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Encuentros en la Biologia publica 4 nimeros
ordinarios (uno por trimestre) y al menos 1
numero extraordinario monografico al afo.

El equipo editorial de esta publicacion no se hace
responsable de las opiniones vertidas por los autores
colaboradores.
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La portada del presente
numero de Encuentros en la
Biologia recuerda que en 2013
estamos celebrando el
centenario de la muerte del gran
cientifico Alfred Russel Wallace.
Encuentros en la Biologia se une a
la celebraciéon con un
comentario sobre la iniciativa
Wallace 100 y su logotipo, asi
como con la reproduccion de
una biografia previamente
editada en el numero 125,
dentro del Ano Darwin. La
autora de dicha biografia, la Dra.
Maria Victoria Ruiz Pérez, se ha
prestado a revisar y “actualizarla’,
de forma que la biografia
contenida en este numero no es
exactamente la misma que se
publicé en 2009. Ademas,
hemos querido resaltar la
diferencia cambiando la
tipografia, anadiendo dos
fotografias de Wallace, una orlay
el logotipo de Wallace 100.

Por otra parte, continda nuestra
colaboracion con el area de

EDITORIAL

divulgacién de la Sociedad
Espafnola de Bioquimica y
Biologia Molecular, publicando
dos articulos que originalmente
vieron la luz en la URL SEBBM
Divulgacién en Noviembre y
Marzo de 2013: un articulo sobre
Vitamina D y cdncer, firmado por
el prestigioso investigador
Alberto Muhoz y un articulo
titulado E/ factor de crecimiento
nervioso seis décadas después,
escrito por José Maria Frade, del
Instituto Cajal (CSIC), en
memoria de Rita Levi-Montalcini
(1909-2012). José Maria Frade es
autor del semblante biografico
de Levi-Montalcini publicado en
la Galeria de Retratos de Mujeres
en Bioquimica que publicamos
integramente en el numero
extraordinario con el que
celebramos el vigésimo
aniversario de Encuentros en la
Biologia (volumen 5, numero
141, invierno de 2012/2013,
pagina 66). Entre las secciones

Otono 2013

habituales, en el presente
numero de Encuentros en la
Biologia no faltan los Foros de la
ciencia, La imagen comentada y
la seccién Monitor y vuelven a
aparecer contribuciones para las
secciones Los Premios (en esta
ocasién, un breve comentario
sobre el Premio Nobel de
Medicina o Fisiologia 2013) y
Cémo funciona. En este ultimo
caso, un joven licenciado en
Biologia explica el sistema
“Brainbow” para el estudio del
mapa conectémico neural. Este
numero del otono de 2013 se
completa con la historia de un
polimorfismo, un comentario
sobre el Proyecto ENCODE y una
seccion Foros de la ciencia
Especial XI Encuentros con la
Ciencia, donde se incluye la
programaciéon de este exitoso
ciclo de conferencias
divulgativas.

Los co-editores

Editorial

Foros de la Ciencia

La imagen comentada

Monitor
SEBBM Divulgaciéon

sComo funciona? Sistema “Brainbow”

Historia de un polimorfismo

Premio Nobel de Medicina o Fisiologia 2013

Celebrando a Wallace

Un ano de ENCODE

Xl Encuentros con la Ciencia
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Estar al dia:

El nimero de eventos cientificos
que se organizan en todo el mundo
ha crecido tanto en los ultimos anos
que resulta complicado hacer una
prevision de aquellos que nos
interesan. Y no resulta raro que nos
enteremos de un seminario o
workshop del mayor interés para
nosotros un vez que se ha
celebrado. Por esto es conveniente
contar con un calendario tan
detallado y actualizado como el
que mantiene la Sociedad Espafola
de Bioquimica y Biologia Molecular
(SEBBM) en la direccion:
http://www.sebbm.es/ES/sala-de-
prensa 13/la-agenda-de-la-
ciencia 125?all=1

Pero si lo que deseamos es
conocer noticias cientificas
organizadas por temas concretos y
actualizadas continuamente, un
aliado puede ser 35webs, y
particularmente el apartado
dedicado a la Biologia en la
direccién:

especialidades, se actualiza varias
veces al dia, y es posible incluso
hacer la seleccion de temas muy
concretos gracias a un sistema de
etiquetado de las noticias. Es decir,
dentro de Biologia podemos buscar
las noticias mas recientes relativas a
"hongos", "fotosintesis", "virus" o
"Genética"

La célula viva:

Si queremos aprender mas
sobre como funcionan las células,
en la direccién: http://
www.cellsalive.com podemos
observar videos y animaciones
espectaculares sobre células vivas,
animales, vegetales y microbianas.
Los estudiantes pueden divertirse
haciendo puzzles y resolviendo
pruebas relativas a la estructura y
funcién de las células. También
pueden descargarse modelos
celulares para ser rotulados, y
aprender de esta forma los
conceptos basicos de la
organizacion celular. Parte de esta

Foros de la cliencia

Un interesante blog sobre
Biologia:

http://www.thebioblog.com/

En este excelente blog
podemos leer y comentar los
tépicos mdas variados, desde los
ultimos avances en Biologia hasta
las tribulaciones de los jévenes
cientificos. No falta incluso la
diversidon, proporcionada en una
entrada reciente por una
desternillante parodia de Lady
Gaga, embarcada en un Bad
project. Eso si, acompanada por
unas interesantes reflexiones de un
investigador postdoctoral acerca de
qué hacer cuando se esta
trabajando en un mal proyecto.

informacion es gratuita, y parte es
comercial, pero los contenidos de
libre acceso merecen una visita.

http://biologia.35webs.com/
35Webs.com se dedica a la
difusion de noticias clasificadas por

Ramoén Munoz-Chdpuli chapuli@uma.es

Instrucciones para los autores

La revista Encuentros en la Biologia es una publicacién que pretende difundir, de forma amena y accesible, las tltimas novedades cientificas que
puedan interesar tanto a estudiantes como a profesores de todas las areas de Ia biologia. Ademas de la version impresa, la revista también se
puede consultar en linea en http://www.encuentros.uma.es/. Cualquier persona puede publicar en ella siempre que cumpla las siguientes
normas a la hora de elaborar sus originales:

1 Todos los manuscritos deberan ser inéditos o contaran con la autorizacion expresa del or%amsmo que posea los derechos de reproduccion.
Ademas, deben tener alguna relacidn con el objetivo de la revista —los que simplemente reflejen opiniones se rechazardn directamente—.

2 El formato del documento puede ser RTF, SXW/ODT (OpenOffice) o DOC (Microsoft Word). Debido a las restricciones de espacio, la extension
de los mismos no debe superar las 1600 palabras; en caso contrario, el editor se reserva el derecho de dividirlo en varias partes que
aparecerdn en numeros distintos.

Cada contribucion constara de un titulo, autor o autores, y su filiacion (_situacién_ académica; institucion u organismo de afiliacion; direccion
postal completa; correo electrénico; teléfono). Para diferenciar la afiliacion de diferentes autores utilice simbolos (*, #, 9, T, ¥) después del
nombre de cada autor.

Los nombres de las proteinas se escribirdn en mayusculas y redondilla (ABC o Abc). Los de los genes y las especies apareceran en cursiva (ABC,
Homo sapiens). También se pondran en cursiva aquellos términos que se citen en un idioma que no sea el castellano.

En esta nueva etapa, contemplamos aceptar que aquellos autores que no tengan el castellano como lengua materna puedan remitir sus
manuscritos en inglés. Una vez aceptado, un resumen del mismo en castellano seria elaborado por el propio equipo editorial.

Las tablas, figuras, dibujos y demas elementos graficos, en blanco y negro puros, escalas de grises o color, deberdn adjuntarse en ficheros
independientes. Las figuras, las férmulas y las tablas deberdn enviarse en formatos TIFF, GIF o JPG, a una resolucion de 300 dpi y al menos 8
bits de profundidad.

Cuando sean necesarias, las referencias bibliograficas (cuatro a lo sumo) se citaran numeradas por orden de aparicion entre paréntesis dentro
del propio texto. Al final del mismo, se incluira la seccion de Bibliografia de acuerdo con el estilo del siguiente ejemplo:

Einstein Z, Zwestein D, DReistein V Vierstein F, St. Pierre E. Saptial integration in the temporal cortex. Res Proc Neurophsiol Fanatic Soc 1:
45-52, 1974.

En caso de citar un libro, tras el titulo deben indicarse la editorial, la ciudad de edicién y el afio.

Si el texto prlnC|paI no |nc|uye referencias bibliogréficas, se ruega a los autores que aporten 3-4 referencias generales "para saber mas" o "para
mas informacion".

Aquellos que quieran contribuir a la seccion La imagen comentada deberan remitir una imagen original en formato electronico con una
resolucién minima de 300 dpi y, en documento aparte, un breve comentario (de no mas de 300 palabras) de la misma. Dicho comentario
describird la imagen, destacara la informacion relevante que aporta y/o especificara Iso procedimientos técnicos por los que se consiguid.

9 Los co-editores consideraran cualesquiera otras contribuciones para las diferentes secciones de la revista.

10 Envio de contribuciones: el original se enviara por correo electrénico a los co-editores (medina@uma.es, jmperezp@uma.es) o a cualquier
otro miembro del comité editorial que consideren mas afin al contenido de su contribucién. Aunque lo desaconsejamos, también se pueden
enviar por correo ordinario (Miguel Angel Medina, Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Universidad de Malaga, 29071 Malaga,
Espafia) acompafiados de un CD. No se devolvera ningun original a los autores.
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Microorganismos plancténicos bajo el microscopio.

Morfologia celular de muestras de plancton analizadas por microscopia electrénica de barrido durante la campana
oceanografica Phytostress, en Raunenfjord (Noruega) en Junio de 2012. Las imagenes representan la comunidad natural
existente en un experimento de acidificacién ocednica y limitacién de hierro al tercer dia experimental, antes de un bloom
del cocolitoférido Emiliana huxleyi. (A); Haptoficeas-Emiliania huxleyii (nanoplancton, 2-20micras) B,C,D); Dinoflagelados

(microfitoplancton, mas de 20 micras). B, Ceratium sp, C,D) especies no clasificadas.

Micrografias tomadas por Tanya Tsagaraki © (Centro Helénico de Investigacién Marina, Grecia) en el Departamento de
Microbiologia Acuética de la Universidad de Bergen (Noruega), dentro del proyecto de Investigacion Fitoestres MICINN-
CTM/MAR-2010, Investigadora Principal Maria Segovia (Departamento de Ecologia , Facultad de Ciencias, Universidad de

Malaga) .

Tanya Tsagaraki
Centro Helénico de Investigacién Marina, Grecia

Maria Segovia
Area de Ecologia de la Universidad de Mdlaga
segovia@uma.es
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Agricultura y sequia:

Entre las previsiones asociadas
al cambio climatico se encuentra la
probabilidad de mayores y mas
frecuentes episodios de sequia. El
nuimero del 25 de Septiembre de
2013 de la revista Nature ha
publicado Nature Outlook
Agriculture and Drought, un especial
que examina el tema de la sequia y
su impacto en una agricultura
sostenible y capaz de alimentar una
poblacion humana en continuo
crecimiento.

