incisional biopsy in which lesion characteristics, location and
the patient history, it was decided to perform medical treatment with perilesional HeberFERON. The result in both
cases was satisfactory; tumor removal was achieved with good aesthetic and functional results, no recurrence of the

injury during the first 2-3 years of follow-up.

Keywords: Basal cell carcinoma of eyelids, treatment with HeberFERON, tumors eyelids.

Introduccion

El cancer constituye en Cuba la primera causa de
muerte y el cincer de piel presenta la tasa mas elevada
de incidencia para ambos sexos, !> mostrando una tasa
de 55,46 por 100 000 habitantes. * Segun los datos que
aparecen reflejados en el Anuario estadistico de salud
de Cuba 2014 y en el Registro Nacional del Cancer, el de
piel presenta la tasa mas elevada de incidencia tanto para
el sexo masculino como para el femenino, * el Carcinoma
basocelular (CBC) el més frecuente y especificamente
el CBC palpebral, ocupa apréximadamente el 90 % de
los tumores malignos oculares. ¢ La cirugia es el trata-

miento de eleccién de estos. ”# Los Carcinomas baso-
celulares extensos con implicaciones de riesgo estético
y funcional, son un gran reto para el cirujano, la cirugia
en estos casos genera gran pérdida de tejidos, lo que de-
manda una Cirugia Plastica considerable. Cuando la le-
sion es muy extensa o infiltra estructuras oculares, como
el borde palpebral y la via lagrimal excretora, se realizan
técnicas de reconstruccion palpebral como el cierre con
colgajos o injertos de piel; el objetivo de las mismas es
la restauracién del volumen perdido, la creacién de
estructura y la reconstruccion funcional. Estas pueden
dejar como secuelas malas posiciones palpebrales y ci-
catrices inestéticas, ain en manos expertas. Si la lesion
se extiende hacia 6rbita y/o hueso, puede ser necesario

! Instituto Cubano de Oftalmologia “Ramdn Pando Ferrer”. La Habana, Cuba.

2 Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia. La Habana, Cuba.
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extirpar estructuras oculares o el ojo en su totalidad, asi como
parte de los huesos faciales si estan afectados. En ocasiones, es ne-
cesario combinar la cirugia con radioterapia, sumandose ademas
las multiples complicaciones de esta ultima terapia.

Esta situacién hace necesario encontrar nuevas opciones te-
rapéuticas con el fin de lograr altas tasas de curacion, evitar las
recidivas, alcanzar un buen resultado estético, asi como disminuir
la discapacidad visual por esta causa. El tratamiento con Heber-
FERON se ha desarrollado con éxito y de forma segura en el tra-
tamiento del CBC de cualquier subtipo, tamaio y localizacion.

Tomando en cuenta la necesidad de hallar nuevas variantes
terapéuticas para el tratamiento de los CBC palpebrales exten-
sos con implicaciones de riesgo estéticos y funcionales, la eficacia
demostrada de la combinacion de los Interferones (IFNs) alfa y
gamma en el tratamiento de estos tumores y el desarrollo de una
nueva formulacién que combina a estos IFNs (HeberFERON), se
decide aplicar en dos pacientes esta formulacion para explorar la
seguridad del tratamiento perilesional, su efecto, el tiempo de res-
puesta y la ocurrencia de recidiva. La poderosa razén que justifica
e induce a profundizar en el comportamiento evolutivo en este
tipo de terapia en pacientes con tumores malignos de parpados,
es la posibilidad de impedir que progresen a estadios mds graves
de la enfermedad, asi como evitar otras conductas mds agresivas
que se utilizan con frecuencia en este tipo de pacientes y mejorar
la calidad de vida de los mismos.

Casos clinicos

Caso 1l

Paciente de 38 afos, color de la piel blanca, sin antecedentes
patoldgicos personales ni familiares. Acude a nuestro servicio por
presentar desde hace un afo lesioén en el canto interno del ojo
izquierdo (OI), que en un inicio fue pequeria, pero con el tiempo
aument6 de tamano. Al examen oftalmoldgico se observa: Lesion
que se extiende a todo el canto interno, eritematosa, con zonas de
ulceracion, bordes mal definidos, acompaiado de neovasos en la
superficie, no se encuentran linfadenopatias (Fig. 1A).

Tras la exploracion y el examen general, se decide indicar
complementarios y biopsia incisional, esta ultima con diagndsti-
co presuntivo de CBC. Se realiza biopsia (B-14-325) que informa:
Fragmento de piel correspondiente con un CBC bien diferencia-
do con caracter infiltrativo hacia el plano muscular.

Los examenes de laboratorio hemoquimicos (hemoglobina,
hematocrito, leucograma con diferencial, recuento de plaquetas,
Alanino aminotransferasa [ALAT], Aspartato aminotransferasa
[ASAT], glicemia y creatinina), se encontraron dentro de rangos
normales. Estos se indican al igual que la biopsia incisional como
protocolo antes de indicar el uso del HeberFERON.

Se discute el caso en colectivo de especialistas y se decide no
realizar tratamiento quirurgico teniendo en cuenta la extension

y localizacion de la lesion, que ocupa todo el canto interno, zona
de dificil abordaje para reconstruccion palpebral. Se indica tra-
tamiento con HeberFERON. La dosis indicada fue de 3,5 MUI,
1 aplicacion perilesional 2 veces a la semana por 5 semanas. A
la tercera semana del procedimiento, se observa muy buena res-
puesta al tratamiento con una evidente reduccion de la extension
de la misma (Fig.1B). Al final del tratamiento, quinta semana, se
evidencia ausencia de tumor en toda la zona tratada. Se obtiene
una respuesta completa clinica al tratamiento, el cual se mantiene
sin recidiva de la lesion en los dos primeros afios de seguimiento
(Fig. 1C).

Caso 2

Paciente masculino de 51 afios, raza mestiza, sin anteceden-
tes patologicos familiares, antecedentes de trauma ocular en el
ojo derecho, que deja como secuela ojo ciego. Acude por presen-
tar lesion en el parpado inferior OI (ojo tinico) de 2 afios de evo-
lucién que en un inicio fue pequena, pero en el Gltimo mes notd
que aumentd de tamarno, sangrando en ocasiones. El especialista
del drea indico tratamiento con tetraciclina ungiiento tres veces al
dia y el paciente por decision propia también decide realizar cu-
ras con rojo acetil. Al mantenerse sin mejoria del cuadro clinico
acude a nuestro centro.

Examen oftalmologico: Se observa lesion en parpado infe-
rior, zona medial, aproximadamente 2 cm, bordes elevados y bien
definidos, zona central ulcerada, con multiples neovasos en toda
la periferia de la lesion (Fig. 2A).

Por las caracteristicas de la lesién (tamano, localizacion),
edad y antecedentes patoldgicos personales del paciente, se de-
cide realizar biopsia incisional con la impresion diagndstica de
CBC nédulo-ulcerativo del parpado inferior OI.

Biopsia incisional (B-13-20): Fragmento de piel correspon-
diente con un CBC poco diferenciado, con un componente nota-
ble de células fusiformes, anaplésicas.

Se decide optar por el uso de HeberFERON perilesional, a
razén de 3,5 MUI dos veces a la semana por 5 semanas. A las 5
semanas de tratamiento se confirma no eliminacién total de la
lesion, pero si una reduccién de mas del 20 % de sus didmetros
iniciales, con pérdida de los neovasos (Fig. 2B), lo que permiti6
realizar la exéresis total de la lesion, con cierre directo, sin te-
ner que recurrir a otras técnicas reconstructivas (Fig. 2C). A los
3 afos de seguimiento no hay evidencia de recidiva de la lesion,
comprobado por examen dermatoscopico que informa presencia
de vasos sanguineos y cicatriz quirtrgica, no tumor.

|
Discusion

Los pacientes presentados demuestran lo controversial que
puede resultar la conducta ante estos casos; la edad del paciente,

A

Fig. 1. Paciente masculino de 38 afios. A. Obsérvese lesion eritematosa, bordes mal definidos, que ocupa todo canto interno Ol. B. Reduccién de la
lesién, menos elevada, no ulcerada y ausencia de neovasos a la tercera semana de tratamiento. C. Después del tratamiento con HeberFERON.
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Administracion del HeberFERON en el carcinoma basocelular palpebral a propésito de 2 casos
Administration HeberFERON in the eyelid basal cell carcinoma about 2 cases

Fig. 2. Paciente masculino de 51 afios. A. Obsérvese lesion Nodulo-ulcerativa, de 2 cm de diametro, con multiples neovasos en la periferia, pigmentada,
localizada en PI Ol. B. Evidente reduccion de la lesion, ausencia de neovasos asi como de Ulcera central. C. Exéresis total de la lesidn, con cierre directo.

la extension y localizacién de la lesién, tipo de tumor, nimero de
lesiones, ocupacidn, antecedentes personales, asi como el factor
estético, deben tenerse en cuenta para la toma de decisiones.

La accesibilidad a las numerosas opciones de tratamiento,
también serd un factor a tener en cuenta, la técnica Microgra-
fica de Mohs es la técnica quirtirgica de eleccién en la mayoria
de los casos, pero requiere de un equipamiento costoso, al igual
que la terapia fotodinamica, muy util para el tratamiento de tu-
mores malignos superficiales multiples, sin embargo, no se con-
sidera una buena opcion en tumores de alto riesgo. En el caso de
la crioterapia se ha utilizado en los tumores menores de 10 mm y
el éxito de curabilidad solo ha sido reportado para tratar lesiones
pequenas.

En estos pacientes de optar por el tratamiento quirurgico, se
realizaria la técnica de colgajos rotados o injertos, en ambos casos
los tumores son extensos por lo que la extirpacion de los mismos
requiere eliminar gran volumen de tejido, mas si se tiene en cuen-
ta el margen oncoldgico. El cierre primario seria imposible por el
defecto tan grande que se produce después de una exéresis tumo-
ral, lo que conllevaria a que estos se realizaran con una tension
excesiva y provocaria cicatrices desfavorables, por su parte, las
principales desventajas del uso de injertos en los parpados, son
las diferencias en la pigmentacion y el aspecto de parchado que
resulta estéticamente inaceptable para el paciente y el cirujano.
En los pacientes jovenes, el factor estético es un factor importante
ala hora de decidir conducta.

En el primer caso la lesion se encuentra muy préxima a la
via lagrimal excretora, por lo que el abordaje de la zona podria
implicar riesgo funcional. Hay que tener en cuenta la ocupacion,
este paciente se desempena como artista de circo (payaso), por lo
que demanda tener en cuenta los resultados estéticos ya que esta
labor requiere del contacto directo con los niflos. En el segundo
caso, ademas de las caracteristicas de la lesion y complejidad de
la cirugia, se tuvo en cuenta, los antecedentes personales del pa-
ciente, ya que el mismo presenta el ojo derecho ciego, su ojo iz-
quierdo es tnico, la cirugia implicaria reseccién de gran cantidad
de tejido, corriendo riesgo de complicaciones palpebrales post-
quirurgicas (ectropion o triquiasis), que como secuela pudieran
provocar alteraciones en la integridad ocular (queratitis punteada
superficial, tlceras corneales).

En ambos pacientes se propone como opcidn terapéutica el
HeberFERON, con el objetivo de eliminar la lesion o reducir su
tamafio, para luego realizar cirugia exéretica, disminuir riesgo
de recidivas, alcanzar un buen resultado estético y funcional, asi
como disminuir la discapacidad visual por esta causa.

En el mecanismo exacto de accion de los IFNs se invocan
la supresion de la proliferacion celular, aumento de la fagocitosis
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por los macroéfagos, inhibicion de la replicacion viral, inhibicién
de la angiogénesis y el aumento de la respuesta inmune celular de
linfocitos T."

Se han publicado excelentes resultados con la administracion
del IFN alfa-2b por via perilesional, que consigue una regresion
total de la lesion, pudiéndose utilizar en tumores primarios y
recidivantes. Ha sido propuesto como una opcidn no quirtrgica
en CBC perioculares, de forma aislada o como complemento de
la cirugia. El periodo de tratamiento es variable en dependencia
del esquema de tratamiento escogido.”? El HeberFERON tiene
sus ventajas debido a la actividad inmunomoduladora y a su
potente efecto antiproliferativo, por lo que se ha empleado de
forma segura en Cuba a través de ensayos clinicos disenados por
el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de la Habana
(CIGB), en pacientes con CBC de cualquier tamano, localizacion
y subtipo clinico e histoldgico en diferentes hospitales *'7 El
resultado de la aplicacion de esta formulacién en los pacientes
del estudio, fue satisfactorio, en ambos se reporté un minimo de
eventos adversos pertenecientes al sindrome pseudogripal como
cefalea, fiebre y artralgia, que desaparecieron con la aplicacion
del tratamiento sintomadtico. Se logrd la eliminacién del tumor
obteniéndose buenos resultados estéticos y funcionales.
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ABSTRACT

Transmission Electron Microscopy (TEM) is a valuable tool for the biotech industry. This paper summarizes some of the
contributions of MET in the characterization of the recombinantantigensare part of vaccines or vaccine candidates ob-
tainedintheCIGB.Itmentionstheuseof complementarytechniquesMET (Negative staining,andimmunoelectron) that
enhancevisualizationandultrastructuralcharacterizationoftherecombinantproteinsobtainedbyGeneticEngineering.

Keywords: TEM, HBV, NASVAC, Dengue, negative staining, nanoparticles.

La Microscopia Electrénica de Transmision (MET) constituye una herramienta valiosa para la industria Biotec-
noldgica. Este trabajo resume algunos de los aportes de la MET en la caracterizacién de los antigenos recombi-
nantes que forman parte de vacunas o candidatos vacunales obtenidos en el CIGB. Se hace mencién al uso de
técnicas complementarias a la MET (Tincién Negativa, y la Inmunomicroscopia) que potencian la visualizacion
y caracterizacion a nivel ultraestructural de las proteinas recombinantes obtenidas por Ingenieria Genética.

Palabras clave: MET, VHB, NASVAC, Dengue IME, Tincién Negativa, Nanoparticulas.

I
Introduction

The necessity to develop effective drugs against in-
fectious diseases has made electron microscopy a very
important tool in the field of Biotechnology. Specifically,
the Transmission Electron Microscopy (TEM) contribu-
tes to the development of new methodologies in the diag-
nostic of viral diseases and add new elements to study
the mechanisms involved in the pathogenesis of the di-
seases . The combination of TEM and Immunoelectron
Microscopy (IEM) has also made the visualization and
characterization, at ultrastructural level, of recombinant
proteins obtained by genetic engineering possible.

TEM is based on the incidence of a beam of elec-
trons, produced by a cathodic filament, through a sam-
ple, and the electronic scattering caused by the atoms
composing the structure of the sample >. TEM has a
resolution in the order of the nanometers, higher than
the resolution of the optic microscopy.

TEM has extensively been used in the research
and characterization of biotechnological products for
human and plant health, based on DNA recombinant
techniques, at the Center for Genetic Engineer and
Biotechnology (CIGB) in Cuba. For example, using

this method, different systems for the expression of re-
combinant proteins and diverse methods for the detec-
tion of viruses and recombinant proteins in bacteria,
yeast and plants have been analyzed.

In this work, we highlight the more important
contributions of TEM in the characterization of the
nanoparticles conforming the vaccines and vaccine
candidates for human and animal uses.

I
Methods

Negative staining Samples were analyzed using the
method. Briefly, the samples were centrifuged 20 minu-
tes, contrasted with uranyl acetate and visualized with
a Transmission Electron Microscope Jeol JEM 2000 Ex.

Immunoelectron Microscopy: The samples were
incubated with either CBSS-HepB.1 mAb in phosphate
buffer, for 45 min at RT. The samples were rinsed three
times for 30 min at RT with 0.1% bovine serum albumin
in phosphate-buffered saline pH 7.3 (BSAPBS),and incu-
bated for 1 h at RT with gold-labeled (15nm) anti-mou-
se IgG (Amersham, UK) diluted 1:100 in BSA-PBS. As
control the primary antibody was substituted by normal
mouse serum.

!Biomedical Research, Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Ave. 31, P.O. Box 6162, Playa, Havana 10 600, Cuba.
2 Agricultural Research, Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Ave. 31, P.O. Box 6162, Playa, Havana 10 600, Cuba.
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I
Development

The distribution, the morphology and the particle size are im-
portant parameters in evaluating the pharmaceutical composition
based on virus-liked particles (VLP). Nowadays, TEM is still one of
the most important analytical tools for the ultrastructural analysis of
antigens and proteins (in vaccines and vaccine candidates) obtained
by recombinant technology. Different methods have been combined
with TEM for the identification and direct classification of viral par-
ticles and the detection of strange agents and other contaminants in
the samples. Nevertheless, the negative staining method has been
preferred because of its simplicity and fidelity *. IEM is one of the
most important techniques in the detection and localization of pro-
teins in cells and tissues. This method is based on the detection of
the antigen-antibody interaction using a secondary antibody labelled
with colloidal gold particles *. The sensitivity of TEM highly increas-
es when this method is combined with the IEM.

At CIGB, one of the more important applications of TEM
is the characterization of nanoparticles conforming vaccines and
vaccine candidates. These nanoparticles can be formed by pro-
teins, protein/lipid or protein/DNA complexes, and they have
the property of mimicking supramolecular structures of viruses.
They can also induce an antiviral immune response, in terms of
neutralizing antibodies and/or a cell-mediated immunity (CMI) °.
One of the main characteristics of nanoparticlesis is their high
degree of particulation and/or aggregation caused by covalent
and non-covalent molecular interactions. This characteristic al-
lows them to be used as vaccines.® TEM allows the evaluation of
the stability, the homogeneity, and the consistency of the particles
in the formulation of the production processes of the Hepatitis B
and cattle tick vaccines. Moreover, particles composing the vac-
cine candidates being developed in our institution are also char-
acterized. The Cuban vaccines against Hepatitis B (Heberbiovac®)
and the cattle tick (Gavac®) are distinctive products of CIGB in
the biomedical and agricultural departments.

Hepatitis B is a deadly disease caused by the hepatitis B vi-
rus. It is a very important global health problem, causing around
600 000 deaths per year 7 therefore, the development of effective
vaccines against the virus is mandatory. Since 1992, the CIGB pro-
duces a recombinant vaccine against the Hepatitis B virus. During
these years, more than 100 million of doses of this prophylactic
vaccine have been distributed in 35 countries. AgsHB is the active
pharmaceutical ingredient (API) of the cuban Hepatitis B vaccine,
Heberbiovac®, which is produced in the yeast Pichia pastoris.

Fig. 1. Vaccine Heberbiovac. Presence of recombinant nanoparticles is
observed, approximately 20nm in diameter. Bar = 100nm.
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On the other hand, Boophilus ticks are the most harmful ec-
toparasites affecting cattle in Latin America, Australia and some
regions from Africa. They cause stress and weakness of the af-
fected animals. From ticks per animal, the damage has economic
effects: decrease of the animal weight and milk production, neg-
ative effects on the fertility and increase the incidence of other
diseases. For this reason, the development of effective vaccines
against this disease is crucial 8. The protein Bm86 is the API of
the Cuban vaccine against the cattle ticks (Gavac®, CIGB, Cuba)
produced in the yeast Pichia pastoris.

The importance of TEM as quality specification criteria for
the release of the Gavac and AgsHB batches during their produc-
tion processes has been demonstrated. The effectiveness of both
vaccines has been related to their high degree of particulation. The
experimental results suggest that this characteristic increases their
immunogenicitiy *!°. Using TEM and negative staining, the par-
ticulated properties of AgsHB and Bm86 were corroborated (Fig.
1 and 2). These nanoparticles were also analyzed using IEM with
monoclonal antibodies highly specific against the APIs (Fig. 3).

Fig. 2. Vaccine Gavac. Presence of recombinant nanoparticles is obser-
ved, approximately 20nm in diameter. Bar = 200nm.

Fig. 3. Vaccine Heberbiovac (Immune Electron Microscopy). Bar =200nm.
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Characterization nanoparticles-based vaccines and vaccine candidates: a Transmission Electron Microscopy study

Caracterizacion por Microscopia Electrénica de Transmision de vacunas y candidatos vacunales basados en nanoparticulas

Currently, in our institution there are research projects in-
vestigating the development of new vaccines against infectious
diseases like Hepatitis B and dengue. The new vaccine candida-
te against hepatitis B (still in developmental process) is focused
on a therapeutic use unlike the previous Heberbiovac that has a
prophylactic use. The name of this new future product is NAS-
VAC and it is based on the combination of the surface antigen
(HBsAg) and the nucleocapside of the hepatitis B virus (HBcAg).
Both antigens have sizes similar to the virus: 22-26 nm. This is a
key element for their interaction with the immune system and the
development of an effective antiviral response.

Therefore, it is important to obtain, after the production
processes, homogeneous particles for each antigen. TEM direct-
ly enables the identification and characterization of sizes and the
morphology of these particles.

Previous studies suggested that some features such as high
degree of particulation and aggregation could increase the immu-
nogenicity of the vaccines. Aguilar et. al (2004) also demonstra-
ted that the adhesiveness of the recombinant antigens HBsAg and
HBcAg, favor the formation of particulate aggregates in a range
between 22-200 nm. Because of this characteristic, the AgcHB
provokes a stronger lymphocytes activation. TEM analysis con-
firms the presence of these particles in different formulations of
the vaccine candidate Nasvac (Fig. 4).

Dengue is the most important viral disease transmitted by
arthropods affecting the world population. Every year 50-100

Fig. 5. Vaccine Candidate against Dengue virus. Presence of recombinant
nanoparticles is observed, approximately 20nm in diameter. Bar =100nm.
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millions of new cases of this disease are reported and 500 000 of
them, correspond to the hemorrhagic denguefever, which is the
most severe manifestation of the disease. This disease is produced
by the dengue virus (DV), which is a viral complex composed of
4 serotypes. Unfortunately, there is not an effective vaccine against
dengue. In Cuba, there is a research program for obtaining a su-
bunit vaccine against the four serotypes of the virus. Using TEM
it was possible to characterize one of the recombinant proteins
constituting the base of the vaccine candidate. This protein, na-
med DIIIC-2, is composed by the domain IIT of the viral envelope
protein and the capsid protein of the dengue-2 virus. These viral
regions are antigenic fragments able to induce humoral and cellu-
lar immune responses against the virus.

TEM with negative staining demonstrated the presence of
particles after the incubation of the protein DITIC-2 with oligonu-
cleotides of unknown DNA sequence. Valdes et. al. (2009), Gil et.
al. (2009) and Marcos et. al. (2013) also demonstrated that after
the immunization with these aggregated structures, an immune
cellular response and neutralizing antibodies were induced. This
response had a protective capacity in mice. It was also demon-
strated that the formulation containing the non-aggregated pro-
tein did not induce a functional immune response (Fig. 5).

Plants have also been important biotechnology models for
the production of recombinant proteins. TEM analysis revealed
the presence of spherical viral particles of 27 nm similar to the
Hepatitis A virus (HAV) in purified samples from transgenic

Fig. 6. Vaccine Candidate against VHA virus. The presence of recombinant
nanoparticles is observed, approximately 27nm in diameter. Bar = 200nm
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response (Fig. 6).