Este especial consta de una
coleccién de 8 breves comentarios,
cinco articulos previamente
publicados en las revistas Nature y
Nature Climate Change y una
coleccién de enlaces a otros

nature

¥

ER ot

recursos. Los
articulos reproducidos (en orden de
fecha original de publicacién)
abordan “Soluciones para un
planeta cultivado’, dos estudios de
la microbiota que habita en las
raices de Arabidopsis, un andlisis
retrospectivo que muestra que ha
habido pocos cambios en los
episodios de sequia durante los
pasados 60 anos y “Adaptaciones
del maiz norteamericano a las
variaciones de temperatura”. Todos
los contenidos estan libremente
disponibles durante 6 meses.
Enlace: http://www.nature.com/
nature/journal/v501/n7468 supp/
index.html

Miguel Angel Medina medina@uma.es
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Centenario de la ecuacion de
Michaelis y Menten:

En 2013 se cumplen 100 afos de
la publicacién de la famosa
ecuacion de Michaelis y Menten,
que rige el comportamiento
cinético de muchas enzimas. En
nuestro numero especial 141
celebrando el 20 aniversario de la
revista Encuentros en la Biologia
reprodujimos el breve semblante
biogradfico que de Maud Leonora
Menten (1879-1960) escribio la Dra.
Catalina Lara Coronado para la
“Galeria de retratos de mujeres en
Bioquimica”, publicada
originalmente en el espacio web de
la SEBBM (Encuentros en la Biologia
6: 61,2013-2013). El pasado 2 de
Septiembre de 2013, la revista FEBS
Letters publicé en linea y en formato
impreso un numero monografico
celebrando los 100 afios de la
ecuacién cinética de Michaelis y
Menten. Este nUmero monografico

ha tenido como

HEBS

-

A contury of
Wachaminm Menter hinencs

editores
especiales a Athel Cornish-Bowden
(uno de los mas reputados
especialistas en cinética enzimatica)
y Christian P. Whitman. El nimero
consta de un editorial, dos articulos
retrospectivos, ocho articulos de
revision y catorce articulos de
investigacion original que ofrecen
una completa panoramica de la
enzimologia contemporanea. Uno
de los articulos retrospectivos
muestra la traducciéon hecha al
inglés por T.R.C. Boyde del articulo
original enviado por Leonor
Michaelis y Maud Leonora Menten
el 4 de Febrero de 1913 y publicado

en Biochemische Zietschrift 49,
335-369 (1913).
Enlace:

http://www.sciencedirect.com/
science/journal/00145793/587/17

Premios Lasker
2013:

Como ya es
tradicional, la revista
Nature Medicine se hace
eco de la concesion de los
prestigiosos premios Lasker
de investigacion médica basica,
investigacion médica clinica y de
servicio publico en su ndmero de
Octubre de 2013. En esta ocasion lo
hace con un prefacio escrito por
Joseph L. Goldstein, premio Nobel y
componente del jurado Lasker,
cinco articulos escritos por los
premiados (Thomas C. Sudhof y
Richard H. Scheller, premio
copartido en investigacion médica
bdsica por us estudios sobre la
liberacion de los
neurotransmisores; y Graem M.
Clark, Ingeborg Hochmair y Blake S.
Wilson, premio conjunto en
investigacién médica clinica
aplicada por sus trabajos con
implantes cocleares) y una
entrevista a Bill y Melinda Gates,
receptores del premio al servicio
publico por los esfuerzos de la
Fundacién Bill y Melinda Gates para
mejorar la salud en el Tercer Mundo.
Los primos Lasker tienen justa fama
de servir como “antesala” a la
concesion del premio Nobel, pues
muchos premiados por la
fundacion Lasker lo fueron a
posteriori por el comité Nobel. Este
afno se han batido todos los records
en el caso del Dr. Thomas C. Stidhof,
quien con apenas un mes de
intervalo se ha visto agraciado con
la concesion del premio Lasker de
investigacion médica basica y el
premio Nobel de Medicina o
Fisiologia 2013 (véase el
comentario al Premio Nobel en la
seccién Los Premios en este mismo
numero de Encuentros en la
Biologia). Los siete textos
mencionados estan libremente
disponibles en: http://
www.nature.com/nm/journal/v19/
n10/index.html
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SE'BBM
NEERE

Sociedad Espafiola
de Bioquimica vy
Biologia Molecular

| SEBBM DIVULGACION |

LL.a Ciencia al alcance de la mano

Tenemos el placer de presentar en la revista "Encuentros en la Biologia" dos contribuciones seleccionadas
entre las publicadas on-line en la seccion «La Ciencia al alcance de la mano» de la web de la SEBBM, seccion
auspiciada por el Programa de Divulgacion de la SEBBM, una de las sociedades cientificas mas influyentes en
Espana. Los originales de estos articulos aparecieron publicados en Noviembre y Marzo de 2013, respecti-
vamente. Estos y mas articulos podréis encontrarlos en:

(http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos 10).

Coordinadores: José Manuel Bautista, Catalina Lara, Maria de los Angeles Pajares,
Gemma Rodriguez-Tarduchy e Isabel Varela Nieto.

Vitamina D y cancer

Resumen: La vitamina D, o mas exactamente su metabolito la 1o,,25-dihi-
droxivitamina D3 (1o, 25(0OH)2D3, calcitriol), es uno de los principales re-
guladores de la expresion génica. Modula la transcripcion de centenares de
genes y la actividad de enzimas y vias de sefalizacion. Sus efectos sobre la
proliferacion y diferenciacion celulares han disparado el interés en la
lo,,25(0OH)2D3.

Summary: Vitamin D, particularly its metabolite 1o, 25-dihydroxyvi-
tamin D3 (10,25(OH)2D3, calcitriol), is a main regulator of gene ex-

. ~ pression. 10,25(OH)2D3 modulates the transcription rate of hundreds
AUTOI’. Alberto MUHQZ Terol. i of genes and the activity of several enzymes and signalling pathways. A
Instifuto de Investigaciones Biome-  series of novel effects recently described make of 1o, 25(OH)2D3 an
dicas de Madrid (IIBM) attractive subject of study.

Vol.6 | Ne 144


http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10
http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos_10

SE'BBM

Encuentros Wdd,3s
enlaBiologla < By

Biologia Molecular

| SEBBM DIVULGACION |

El sistema de la vitamina D. Una vitamina es un compuesto que el organismo necesita pero no
puede sintetizar, y, por ello, debe obtener del medio. La vitamina D (vitamina D3 o colecalciferol en el
reino animal) no es segun esta definicion una vitamina, pues el 90% de la presente en el organismo se
sintetiza en la piel por la accion de la luz ultravioleta (UV)-B solar sobre el 7-dihidrocolesterol. La dieta
humana es pobre en vitamina D y solo cubre el 10% de las necesidades del organismo. El colecalcife-
rol, inactivo biolégicamente, es hidroxilado en el higado y posteriormente en el rifidn, colon, mama,
préstata, hueso y diversos tipos de células del sistema inmune formandose 1o,25-dihidroxivitamina D3

(10,,25(0OH)2D3, calcitriol), la molécula activa, que actia como una hormona con alta afinidad de union
a VDR, receptor de la vitamina D. VDR es un factor de transcripcién de la superfamilia de receptores
nucleares expresado en todos los tipos celulares del organismo en los que se ha investigado, que se
une a secuencias especificas de nucledtidos (elementos de respuesta a vitamina D o VDRE) presen-
tes cerca o en los genes cuya transcripcién controla. La unién de la 10,,25(0OH)2D3 al VDR causa una
serie de cambios en las interacciones de éste con diversas proteinas (co-activadores y correpresores
transcripcionales) que determinan la induccion o represion de la transcripcidn génica. Tres estudios de
ChIP-Seq en distintos tipos celulares han identificado mas de mil sitios de union de VDR en el genoma
humano y, conjuntamente con estudios transcriptomicos empleando arrays, sugieren la existencia de
centenares de genes regulados por la 10,25(0OH)2D3 (1). Ademas, la 10,,25(0OH)2D3 induce efectos
rapidos independientes de transcripcion que incluyen la regulacion de canales ionicos, fosfolipasas,
quinasas y fosfatasas.

Durante décadas se ha considerado a la vitamina D un regulador de la absorcion intestinal de calcio
y fosfato y de la biologia de osteoblastos y osteoclastos en el hueso. Esta vision ha cambiado radical-
mente desde que en 1981 se describié que la 10,25(0H)2D3 inhibe la proliferacion de células huma-
nas de melanoma e induce la diferenciacion de células leucémicas de raton. Estos resultados, y otros
muchos desde entonces, mostrando la capacidad de la 10,25(OH)2D3 de inhibir la proliferacién e in-
ducir la diferenciacion de células cancerosas en cultivo y su tumorogenicidad en modelos animales, de
modular diversas respuestas del sistema inmune y de ejercer acciones antimicrobianas han disparado
el interés del estudio del sistema de la vitamina D. Esto se refleja en un crecimiento exponencial del
numero de publicaciones, que en 2012 fueron 3.600 en PubMed.

Vitamina D y cancer. Hasta La posible accién preventiva y/o terapéutica de la vitamina D y sus deri-
vados se esta estudiando en pacientes con diversos tipos de cancer, siendo los datos en cancer colo-
rrectal especialmente esperanzadores. Estudios epidemioldgicos indican una relacion inversa entre la
ingesta de vitamina D en la dieta o la exposicién a la luz solar y el cancer colorrectal. Mas aun, los ni-
veles de calcidiol (25(OH)D3) en el suero se correlacionan inversamente con el riesgo de desarrollar
cancer colorrectal, y en menor medida otras neoplasias (2), y un meta-analisis ha descrito que concen-
traciones sanguineas de calcidiol de 82 nM se asocian a una reduccion del 50% del riesgo de esta
neoplasia (3), la de mayor incidencia en Espafia. Existen numerosos ensayos clinicos empleando tra-
tamientos, uUnicos o combinados con quimioterapia u otros compuestos, con vitamina D3,
10,,25(0OH)2D3 o analogos (www.clinicaltrials.gov). En esta linea, un informe publicado en 2008 titulado
Vitamin D and Cancer de la International Agency for Research on Cancer, perteneciente a la World
Health Organization, concluye que la relacién causal entre la deficiencia de vitamina D y el cancer co-
lorrectal es probable, pendiente de mayores estudios epidemiolégicos y clinicos prospectivos. Una re-
ciente revision de los ensayos clinicos realizados asume que por defectos en su disefio 0 ejecucion no
es posible aun definir la utilidad de la vitamina D y sus derivados en la prevencion y/o terapia antitumo-
ral (4).
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Mecanismo de accion de la 10,25(OH)2D3 en cancer de colon. Nuestro grupo inicié en 1999 el
estudio de los efectos de la 10,25(0OH)2D3 en células humanas de cancer de colon. Hemos descrito
que la 10,25(0OH)2D3 induce la expresion de E-cadherina, proteina fundamental para la adhesién in-
tercelular en epitelios cuya expresion se pierde en la transicion de adenoma a carcinoma, considerada
un supresor de invasividad (5). Ademas, la 10,,25(0OH)2D3 antagoniza la via Wnt/B-catenina, iniciadora
y crucial en carcinogénesis colorrectal, por al menos tres mecanismos: a) la induccion de interaccion
directa entre VDR y B-catenina, que causa la inhibicion de la actividad transcripcional de la B-catenina;
b) la redistribucién de la B-catenina desde el nucleo a las uniones adherentes de la membrana plasma-
tica; y c) la induccion de DICKKOPF (DKK)-1, un inhibidor de la via (5,6) (Figura 1).