1
Conclusions
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ANTIBIOTIC RESISTANCE

WHAT YOU CAN DO

Antibiotic resistance happens when bacteria change and become resistant
to the antibiotics used to treat the infections they cause.

www.who.int/drugresistance

AntibloticResistance
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Only use antibiotics when prescribed
by a certified health professional

Always take the full prescription,
even if you feel better

Never use left over antibiotics

Never share antibiotics with others

Prevent infections by regularly
washing your hands, avoiding contact
with sick people and keeping your
vaccinations up to date

g’@ World Health

%Y Organization
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Compuestos bioactivos aislados de cianobacterias y microalgas:
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Las cianobacterias y microalgas son fuentes de productos con aplicaciones potenciales en la industria biofarma-
céutica. Entre las estructuras extraidas de estos microorganimos se encuentran: péptidos, proteinas, carbohidratos,
terpenoides, acidos grasos insaturados, flavonoides, compuestos fendlicos, vitaminas, porfirinas, y otros compues-
tos orgdnicos. La naturaleza estructural de estos productos es muy diversa, ademds la composicion quimica de las
microalgas esta en concordancia con sus habitats. Entre las principales propiedades farmacoldgicas caracterizadas
en estos micro-organismos se encuentran las relacionadas con las actividades bactericidas, inmunomoduladoras,
antioxidantes, citoprotectoras, fungicidas y antivirales en el contexto de diferentes patégenos. Esto posibilita su po-
sible empleo en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, tumorales asi como en procesos infecciosos. En esta
revision se presentan las estructuras quimicas y las actividades biolégicas de algunos de los compuestos aislados de
microalgas, los que pudieran tener aplicaciones potenciales en la industria biofarmacéutica.

Palabras clave: Antibioticos, antivirales, cianobacterias, algas, biofarmacéutico, nutracéutico, ficobiliproteinas.

ABSTRACT

Cyanobacteria and microalgae are source of many chemicals substances with potential applications on biopharma-
ceutical industry. Many structures have been characterized in these organism, such as: peptides, proteins, carbohy-
drates, terpenoids, polyinsatured fatty acids, flavonoids, phenolic compounds, vitamins, porfirins and other organic
substances. Chemicals structures of isolated compounds are diverse and it depends of microalgae habitats. Pharma-
cological activities located in microalgae are bactericides, immunomodulatory, antioxidants, cytoprotective, fungi-
cides and antivirals. These properties may possible the potential treatment of many diseases including autoimmu-
nes disorders, tumoral, and infectious process. In this review are presented and discussed some elements associated

to chemical structure and biological activities around of compounds with potential uses as biopharmaceuticals.

Keywords: Antibiotics, antivirals, cyanobacteria, algae, biopharmaceuticals, nutraceuticals, phycobiliproteins.

Introduccion

Las microalgas son microorganismos fotosinté-
ticos, polifiléticos y eucariotas que pueden crecer de
manera autotréfica o heterotrofica. Las cianobacterias
son procariontes Gram-negativos que aunque origi-
nalmente estaban incluidos dentro de las algas poste-
riormente pasaron a formar parte del dominio de las
bacterias. En estos organismos se han identificado
compuestos bioactivos con diversos usos potenciales,
fundamentalmente en biomedicina, agropecuaria,
cosmética y en investigaciones basicas 2. Estos mi-
croorganismos también han sido empleados en la pro-
duccién de dihidrégeno y etanol para la obtencion de
fuentes alternativas de combustibles ?, asi como en la
industria alimenticia por sus propiedades colorantes y
nutricionales .

Las actividades farmacoldgicas reportadas en
compuestos procedentes de cianobacterias y microal-
gas incluyen antiprotozoos, bactericidas, antivirales,
citotoxicas, inhibidores de proteasas o de los canales
de calcio, inmunomoduladoras y antioxidantes °. Uno
de los elementos asociados a la gran diversidad de ac-
tividades encontradas es el amplio espectro de meta-

bolitos secundarios presentes en estos organismos °,
entre los que se encuentran lipopéptidos, aminodcidos,
proteinas, dcidos grasos, macrdlidos, amidas, fenoles,
alcaloides, compuestos organicos de bajo peso mole-
cular y carbohidratos °. Adicionalmente la diversidad
estructural y funcional de estos sistemas bioldgicos se
incrementa debido a que la composicién quimica de
los extractos de estos microrganismos depende de la
localizacion geografica y de los métodos de extraccion
empleados ”. Sin embargo se debe tener en cuenta que

*Licenciado en Bioquimica. Master en Biotecnologia Mencidn Investigacion de nuevos productos. Facultad de Ingenieria y Ciencias
Agropecuarias. Universidad de Las Américas. Sede Queri: calle José Queri s/n entre Av. Granados y Av. Eloy Alfaro, Quito, Ecuador.

Correspondencia: Alexey Llopiz. E mail: alexey-llopiz@outlook.com.
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estos microorganismos también pueden contener sustancias to-
xicas, las cuales deben ser identificadas y eliminadas de estos sis-
temas cuando van a ser empleados con fines biofarmacéuticos,
nutricionales, etc. 8.

En esta revision se presentara una panoramica general desde
el punto de vista estructural y funcional de algunos de los prin-
cipales metabolitos encontrados en cianobacterias y microalgas,
que se caracterizan por actividades bioldgicas que los hacen pro-
ductos potenciales en la industria biofarmacéutica.

1
Métodos

Las estructuras quimicas fueron dibujadas con el programa
Chem Draw’ y la visualizacion de las estructuras 3D se realizo
con el programa UCSF Chimera'.

Compuestos activos aislados de microalgas

Carbohidratos

Entre los metabolitos bioactivos que se han identificado en
varias microalgas se encuentran los polisacaridos sulfatados, los
que estan asociados a actividades antivirales, antibacterianas, an-
titumorales, antinflamatorias ' y probiéticas #**. También se han
identificado propiedades antioxidantes en varios de estos polisa-
caridos sulfatados, los que estan constituidos fundamentalmente
por galactosa, azucares metilados y anhidridos. Las estructuras
sacaridicas mds importantes que se encuentran en los extractos
de estos organismos son los fucoidanos, las laminarinas, los ga-
lactanos y los alginatos ™.

Los fucoidanos son polisacaridos sulfatados extraidos funda-
mentalmente de algas marinas de color marrén. Estas sustancias
estan asociadas a la modulacién del sistema inmune, inhibicién
de la proliferacion celular %, actividad anti y proangiogénica '¢
y actividad antiviral . Un total de ocho estudios realizados en
humanos que implican a estos carbohidratos han sido reporta-
dos, los que implican la evaluacion del efecto anticoagulante ',
inmunomodulador “galactofucan sulfate (a putative HPC mobi-
lizing agent asi como las potencialidades para el tratamiento de
sindromes metabdlicos .

La estructura quimica de estos carbohidratos implican a la
L-fucosa sulfatada, las que se unen mediante enlaces glicosidicos
del tipo a-1,3 (Fig. 1A). Este tipo de compuestos generalmente
pueden ser identificadas en Laminaria saccharina, L. digitata,
Analipus japonicus, Cladosiphon okamuranus y Chorda filum.

HO

A

Otra disposicion que se ha caracterizado implica que se alternen
enlaces glicosidicos a-1,3 y a-1,4 (Fig. 1B), las que pueden ser
encontradas en especies como Ascophyllum nodosum y Fucus *'.
Adicionalmente se han identificado en estos polisacaridos otros
monosacaridos como glucosa, manosa, galactosa, xilosa, acido
urdnico asi como derivados acetilados, los que también se pue-
den encontrar unidos con una estereoquimica del tipo  en el
contexto del enlace O-glicosidico %

Los fucoidanos pueden tener diferentes tamafios en funcién
del grado de repeticion de la unidad basica estructural, la cual
modula las propiedades bioldgicas de estas estructuras '°. La ac-
cion de estos compuestos también estd asociada a las diferencias
en el estado de carga superficial, las que estan determinadas en
gran medida por la exposicion de los ésteres de sulfato presentes
en estos productos naturales #.

La sustitucion de los hidrégenos por grupos sulfatos (SO,) o
grupos acetilos (CH,CO") puede ser en las posiciones C2 o C4, y
en muy pocas ocasiones en C3 (Fig. 1). Aunque esta estructura se
encuentra relativamente conservada en varios fucanos extraidos
de algas, puede diferir entre microrganismos incluso de la misma
especie 2.

Las laminarinas son otra familia de polisaciridos sulfata-
dos que pueden actuar como componentes de la fibra dietética,
probidticos, bactericidas, antivirales, antitumorales, sustancias
anti-apoptdticas, anti-inflamatorios, anticoagulantes y antioxi-
dantes . En estos compuestos la estructura repetitiva esta cons-
tituida por unidades de D-glucosa con uniones del tipo B-1,3 en
las cadenas principales y con B-1,6 en las cadenas laterales (Fig.
2). Aunque la relacion entre los enlaces del tipo 1-3 y 1-6 varia
entre diferentes especies, la relacion generalmente se encuentra
entre 2-3:1 y los pesos moleculares alrededor de los 5 kDa. Los
dos tipos de laminarinas mas frecuentes son: My G (Fig. 2), en
dependencia de la estructura del extremo reductor presente en el
polisacérido *.

La relacién entre cada una de las especies M y G de las la-
minarinas varia en dependencia del medio del que se extraigan
las algas. La salinidad del medio, el nivel de exposicién a la luz
y la temperatura son algunos de los factores que determinan la
estructura de estos polisacaridos asi como la potencia de sus
propiedades bioldgicas #. Las modificaciones quimicas de estos
compuestos (oxidacion, reduccion y sulfatacion) pudieran estar
asociada a la potenciacion de las actividades bioldgicas de esta fa-
milia de carbohidratos, fundamentalmente asociado a la ruptura
de la cadena original con la formacién de estructuras de menor
peso molecular .

Fig. 1. Estructura general de un fucoidano formado por unidades de L-fucopiranosa. A: unién del tipo a (1-3) y B: unién del tipo a (1-4).
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Fig. 2. Estructura general de las laminarinas obtenidas de “algas marronas”. En estos polisacaridos las uniones predominantes entre las glucosas
son del tipo B-1,3, las que se ramifican con uniones del tipo -1,6. Cuando el extremo reductor estd formado por D-glucosa (A) estas cadenas se
denominan G, y cuando es con un aztcar reducido con el manitol (B), estas cadenas se denominan M. La unidad que se encuentra entre corchetes
se repite varias veces. El grado de ramificacion varia entre las diferentes fuentes de estos compuestos.

Otra de la familia de carbohidratos extraida de algas son
los alginatos. Estos polimeros lineales estain conformados por
dos tipos de 4cidos hexuronicos: 4cido p-D-manurdnico (M) y
acido a-L-gulurénico (G), unidos por enlaces del tipo 1,4. Estas
estructuras estan formadas por bloques del tipo GGGGGG se-
guidos de bloques MMMMMM vy alternado con bloques del tipo
GMGMGM (Fig. 3). Aunque en dependencia de la fuente de la
que se extraiga este tipo de compuestos varia el contenido de cada
uno de los monosacéridos y las dimensiones de cada uno de los

6
HOOC
4

A acido D-manurénico (M)

dcido D-manuronico (M)
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bloques, las masas moleculares de estos carbohidratos se encuen-
tra en el rango entre 32 y 400 kDa #. Estos polisacaridos pueden
formar estructuras coloidales y ademas tener propiedades antin-
flamatorias y antibacterianas. Entre las aplicaciones de los algina-
tos se encuentra la liberacion controlada de farmacos, sobre todo
en formulaciones que implican la via oral, debido a la presencia
de nanoporos de alrededor de 5 nm en las capsulas formadas por
estos carbohidratos *°. Adicionalmente, estas estructuras también
han encontrado amplia aplicacion en la ingenieria de tejidos %.

6
HOOC
4

dcido D-manuronico (M)

dcido L-guluronico (G)

Fig. 3. Estructura general de los alginatos extraidos de microalgas. A: uniones O-glicosidicas en bloques entre acido B-D-manurdnico (M) entre las po-
siciones 1-4. B: uniones entre unidades de 4cido a-L-gulurdnico (G) entre las posiciones 1-4. C: uniones entre los epimeros del C-5 entre las posiciones
1-4: 4cido B-D-manurdnico y acido a-L-gulurdnico.
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El Spirulan célcico (Ca-Spirulan) es otro carbohidrato sulfa-
tado extraido de la cianobacteria verde-azul Arthrospira platen-
sis. Este compuesto es un inhibidor de la reverso-transcriptasa
de HIV-1, HIV-2, HSV e influenza. Esta formado por unidades
de ramnosa que se encuentran unidas por enlaces del tipo 1,3y
unidades de 3-O-metilramnosa unidas con una configuracion del
tipo 1,2. La relacién entre estos tipos de enlaces glicosidicos es
aproximadamente de 5:3 *'. Adicionalmente en la estructura del
Ca-Spirulan se han identificado otros componentes estructurales
entre los que se encuentran: manosa, ribosa, fructosa, glucosa,
xilosa, galactosa, dcido galacturénico, 4cido glucurénico, iones
calcio y sulfato 2.