Varios estudios indican que la expresion de VDR se relaciona con un buen pronéstico de los tumores
colorrectales, y que aumenta en los estadios tempranos de la progresién (pdlipos y carcinomas de
grado bajo), disminuyendo en los carcinomas avanzados. Nuestro grupo ha descrito la represién del
gen VDR por los factores de transcripcion SNAIL1 y SNAIL2, y la sobre-expresion de éstos en los tu-
mores de colon en un numero elevado de pacientes (7). Estos datos sugieren una eficacia mayor del

tratamiento con la 10,25(0OH)2D3 y sus

SW480-ADH analogos en las etapas tempranas de la
progresion del cancer colorrectal y quiza
Vehicle 1 25(O|--|)2D3 especialmente en su prevencion.

estudiados en profundidad como CST5/
cistatina D, un supresor tumoral,
SPROUTY-2, un regulador de la sefaliza-
cion por el EGF y KDM6B/JMJD3, una
demetilasa de histonas (6). En definitiva,
la vitamina D es el precursor de una hor-
mona, la 10,25(0H)2D3, de importantisi-
Figura: Control de cadherinas y cateninas por vitamina D. Im&genes de mos efectos pIeiotrépicos con pOtenCiaI

microscopia confocal de células humanas SW480-ADH de cdancer de aplicacién clinica en cancer y quiza otras

colon mostrando por inmunofluorescencia la expresion de las proteinas ; ; ;
E-cadherina y B-catenina tras 48 h de frafamiento con 1a,25(0OH)2D3 o enfermedades (autommunes, InfeCC|osaS’

B-catenin

Hemos realizado estudios de transcript6-

mica y protedmica que han permitido

identificar RNAs, microRNAs y proteinas

” cuya expresion esta regulada por la
E-cadherin 10,25(0H)2D3 en células de cancer de
colon. Por su potencial interés en el con-

trol del fenotipo celular, algunos han sido

vehiculo. La 1a,25(0H)2D3 induce la expresion de E-cadherina y la neurolégicas) cuya biologia constituye
relocalizacién de B-catenina desde el nicleo a la membrana una interesante area de investigacién.
plasmatica.
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El factor de crecimiento nervioso seis décadas después.
Articulo especial en memoria de Rita Levi-Montalcini

Resumen: El 30 de diciembre de 2012 fallecid Rita Levi-Montalcini con 103 afios de edad.
Rita fue descubridora del primer factor de crecimiento conocido, el NGF, por lo que fue lau-
reada con el Premio Nobel de Medicina en 1986. Desde su descubrimiento, este factor ha sido
fuente constante de sorpresas.

Summary: Rita Levi-Montalcini passed away on December 30th, 2012, at the age of 103
vears. Rita discovered the first trophic factor in being characterized, the nerve growth factor
(NGF). For this discovery she was laureated in 1986 with the Nobel Prize of Medicine. During
the last six decades NGF has been a constant source of surprises.

Autor: José Maria Frade
Instituto Cajal, CSIC

El factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés nerve growth factor) fue descubierto y caracteriza-
do a principios de los afios cincuenta del siglo pasado por Rita Levi-Montalcini (1), neurocientifica lau-
reada con el Premio Nobel de Medicina en 1986 por dicho descubrimiento. Rita ha fallecido reciente-
mente a la edad de 103 anos, trabajando incansablemente como el primer dia (2). El presente articulo
es un homenaje a su memoria como precursora de un area de investigacion crucial para la Neurobio-
logia.

Rita Levi-Montalcini trabajo inicialmente en Italia, su pais natal, tratando de entender el mecanismo
que ajusta el numero de neuronas sensoriales al tamano del 6rgano inervado durante el desarrollo
embrionario. La idea prevalente a principios del siglo XX era que los tejidos diana “instruian” de algun
modo a los ganglios sensoriales para que se generase el numero apropiado de neuronas. Rita mostro
que esta vision era erronea al demostrar que las neuronas se producen en nimero mayor del necesa-
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rio y su numero se ajusta por eliminacion de las sobrantes mediante lo que se ha denominado
muerte neuronal programada. Rita pudo demostrar posteriormente la existencia de un factor tréfico
en cantidad limitante que permite la supervivencia de solo aquellas neuronas sensoriales que son
necesarias. Este factor fue denominado NGF.

Un avance significativo en el estudio del NGF fue la identificacion de dos fuentes naturales de éste:
las glandulas salivales del ratdn y el veneno de serpiente. La facilidad de obtencion de este factor
(3) permitié la identificacion por distintos laboratorios de sus receptores de membrana (4). Para ello
se empled NGF marcado radioactivamente con 125I, lo cual permitié caracterizar bioquimicamente
los distintos tipos de receptores que existian. Los datos obtenidos demostraron que las neuronas
sensoriales y simpaticas poseen un numero limitado
de receptores de alta afinidad y gran cantidad de re-
ceptores de baja afinidad, de los cuales se ignoraba
su identidad molecular. El primer receptor de NGF en
ser caracterizado molecularmente, a mediados de los
afios 80, fue denominado inicialmente NGFR (del in-
glés nerve growth factor receptor). Se trataba de una

molécula de membrana de 75 kDa, cuyo ADNc se

identificé en 1986 (5). Pronto se vio que este receptor
carecia de dominios cataliticos, por lo que era una
incégnita el mecanismo por el que ejercia sus efectos
en el interior de las células. La demostracion posterior
de que este receptor podia interaccionar con todas
las neurotrofinas complic6 aun mas su significado
biolégico. Su capacidad receptora multiple hizo que
fuese rebautizado como receptor p75 comun de las

neurotrofinas (p75NTR, del inglés p75 neurotrophin
/l\ /l\ receptor). El descubrimiento a principios de los afios
90 de que el receptor tirosina quinasa TrkA era el re-
i i ceptor neurotréfico especifico de NGF (6), junto con
2 s 2 g, 8 $ la ausencia de mecanismos conocidos para la trans-
= § $ %i:: s 2 duccién de la sefial de p75NTR, se tradujeron en la
§ o T o3 2 g idea de que p75NTR colaboraba con TrkA para gene-
3 § 5° § 8 rar el receptor de alta afinidad caracterizado afios

" w (=]

atras. Por su parte, 75NTR seria el receptor de baja
afinidad. Las distintas funciones conocidas en ese
momento para el NGF, que incluian la superviviencia
y diferenciacion neuronal y la nocicepcion, se vincula-
ron directamente con TrkA, mediadas por las tres vias
su forma madura, NGFE. a fravés de sus los clasicas de los receptores tirosina quinasas: la acti-
receptores p75NTR y TrkA. La sefializacion vacion de Ras, de PI3K/Akt y de PLCy (ver Figura).

apoptética de proNGF requiere la presencia  Un cambio copernicano en la vision del NGF fue el
del correceptor Sortilina. p7SNTR coopera descubrimiento a mediados de los afios 90 de su ca-
con TrkA en la sefalizacion neurotréfica de  pacidad inductora de muerte celular (7). Este concep-
NGF. to fue recibido con gran sorpresa, pues el NGF era

conocido como factor neurotréfico desde hacia mas
de cuarenta afios. Se vio que la capacidad apoptética del NGF estaba mediada por el receptor
p75NTR, que en esos afnos ya era conocido por ser el primer miembro de la familia de “receptores
de muerte” (o death receptors) tales como FasR y el receptor de TNFa (TNFR). No obstante, el me-

Figura: Biosenalizacion mediada por NGF.
Esquema de las rutas de sefalizacion y los
efectos fisioldgicos ejercidos por el proNGF y
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canismo inductor de apoptosis de p75NTR difiere de la ruta clasica de FasR/TNFR pues no forma tri-
meros ni activa caspasa-8. En este sentido, se ha demostrado que p75NTR induce la ruta de JNK para
favorecer la muerte neuronal. Durante los primeros afios del presente siglo se demostré que la molé-
cula inductora de apoptosis a través de p75NTR era realmente proNGF (ver figura), la forma inmadura
de NGF preponderante en el sistema nervioso. ProNGF, induce apoptosis a través de p75NTR ayuda-
do por el correceptor Sortilina, en tanto que la forma madura de NGF, carente del péptido pro, induce
su efecto tréfico a través del receptor TrkA, un efecto que es potenciado por el propio p75NTR.

Otra sorpresa reciente ha sido descubrir que el NGF puede regular el ciclo mitético tanto en células
neurales como no neurales. Este efecto puede ser mediado por TrkA, pero también por p75NTR, cuyo
dominio intracelular interacciona con factores de transcripcion reguladores del ciclo celular. De hecho,
la capacidad de p75NTR para translocar su dominio intracelular al nucleo facilita esta funciéon. La ca-
pacidad de proNGF/p75NTR para inducir la duplicacién del ADN en neuronas, demostrada reciente-
mente por nuestro laboratorio (8), se traduce en la existencia de poblaciones definidas de neuronas
tetraploides en el cerebro normal.
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Sistema “Brainbow"” para el estudio del mapa
conectdmico neural a gran escala

Introducciéon a las técnicas de estu-
dio del mapa conectémico neural

Comprender la contribucién de las interconexiones neuronales
en la funcion del cerebro ha sido una preocupacion que los neuro-
cientificos han tenido a lo largo de los afios. Para poder dar res-
puesta al estudio de la funcién del encéfalo se requieren varios
tipos de datos:

«Un primer tipo se basa en realizar un mapa fisico del circui-
to neuronal, indicando las conexiones sindpticas entre neuro-
nas.

. Un sequndo tipo va enfocado a la comprension de cémo
viaja el impulso nervioso por esos circuitos neuronales cuando
se percibe un estimulo, se toma una decision o se lleva a cabo
una determinada accion.

. Un tercer tipo de datos, puesto que el circuito puede sufrir
modificaciones, tratara la informacion referente al cambio del
circuito y las sefiales que viajan por él, con respecto al tiempo.

. Finalmente, se necesitaran herramientas especificas que
permitan convertir todos los datos obtenidos en una explicacién
del mapa conectémico neural. En esa linea estan trabajando
los neurocientificos, para desarrollar una herramienta que
permita la interpretacion de los datos obtenidos.

Asi pues, uno de los objetivos principales en neurociencia es
mapear los diferentes circuitos neuronales con la finalidad de
dilucidar los mecanismos que subyacen a la actividad, integridad y
posibles alteraciones del cerebro en los trastornos neurolégicos y
psiquiatricos. Por tanto, el desarrollo de una metodologia que
permita visualizar los circuitos neurales, con la méaxima resolucién,
que se aproxime a las condiciones en el organismo vivo, es esencial
para extraer la mayor informacidn posible y que posibilite la com-
prension del proceso neuropatoldgico de estudio.

Durante el pasado siglo XX, los neurocientificos han usado
diferentes técnicas neuroanatémicas para el estudio de la conecti-
vidad neural como son las tinciones de células individuales me-
diante impregnaciones de plata o inyecciones intracelulares, y
también las técnicas microscopicas para el trazado neuronal. Sin
embargo, estas técnicas tienen limitaciones que han de comple-
mentarse con otras aproximaciones para conocer en detalle el
conectoma neural.

Recientemente, una de las técnicas que han permitido una
revolucién en neurociencia en este sentido, solventando alguna de
estas limitaciones, ha sido el sistema Brainbow, que se comentard
a continuacion.

Generalidades de la técnica Brain-
bow

La complejidad inherente de los circuitos neuronales en ma-
miferos, incluido el hombre, plantea serios problemas para el
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estudio de las neuronas individuales y sus diferentes conexiones,
ya que se ha de encontrar una técnica de tincién o marcaje que
permita el estudio de la morfologia y conexiones de una neurona
concreta dentro del conjunto de sus neuronas vecinas, asi como el
circuito desempefiado por todas ellas.

La técnica Brainbow permite identificar células individuales,
diferencidndolas del resto de neuronas vecinas, en el encéfalo de
cualquier modelo animal mediante el marcaje fluorimétrico selec-
tivo que se obtiene mediante la expresién combinatoria de protei-
nas fluorescentes distintas, como son las proteinas roja (RFP, Red
Fluorescent Protein), azul cian (CFP, (yan Fluorescent Protein), verde
(GFP. Green Fluorescent Protein), amarilla (YFP, Yellow Fluorescent
Protein), naranja (OFP, Orange Fluorescent Protein), y otras.

La técnica Brainbow se basa en el sistema genético de recom-
binacion Cre/lox, que permite un cambio en la estructura permi-
tiendo activar la transcripcion de la construccion génica introduci-
da dentro de la célula, que dard lugar a la proteina fluorescente
por escision, inversién o recombinacion intercromosomica de ese
ADN que codifica para la/s proteina/s fluorescente/s. De esta ma-
nera, a partir de un tnico transgén (o varias copias del mismo) se
pueden generar varias proteinas fluorescentes. Ademds, debido a
que la expresion de una u otra proteina fluorescente se realiza en
el genoma de la célula, hace posible que la célula completa inclu-
yendo todas sus prolongaciones (dendritas y axén), adopten un
Gnico color, lo que permite distinguir a esa célula y ver sus cone-
xiones neuronales.

A este conjunto de técnicas basadas en el sistema de recombi-
nacién Cre/lox se las denomind “Brainbow’, ya que se podria
traducir como “cerebro-arco-iris’, debido a la amplia paleta de
colores que permite generar atendiendo a la combinacién de
proteinas fluorescentes.

Estrategias Brainbow in vitro para
generar expresion diferencial de los
genes

Existen diversas estrategias del sistema Brainbow para la
expresién de mltiples proteinas fluorescentes a partir de un tnico
transgén. De manera genérica se destacan dos de ellas, la Brain-
bow-1 utiliza el sistema Cre de escision de sitios fox incompatibles
con el objetivo de generar mdltiples eventos de recombinacion,
mientras que la Brainbow-2 utiliza el sistema Cre, pero con seg-
mentos invertidos de ADN flanqueados por sitios LoxP en orienta-
cion reversa y dispuestos en tdndem, es decir, repetidos, para
generar diferentes eventos de recombinacién.

Estos eventos de recombinacion ocurren gracias a la herra-
mienta genética Cre/lox, que permite, mediante la enzima Cre
recombinasa y las diferentes secuencias /ox de ADN intercaladas en
genes concretos de una construccion genética, generar nuevas y
diferentes construcciones génicas a partir de uno o mds sucesos de
recombinacion especifica de sitio, que ocurren con una probabili-
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6.2

dad similar, independientemente del tipo de secuencia fox utiliza-
da.

Siguiendo la estrategia Brainbow-1 se han disefiado dos
sistemas que, atendiendo al ndmero de proteinas fluorescentes
que se pueden obtener dependiendo del evento molecular que
tiene lugar, son: Brainbow-1.0 y Brainbow-1.1. La primera
utiliza el sistema Cre con excision de ADN y genera tres proteinas
fluorescentes: roja (RFP), amarilla (YFP) o azul (CFP), y por tanto
marca las células de esos colores. Por otro lado, Brainbow-1.1
también utiliza el sistema Cre con excision de ADN, pero produce
cuatro proteinas fluorescentes: naranja (OFP), roja (RFP), amarilla
(YFP) y azul (CPF) (Figura 1).

En cuanto a Brainbow-2 se han disenado dos sistemas:
Brainbow-2.0, que utiliza el sistema Cre con inversién del ADN,
generando dos proteinas fluorescentes diferentes: roja (RFP) y azul
(CFP); y Brainbow-2.1, que utiliza el sistema Cre tanto con esci-
sion como inversion del ADN y permite formar mdltiples eventos
de recombinacién, generando cuatro proteinas fluorescentes dife-

Brainbow-1.0

1 2 Cre

—»

'AY

Brainbow-1.1

1 2 3 c; 1
«.&”ﬁ&$3i;‘ ¢$..»_ ::» 2

Brainbow-2.0 — Cre

B o2 .. =

Brainbow-2.1

< %

Figura 1: Estrategias Brainbow. En Brainbow-1.0 y Brainbow-1.1, los pares lox
incompatibles o heteroespecificos crean dos o fres posibilidades de escision, que
posibilitan la expresidon de distintas proteinas fluorescentes. En Brainbow-2.0, los
sitios loxP se localizan en posicion reversa, definiendo un segmento de ADN
invertido en donde dos genes de proteinas fluorescentes se localizan enfrentados:
esta construccién se invierte mientras Cre recombinasa esté activa, y cuando se
estabilizan los genes de proteinas fluorescentes no invertidos, se expresan. En
Brainbow-2.1, dos unidades invertidas se posicionan en tdndem, ofreciendo una
escision e inversion adicionales, promoviendo un total de cuatro posibles
expresiones de proteinas fluorescentes. Imagen adaptada de Weissman et al.
(2011) donde la flecha morada es el promotor constitutivo y las flechas de colores
indican las secuencias codificadoras de las diferentes proteinas fluorescentes.
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tes sistemas Brainbow empleando mds de una copia de las protei-
nas fluorescentes, haciendo posible que la co-expresion diferen-
cial de miltiples copias de estas construcciones genere mezclas de
proteinas fluorescentes, permitiendo colorear a la célula de la
combinatoria de fluorocromos de estas proteinas. Este proceso se
ha constatado en mayor detalle in vivo, permitiendo marcar neu-
ronas individuales e incluso células gliales, con mds de 90 tonali-
dades de colores.

Existen diferentes pardmetros experimentales que afectan a la
combinatoria de colores obtenida, pudiendo alterar el color de
marcaje de la célula. Estos factores pueden ser: la eleccion del
promotor, asi como el niimero de copias del transgén que se gene-
ren, la longitud del transgén, la eficiencia y duracién del proceso
de recombinacidn, la temperatura y el medio de cultivo (in vitro), y
el estado fisioldgico del animal (in vivo).

Técnica Brainbow in vivo

A partir de los ensayos in vitro que
han permitido desarrollar los
diferentes sistemas Brainbow, el
siguiente paso ha sido constatar
este marcaje fluorimétrico en un
modelo animal, es decir, realizar
una aproximacién de la técnica
Brainbow in vivo. Para ello, se
cre6 el ratdn transgénico Thyl-
Brainbow que permite expresar
el sistema Brainbow en diferentes
tipos neuronales del encéfalo. Se
utilizaron los sistemas Brainbow-1
y Brainbow-2, bajo elementos
requladores del gen Thyl, que
tiene una tasa de expresion ele-
vada en multiples tipos neurona-
les, demostrandose que los even-
tos de recombinacién y la poste-
rior expresion diferencial de los
genes se mantienen de igual

Cre manera in vitro e in vivo.

Mas adelante, se profundizé en el
conocimiento de la expresion

Cre ) combinatoria de diferentes pro-

teinas fluorescentes en un mismo

A
*@—“1

rentes: roja (RFP), verde (GFP), azul (CFP) y amarilla (YFP), (Figura
1). La utilizacién de una u otra proteina fluorescente puede modi-
ficarse de la construccion génica.

En definitiva, todos estos sistemas se han realizado atendien-
do a una tnica copia del gen que codifica para la proteina fluores-
cente, el cual, tras los sucesos de recombinacién pertinentes, pro-
ducird una Unica proteina fluorescente, haciendo que la célula
fluorezca con ese color. Sin embargo, se pueden utilizar los diferen-

=N Az ﬂ’ —N\d=m L

tipo celular de este ratdn transgé-
nico, de manera que se obtiene
una amplia paleta de colores en
diferentes tipos celulares, siendo
las causas de este aumento en la
gama de colores: la recombina-
cién independiente de mdiltiples
copias de la construccién introdu-
cida, asi como las recombinacio-
nes parciales que se den entre
copias, todo ello en un tipo neu-
ronal determinado. En la figura 2
se muestran dos ejemplos concre-
tos en los que se insertan tres
copias de la construccién del
sistema Brainbow-1.0, que genera
tres proteinas diferentes que forman diez colores.

La utilidad del sistema Brainbow para analizar las diferentes
conexiones neuronales depende del nimero de colores distingui-
bles que presenten dichas neuronas. Llegados a este punto cabria
preguntarse, ;Cuantos colores podrian generarse para permitir un
equilibrio entre la especificidad de marcaje neuronal y el diferente
color que se genere? Se pueden generar tantos colores como per-
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Figura 2: Expresion combinatoria de las proteinas fluorescentes a causa de la
integracion en tadndem de mads de un transgén. Se indican en los diez colores que
se pueden obtener Unicamente con la combinatoria de tres proteinas
fluorescentes: azul (CFP), verde (GFP) y roja (RFP). En (A) se muestra el nervio
oculomotor de un ratén Thy 1-Brainbow-1.0 donde se observan axones motores en
diferente color, segun el tipo celular de origen, y en (B) se muestra el giro dentado
de un ratdn Thy 1-Brainbow-1.0, donde distintas neuronas adquieren un color
diferente. Imagen obtenida de Livet et al, (2007), licencia Creative Commons

(CC).

mita la combinatoria de proteinas fluorescentes segun el nimero
de copias del transgén introducidas, de manera que si una deter-
minada cepa de raton transgénico ThyT-Brainbow posee, por
ejemplo, 8 copias del transgén, las poblaciones neuronales mos-
traran un perfil colorimétrico mayor que si tuvieran menor niimero
de copias. Se estima que para 8 copias se pueden obtener hasta 89
colores diferentes, y para 16 copias, 166 colores. Todo ello permite
diferenciar componentes neuronales especificos de circuitos com-
plejos.

Especificidad de marcaje celular

Uno de los objetivos fundamentales de la técnica Brainbow es
el marcaje selectivo de diferentes tipos neuronales (o de sus etapas
de desarrollo) y sus conexiones para poder generar un mapa co-
nectémico neural. Se sabe que esta técnica marca células de un
mismo tipo, dentro de una determinada poblacién celular, con
diferentes colores pero permitiendo identificar al tipo celular y
facilitando la visualizacién de sus interacciones.

Este sistema debe cumplir una serie de requisitos para permi-
tir el marcaje especifico de un tipo celular, como son:

. La utilizacién de un promotor de alta expresion de toda
la construccién genética, como es el promotor Thy1.2 o el de
citomegalovirus (CMV), que permiten expresar niveles medibles
de proteinas fluorescentes. Ademds de la utilizacion de ele-
mentos reguladores que optimicen la expresion como re-
giones eficientes de iniciacion de la traduccion y una sefial de
poliadenilacion adecuada en el ARN mensajero,

. Eluso de etiquetas de expresion (Tag) fusionadas con la
secuencia que codifica para la proteina fluorescente que se vaya
a expresar en la construccion, como pueden ser secuencias que
codifiquen aminodcidos hidréfobos que permitan un anclaje en
la membrana plasmatica o de otros organulos, asi como otras

secuencias que permitan el anclaje a diversas estructuras mole-
culares axonales, dendriticas, o del soma neuronal. Todo ello
ayuda en el marcaje especifico de un tipo neuronal concreto, y
por otro lado, un marcaje a nivel subcelular.

. El disefio de iniciadores o inductores de la recombina-
cion mediada por Cre recombinasa, lo que permitird una
expresion homogénea de la/s proteina/s fluorescente/s en
diversos tipos celulares. Actualmente existen inductores y re-
combinasas Cre especificos comerciales para marcar la retina y
neuronas motoras, entre otros.

. Las caracteristicas fotoquimicas de las proteinas fluo-
rescentes, que dependen de las secuencias que las codifican y
del entorno fisico-quimico de plegamiento proteico. Actual-
mente, se siguen generando nuevos colores y con diferentes
caracteristicas fotoquimicas.

. las estrategias genéticas que permiten generar ani-
males transgénicos que expresen una o més proteinas fluores-
centes, ya que permitirdn diferente eficiencia de expresion, asi
como especificidad de marcaje.