También ha sido extraido de la cianobacteria N. flagilliforme
el polisacarido Nostoflan, el cual tiene propiedades antivirales
contra HSV-1 (HF), HSV-2 (UW-268), HCMV (Towne), Influen-
za (NWS), Adeno (tipo 2) y Coxsackie (Conn-5). La estructura
de este compuesto tiene dos secuencias con la forma (-4)-p-D-

HOH,C

-0.SH,C

HO
HO 1 o]

OH

R’

Fig. 5. Estructura general de los sulfoquinovosildiacilgliceroles (SQDGs)
extraidos de cianobacterias del género Scytonema. La unidad basica
estd conformada por a-D-glucopiranosil, sustituido en el C-6 por un
grupo sulfato. El anhidrido entre el azdcar y el glicerol ocurre por el
carbono anomérico. Los grupos R/R’representan de forma general los
grupos alquilos correspondientes a los acidos grasos unidos al glicerol.
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Glcp-(1,4)-D-Xylp-(1 y 4)-[p-D-GlcAp-(1,6)-]-B-D-Glcp-(1,4)-
D-Galp-(1-) (Fig. 4) *

Otras estructuras con actividades inhibitorias de la rever-
so transcriptasa y la DNA polimerasa de HIV-1 son los sulfogli-
colipidos libres de fosforo encontrados en Scytonema sp. *. Estos
compuestos estan conformados por un monosacarido sulfatado
en la posicién 6, que forma un enlace acetalico (C1) con uno de
los grupos hidroxilos distales del glicerol. Los sustituyentes de
los otros hidroxilos de este alcohol trihidroxilico son dos acidos
grasos (Fig. 5). En el estudio con sulfoquinovosildiacilglicero-
les (SQDGs) (1,2-di-O-acil-3-O-(6-deoxi-6-sulfo-a-D-glucopira
nosil)-sn-glicerol) de cinco especies de Chlorophyta (algas ver-
des-azules), 13 del tipo Rhodophyta (algas rojas), y tres de la familia
Heterokontophyta (algas marronas) se identificaron fundamental-
mente los siguientes acidos grasos: acido palmitico (C16:0), 33.3%;
EPA (C20:5), 30.0%; acido araquidénico (C20:4); 12,7 %; acido
oleico (C18:1); 7,52 %; y acido estearico (C18:0); 6,83 %.

Fig. 4. Estructuras generales del
polisacarido Nostoflan extraido
de la cianobacteria Nostoc flage-
lliforme. Glcp: glucopiranosa, Xylp:
xilopiranosa, GlcAp: acido glucu-
rénico, Galp: galactopiranosa.
D-Galp OH
Estos sulfoglicolipidos aislados por Tsai y Sun ** inhibieron el
crecimiento de la linea celular de carcinoma hepatocelular HepG2,
con una IC50 de 126 pg/mL. En cierta medida este efecto pudiera
estar asociado a los SQDGs especificos de estas preparaciones, ya
que el control empleado (SQDGs aislados de espinaca) tuvo una
IC50 dos veces mayor (255 pug/mL). Presumiblemente esta dife-
rencia pudiera estar asociada a las distintas relaciones n6/n3 que
caracterizan a cada una de las preparaciones evaluadas. A pesar de
las potencialidades farmacéuticas de estos compuestos no se han
reportado ensayos clinicos en los que ellos estén implicados.

Compuestos orgdnicos que actiian como metabolitos
secundarios

Entre los compuestos aislados de cianobacterias que tienen
actividad anticancerigena se encuentra las criptoficinas de Nos-
toc sp. Estos macrélidos han demostrado tener actividades cito-
toxicas por lo que han sido candidatos para quimioterapias por
sus propiedades anti-proliferativas. Para el compuesto analogo
criptoficina 52 (LY355703) se han realizado ensayos clinicos fase
| y fase 2 en pacientes de cédncer que reciben quimioterapia®.
Estas sustancias quimicas estan formados por dos unidades de
hidroxiacidos y dos aminoacidicas; adicionalmente en estas es-
tructuras estan contenidos dos nucleos aromdticos. También
pueden estar presentes las funciones quimicas epdxido (éter) y
halégenos como sustituyentes (Fig. 6).
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Fig. 6. Estructura general de las criptoficinas. Estos compuestos quimi-
cos estan formados por dos hidroxidcidos y dos aminoacidos. Para la
identificacion de los carbonos estas moléculas se dividen en cuatro sec-
ciones (sefialadas con lineas discontinuas). A: estructura general de las
criptoficinas C y D. B: estructura general de las criptoficinas Ay B. Para
la criptoficina Ay C, X = Cl. Para las criptoficina By D, X = H.

También se ha identificado la curacina A en las preparacio-
nes de L. majuscula *, la que contiene una cadena hidrocarbona-
da que presenta multiples insaturaciones, las funciones éter y al-
cohol, ademds de un heterociclo de cinco miembros que contiene
azufre y nitrégeno, asi como un ciclo de tres miembros altamente
tensionado (Fig. 7). La curacina A o D han sido estructuras en
las que la actividad fundamental adjudicada estd relacionada con
su accion antimitdtica mediante la union a estructuras como las
tubulinas®.

La dolastatina 10 extraida de Symploca sp. y la dolastatina 15
obtenida a partir de Lyngbya sp.(Fig. 8) son compuestos formadas
por residuos de aminodcidos y heterociclos que contienen azufre
y nitrégeno que también han mostrado potencialidades para el
tratamiento del cancer®. La somocistinamida A (L. majuscula/
Schizothrix sp./Assemblage), una tetramida insaturada también ha
demostrado ser un posible firmaco por propiedades anticanceri-
genas .

De acuerdo al sitio de registro de ensayos clinicos del
NCBI?*, para la dolastatina 10 se han realizado alrededor de siete
ensayos clinicos para el tratamiento de afecciones como cancer
pancreatico, de higado, préstata, leucemia, y sarcoma metastico
recurrente. A pesar de las actividades bioldgicas demostradas en
la dolastatina 10, existen diferentes estrategias que implican la
obtencion de otros derivados en los que se potencien estas pro-
piedades citotdxicas™.

En las microalgas también se han detectado otros com-
puestos que tienen propiedades como antibiéticos. Entre ellos se
encuentran la noscomina (Fig. 9), la cual es extraida de Nostoc
commune. Este compuesto es un sistema formado por un ntcleo
de tres ciclohexanos en la misma disposicién que se presentan en
el hidrocarburo aromadtico fenantreno; adicionalmente contiene
un grupo fenélico en el que también se encuentra un acido car-
boxilico, los que estdn unidos al sistema triciclico por un grupo
metileno ¥7.
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Fig. 7. Estructura de la curacina A extraida de la cianobacteria L. majuscula.
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Fig. 8. Estructura general de las dolastatinas aisladas de microalgas.

OH

noscomina HQ

OH

norbietano
o]

)J\ d‘\\\“

Fig. 9. Estructuras de compuestos que contienen el sistema del fenan-
treno, que poseen actividad bactericida.
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Fig. 10. El ambigol C s un compuesto aromatico extraido de Fischerella
ambigua para el cual se ha demostrado actividad bactericida.

El norbietano (diterpenoide, Fig. 9) extraido de Microcoleus
lacustris * y el ambigol C (compuesto aromdtico policlorado, Fig.
10) de Fischerella ambigua * son otros productos naturales con
usos potenciales como antibidticos.
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Lipidos

Las cianobacterias y microalgas son organismos en los que
también se han caracterizado elevadas cantidades de dcidos gra-
sos poli-insaturados, fundamentalmente en las especies que se
encuentran en zonas de temperaturas bajas *'. En especial son de
gran interés los acidos grasos de cadena larga con insaturaciones
en las posiciones omega-3 y omega-6, los que en Enteromorpha
spp. pueden llegar a constituir hasta el 10,38 % del total de estas
biomoléculas *2. Entre los lipidos mds representados se encuen-
tran el B-caroteno (36-4500 mg/kg), la fucoxantina (hasta el 70 %
del contenido total de carotenos) y el tocoferol.

Otros acidos grasos identificados incluyen el acido ldurico
(C12:0), acido palmitico (C16:0), acido linolénico (18:3n3), acido
oleico (18:1) y acido estedrico (C18:0), los que tienen usos poten-
ciales como antibidticos y como agentes antifiingicos **. También
se han podido extraer varios terpenos (algunos halogenados) con
propiedades bactericidas, antioxidantes, antimaldricas, insectici-
das y citotoxicas a partir del alga Laurencia okamurai .

Polifenoles

En varias especies de microalgas se han extraido compuestos
polifenolicos, los que tienen propiedades antioxidantes, aunque el
contenido de estos esta relacionado con el método empleado para
la extraccion. También los compuestos fenolicos de N. muscorum
B. tienen aplicaciones potenciales debido a sus propiedades como
antibidticos *°.

Péptidos y proteinas

Las cianobacterias y microalgas contienen niveles elevados
de proteinas entre las que se encuentran las que conforman los
aparatos fotosintéticos de estos organismos °. Cada una de las
ficobiliproteinas de los fotosistemas estd conformada por una
cadena polipeptidica y un grupo prostético. Para varias de estas
ficobiliproteinas se han reportado propiedades antioxidantes,
inmunomoduladoras, antivirales y neuroprotectoras, asi como
propiedades anticancerigenas asociadas a la inhibicién de la pro-
liferacién celular y la induccién apoptética *.

0
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La aloficocianina (APC) (Fig. 11A) y C-ficocianina (CPC)
(Fig. 11B) de varias algas verde-azules, contienen el pigmento fi-
cocianobilina (PCB) (Fig. 13) en proporciones que son diferentes
en cada caso. La APC contiene un grupo prostético por cada una
de las cadenas que la conforman mientras que la CPC tiene unido
un cromoforo en la cadena alfa y dos en la beta.

En estas ficobiliproteinas la PCB se encuentra unida median-
te un enlace tioéter a cisteinas especificas de la secuencia aminoa-
cidica. La ubicacion de forma general es en el contexto de una
cavidad presente en la estructura de estas cadenas polipeptidicas
(Fig. 11C).

En el contexto de los sistemas bioldgicos y de las preparacio-
nes obtenidas de estas proteinas se debe tener en cuenta que las
estructuras predominantes pudieran corresponder con especies
agregadas. En el caso de la CPC el mondémero formado por las
dos cadenas que conforman esta proteina se pudieran encon-
trar también en forma de trimero, hexdmero o dodecdmero. La
relacion entre estas especies estd directamente relacionada con
la concentracion de proteina en la preparacion y con las condi-
ciones del medio entre las que se pueden citar la temperatura, la
fuerza idnica y el pH. Sin embargo las formas mas representadas
son la trimérica y hexamérica *

Debido a la naturaleza de la PCB se han adjudicado a este
sistema tetrapirrolico varias de las propiedades bioldgicas encon-
tradas en estas ficobiliproteinas, entre las que se pueden citar los
efectos citoprotectores, inmunomoduladores y antioxidantes *.
Sin embargo existen también evidencias que las propiedades an-
ticancerigenas, antioxidantes y apoptoticas pudieran estar rela-
cionadas con las cadenas polipeptidicas *.

La ficoeritrina es otro de los componentes de los fotosiste-
mas que contiene el tetrapirrol eritrina, aunque también puede
estar presente el grupo prostético ficourobilina (Fig. 12).

Las estructuras de estos dos pigmentos que contienen in-
saturaciones conjugadas también son semejantes a la PCB (Fig.
12C/D), por lo que seria posible que algunas de las propiedades
de las ficobiliproteinas sean comunes debido a la semejanza exis-
tente en los grupos prostéticos.