Aplicaciones directas. Estudio del
trazado neuronal y de la interaccién
glial

Las aplicaciones del sistema Brainbow cubren fundamental-
mente el estudio de circuitos neuronales de mayor complejidad,
permitiendo construir mapas conectémicos neuronales. El sistema
se probd inicialmente en regiones del encéfalo conocidas, como la
capa granular del cerebelo, permitiendo obtener datos de la tipo-
logia celular, 1a forma y disposicion de las fibras musgosas en este
nivel, asi como los contactos sindpticos entre las fibras musgosas y
las dendritas de las células granulosas. Todo ello se acompafia de
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reconstrucciones tridimensionales, mediante programas informd-
ticos especificos, a partir de la informacion obtenida mediante
microscopia de fluorescencia y confocal de las secciones de encéfa-
lo analizadas.

Por otro lado, se quiso testar si el sistema Brainbow se puede
utilizar para el estudio de la interaccion glial, partiendo de estu-
dios previos de las relaciones anatémicas entre las células gliales y
de sus interacciones con neuronas. Se comprobd que la técnica
Brainbow proporciona un método alternativo para el estudio de la
interaccion glial, que permite corroborar procesos ya conocidos, y
aumentar el grado de conocimiento con mayor detalle. Se ha
demostrado que el sistema Brainbow permite observar interaccio-
nes entre células gliales vecinas tales como los astrocitos, la glia de
Bergmann del cerebelo y las células de Schwann.

Perspectivas de futuro de la técnica
Brainbow

La técnica Brainbow mediada por el sistema genético Cre/lox,
permite realizar estudios a gran escala de interaccién celular en
diferentes modelos animales. Existen, ademas, otros sistemas
alternativos al Cre/lox como el CreER o CreERT que generan resulta-
dos similares en la combinatoria de colores y marcaje neuronal,
permitiendo en un futuro generar sistemas atin mds especificos y
controlados que permitan el estudio estandarizado de zonas ana-
témicas muy concretas.

Otono 2013

Por otro lado, los sistemas que permiten generar una combi-
natoria de unos 100 colores diferentes son muy utiles para la vi-
sualizacion y el estudio de las conexiones de un gran nimero de
neuronas, ya que una mayor cantidad de colores permite discernir
entre neuronas con elevada resolucion, llegando incluso al nivel de
la sinapsis, sin tener que utilizar la microscopia electrénica. Por lo
tanto, la principal ventaja del sistema Brainbow a este nivel es que
la utilizacién del sistema de regulacion Thy7 permite marcar espe-
cificamente ciertas poblaciones neuronales.

Las perspectivas de futuro van encaminadas al disefio de
nuevas construcciones genéticas que permitan vencer las limita-
ciones actuales, permitiendo expandir aiin mds el espectro croma-
tico y las caracteristicas fotoquimicas de las proteinas fluorescen-
tes. El conocimiento de diferentes promotores eficientes y especifi-
cos de tipo celular, junto con la obtencién de construcciones géni-
cas especificas del modelo animal y del tipo celular, la optimiza-
cion de las técnicas de obtencién de micro-secciones de tejido y la
estandarizacion de la microscopia de fluorescencia y confocal,
contribuiran, sin duda, a la mejora de la resolucién final de estas
técnicas. Todo ello encaminado al avance del conocimiento del
encéfalo animal y humano, que nos permita dilucidar con mayor
precision los eventos celulares patoldgicos que ocurren en enfer-
medades como el Alzheimer, el Huntington y otras neuropatolo-
gias que afectan a una gran parte de la poblacion.
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Ocurrio en el pais de las especias. En la cuna del ajedrez y del sistema de numeracién. Ocurrid en la
lejana India. Y se extendio por el mundo.

Asi podria comenzar nuestra historia. No es una historia de princesas y maharajds, sino de un tema
mucho mdas mundano, el nacimiento de una isoforma de una proteina. Una simple proteina tan abun-
dante en nuestras venas, como desconocida por las personas ajenas, y no tan ajenas, a la ciencia. Se tra-
ta de la haptoglobina, presente en todos los mamiferos, una proteina adelantada a su era porque, desde
tiempos inmemoriales, descubrid las bondades de la reutilizacién y el reciclado para evitar que nos aho-
guemos en nuestros propios residuos.

Durante el recambio natural de los hematies se libera al torrente sanguineo la —ésta si— famosa
hemoglobina. No menos inclita debiera ser la proteina que hoy nos ocupa; mas si, salvo honrosas excep-
ciones, la historia siempre olvidé a los escuderos, équé decir de los basureros, barrenderos y otros lim-
piadores? La haptoglobina se une con fuerza a la transportadora de oxigeno para evitar que el grupo
hemo pueda dafiar nuestros tejidos vasculares al reaccionar con los lipidos de membrana —tan sucepti-
bles a la oxidacién— vy la lleva a la planta de reciclado del higado, donde se recupera y reutiliza el grupo
hemo [1].

Dramadtica situacién podriamos encontrarnos en el caso de una liberacién masiva de hemoglobina —
como ocurre en procesos de hemdlisis intravascular— que atraviesa la barrera glomerular de la nefrona
y dafia irreversiblemente al rifdn. Pero su inseparable globina amiga, la ‘hapto’, estad siempre atenta, en
concentracién elevada, no sélo para salvarnos de esta relativamente infrecuente eventualidad, si no
también para ayudar a impedir que las bacterias infecten nuestro vulnerable torrente sanguineo, gracias
a que restringen la disponibilidad del hierro que les resulta tan necesario para proliferar.

Aln restan por describir otras importantes funciones de esta proteina, que usa la versatilidad para
dar rentabilidad a su tarea de vigilancia. En determinadas circunstancias, ciertas citoquinas deciden au-
mentar, alun mas, su concentracion para emplear las cualidades de reparador vascular, o por su capaci-
dad angiogénica e inhibitoria de la produccion de prostaglandinas. Por todo ello tiene el gran honor de
pertenecer a los reactantes de fase aguda que hacen de escudo ante los procesos inflamatorios o de
necrosis tisular.

La denominacion del gen de la proteina estrella de este articulo es HP y codifica dos cadenas diferen-
tes, denominadas con las dos primeras letras del alfabeto griego. Hasta donde llegan nuestros conoci-
mientos actuales, la cadena B es idéntica en todos los humanos; sin embargo la cadena a tiene tres iso-
formas comunes, dos de ellas se diferencian en Unicamente dos aminoacidos y se denominan en funcion
de su movilidad electroforética como alS «lenta» (slow) y alF «rapida» (fast) [2], la otra..., |]a otra nacid
en la India hace unos dos millones de afios. Surgié en un desconocido Homo antepasado, del que sabe-
mos algo que ni siquiera sé de mi mismo, su fenotipo de haptoglobina era 1S-1F. Esto quiere decir que
presentaba ambos alelos, HP 1S y HP 1F, y un error en la meiosis hizo que se insertase la secuencia de
bases de un alelo en el otro, para dar lugar a una cadena de peso molecular casi doble denominada a2,
en un proceso conocido como entrecruzamiento desigual (figura 1).

Ya que somos los Unicos Homo que quedamos sobre la faz de la tierra, esta isoforma es exclusiva de
los humanos. Después se diseminé por todo el planeta, manifestando no sélo cierta ventaja evolutiva,
sino también la existencia de una cadencia migratoria, ya en la prehistoria. No obstante, su distribucion
mundial con presencia mayoritaria en Asia oriental y minoritaria en Africa, América, asi como en otras
poblaciones insulares, o tribus indigenas aisladas nos permite deducir su origen.

¢Y a qué debe su ventaja evolutiva la cadena a2 frente a las al?

Pues fijaos que la cadena a2 tiene peores prestaciones en cuanto a la principal funcién de esta pro-
teina se refiere, o sea, se fija peor a la hemoglobina; sin embargo, su mayor tamafo puede mejorar la
accion protectora renal. El aumento de tamaio de la molécula completa de haptoglobina es mucho ma-
yor del que se derivaria por la duplicidad de talla de la cadena a2 frente a la al. Y esto es por el hecho
de que la nueva isoforma, indica aborigen, forma dos puentes disulfuro, en lugar de uno, con sus analo-
gas a. Esto da lugar a la presencia de cadenas tan variables como refleja la figura 2, y cuyo peso molecu-
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Figura 1: Cadenas o de haptoglobina. La a2 se formd por un error en la meiosis de un
individuo de fenotipo 1S-1F, por un proceso denominado entrecruzamiento desigual,
en el que se inserté parte de la secuencia del alelo HP 1S en el alelo HP 1F. La
insercion queda reflejada en la codificacion de colores de las fres cadenas.

HP 1-1

Figura 2: La presencia de la cadena o2 da lugar a diferentes formas poliméricas de haptoglobina
que puede llegar a tener un peso molecular de hasta 300 kDa en los fenotipos 2-1 y de hasta 200
kDa en los individuos 2-2; en cambio, la molécula en los fenoftipos 1-1 fiene un tamano fijo de 86 kDa.
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lar oscila entre 86 y 300 kDa para el fenotipo 2-1, y entre 170 y 900 kDa para el 2-2 [3]. Ni las peores
afectaciones glomerulares evitarian que se filtren correctamente estas macromoléculas.

Pero quizds no es esta su principal ventaja, sino la derivada de otra propiedad, en principio, mas sor-
prendente, ya que por si sola la cadena a2 es capaz de aglutinar a Streptococcus pyogenes, es decir,
emula a los anticuerpos; no obstante, bien mirado, no es una cualidad tan rara, pues existe cierta homo-
logia entre la estructura primaria de la cadena a y las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas. Aunque
en realidad las cadenas a y B son principalmente homélogas a las serin-proteasas del plasma sanguineo,
donde las serinas del centro activo estan reemplazadas por alaninas, y a otras proteinas plamaticas co-
mo la trombina, el activador tisular del plasmindgeno y la plasmina. Esto apoya el hecho de que las pro-
teinas van evolucionando a partir de proteinas preexistentes sin necesidad de reemplazarlas, sino ana-
diendo una nueva cualidad al liquido o tejido donde ésta se encontraba, lo que explica la utilidad de la
duplicidad de genes para una proteina, o el porqué de la existencia de los pseudogenes. Conviene sefia-
lar que la haptoglobina presenta un Unico gen en los monos del nuevo mundo, y tres en los monos del
viejo mundo y otros hominoides mas cercanos a los humanos, que perdimos uno por el camino y sdlo
tenemos dos (figura 3). Estos genes pueden estar «agazapados» mientras esperan salir de su silencia-
miento con posteriores mutaciones, o pueden ser funcionales en ciertas circunstancias como el gen HPR
(haptoglobin-related protein, >90% de homologia con la haptoglobina), el cual conserva la capacidad
enlazante de la hemoglobina liberada al plasma. Su utilidad se encuentra en el contexto de la actividad
bioldgica del factor litico del tripanosoma que nos hace resistentes al Trypanosoma brucei, responsable
de la enfermedad del suefio [4]. Y aqui encontramos otro posible mecanismo de la evolucién, pues es
precisamente en la poblacidn negra donde encontramos polimorfismos para el gen HPR, polimorfimos
ausentes en el resto de las etnias, lo cual induce a pensar que la poblacion mas expuesta a la enferme-
dad ha desarrollado las nuevas isoformas. ¢ Necesitamos las enfermedades y otros contratiempos para
evolucionar? No seré yo quién dé la bienvenida al SIDA u otras enfermedades emergentes, a las guerras
y a las crisis, a los cambios climaticos y a los grandes meteoritos; no seré yo quién las dignifique, ni quién
les dé las gracias; pero ya nunca las veré de la misma manera. Puede ser que un primer cometa trajera la
vida a nuestro planeta, y puede ser que un ultimo se la lleve, mas los que llegaron en medio tampoco
vinieron en balde. Tu que hollaste la Pangea, ibienhallado! Tu que abandonaste la gran tierra, ibuen via-
jel

Quien me presentd a la proteina protagonista de este articulo, fue la mayor intoxicacién alimentaria
gue ha sufrido nuestro pais: el «sindrome del aceite téxico», mds conocido como el Caso de la Colza, o
simplemente el sindrome tdxico. Mas de 20 000 afectados y de 2500 muertes resumen tristemente sus
consecuencias. Sin embargo, no todos los que consumieron el aceite adulterado enfermaron. Muchos
de sus familiares no se vieron afectados en absoluto. Se intentaron buscar entonces razones genéticas
de este hecho, y algunas se encontraron. Entre ellas, ésabéis qué? Si, si, el polimorfismo en la haptoglo-
bina [5].

iBienaventurados los polimorfos, vosotros heredaréis la tierra!

Ocurrié en el pais de las especias, en la lejana India. Y se extendié por el mundo...

Ahora sigue entre nosotros, nos ayuda y nos protege. Evolucionard. A buen seguro. Mas aun nos
acompafiara un gran trecho.

iHaptoglobina!, te siento muy cercana, por mis venas corres y socorres. Quizas el tiempo te olvide, yo
no lo haré, pues los escritos son nuestra memoria, incluso después del Ultimo viaje... a las estrellas.
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Figura 3: La haptoglobina presenta un Unico gen (HP) en los monos del nuevo
mundo, y tres (HP, HPR, HPP) en los monos del viejo mundo y otros hominoides mds
cercanos a los humanos, que perdimos uno por el camino y sélo tenemos dos (HP,
HPR).
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El pasado 7 de octubre, el Comi-
té Nobel del Instituto Karolinska de
Estocolmo comunicaba oficialmen-
te el Premio Nobel en Fisiologia o
Medicina de 2013. Ese mismo dia,
uno de los galardonados con el
premio, Thomas C. Stidhof, recibia la
noticia cuando se encontraba ca-
mino de Baeza (Jaén), donde estaba
invitado a participar en un
workshop sobre Neurociencia en la
Universidad Internacional de Anda-
lucia (UNIA). El profesor Sudhof tu-
vo que detener el coche que con-
ducia cuando se enteré por teléfo-
no de la noticia, mostrandose com-
pletamente sorprendido (para oir la
conversacion telefénica completa
consulte el siguiente enlace:
http://www.nobelprize.org/mediapl
ayer/index.php?id=1953 ). Mas tar-
de, en la sede Antonio Machado de
la UNIA, y antes de pronunciar su
conferencia, Sudhof era recibido
con un caluroso aplauso como re-
conocimiento del preciado galar-
doén, que hacia justicia a una intensa
trayectoria investigadora en el
campo de la biologia celular de la
neurona.

Dejando a un lado el dato pu-
ramente anecdoético, este aho los
galardonados con el Nobel en Fisio-
logia o Medicina han sido los inves-
tigadores estadounidenses James E.
Rothman y Randy W. Schekman, y el
investigador aleméan antes mencio-
nado Thomas C. Stdhof por sus
descubrimientos de la maquinaria
que regula el trafico vesicular, un
proceso fundamental en la biologia
de las células.

El transporte y la fusion de vesi-
culas son elementos criticos en
numerosos procesos fisioldgicos,
incluyendo la comunicacién neuro-
nal, la liberacion de hormonas por
células endocrinas o la liberacién de
citoquinas por células del sistema
inmune. Numerosos trastornos neu-
rolégicos e inmunoldégicos, y tam-
bién enfermedades como la diabe-
tes se caracterizan por fallos en el

sistema de transporte vesicular en
las células.

El sistema de transporte y fusion
de las vesiculas permite a la célula
liberar su carga en el momento jus-
to y en el lugar adecuado dentro y
fuera de la célula. Este sistema fun-
ciona, con los mismos principios
basicos, en organismos tan diferen-
tes como las levaduras o los seres
humanos.

Precisamente Randy Schekman,
fascinado por como la célula orga-
niza su sistema de transporte, deci-
di6 estudiar su base genética usan-
do la levadura como modelo.
Schekman identificé tres clases de
genes que controlaban diferentes
aspectos del sistema de transporte
celular, proporcionando de esta
forma nuevos conocimientos sobre
la maquinaria implicada en el
transporte de vesiculas en la célula.

Otro de los galardonados, James
Rothman, estudiando el transporte
vesicular en células de mamiferos,
descubrié un complejo proteico
que permite el acoplamiento y la
fusion de las vesiculas con sus
membranas diana. El proceso era el
mismo tanto si ocurria dentro de la
célula como si la vesicula se unia
con la membrana externa para libe-
rar su contenido al exterior. La exis-
tencia de tantas proteinas diferen-
tes, y su uniéon en combinaciones
especificas, aseguraba que la carga
se liberara en una localizacién pre-
cisa.

El “leitmotiv” de Thomas Stdhof
era conocer cdmo se comunicaban
entre si las células nerviosas en el
cerebro. Los neurotransmisores son
las moléculas senalizadoras en las
sinapsis, y estas moléculas se en-
cuentran en el interior de vesiculas,
que se fusionan con la membrana
externa del terminal presinaptico
cuando el impulso nervioso alcanza
su membrana. Se sabia que este
proceso era dependiente de calcio,
y Stidhof busco las proteinas sensi-
bles al calcio en las neuronas, iden-

Premio Nobel de Medicina y Fisiologia 2013

tificando la maquinaria molecular
que responde al influjo de iones de
calcio y dirige rapidamente a las
proteinas cercanas para la unién de
las vesiculas a la membrana externa
del terminal. Tras la fusion de las
membranas se produce la libera-
cién del neurotransmisor. El descu-
brimiento de Stidhof explica cdmo
se logra la precisién temporal y c6-
mo se libera a voluntad el conteni-
do de las vesiculas.

Con sus descubrimientos, los
tres laureados de este afio han con-
tribuido a una mayor comprensién
del exquisito y preciso sistema de
control para el transporte y libera-
cién de sustancias dentro y fuera de
la célula, abriendo de esta forma
posibles vias para el tratamiento de
aquellas enfermedades cuyo origen
implica alteraciones de dicho sis-
tema.

Para mas detalles sobre los pre-
mios Nobel de 2013 sugerimos visi-
tar la pagina de la Fundacién Nobel:

http://www.nobelprize.org/nobel p
rizes/medicine/laureates/2013/).

~

J
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The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2013

Proper functioning of the cells in the body Vesicle =
depends on getting the right molecules P
to the right place at the right time. Some -
molecules, such as insulin, need to be
exported out of the cell, whereas others
are needed at specific sites inside the cell.
Molecules produced in the cell were known
to be packaged into vesicles (pictured in
blue), but how these vesicles correctly
deliver their cargo was a mystery.

Randy W. Schekman
- Randy W. Schekman discovered genes encoding
\ . S proteins that are key regulators of vesicle traffic.
8 -'\:."... .3 2
("4

Comparing normal (left) with genetically mutated
yeast cells (right) in which vesicle traffic was
disturbed, he identified genes that control transport
ad %o to different compartments and to the cell surface.

James E. Rothman

James E. Rothman discovered that a protein complex (pictured in orange) enables
vesicles to fuse with their target membranes. Proteins on the vesicle bind to specific
complementary proteins on the target membrane, ensuring that the vesicle fuses at the
right location and that cargo molecules are delivered to the correct destination.

Vesicle

Cargo molecules
Membrane

caz+

Thomas C. Siidhof

Thomas C. Siidhof studied how signals are transmitted from one nerve cell to another
in the brain, and how calcium controls this process. He identified molecular machinery
(pictured in purple) that senses calcium ions (Ca2+) and triggers vesicle fusion, thereby
explaining how temporal precision is achieved and how signaling substances can be
released from the vesicles on command.

© 2013 The Nobel Committee for Physiology or Medicine lllustration and layout: Mattias Karlén
The Nobel Prize® and the Nobel Prize® medal design mark are registered trademarks of the Nobel Foundation

Fuente de la ilustracion: Comunicado de prensa de la Asamblea Nobel del Instituto Karolinska informando de la concesion del
Premio Nobel de Medicina y Fisiologia 2013
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Celebrando a Wallace

Encuentros en la Biologia no queria permanecer ajena a una efemérides singu-
lar para la historia de la Biologia: en 2013 se cumplen 100 anos de la muerte de
Alfred Russel Wallace (1823-1913). Para celebrar este centenario, Encuentros en
la Biologia quiere hacerse eco de la iniciativa WALLACE 100, una asociacion in-
ternacional informal de organizaciones con proyectos disenados para celebrar este
centenario. El logotipo de esta asociaciéon muestra tres machos de la mariposa Or-
nithoptera croesus, la mdas famosa de las 113 especies y subespecies de mariposas
del sudeste asiatico a las que Wallace dio nombre. El color anaranjado del logo es
similar al de la propia mariposa. Wallace capturd el primer especimen macho de es-
ta hermosa mariposa en 1859 en la isla indonesia de Batchian. El Museo de Historia
Natural britdnico alberga en su espacio web NaturePlus el blog Wallace 100.
Durante el Ano Darwin, Encuentros en la Biologia quiso también rendir un modesto
homenaje a Wallace y lo hizo mediante la publicacion de una biografia escrita por
M? Victoria Ruiz Pérez, por entonces una becaria predoctoral (Encuentros en la Biolo-
gia 2 (125): 49-51, 2009). Ya doctora, M? Victoria se ha prestado gustosa a revisar y
“actualizar” aquella biografia. Abajo se reproduce esta version remozada.
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WAL

La extraordinaria vida de

Alfred Russel Wallace <

Este afio celebramos el 100 aniversario del fallecimiento de Alfred R. Wallace, y desde la edi-
torial de Encuentros en la Biologia se me ha invitado a revisitar un articulo sobre la figura de
este interesante personaje, que tuve el placer de escribir en esta misma revista hace cuatro afios
(Encuentros en la Biologia 125: 49-51, 2009). Para aquellos que no hayan oido hablar de €], po-
demos presentar a Wallace como un apasionado naturalista y explorador del S.XIX de gran cu-
riosidad e inteligencia que nos dejé aportaciones de gran interés en los campos de la biologia
evolutiva, la antropologia, la biogeografia y la ecologia. Para ir abriendo boca, mencionaremos
dos puntos de su biografia que resultan muy ilustrativos sobre el peso intelectual de Wallace.
En primer lugar, sus viajes y observaciones lo llevaron a postular unas serie de teorias sobre la
formacidn y existencia de las llamadas zonas biogeograficas, cuyos principios siguen vigentes
hoy en dia. Por otra parte, un suceso de tintes anecddticos, pero que sigue encendiendo la ima-
ginacion de muchos y que no carece de importancia: siendo ain desconocido en el mundillo
cientifico de su época, Wallace desarrollé una teoria de la evolucion por medio de la seleccion
natural de forma paralela al mucho mas famoso Charles Darwin, y parece que fue precisamente
la “amenaza” de la inmediata publicacion de la teoria de Wallace lo que espole6 al veterano
cientifico a hacer publicas sus propias ideas, a las que tanto debe la Biologia moderna. ;Quieren
saber mas sobre esta figura fascinante? Adelante, son bienvenidos a pasar unos minutos (espe-
ro que amenos e instructivos) con este gran hombre.