Fig. 11. Estructuras de ficobiliproteinas extraidas de cianobacterias.
A: aloficocianina obtenida de Spirulina platensis (PDB ID: 1ALL). B:
C-ficocianina obtenida de Galdieria Sulphuraria (PDB ID: 3KVS). C: gru-
po prostético ficocianobilina. En gris (oscuro y claro) se muestran las
cadenas alfa y beta de estas proteinas. En negro se representa el grupo
prostético ficocianobilina.
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Fig. 12. Estructura de la Ficoeritrina obtenida de Gloeobacter Violaceus (PDB ID: 2VJH). Esta ficobiliproteina esta conformada por cuatro cadenas poli-
peptidicas. En negro se representa el grupo prostético ficoeritrobilina y en gris ficourobilina. A: panel frontal y B: panel posterior de la estructura de la
ficobiliproteina. C: estructura de la ficoeritrina y D: estructura de la ficourobilina.

La ficoeritrocianina es también otro de los componentes de
los ficobilisomas % La estructura esta formada por dos cadenas
polipeptidicas que tienen unidos grupos prostéticos que contie-
nen insaturaciones conjugadas (Fig. 13).

La cianovirina-N (Fig. 14A) extraida de N. ellipso sporum,
tiene actividad antiviral contra HIV-1, HIV-2, HSV-6, Mesles,
SIV y FIV. Otro compuesto con propiedades antivirales contra
HIV-1 es la escitovirina N, compuesto quimico que es aislado
de Scytonema varium. Esta estructura presenta determinadas
semejanzas con la cianovirina-N, pero de forma general los
elementos de estructura secundaria (hoja beta) estin menos
representados en la escitovirina N (Fig. 14B). También se han
identificado varios inhibidores de proteasas como la quimotrip-
sina, tripsina, elastasa. Entre estos moduladores de la actividad
proteolitica se pueden citar a Cianopeptolina 963 A (Microcys-
tis), Cianopeptolina 954 (Microcystis aeruginosa), Lingbiastati-
na 5-7 (Lyngbya sp.), Lingbiastatina 4 (Lyngbya confervoides),
Simplocamida A (Symploca sp.) y Planktociclina (Planktothrix
rubescens) ¥7.

La inhibicién por Lingbiastatina 7 de la elastasa porcina
presumiblemente estd asociada a un mecanismo que no implica
el centro activo de la enzima, ya que la unién del inhibidor ocu-
rre en una region que se encuentra en una posicion contraria
a los grupos de la enzima involucrados en la accién catalitica
(Fig. 15).
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Fig. 13. Estructura de la Ficoeritrocianina obtenida de Mastigocladus la-
minosus (PDB ID: 2C7K). Esta ficobiliproteina esta conformada por dos
cadenas polipeptidicas (presentadas en gris y blanco). En negro se re-
presenta el grupo prostético ficocianobilina y en gris Biliverdina IX alfa.
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A

Fig. 14. Estructura polipéptidos con actividad contra el HIV-1: A: cianovirina-N (PDB ID: 4J4C). B: escitovirina N (PDB ID: 2QT4). Estas estructuras estan

formadas fundamentalmente por hojas beta conectadas por giros.

Pigmentos de naturaleza no proteica

Estos compuestos se pueden dividir en dos grupos funda-
mentales: (1) clorofilas y (2) carotenoides . Las clorofilas son
sustancias quimicas de color verde que se pueden encontrar en
varias especies de cianobacterias, asi como en los cloroplastos de
algas y plantas. Estan formadas por un sistema tetrapirrélico en el
que se identifican insaturaciones conjugadas. Este sistema puede
complejar un metal como los iones magnesio. También aparecen
otros grupos funcionales como pueden ser los ésteres de 4cidos
carboxilicos (Fig. 16A). Aunque una de las formas mds comunes
de la clorofila es la Clorofila a también se pueden encontrar otras
variantes estructurales como la Clorofila b, Clorofila c1, Clorofila
c2, Clorofila d y Clorofila f. Los carotenoides son compuestos or-
ganicos hidrofobicos e insaturados que se encuentran fundamen-
talmente en los cloroplastos y los cromoplastos de las microalgas.
Estas sustancias tienen propiedades oxidantes, que dependen de
su estructura asi como de la fuente de donde son extraidos *. Es-
tos lipidos son estructuras del tipo tetraterpenoide, con una dis-
posicion del esqueleto hidrocarbonado semejante a la encontrada
en el alfa-caroteno (Fig. 16B).

En conclusion, las microalgas y cianobacterias son sistemas
biolégicos en los que se pueden caracterizar productos con acti-
vidades bioldgicas que los hacen candidatos terapéuticos para el
tratamiento de diferentes enfermedades asociadas a procesos in-
fecciosos, inmunes, etc. Por otra parte son fuentes de sustancias
con elevado valor en otras industrias entre la que se incluye la ali-
menticia, debido a los valores nutricionales de los componentes
que se encuentran en estos sistemas biologicos, los que pueden
variar en funcién de la especie de la microalga, asi como de la

Fig. 15. Estructura de la Lingbiastatina 7 en complejo con la elastasa
pancreatica porcina (PDB ID: 4GVU). La estructura del inhibidor se
muestra en color blanco y parte de la region correspondiente al centro
activo de la enzima se presenta en color negro.
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localizacién y las condiciones en las que se desarrollan estos mi-
croorganismos. Debido a las potencialidades de estos productos
para varios de ellos se han realizado ensayos en lineas celulares,
en modelos animales e incluso ensayos clinicos. Sin embargo los
estudios realizados con algunas de estas sustancias extraidas de
estas fuentes naturales deben seguir su desarrollo hasta la obten-
cién de un producto que pueda ser comercializado.

L
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La malaria o paludismo en el humano es causada por cinco especies de Plasmodium pertenecientes al phylum
Aplicomplexa; knowlesi, ovale, malariae, vivax y falciparum, siendo esta ultima la responsable de las complicacio-
nes clinicas mas graves e incluso la muerte del hospedador vertebrado. El parasito Plasmodium posee organelos
secretores especializados llamados rhoptrias, micronemas y granulos densos, los cuales facilitan la invasion a las
células hospedadoras. El estadio de esporozoito del Plasmodium migra y penetra a través de diferentes células
en el hospedador vertebrado hasta llegar al hepatocito y formar la vacuola parasitofora; la ruptura del hepatocito
libera otro estadio del parasito llamado merozoito, el cual invade a los eritrocitos y también forma una vacuola pa-
rasitofora. Los investigadores proponen varios mecanismos de invasion como el movimiento de deslizamiento del
esporozoito (Gliding motility en Inglés), mientras que la invasién del merozoito se realiza en tres pasos: contacto
inicial, re-orientacion e invasion. En esta revision nos enfocamos en las proteinas de superficie tanto del esporozoito
como del merozoito para el entendimiento de los mecanismos moleculares de la invasion hasta la elaboracién de
la vacuola parasitéfora. Se hace referencia a las proteinas mas importantes que intervienen en estos mecanismos y
son posibles candidatas en el disefio de una vacuna anti-malarica.

Palabras clave: malaria, invasién, esporozoito, merozoito, Plasmodium.

ABSTRACT

Malaria or paludismo is caused in humans by five species of Plasmodium belonging to phylum Apicomplexa:
knowlesi, ovale, malaria, vivax and falciparum, being the last, the responsible of the clinical complication and death
in the vertebrate host. Plasmodium parasite possess a specialized secretory organelles called rhoptries, micronemes
and dense granules that facilitate invasion of host cells.The sporozoite stage of Plasmodium travels through the di-
fferent cells of vertebrate host until it reaches the hepatocyte and have been form the parasitophorous vacuole. The
infected hepatocytes rupture, results in the releasing thousands of daughter merozoites that invade the erythro-
cytes with the formation of parasitophorous vacuole too.Several researchers suggest the gliding motility mecha-
nism as the responsible of hepatocyte invasion. While, which the erythrocyte invasion process has been described
as the result of tree steps: first contact, re-orientation and invasion. In this review the surface proteins of merozoites
and esporozoites are pointed out as the most important factors for the molecular invasion mechanisms until the
elaboration of the parasitophorous vacuole. These proteins that take part in these mechanisms are the possible
candidates in the design of an anti-malaria vaccine.

Keywords: malaria, invasion, esporozoito, merozoito, Plasmodium.

Introduccion

La malaria o paludismo es causada por el parasi-
to protozoario del género Plasmodium, perteneciente
al phylum Aplicomplexa. Existen cinco especies que
infectan al humano (hospedador vertebrado): ovale,
malariae, vivax, falciparum y knowlesis. Esta ultima
se reportd como una zoonosis de primates a huma-
nos en regiones africanas'. La especie falciparum es
la mas agresiva en relacion a las manifestaciones clini-

cas, y es responsable de la mayoria de las muertes en
el hospedador humano. La Organizacién Mundial de
la Salud en el 2011 reporto cerca de 216 millones de
personas infectadas de malaria y aproximadamente
655.000 muertes. Se estima que la mitad de la pobla-
ci6n mundial estd en riesgo de contraer la enfermedad,
por lo que es una prioridad desarrollar estrategias para
el disefio de una vacuna efectiva'. El parasito ha desa-
rrollado una compleja estrategia para adaptarse a sus
hospedadores y evadir el sistema inmune. Uno de los
mecanismos recientemente descritos es la formacion

1Departamento-de Ciencias de la Vida y Biotecnologia. Universidad Yachay Tech, Imbabura, Ecuador.
2Universidad de Venezuela. Departamento de Biologia Celular de la Universidad Simén Bdlivar, Caracas-Venezuela.

3Universidad de Granada, Espafia.

“Universidad Nacional Experimental Roémulo Gallego, Escuela Veterinaria, nucleo Zaraza, Venezuela.
Correspondencia: Lilian M. Spencer. Profesora del Departamento de Ciencias de la Vida y Biotecnologia en Yachay Tech. E-mail: spencer-

lilian@gmail.com; Ispencer@yachaytech.edu.ec

Bionatura

- Volumen 1/Numero 2

http://www.revistabionatura.com

9,



9,

90 ‘ Lilian M. Spencer, Andreina Gomez, Eva Collovini

del merosoma, proceso por el cual, los merozoitos que salen del
higado, evaden el sistema inmune por estar dentro de una vesi-
cula (merosoma) que se libera en los vasos sanguineos del higado
(sinusoides) antes de invadir a los eritrocitos?.

Este pardsito presenta un ciclo de vida muy complejo
(Fig. 1). Los parasitos son transmitidos por un vector, la hembra
del mosquito Anopheles, que es portador del parasito al alimen-
tarse de la sangre de un vertebrado infectado. En el tubo digestivo
del mosquito se lleva a cabo el ciclo sexual del parasito con la
fecundacion de los macro y micro gametos, y posteriormente se
desarrolla el zigoto motil llamado ookineto. Una division asexual
da origen al esporozoito, que es el estadio infectante del vertebra-
do. Cuando los esporozoitos que estan en las glandulas salivares
del vector son inyectados dentro del hospedador vertebrado, son
trasportados rapidamente al higado donde invaden a los hepato-
citos’, en los cuales ocurre una division asexual llamada esquizo-
gonia hepatica o ciclo extra-eritrocitico que da origen al estadio
llamado merozoito. Este proceso de invasion del esporozoito ha
sido extensivamente estudiado por varios investigadores*”’, aun-
que poco se sabe del desarrollo y liberacién del merozoito pro-
veniente de las células hepaticas. En P. vivax se ha descrito otro
estadio adicional llamado hipnozoito, el cual queda latente en los
hepatocitos y puede activar la infeccién en un periodo relativa-
mente corto entre 10 a 30 semanas, siendo responsable de las re-
cidivas de la enfermedad?®.

El merozoito es liberado al torrente sanguineo con consi-
guiente invasion de los eritrocitos en los cuales ocurre otra di-
visiéon asexual, llamada esquizogonia eritrocitica. El merozoito

Inocuacién
de esporozoitos

Esquizogonia
hepética

Fig. 1. Ciclo de vida de Plasmodium.
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comienza la invasion al eritrocito del cual se liberan mas de 32
nuevos merozoitos en aproximadamente 48 horas, provenien-
tes de un esquizonte maduro. Este esquizonte maduro estalla,
liberando y dispersando los nuevos merozoitos que re-invaden
nuevos eritrocitos. También, a partir del esquizonte maduro,
se liberan al torrente sanguineo los gametocitos, los cuales son
ingeridos por el mosquito vector al picar al hospedador infectado
y de esta forma se cierra el ciclo del parasito. En los procesos de
invasion del esporozoito y merozoito estin involucradas numero-
sas proteinas y solo en el merozoito de P. falciparum se reportan
mas de 40°. Estas proteinas no solo se encuentran distribuidas en
la superficie de los diferentes estadios del pardsito; sino también
son secretadas por organelos especializados como micronemas,
roptrias y granulos densos que conforman parte del complejo api-
cal y donde se presentan muchas de las proteinas necesarias para
el proceso de invasion y el establecimiento de la vacuola parasito-
fora (VP) dentro de las células del hospedador'®*2.

Se ha reportado un patrén de organizacion en las organelas
que constituyen el complejo apical, el cual es muy similar tanto en
el esporozoito como en merozoito (Fig. 2)'>™.

En este trabajo se hara hincapié en las proteinas mas relevan-
tes implicadas en los mecanismos de invasion, tanto las del espo-
rozoito como del merozoito de P. falciparum. En el primer caso
las mas importantes son: la Proteina Anénima Relacionada con
la Trombospondina (TRAP, del inglés thrombospondin-related
anonymous protein), y la Proteina Circumesporozoitica (CSP, del
inglés circumsporozoite protein); y en el merozoito: el Antigeno
de Membrana Apical 1 (AMA 1, del inglés apical membrane anti-
gen 1), la Proteina de Superficie del Merozoito 1 (MSP 1, del inglés

Ooquistes

Zigoto

Esquizonte

®

. . Trofgzoito
Esquizogonia

eritrocitica

; l Anillo

Los esporozoitos son inoculados por la hembra del mosquito Anopheles, (1) y viajan por el torrente sanguineo hasta invadir a los hepatocitos (2).
Aproximadamente a la semana, el pardsito se ha multiplicado intracelularmente (esquizogonia hepatica) y se liberan los merozoitos de los infectados
hepatocitos para invadir a los eritrocitos (3). El merozoito invade al eritrocito donde se multiplica en su interior (4) (esquizogonia eritrocitica), pasando
por diferentes formas llamadas: anillo (5), trofozoito (6), esquizonte inmaduro (7) y esquizonte maduro (8). Este ciclo eritrocitico dura 48 horas liberan-
dose al torrente sanguineo de 16 a 32 nuevos merozoitos dependiendo de la especie. Los gametocitos se desarrollan dentro de los eritrocitos y junto
con los merozoitos son liberados y estos son ingeridos por el mosquito donde ocurre la fertilizacidn en el tubo digestivo del mismo con formacidn del
zigoto (9). Esté se divide formando un ooquiste, de donde se liberan los esporozoito que invaden las glandulas salivares del vector.
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Fig. 2. Estructuras del complejo apical del esporozoito y merozoito.
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Esquema de los dos estadios de P.falciparum, que se encuentran en el humano. Se sefialan las organelas conservadas en los estadios del esporozoito
(derecha) y merozoito (izquierda), las cuales son esenciales en la invasion a las células hospedadoras por presentar un complejo apical formado por:

roptrias, micronemas y granulos densos.

merozoite surface protein 1) conocida también como el Antigeno
de Superficie del Merozoito 1 (MSA 1, del inglés merozoite surfa-
ce antigen 1), y el Antigeno Unido al Eritrocito (EBA, del inglés
erythrocyte binding antigen). Otras proteinas son representadas
por la familia de Proteinas Roptrias (RAP, del inglés rhoptrias
antigen protein), el Antigeno de Superficie del Eritrocito en Ani-
llo Infectado (RESA, del inglés ring-infected erythrocyte surface
antigen), el Antigeno de Membrana del Anillo (RIMA, del inglés
ring membrane antigen) y dos proteasas parecidas a Subtilisina
(SUB-1y SUB-2, del inglés subtilisin-like porteases), siendo estas
las mds relevantes en la invasion y en el disefio de vacunas®.

Todas estas proteinas juegan un papel esencial para entender
los mecanismos de invasion del parasito en las células del hospe-
dador, y estan involucradas tanto en el movimiento de desplaza-
miento del esporozoito, como en la rapida penetracién del mero-
zoito y en la interaccién receptores-ligandos en la superficie del
pardsito hasta la formacién de la VP.

Proteinas implicadas en el reconocimiento
e invasion del hepatocito por el esporozoito

El esporozoito es el estadio con mejor adaptacion ya que se
puede encontrar en diferentes hospedadores y tipos de células. El
esporozoito de Plasmodium es mévil y presenta un movimiento
caracteristico en espiral descrito por varios investigadores llama-
do “Deslizamiento” (glinding motility en inglés). Este movimien-
to requiere de microfilamentos y es esencial para la invasién'c.

En este proceso de invasion, la proteina CSP es esencial y se
encuentra en mayor proporcion en la superficie del pardsito por
medio de un anclaje tipo glicosil fosfatidil inositol (GPI, del inglés
glycosil phosfatil inositol) a la membrana del esporozoito. Esta
CSP es expresada desde el estadio de ooquiste dentro del vector
y presenta una secuencia repetida de amino acidos (NANP), que
fue usada en el primer ensayo de vacuna para malaria'”'®. Varios
investigadores han demostrado que la CSP esta presente en el ci-
tosol de los hepatocitos cuando se incuban con esporozoitos. *
Esta proteina contiene una copia de la proteina trombospondina
(TSP) tipo I de humano y es translocada a la superficie por un
proceso dependiente de actina'®.

El parasito en las glandulas salivares del vector inicia la ex-
presion de las proteinas TRAP y CSP. La TRAP se localiza en los
micronemas y es secretada sobre la superficie del parésito. Esta
proteina contiene una estructura con una secuencia seial de
amino dcidos hidrofébica la cual ha sido encontrada en algunas
integrinas (region II), es rica en prolina y presenta una cola hidro-
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filica citoplasmatica’. Experimentos de inmunofluorescencia con
anticuerpos han demostrado que en el momento de la invasion
hay una relocalizacién de la proteina TRAP sobre el parasito con-
centrandose en un extremo en forma de capuchon? Sin embargo,
TRAP parece no ser determinante en la invasion y presenta una
funcién primordial en el proceso de adhesién ya que reconoce a
la molécula de heparin sulfato (HS) de los hepatocitos. La CSP
como la TRAP, reconoce diferentes tipos especificos de proteo-
glicanos (HSPG, del inglés highly sulfated heparin sulfate proteo-
glycans) en la superficie celular de las células de Kupffer, células
estrelladas y hepatocitos; pero no del endotelio sinusoidal®’.

Noe y Adams?, demostraron por confocalidad que la protei-
na de Membrana Apical Antigeno/Unida al Eritrocito (MAEBL,
del inglés apiacal membrane antigen/erythrocyte binding-like
protein), localizada en las roptrias, se expresa junto con las pro-
teinas roptrias 1 y 2 (RAP 1 y RAP 2, del inglés rhoptry associa-
ted protein 1 and 2) involucradas en el proceso de invasion. Esta
proteina es expresada relativamente temprano en el desarrollo del
esquizonte, apareciendo sobre la superficie del merozoito; su fun-
cion todavia no ha sido aclarada.

Cuando el esporozoito entra al torrente sanguineo es capaz
de penetrar en el hepatocito induciendo la invaginacién de la
membrana plasmdtica (MP) y la formacion de la VP para multi-
plicarse en el interior de la célula del hospedador.

La pregunta légica que se hicieron los investigadores que es-
tudian los mecanismos de invasiéon del esporozoito después de
dilucidar los procesos de adhesion entre las células parasito-hos-
pedador, fue: ;como migra el esporozoito desde el vaso sinusoidal
al hepatocito?

Se sabe que existe un marcado tropismo entre el esporozoito
y el hepatocito que esta cubierto por HSPGs del tipo HS, los cua-
les son abundantes en la matriz extracelular de los hepatocitos y
estos a la vez tienen interaccion con la CSP*»?!. La CSP también
reconoce a las HSPGs de las células de Kupffer y estrelladas que
estan en el espacio de Disse. Uno de los modelos planteados es
que el esporozoito es arrastrado desde el vaso sanguineo sinusoi-
de hacia la matriz extracelular y a las células de Kupfter, residentes
de los vasos sinusoides, por la unién establecida con los HSPGs y
de esa forma atraviesa la barrera de la célula sinusoidal®> 2. Pradel
y Frevert en el 2001%, demostraron que el esporozoito pasa pri-
mero por la célula de Kupffer y luego al hepatocito, lo que sugiere
que la célula de Kupffer presenta actividad fagocitica actuando
como un transportador del esporozoito.

Pradel y colaboradores*, proponen otro modelo para expli-
car la invasion del hepatocito por el esporozoito, sugiriendo que
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los esporozoitos se unen a los HPSGs que estan proyectados hacia
el espacio de Disse de la matriz extracelular y atraviesan el endo-
telio fenestrado siendo arrastrados desde el sinusoide al hepato-
cito. En la figura 3, se presenta un modelo de como los HSPGs de
la superficie de las células de Kupffer intervienen en el proceso
de migracién de los esporozoitos por medio de un mecanismo
de extravasion celular donde el parasito penetra al parénquima
de la célula hepatica. La teoria mas aceptada hoy en dia es que la
invasion esta mediada por las células de Kupffer que actiian como
transportadora.

Proteinas del merozoito implicadas
en el reconocimiento e invasion al eritrocito

Tanto el esporozoito como el merozoito presentan un com-
plejo apical que secreta su contenido durante la invasion a las cé-
lulas del hospedador (Fig. 2). Los mecanismos de invasion del
merozoito al eritrocito no estan completamente dilucidados. Se
ha establecido que la invasion del merozoito es un proceso muy
rapido de aproximadamente 20 segundos con una secuencia de
eventos que se pueden resumir en 4 pasos: (1) contacto del me-
rozoito con el eritrocito por cualquier parte de la superficie del
pardsito; (2) orientacion del extremo apical hacia la membrana
del eritrocito; (3) ataque del complejo apical desplazandose den-
tro de la célula hospedadora y la unién entre las membranas de
ambas células; (4) proceso de internalizacion del merozoito por el
motor actina/miosina y al mismo tiempo la formacién de la VP,

Este complejo apical juega un papel esencial en la invasion,
ya que el contenido de las roptrias y micronemas es secretado
promoviendo una fuerte unién entre la superficie del merozoi-
to y la membrana del eritrocito”. Esta unién genera una fuerza
de penetracion mediada por la interaccion de las moléculas de
actina/miosina del citoesqueleto del parasito y algunas proteinas
de la superficie del eritrocito, resultando como producto final del
proceso, la formacion de la VP donde reside el parasito para mul-
tiplicarse asexualmente®. La VP actda como una barrera semi-
permeable entre el parasito y el eritrocito permitiendo la adquisi-
cion de nutrientes y secrecion de proteinas derivadas del parasito.
Por lo tanto, la esquizogonia eritrocitica es la parte del ciclo de
vida del parasito donde se inicia el desarrollo de estructuras en el
eritrocito anucleado hasta formarse el esquizonte maduro con la

consecuente liberacion de nuevos merozoitos *(Fig. 1).

Muchas proteinas del merozoito estan involucradas en este
proceso, pero muy poco se sabe de su papel en la invasion. En la
siguiente tabla presentamos algunas de las proteinas mds estu-
diadas para el diseiio de vacunas aunque no estan todas ya que
cada dia se reportan nuevas cantidades en busca de una respuesta
inmunologica efectiva (Tabla). Entre las proteinas involucradas
la MSP-1 esta relacionada en la interaccién inicial con el eritro-
cito®**!. Esta proteina estd unida a la superficie del merozoito por
un anclaje tipo GPI, al igual que las MSP-2, MSP-4 y MSP-5%,
La MSPs son un complejo de proteinas que sufren varios procesos
proteoliticos como la MSP-1 dando una serie de polipéptidos, y
siendo el péptido de 19 kDa el que permanece unido a la MP del
parasito por su extremo carboxilico. Recientemente se han des-
crito dos proteasas la SUB-1 y 2 que han sido localizadas en los
granulos densos y han sido postuladas como las responsables del
clivaje de la MSP-1 en la invasion®.