Desde sus origenes, la vida de Wallace parece sacada de una novela de Dickens. Nacido en
1823 en una familia respetable, pero pobre, vivié una infancia marcada por la estrechez (baste
decir que, de sus nueve hermanos, cinco murieron antes de alcanzar los veintidés afios) y con
apenas trece afios abandond los estudios para empezar a trabajar, aunque su insaciable curiosi-
dad lo llev6 a continuar su formacion de forma autodidacta. Durante varios afos desempefid
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diversos trabajos en el mundo de los negocios, y aprendid cartografia, trigonometria,
geometria, construccién de edificios, mecanica y quimica aplicada a la agricultura. Des-
cubri6 su interés por la Historia Natural y especialmente por la botanica, la geologia y la
astronomia. Sus lecturas lo llevaron a descubrir las obras de Owen, el fundador del socia-
lismo britanico, que influyeron profundamente en la visién politica del joven Wallace.
Otras lecturas que tuvieron gran peso en su desarrollo intelectual fueron las narraciones
de los viajes de Humboldt, de la estancia a bordo del Beagle de Charles Darwin, o la obra
de Malthus Essay on the Principle of Population, que le inspiré las mismas reflexiones sobre
la lucha por la supervivencia que a Darwin. En 1844 se publicé anénimamente Vestiges of the
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Natural History of Creation, obra de Robert Chambers, que presentaba una hipétesis sobre una
“ley de desarrollo” de los seres vivos, segun la cual las especies tendian a transformarse unas en
otras aumentando su grado de complejidad hasta llegar al ser humano, todo bajo la planifica-
cion de un designio divino. La obra causé cierta polémica y tuvo grandes opositores, pero des-
pert6 en Wallace el deseo de poner a prueba tal “ingeniosa hipdtesis”. Espoleado por su mente
inquisitiva e inquieta, Wallace, junto a su amigo Henry W. Bates, se embarc6 rumbo al Amazo-
nas con el objetivo de recopilar datos que pusieran a prueba las ideas expuestas en Vestiges. Pa-
ra costear sus gastos, Wallace se dedic6 a cazar y disecar todo tipo de insectos, pajaros y otros
animales que luego enviaba en barco a Londres, donde su agente Samuel Stevens se encargaba
de venderlos. Wallace paso6 cuatro afios en el Amazonas, recopilando tanta informacién como
pudo. A su vuelta a Inglaterra en Agosto de 1852, el barco en el que viajaba naufragé. Wallace
fue recogido por otro navio que estuvo también a punto de hundirse durante una tormenta. A
pesar de la mala experiencia, poco después de su llegada a tierra firme Wallace estaba ya pla-
neando un nuevo viaje, esta vez hacia las lejanas islas del Archipiélago Malayo. Durante ocho
anos, desde Abril de 1954, Wallace recorrié Sumatra, Bali, Lombok, Borneo, Cibeles, Gilolo, Ter-
nate, Batchian, Timor, Ceram, las islas Aru, la peninsula de Vogelkop, Komodo, Sarawak... Vivia
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de acuerdo con los recursos locales, y viajaba en canoas, goletas mercantes o barcos
de vapor. Durante todo su viaje continu6 con su tarea de recopilaciéon de especimenes,
de cuya venta obtenia la financiaciéon suficiente para costear sus andanzas. La captura
de ejemplares distintos de cada especie le permitié observar de cerca la variabilidad
entre los individuos, y ciertas ideas, que desde hacia tiempo rondaban su mente, empe-
zaron a tomar peso. En 1855 publicé un articulo, On the Law which has Regulated the
Introduction of New Species, que prefiguraba ya su teoria de la seleccion natural, y que tu-
vo poco o ningun impacto en el mundillo cientifico. El uno de marzo de 1858, tras un ataque
de fiebre de malaria que lo asedi6 durante su estancia en Gilolo, Wallace se refugié en su casita
de Ternate, donde los ataques persistieron intermitentemente varios dias. Parece ser que en-
tre fiebre y fiebre Wallace dio por fin con la clave que andaba buscando hacia tiempo, y el re-
sultado de su revelacion fue un articulo que titulé On the Tendency of Varieties to Depart Inde-
finitely from the Original Type, que culmind el seis de marzo. Posiblemente, el dia 9 Wallace
envio el articulo por barco a Inglaterra, dirigido ni mas ni menos que al ya famoso Charles
Darwin. No hay evidencias de cudndo llegé la carta a manos de Darwin; sin embargo, otra carta
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que Wallace envi6 el nueve de marzo, y que iba dirigida a su amigo Frederick Bates, lleg6 a Lei-
cester el tres de junio. No obstante, Darwin afirmé no haber recibido la carta hasta el 18 de
junio. Desgraciadamente, no se conserva el sobre ni ninguna otra prueba que ratifique sus pa-
labras. Segun el propio Darwin, fue el ocho de junio cuando por fin dio con la clave perdida que
necesitaba para vertebrar la teoria que habia estado gestando durante veinte afios: el principio
de divergencia. En aquellas fechas Darwin no tenia atin en mente la idea de publicar su obra
definitiva sobre la seleccion natural, sino que contaba ain con desarrollarla unos aflos mas an-
tes de presentarla al publico. Sin embargo, 1a recepcién de la carta de Wallace cambi6 la situa-
cion: actu6é como un acicate para Darwin, forzandolo a adelantar la presentacion de la que se-
ria la mayor obra de su vida. Tras consultar a sus amigos Lyell y Hooker, y sin poder comuni-
carse con Wallace, perdido en las islas malayas al otro lado del mundo (recuerden que la carta
de Wallace a Bates “apenas” habia tardado tres meses en llegar a destino), llegaron a una solu-
cién que permitia a Darwin conservar el privilegio de prioridad cientifica a la vez que hacia
publico el articulo de Wallace. El uno de julio de 1958 Darwin presenté ante la Sociedad Lin-
neana un resumen de su trabajo por medio de una carta que habia escrito en 1857 a Asa Gray,
asf como extractos de un ensayo no publicado de 1844. Posteriormente, se procedié a la lectu-
ra del articulo original de Wallace. Algunos han querido ver una historia de conspiracién en
este episodio, y proponen un pacto entre Darwin, Lyell y Hooker por el cual Darwin aproveché
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algunas de las ideas de Wallace para completar su propio trabajo. Si bien la enorme
coincidencia que llevé a dos hombres tan distintos a alcanzar las mismas conclusiones,
y al mas joven de ellos a apelar, de entre todos los cientificos de Inglaterra, al segundo
para la defensa de su teoria, pueden despertar suspicacias en aquellos que gustan de la
polémica, lo cierto es que el propio Wallace se considerd siempre en deuda con Darwin
por la defensa que éste hizo de su trabajo. No olvidemos que Wallace era un naturalista
relativamente joven, sin formacién académica, de origenes humildes y desconocido entre
los cientificos de su época. La asociaciéon de su nombre al de Darwin le aseguré que su teo-
ria fuera tenida en cuenta. Las relaciones entre Darwin y Wallace fueron siempre de mutuo
respeto y admiracion, y jamas existio entre ellos la mas minima sospecha. En 1859 Darwin publi-
c6 por fin “The Origin”, y envié a Wallace una copia. Este calificé a la obra de Darwin como the
“Principia” of Natural History.

Wallace volvié a Inglaterra en 1862. En los siguientes afios publicé varios articulos y libros.
Ademas de sus multiples aportes a la Historia Natural y su co-autoria de la teoria de la seleccién
natural, Wallace ocupa un especial papel en la Biologia como fundador de la Biogeografia, como
se comentd al principio de este texto. Baste decir que los que hemos estudiado la muy hermosa
carrera de Biologia seguimos conociendo la llamada “Linea de Wallace” mas de un siglo después

74 de la publicacion de sus trabajos. En 1889 publicé Darwinism, su Unico tratado sobre seleccion
natural. El titulo de su obra deja claro el talante desinteresado y humilde de este hombre ex-
traordinario. Durante anos Wallace sufrié penurias econémicas, e incluso fue necesaria la inter-
vencidn de Darwin para que se le otorgara una pensiéon. Como ocurre con frecuencia con las per-
sonas dotadas de mentes sobresalientes, Wallace fue también bastante excéntrico, tal vez preci-
samente a causa de la curiosidad y la pasién que lo caracterizaban. Mostré un gran radicalismo
politico y social, se posiciond activamente en contra de la utilizacién de vacunas, se adentr6 en
los mas que dudosos mundos del espiritismo y el mesmerismo... A pesar de las polémicas que
esas actividades pudieran suscitar, lo cierto es que en sus ultimos afos su trabajo fue reconocido
y premiado por varias instituciones cientificas, e incluso recibi6 la Orden del Mérito de la Corona
en 1908. Wallace muri6 en 1913, a los 90 afios, tras una vida larga, intensa y enormemente fruc-
tifera.

M? Victoria Ruiz Pérez

Doctora en Biologia

Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica
Facultad de Ciencias

Universidad de Mdlaga

mariavirviz@uma.es
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te. Oxford: Oxford University Press http://www.michaelshermer.com/darwins-shadow/excerpt/

Smith, C.H. 2004. Wallace’s Unfinished Business: The "Other Man" in evolutionary theory. Complexity, 10: 25-30.

Smith, C.H.Alfred Russel Wallace: A Capsule Biography. The Alfred Rusell Wallace Page,
http://www.wku.edu/~smithch/index1.htm.

NOTA DE LOS EDITORES: La edicion de Octubre de 2013 de la revista Investigacion y Cien-
cia publica una semblanza biografica de Wallace firmada por Andrew Berry vy titulada “Wallace,
el evolucionista radical”’, que es traduccion del articulo original publicado en Nature 496: 162-
164, 2013. En el espacio web de nuestra revista pueden acceder a la biografia de Wallace con-
tenida en la obra Darwin’s Universe: Evolution from A to Z de Richard Milner.
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Un ano de ENCODE

El Proyecto ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements), financiado por el NHGRI (National Human Ge-
nome Research Institute, USA), se marcd como objetivo la identificacion de todas las regiones de trans-
cripcion, de asociacion a factores de transcripcion, estructuras de cromatina y modificaciones de histo-
nas en la secuencia del genoma humano. Gracias a la identificacion de estos elementos funcionales, ac-
tualmente el 80% de los componentes del genoma humano tienen ya al menos asociada una funcion

bioquimica. El 5 de Septiembre de 2012, el grueso de los resultados de ENCODE se hizo libre y acce-
sible a todo el mundo a través de la aplicacion Nature ENCODE Explorer, accesible en:
http://www.nature.com/encode/

Hace unos meses pedimos a tres estudiantes de Biologia que escribieran un comentario sobre el Pro-
yecto ENCODE. Ahora, celebrando el aniversario del lanzamiento de Nature ENCODE Explorer, Encuen-
tros en la Biologia lo publica.
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Proyecto ENCODE
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Imagen que acompand el lanzamiento del Nature ENCODE

explorer el 5 de Septiembre de 2012
ha convertido en / l , '

hazana con la pu- /

La entrada de siglo nos trajo uno de los momen-
tos mas esperados por la comunidad cientifica: la
secuenciacién del genoma humano. En 1990 comen-
z6 el llamado Proyecto del Genoma Humano, que
logré secuenciar en 2003 el primer genoma humano
completo. La expectacion radicaba en los promete-
dores logros que se llevarian a cabo tras semejante
avance en el conocimiento. Tras este gran evento

blicacién en el afo
2012 (mas de una
década después de
la secuenciacién
del genoma huma-
no) del proyecto ENCODE, lanzado por el NHGRI (Na-

para la ciencia, comenzé el denominado Proyecto de
los 1000 Genomas, que finalizé en octubre de 2012
con la secuenciacion de 1092 genomas de individuos
diferentes. Cual fue la sorpresa para todos cuando se
percataron de que en realidad no habian hecho nada
mas que rasgar la punta del iceberg. No solo la solu-
cién no estaba en los genes, sino que el compendio
de mecanismos que llevan asociados para regular su
expresion se presentaba casi inexpugnable. Pero la
comunidad cientifica se mueve con retos y el reto se

tional Human Genome Research Institute) de Estados
Unidos. ENCODE es el acronimo en inglés de Encyclo-
pedy of DNA Elements, cuyo origen se remonta al afo
2003. En su fase inicial ENCODE abarcé tan solo un
1% del genoma; ya en el afo 2007 se publican los
primeros resultados. El proyecto culmina con el anali-
sis completo del genoma cinco afos después. Este
proyecto se ha podido llevar a cabo gracias a las nue-
vas tecnologias de secuenciacion que permiten se-
cuenciar genomas enteros en tiempos impensables
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hace solo una década ademas de realizar anélisis mas
precisos, con un amplio repertorio de ensayos fun-
cionales. La automatizacién que brinda la gran canti-
dad de software informatico para realizar estudios
comparativos ha permitido que un total de 442 inves-
tigadores pertenecientes a 32 instituciones distintas
hayan realizado y estudiado la actividad del genoma
completo de 147 tipos celulares distintos y que sus
resultados fueran publicados por separado en la re-
vista Genome Research. Al mismo tiempo la revista
Nature ha publicado una vision general del proyecto,
en septiembre del afo 2012. Estos articulos y los da-
tos generados son de libre acceso para cualquier cien-
tifico de cualquier lugar del mundo. Para todos aque-
llos interesados en acceder en mas profundidad aqui
dejamos el enlace de la pagina desde la cual se puede
acceder a los distintos articulos:

http://www.nature.com/encode/#/.