La proteina denominada AMAI, una proteina integral de
membrana, se localiza inicialmente en el cuello de las roptrias y,
después de la ruptura del esquizonte, se localiza en la superficie
del pariésito y su funcién no ha sido determinada®*.

Otra proteina secretada por los granulos densos es la RIMA
de 14 kDa en P, falciparum. Esta proteina cuya funcién no ha sido
completamente dilucidada, es expresada en el equizonte tardio y
en los merozoitos libres y estd localizada sobre la membrana de
las nuevas formas de anillo justo después de la invasion, la fun-
cién no ha sido dilucidada®.

En las roptrias, ademds de la AMA 1 se han identificado
varias proteinas, (Proteinas Asociadas a Roptrias 1 y 2, RAP 1y
RAP 2; y otra menos estudiada RAP-3) formando un complejo,
las cuales pueden estar involucradas en la invasion y han sido ob-
servadas en la VP en el proceso de penetracion al eritrocito!'® .
Las RAP 1y 2 fueron aisladas por primera vez en merozoitos de
P. knowlesi como una molécula de 66 kDa y fueron las primeras
proteinas secuenciada en roptria y localizadas en el conducto de
la organela®.

La proteina antigénica unida al Eritrocito (EBA-175, del in-
glés erythrocyte binding antigen 175), se ubica en los micronemas
y se une a la molécula de Glicoforina A por medio de acidos sia-
licos, los cuales generan una carga negativa y por lo tanto esta re-

Tabla. Algunas de las proteinas mas relevantes en los procesos de invasidn del esperozoito y merozoito de Plasmodium sp.

Nombre abreviado
de la proteina

Estadio
del parasito

Ubicacion

Receptor y funcion  Candidato para vacuna

Condroitil Sulfato,

Esporozoito CSP Superficie del parasito citoadherencia Sl
, . H i Ifato,-

Esporozoito TRAP Micronemas gparln Su at'o Sl

citoadherencia
Esporozoito MAELB Roptrias Desconocida NO
Merozoito RESA Granulos densos Asociada a la VP Sl
Merozoito RIMA Granulos densos Desconocida NO
Esporozol|to/ RAP-1y RAP-2 Rk Invol.ucrar.:i? en S|

Merozoito la invasion

Merozoito AMA-1 Roptrias Inicial interaccion Sl
Merozoito SUB 1y SUB 2 Granulos densos Clivaje de las MSPs NO
Sl

Merozoito EBA-175 Micronemas citoadherencia
Merozoito MSP1 Superf!ae del parasito Inicial interaccion Sl

y granulosdensos
Bionatura + Volumen 1/Nutmero 2 http://www.revistabionatura.com
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Hepatocito
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Fig. 3. Mecanismo de infeccién por el esporozoito al higado.

Endotelio

Los esporozoitos viajan a través del sistema circulatorio por los vasos, y de esta forma llegan a los hepatocitos. Cuando los esporozoitos llegan a los
sinusoides del higado, ellos se desplazan del endotelio e interactian con las moléculas altamente sulfatadas de proteonglicanos (HSPGs) resultando en
la invasidn al hepatocito, proceso mediado por la célula de Kupffer y atravesando el espacio de Disse, o por un mecanismo de fenestracion.

lacionada en el contacto inicial entre el parasito y el eritrocito®>**.
Otra proteina llamada EBA-140 (también conocida como BAE-
BL) ha sido identificada en la invasidn, uniéndose a la molécula
de Glicoforina C del eritrocito*>*. Estos hallazgos indican que las
moléculas de Glicoforinas A, B 'y C de la superficie del eritrocito
estan presentes en relativa abundancia y son los receptores que
median el contacto inicial con el parésito.

En el parasito solo cuatro proteinas localizadas en los granu-
los densos del complejo apical han sido identificadas, siendo el
antigeno de superficie del eritrocito en forma de anillo infectado
(RESA, del inglés ring-infected erythrocyte surface antigen,) el
mas relevante como candidato a vacuna. Esta proteina es secre-
tada al mismo tiempo que ocurre la invasion, translocandose a
través de la membrana de la VP y localizandose bajo la membra-
na del eritrocito parasitado en asociacién con el citoesqueleto®*.
Esta se expresa en el esquizonte tardio y es almacenada en la or-
ganela hasta la invasion cuando es liberada.

P. vivax, la otra especie del parasito que es responsable de
las manifestaciones clinicas graves en el humano, ademas de
presentar las proteinas antes mencionadas que estan conserva-
das en todas las especies, invade a los reticulocitos (eritrocitos
inmaduros), los cuales presentan un grupo de moléculas llama-
das receptores Dufly o antigenos Duffy unidas a otras proteinas
denominadas proteinas similares a las unidas a Duffy (DBP, del
inglés Duffy bindind protein) presentes en las roptrias del mero-
zoito®. La poblacién negra no presenta infecciones por P. vivax
porque sus eritrocitos carecen de estos receptores. La familia de
proteinas DBL y las proteinas de 235 kDa localizadas en micro-
nemas y roptrias respectivamente intervienen en la seleccion del
tipo de eitrocito a invadir por el merozoito. Sin embargo otros
estudios en modelos experimentales con ratones han mostrado
que la MSP-7* y la MSP-8* estan involucradas en la seleccion de
los eritrocitos a invadir.

Las proteinas involucradas en los mecanismos de invasién
del parasito en sus diferentes estadios infectantes y sus modifica-
ciones, son estrategias empleadas para cito-adherirse a diferentes
tipos de células hospedadoras y multiplicarse en ellas. Los cono-
cimientos de estas proteinas pueden ser utilizados en el desarrollo
de farmacos y en el disenio de vacunas antimaldricas.
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Conclusiones

El estadio inicial de malaria incluye la migracién de los es-
porozoitos de la piel al higado, la invasion de los hepatocitos y
subsecuentemente el desarrollo del parasito al estadio de me-
rozoito. Estos pasos obligatorios para establecer una infeccién
exitosa en el hospedador vertebrado involucran una serie de
proteinas que son esenciales en los mecanismos de invasion del
Plasmodium alas células del hospedador como son las proteinas
parecidas a Subtilisina (SUB-1 y SUB-2), RESA, CSP, TRAP y
las MSPs. La aplicacién légica de estos conocimientos es una
herramienta bésica para la seleccién de una o unas proteinas
candidatas a vacuna y control terapéutico para la enfermedad,
por lo que se requiere un profundo entendimiento de los com-
plejos moleculares y los procesos que estan relacionados en la
invasion celular en malaria.
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“Voci su Ebola” Project: a brick of the “Science

Memories” Archive

Proyecto “Voci Do Ebola”: una parte del archivo “Science Memories”

Paola Vaccaro

I
Introduction

Science history and social impact of science does
not pass only through written communication. Tes-
timonies, memories, experiences of the multitude of
people involved in any kind of scientific activities are
a potential archive of the history of scientific processes.

Oral history has now regained the dignity it had
in antiquity as a source to preserve and rebuild the
memory. This is well exemplified by the huge collection
of memories realized by the British Library, with the
Oral History of British Science', a unique collection
of biographical interviews in which scientists, engi-
neers and technologists reflect on their early life and
background, their career and their involvement in the
course of UK science in the twentieth century. Over a
thousand hours of unedited interviews are made avail-
able in full on this website, while the Voices of Science
web resource offers curated access to audio and video
highlights from the interviews organised by theme,
discipline and interviewee.

Nowadays historiography “without writing” is
considered fundamental, especially as regards the so-
cial history. Even in the history of science we are seeing
a recovery of the centrality of oral history. Reasons for
this are both the unique ability to rebuild what Albert
Einstein called the “personal struggle’, the tortuous
personal journey that leads the researcher to the goal,
and to rebuild the social history of science.

The goal of the “Science Memories” Project (“Me-
morie di Scienza”)? is to give voice to these testimonies,
and body to a searchable archive. The archive, dedicat-
ed to the italian scientific journalist Romeo Bassoli, is
based on the idea of collecting oral histories, stories
and narratives of the different figures who live the
world of science: researchers, technicians, journalists,
decision-makers, people still involved in the design
and conduct of scientific research and its applications.
The collection will constitute an oral archive available
via web in open access mode. The collection will in-
clude both original contributions, and the identifica-
tion of existing but difficult to find or to use materials.

The “Voci su Ebola” (Rumors/Voices about Ebo-
la) project means to collect oral testimonies about the
Ebola outbreak that hit west Africa in 2014-2015.
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This project was awarded with the Romeo Bassoli
Prize 2015. The prize, instituted by the National Insti-
tute of Nuclear Physics (INFN) and the International
School for Advanced Studies (SISSA), aims at giving
voice to experiences about scientific research, collect-
ing and organizing them in the “Science Memories”
archive. The initiative reflects the awareness that oral
evidence and narrations need to be collected and pre-
served since they are, similarly to writing, powerful
tools of dissemination, communication and historical
evidence.

The main objection to the oral sources by a
methodologically conservative historiography has al-
ways been based on the issue of reliability: you can
not give credence to the storytellers because memory
and subjectivity “distort” the facts. Now, apart from
the fact that this does not always happen or neces-
sarily (nor indeed can we be sure that there are not as
serious distortions, albeit for other reasons, in archive
documents), all the more pressing oral historiography
reasoned exactly the opposite: the oral sources are
important and fascinating precisely because they are
not limited to “witness” the facts but work on them
and build their way through the work of memory and
the speech filter’.

Reference context and objectives
of the “Voci su Ebola” project

The scenario in which the project is developing is
the Ebola outbreak that hit West Africa in 2014-2015,
with particular emphasis on the media impact of the
cases involving two italian health workers.

The goal is to create a series of audio interviews
with experts and medical and paramedical personnel
directly involved in the event. These interviews, re-
corded and edited in the form of podcasts, will be pub-
lished on the web in open access mode.

In November 2014 and in May 2015 there have
been two cases of Ebola Virus Disease involving italian
patients®*¢. They were Fabrizio Pulvirenti and Stefano
Marongiu, infected while serving voluntary service in
Sierra Leone on behalf of the NGO Emergency, respec-
tively, as a infectious disease physician and as a health-
care assistant.
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Both patients were transferred to conditions of biocontain-
ment”® at the Lazzaro Spallanzani Institute in Rome, and assist-
ed by a team of about 30 people (15 doctors and 15 volunteer
nurses).

Emergency is an independent and neutral Italian organi-
zation, which since 1994 provides free and high quality medical
and surgical care to the victims of war, landmines and poverty; it
operates in Italy and all over the world, and is present since 2001
in Sierra Leone with a surgical center and a children’s hospital. In
response to Ebola outbreak, Emergency opened a First Aid Post
and two Centers for the Treatment of the disease.

The Lazzaro Spallanzani National Institute for Infectious
Diseases (INMI) - IRCCS is a public institution operating since
1936 in Italy, as the National Reference Center for highly infec-
tious diseases. In October 2014, the INMI was commissioned
by Italian Ministry of Foreign Affairs of the Technical and Sci-
entific Coordination of Italian intervention of cooperation in
Sierra Leone®.

Following the hospitalization of the two Italians and the news
coming from Africa, the media went into fibrillation, creating a
disproportion between the “real” epidemic and the “mediatic”
one, and fueling outbreaks of racism already present in Italy'®!’.
For better or for worse, the messages conveyed as by experts as by
ordinary people through social networks were present over and
above the traditional media'?.

As already happened in the ‘80s with AIDS", amplification
of individual anxieties and their social impact overlapped to the
benefits of a widespread information. For the “mediatic” epide-
mic the intensification of the news has been not proportional
to the number of clinical cases, but to that of global “sounding
boards” in form of online newspapers, or “social” sites. So, Ebola
has been defined as “the plague of the third millennium’, pace of
the plague itself, recounted in so many Italian and foreign litera-
ture, responsible for millions of deaths in history and still present
in the world (3000 cases per year, according WHO)™.