¢{Pero cudl es la intencién del proyecto? ENCODE
pretende localizar en el genoma los elementos fun-
cionales del mismo. Un elemento funcional es todo
aquel segmento discreto del genoma que codifica un
producto definido o que muestra una funcién bio-
quimica determinada. Entre estos elementos funcio-
nales se encuentran regiones transcritas de ARN, re-
giones codificantes para proteinas, sitios de unién a
factores de transcripcion, estructura de la cromatina y

WE g

ENCODE

modificacion de histonas, con lo cual no se incluyen
Unicamente genes, sino también elementos regulado-
res, ARNs no codificantes, transcritos con splicing o
ayuste alternativo, etc. Todos estos elementos nos
ponen sobre aviso de la poca importancia que hasta
ahora se le habia dado al mal llamado ADN “basura”
Sin embargo, gracias al proyecto ENCODE sabemos
que el 80% del genoma tiene una funcion, es decir,
tiene una actividad bioquimica especifica. Formando
parte del proyecto ENCODE encontramos a GENCODE,
que se encarga del estudio de los loci codificantes y
transcritos con splicing alternativo, loci no codificantes
con evidencias de transcripcién, y pseudogenes.

Analizando 1640 bases de datos e integrando los
resultados de los experimentos llevados a cabo en los
147 tipos celulares diferentes por los distintos labora-
torios y asociaciones se han descrito importantes ca-
racteristicas acerca de la organizacion y la funcién del
genoma humano. Quiza la mas relevante sea la divi-
sion del genoma en siete estados de la cromatina:
CTCF (del inglés, CCCTC-binding Factor), E (Enhacer), PF
(Promoter Flanking region), R (Repressed region), TSS
(Transcription Start Site), T (Transcribed region) y WE
(Weak Enhacer). Tres de ellos son estados “activos’, en
concreto, los estados E y WE, que son regiones poten-
ciadoras que se diferencian en la fuerza de la poten-
ciacién, y el estado CTCF, que posee numerosos sitios

R PF TsS

Los 7 estados del genoma

Los 7 estados del genoma: CTCF (CCCTC-binding factor), WE (weak enhancer), E (enhancer), R
(repressed region), PF (promoter flanking region), TSS (transcription start site) y T (transcribed
region). El orden en el que se disponen en la figura no es necesariamente su orden en la realidad,

pero podria ser una disposicion légica.
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de unién a CTCF, encargado de la regulacion de la
estructura de la cromatina. Por otro lado, hay un es-
tado represor, el estado R; el estado TSS corresponde
a los promotores, incluyendo los sitios de inicio de la
transcripcion, y enriquecido en factores de transcrip-
cién que actdan cerca de los promotores y en las
ADN polimerasas Il y lll; un estado PF, que incluye
regiones flanqueantes a los promotores y un estado
T, que constituye las regiones transcritas. La diferen-
cia entre unos estados del genoma y otros se basé en
la observacién de los patrones de accesibilidad a la
cromatina, y de diferentes modificaciones de las his-
tonas en residuos de lisina especificos, que conllevan
la asociacion de diferentes marcadores de acetilacion
y metilacién, como pueden ser H3K27ac o H3K4me1.
La acetilacién y la metilaciéon poseen funciones anta-
gonicas, de forma que la acetilacion favorece la
transcripcion porque relaja la cromatina, mientras
que la metilacién reprime la transcripcién. Asi, se han
visto diferentes niveles de metilacion en los diferen-
tes estados del genoma, presentando una mayor
metilacién los estados que forman parte de genes, es
decir, el estado T, y un menor grado de metilacién en
las regiones promotoras, como TSS. Ademas, hay
diferencias de metilacién entre los dos estados po-
tenciadores, estando mas metilado el estado WE,
menos activo. Con ello, puede deducirse que la meti-
lacién en los promotores da lugar a su represion,
mientras que en genes aumenta la actividad trans-
cripcional. Es obvio pues que el estado WE presente
un mayor grado de metilaciéon que el estado E, ya
gue es menos activo.

Por otra parte, las regiones de lo que se llama
cromatina abierta estan caracterizadas por presentar
hipersensibilidad a la DNAasa |, que ademas es carac-
teristico de regiones reguladoras, por lo que es légico
pensar que, por ejemplo, el estado CTCF represente
zonas de cromatina abierta.

Otras aportaciones interesantes de este proyecto
son la afirmacién de que la modificacion de histonas
y la union a factores de transcripcion estan implica-
dos de alguna forma en la transcripcién y, por tanto,
en el nivel de expresion, y ademas que hay suficiente
informacion en los promotores como para explicar la
mayoria de la variacion en la expresion del ARN. Se
trata también la distribucion de los sitios de unién a
factores de transcripciéon, que no se distribuirian de
manera aleatoria a lo largo del genoma, sino que lo
hacen en funcion de los promotores y de otros sitios
de unidn a factores de transcripcion.

Del proyecto ENCODE también podemos desta-
car sus estudios acerca de la variacién gendmica
humana, analizando diferentes variantes en los ele-
mentos funcionales tratados por ENCODE. Para ello,
utilizaron el genoma de un individuo que fue se-
cuenciado en el proyecto de los 1000 genomas,
ademas del genoma de sus padres, de forma que
pudiera comprobarse la variaciéon alelo-especifica.
Con esto, se comprobd que un 1% de los sitios de
unién a factores de transcripcion son especificos del

haplotipo de uno de los parentales, de forma que no
se encuentra presente en el otro.

La ultima aplicaciéon importante que menciona-
remos del proyecto ENCODE es la relacion entre va-
riantes gendmicas asociadas a enfermedad. Para su
estudio, se analizaron diferentes polimorfismos de
nucleétido simple (SNPs) que dan lugar a un fenotipo
concreto, de los cuales la gran mayoria son regiones
intrénicas o intergénicas, por lo que podemos dedu-
cir que una enfermedad no tiene que venir dada de
forma obligada por un gen o una modificaciéon de
éste. En estos estudios se vio que una gran propor-
cién de SNPs solapan con sitios hipersensibles a
DNAasa |, con lo que se deduce que estos SNPs for-
man parte de regiones reguladoras, y que también
coinciden con sitios de unién a factores de transcrip-
cién. Es interesante el caso de un gene desert (gran-
des fragmentos de ADN que carecen de regiones
codificantes para proteinas) en el cromosoma 5 que
contiene ocho SNPs asociados a enfermedades in-
flamatorias, como la enfermedad de Crohn. En con-
creto, los datos recogidos por ENCODE refuerzan la
hipétesis de que las variantes genéticas de este
fragmento del cromosoma modulan la expresion de
los genes flanqueantes y que, ademas, estas varian-
tes afectan de manera alelo-especifica al nivel de
ocupacion del factor de transcripcion GATA, lo cual
influye en la susceptibilidad a la enfermedad de
Crohn. Asi, estos SNPs influirian en las variantes fun-
cionales y, por tanto, llegarian a poseer una funcion
de forma indirecta.

El proyecto ENCODE provee de una fuente impor-
tante de datos para la comunidad cientifica, y ade-
mas ha permitido un mayor entendimiento del ge-
noma humano gracias al andlisis de multiples ele-
mentos funcionales, descubriéndose varios aspectos
acerca de la expresion y la regulaciéon. Sin embargo,
los mismos autores admiten que los resultados no
pueden tomarse en cuenta en las proporciones que
se dan, ya que los experimentos se realizan sobre dos
lineas celulares, de forma que realmente los datos
deberian infravalorarse. En tan solo cinco meses EN-
CODE ha recibido 52 citaciones en Web of science, 108
en CrossRef y 73 en Scopus, algunas de las principales
bases de datos de la comunidad cientifica, lo que nos
indica la enorme repercusién que estd teniendo la
publicacién de estos datos dentro de la comunidad
cientifica.

Como estudiantes de Biologia tenemos que decir
a todo aquel que pretenda profundizar en el tema
que los articulos que recogen toda la informacion
referente a ENCODE presentan mucha informacién
en forma de gréficas complejas y tablas de datos, lo
cual hace que estos articulos sean dificiles de leer y
comprender para un estudiante, estando mas orien-
tado, por tanto, a especialistas en la materia y perso-
nal docente e investigador en el dmbito de la Genéti-
cay la Biologia Molecular.
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NOTA DE LOS EDITORES: La publicacion de los resultados del Proyecto ENCODE
ha suscitado un vivo debate (del que dan cuenta algunas de las mas destacas revistas
de investigacion y algunos de los mas frecuentados foros de la ciencia) acerca de las
fortalezas y debilidades de los proyectos a gran escala con inversién cien/mil millonaria

en el actual contexto de la ciencia.
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XI Encuentros con la
Ciencia

ENCUENTROS CON LA CIENCIA

La excelente iniciativa de divulgacion cientifica Encuentros con la ciencia inicié su decimoprimer ciclo de conferencias
el lunes 7 de octubre en la sala Ambito Cultural de E/ corte Inglés en Malaga con un absoluto éxito de publico y critica. El
interesante programa confeccionado para esta edicion garantiza que el éxito se repita acto tras acto con una sala
abarrotada de ciudadanos avidos de ciencia. Desde hace unos afos los Encuentros con la ciencia cuentan con un excelente
espacio web, que en su versién remozada funciona como un moderno blog dinamico lleno de noticias y enlaces de gran
interés. Encuentros en la Biologia quieren felicitar y agradecer a los organizadores de los Encuentros con la ciencia por tan
feliz y fructifera iniciativa. Desde la pasada edicidn, el espacio web de los Encuentros con la ciencia ofrecen no sélo acceso a
informacion sobre los ciclos de conferencia sino también a videos grabados en formato HD con las conferencias integras,
de forma que se beneficien de unas conferencias amenas y de alto nivel todos quienes tengan conexién a internet y
entren en la direccién: http://www.encuentrosconlaciencia.com. Ademads, desde esta direccion se pueden descargar los
contenidos de los libros Encuentros con la ciencia y Encuentros con la ciencia Il, con resimenes de todas las conferencias
impartidas en las seis primeras ediciones.
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