Paola vaccaro

Voci 0 Enoty

Paola Vaccaro worked for many years as a researcher, giving her contribute
in the fields of marine biology, neuroscience and biotechnology, especially
in Phage Display. She has coauthored several papers that were published
in peer-review journals, like PNAS, Marine Biology, JBC, among others

Recently her interests switched on science communication: her “Voci su

Ebola” project was awarded with Romeo Bassoli’s Prize; at the moment
she’s collecting different oral witnesses about the last Ebola outbreak.
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About a year after the first italian case of Ebola Virus Dis-
ease, it is possible to have from the experts a clearer picture of the
state of art in the fight against this dreaded virus and in the man-
agement of communication in presence of an international health
crisis. All the more so that in this case, in addition to providing
valuable medical treatments, for the first time the conditions were
also created for the advancement of knowledge in combating the
virus, with a scientific research “on the field”!® !> 1617,

For this project, a testimony is being required to the pro-
tagonists of those days, and in particular to the Lazzaro Spallan-
zani National Institute for Infectious Diseases’ team: the Scien-
tific Director, the Head of UOC Viral Immunodeficiencies and
Infectious Neuro-oncology, the Head of UOC Infectious and
Tropical Diseases, the Head of UOC of Laboratory of Virology,
the Head of Microbiology Unit and Biological Bank. To get a
complete picture, it will be heard also the live voice of nurses and
technicians who have dealt directly of the two patients.

As for the Emergency NGO, we mean to collect testimonies
by the President of the Association, the Manager Director of the
Association’s quarterly magazine, the co-founder of the Associa-
tion and Executive Director, the medical coordinator of the center
of Lakka, Sierra Leone, and any other medical and/or volunteers
who have served in Sierra Leone service; the two italian patients
of Ebola Virus Disease; the Press Officer.

Testimonies of ordinary people, Italians and foreigners living
in Italy, there will also be collected, to give an idea of what was the
extent of the perceived danger in the days of the epidemic.

The interviews will focus on different levels: to the medical
staff and researchers will be asked about both clinical and tech-
nical-scientific point of view, trying to frame the situation from
a historical perspective; in general, we will also seek a personal
reflection on the matter.

Methodology and timing of the project

The interviews will be made with a Zoom H4 microphone to
record both indoors and outdoors. When it will not be possible
to reach the scene in person, if the doctors are serving overseas,
an internet connection will be used. It will still be privileged the
interview “face to face”, avoiding as much as possible telephone
connections or remote that worsen dramatically the audio quality.

The main interviews (doctors, employees of Emergency and
the “insiders”) will be individually edited, for the sake of clarity
and transmissibility of “expert voices”. The interviews to the com-
mon people will be grouped so as to provide a lively and dynamic
testimony, which reflects the actual media impact on society.

For the assembly and manufacture of the podcast a Mac-
Book Pro computer will be used, equipped with the Logic Pro
audio software.

It is planned to complete the collection of testimonies by the
end of April 2016, and to make the creation and delivery of mate-
rials by September 2016.

Project communication strategies

The entire collection of oral interviews will be archived on a
sound sharing platform (world leader in the field is Soundcloud -
https://soundcloud.com/pages/contact), with creative commons
license, available for listening and non-profit sharing.

A dedicated profile on major social networks will be created,
to share the interviews in a widespread manner. Essential, in ad-
dition to the usual Facebook and Twitter, will be the opening of
a YouTube channel: any website that operates in science cannot
be separated today from including a number of video content®.

At the publication of online interviews, press releases will be
sent to the major newspapers and news agencies. The collected
material could be presented during a dedicated day, and diffused
by radio broadcasts of scientific communication (as Rai Radio3S-
cienza), or via web radios.
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Apertura de la Carrera de Medicina en la Universidad Técnica del
Norte. Un sueno hecho realidad para el norte del Ecuador

Opening of the Career of Medicine at the Technical University of the North. A dream
come true for northern Ecuador

Salomé Gordillo Alarcén, Miguel Naranjo Toro, Rocio Castillo

Antecedentes

En el afio 2013, la autoridad maxima de la Universidad
Técnica del Norte Dr. Miguel Naranjo y la Sra. Subdecana de
la Facultad Ciencias de la Salud Mgs. Rocio Castillo, realizan
el encargo a la Dra. Magister Salomé Gordillo, de elaborar el
proyecto de creacion de la carrera de Medicina, entregando
un documento de trabajo anterior sobre el tema elaborado por
el Dr. Miguel Naranjo, Dr. Carlos Ramirez, Dr. Galo Posso y
Mgs. Rocio Castillo.

La Dra. Salomé Gordillo inicia el trabajo considerando
varios aspectos:

1.  Labase legal vigente, desde la constitucion de la re-
publica (2008), Plan Nacional del Buen Vivir (2013-2017).

2. La normativa de Educacion Superior especificam-
ente el Reglamento de Régimen Académico.

3. Lanormativa del sector salud especialmente el mo-
delo de gestion del Ministerio de Salud Publica y el Modelo de
atencion Integral en Salud (MAIS).

En el mes de Julio del 2013 el proyecto de creacion de
la carrera de Medicina se aprueba en el Honorable Consejo
Universitario de la Universidad Técnica del Norte, iniciand-
ose de esta forma el proceso de aprobacion en el Consejo de
Educacion Superior.

Este proceso ha resultado ser muy complejo sin embar-
go de un elevado aprendizaje, el proyecto fue repetidamente
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evaluado por profesionales nacionales y extranjeros con altos
conocimientos pedagdgicos y curriculares. Se han realizado
las correcciones a las recomendaciones sugeridas por ellos, se
presentd el proyecto a representantes del Consejo de Educa-
cion Superior (CES), Consejo de Evaluacion, Acreditacién y
Aseguramiento de la Calidad de la Educacién Superior (CEA-
ACES), Ministerio de Salud Publica entre otros.

Las modificaciones en el Reglamento de Régimen Aca-
démico hacen que el proyecto se modifique por varias ocasio-
nes, concluyéndose el mismo en octubre del 2015, envidndolo
al Consejo de Educacién Superior a través de su plataforma
virtual.

En enero del 2016, se emiten dos informes de evaluacién
en los que se indica:

a)  Por parte de SEMPLADES, se da un informe favo-
rable luego de evaluar la pertinencia del proyecto. b) Por par-
te del evaluador externo que emite un informe favorable con
cambios minimos.

Se realizan los cambios correspondientes, sin embargo, en
marzo del 2016 se realiza una nueva modificacion del Regla-
mento de Régimen Académico especificamente para las car-
reras de Medicina, por lo que se realizan las modificaciones
correspondientes y se envia para su revision final.

En el mes de Julio se realiza la presentacién del proyecto
de creacion de la carrera de Medicina y el 3 de agosto del 2016
el pleno del Consejo de Educacién Superior lo aprueba con
resolucion N° RPC-SO-30-No.538-2016

Dra. Salomé Gordillo Alarcén. Coordinadora de la Carrera de Medicina.Universidad Técnica del Norte. Ibarra. Ecuador
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Contexto

La carrera de Medicina se encuentra dentro de la estructura
organizacional de la Facultad Ciencias de la Salud conjuntamente
con las carreras de Enfermeria, Nutricion y Salud Comunitaria, y
Terapia Fisica Médica, en la Universidad Técnica del Norte; cuyo
ambito de accion corresponde a la Zona 1 del Ecuador: provincias
de Esmeraldas, Carchi, Imbabura, y Sucumbios.

La necesidad de la creacion de la carrera de Medicina se fun-
damenta en varios aspectos:

1.  La falta de profesionales médicos en el pais, si consid-
eramos que la OMS estima que 23 trabajadores de la salud por
10.000 habitantes, (médicos, enfermeras) seria la cantidad mini-
ma para alcanzar la cobertura de las necesidades de atencion pri-
maria de salud. !

2. En nuestro pais de acuerdo a un estudio realizado por
el INEC en el aio 2010, del personal de la salud por regiones y
provincias se puede indicar que a nivel nacional existen 16,63
médicos por 10.000 habitantes, con una elevada variabilidad en
cada provincia. * (Fig. 1).
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Fig. 1. Tasa de profesionales médicos de la salud en Ecuador por cada
10000 habitantes. Fuente. INEC 2013 Anuario de las Estadisticas de
Recursos y actividades de la Salud

3. Determinacion de la demanda de formacién profesional
en la Zona 1; el departamento de Planeamiento de la Universidad
Técnica del Norte realiza en el afio 2015 el estudio sobre “Determi-
nacion de la demanda de formacion profesional de la zona 1 a nivel
de la educacion superior”, con una muestra de 3538 encuestados
estudiantes de tercer afio de bachillerato pertenecientes a 380 co-
legios publicos y privados de la Zona de Planificacién 1 Norte, ob-
teniéndose los siguientes resultados, el 17,78% de los encuestados
determinaron que quisieran estudiar la carrera de Medicina, como
primera alternativa en su formacion profesional. *

4. Se considera ademads los altos costos que implica que un
estudiante acuda a realizar sus estudios profesionales y de medicina
en el caso que nos ocupa en la ciudad de Quito u otras ciudades del
pais: hospedaje, alimentacion, transporte, material de estudio y los
propios gastos de estudio.

5. El analisis de la oferta académica en el pais de formacion
en Medicina permitio evidenciar que en las Zonas 1 y 2 del Ecuador
no existen universidades que oferten la carrera de Medicina, en la
provincia de Pichincha se encuentran 5 universidades, de las cuales
4 son privadas y solo 1 es publica. En el gréfico siguiente se indica
la oferta académica de carreras de medicina en el pais por zonas
territoriales (Fig.2):

1
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Fig. 2. Oferta académica de carreras de medicina en el pais por zonas ter-
ritoriales. Fuente Estadisticas Consejo de educacion Superior 2014.

Descripcion de la Carrera de Medicina

Numero de periodos ordi- 11 (Incluye afio de

narios Internado Rotativo)
Numero de Asignaturas 70
Numero de Horas/Periodo 900
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Titulo que otorga Meédico/a

Objetivo general de la Carrera de Medicina

Formar profesionales médicos, capaces de garantizar un servi-
cio de salud eficiente, con calidad y calidez, basados en la propuesta
de atencion primaria de salud renovada y la promocién de la salud,
considerando las politicas nacionales en el sector salud, acorde a los
derechos de la ciudadania, y las necesidades establecidas en el Plan
Nacional del Buen Vivir, con criterios de excelencia, criticos, hu-
manistas, con la finalidad de contribuir al desarrollo humano.

Recursos existentes en la Universidad Técnica del Norte

Talento Humano: Profesionales médicos de alto nivel con for-
macién académica de cuarto nivel. Especialistas, Magister, PHD.
Con experiencia en docencia universitaria, investigacion y en activ-
idades médicas.

Infraestructura: Edificio de la Facultad Ciencias de la Salud en
el que se encuentran las aulas con disponibilidad para 40 estudiantes
de manera confortable, dispone de tecnologia audiovisual en cada
una de ellas.

Biblioteca en la que existe el material tanto impreso como virtu-
al para el estudio de la carrera de Medicina, acceso a las mas impor-
tantes bases de datos Médicas.

Equipamiento: Laboratorio de Morfofisiologia I y II: Con la
mas alta tecnologia: dos mesas de diseccion anatdmica virtual y mas
de 100 maquetas para estudios de anatomia, fisiologia, embriologia.

Clinica de Simulacidon: Que incluye dreas de Medicina Interna,
Pediatria, Gineco Obstetricia y Cirugia, en ellas el estudiante podra
visualizar los procesos fisiologicos (normales) y patoldgicos en sim-
uladores (modelos anatémicos con procedimientos virtuales), en los
cuales pueden realizar sus practicas para la adquisicion de destrezas
y habilidades antes de presentarse ante un paciente real.

Laboratorios de Bioquimica, Biofisica, Microbiologia, Parasi-
tologia y otros que permiten el aprendizaje tedrico y practico de las
diversas asignaturas.

Por dltimo, esta disponible el laboratorio de Biologia Molecular
que permite la realizacion de la investigacion experimental que el
4mbito de la salud es indispensable.

Recibido: 14 de agosto de 2016.
Aprobado: 7 de septiembre de 2016.
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