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La portada

Hemos seleccionado la imagen de varios cuerpos
fructiferos de hongos xiléfagos para la portada de
nuestro nimero de otoiio de 2020. Los hongos,
asociados tipicamente al otofio, estan integrados
dentro del supergrupo Opisthokonta junto con los
animales y algunas formas de protozoos flagelados.
Dicho supergrupo tiene una antigiiedad estimada
de al menos 1000 millones de afios, lo cual antecede
en varios cientos de millones de afos a la dltima
glaciacién global de la tierra que ocurrié en el perio-
do Criogénico. Esta imagen fue tomada por Rafael
Canas, editor de Encuentros en la Biologia durante
una visita a Japon.
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Editorial

Aqui os presentamos el nimero de otono de En-
cuentros en la Biologia, como es ya nuestra costumbre,
el dltimo dia de la estacién. Con ello cerramos 2020, a
cuya sombra han salido sus cuatro niimeros ordinarios
y dos extraordinarios (incluyo aqui el especial de 2019,
cuya materializacién tardé mas de lo debido, a nuestro
pesar). Es decir, hemos realizado un ciclo anual com-
pleto de la revista bajo la pandemia y seguimos bajo su
oscuro manto.

La OMS se muestra cauta. Escuetas respuestas co-

mo «aun noy, frente a la pregunta jtenemos ya una
vacuna? son una muestra franca de cémo la web de la
OMS trata el asunto, aunque las noticias de los dltimos
dias estan resultando esperanzadoras. Estimado lector,
sin mas atisbos que éstos nos toca seguir gestionando
nuestra incertidumbre. Llegados aqui resulta paradéjico,
casi irrisorio, que la blsqueda «covid-19 vaccine» en
Google Académico brinda 61.700 resultados en 0,05
segundos y eso... limitando los resultados sélo a 2020.
Parece que nuestra ignorancia sobre la enfermedad sé-
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lo rivaliza con el nimero de articulos que publicamos
al respecto. Un editorial no es el lugar, ni ahora es
tampoco el momento, para abordar si en este caso, la
informacién cientifica se estd diluyendo en un niimero
mayor de publicaciones que no aportan nada o casi nada
nuevo. Muchos cientificos parecen actuar como aquel
banco central que cree que la riqueza del pais aumenta
al imprimir mas moneda y lo que realmente ocurre en su
lugar es que se diluye el valor del dinero. No obstante,
en estas travesias bibliograficas también se descubre de
vez en cuando algin caso donde al menos se afrontan

con pericia las incertezas de estos tiempos sombrios.

Aunque el mundo de la medicina sélo nos atafie en su
vertiente bioldgica, quisiera compartir un breve parrafo
de Devi Sridhar publicado el pasado 14 de noviembre
en The Lancet con motivo de una recensién sobre el
libro titulado «Cémo mantener la cordura en una época
de divisiény de Elif Shafak. Dice asi: «Sin embargo,

durante la pandemia, ha habido ansiedad por el virus y
una considerable incertidumbre, con informes generali-
zados de problemas de salud mental y sentimientos de
aislamiento, especialmente bajo encierro. Tal vez sea
una ironfa que cuando el mundo esta sufriendo unido
en esta pandemia, con los mismos debates y sacrificios
sobre las restricciones que se estan discutiendo en una
multitud de idiomas, la gente se siente mas sola que
nuncay. jQuién podria aventurar esto? Estar conecta-
dos no es lo mismo que estar acompanados. Pero la
vida continda, y de igual modo, nuestra tarea editorial.
Aqui estamos, en http://www.encuentros.uma.es.
Si nos buscas, estamos esperando tu visita para poder
acompaiiarte en estos tiempos de incertidumbre.

Juan Antonio Pérez Claros
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La imagen comentada

Crédito de la imagen: Enrique Bellver Llorens (enriquebellver@telefonica.net), Ingeniero de Telecomunicaciones y
Juan Antonio Guadix Dominguez (jaguadix@uma.es). Profesor Contratado Doctor. Departamento Biologia Animal,
Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga. Campus de Teatinos, 29071, Espafia.

LA HORMIGA LEON

Las hormigas ledn o antlions son insectos del Orden
Endopterygota, Familia Myrmeleontidae, que presentan
metamorfosis completa, con estadios de larva, pupa e
imago (adulto). Se caracterizan porque los individuos
durante su fase larva son capaces de realizar trampas
con forma de cono en la arena, que les ayudan a atrapar
y asi poder depredar otros pequefios artrépodos, princi-
palmente hormigas. Durante la fase adulta su aspecto es
similar a las libélulas, debido a la presencia de dos pares
de alas membranosas con la presencia de numerosas
nervaduras que forman un reticulo (neurdpteros).

En el afio 2016 se publicé en la revista Zootaxal!]
la aparicién en el sur de la Peninsula Ibérica y norte de
Tinez de una nueva especie de hormiga ledn, al que
denominaron Myrmeleon almohadarum. Estos insectos
viven en zonas costeras, arenosas, dunas, cuencas de rios
con depdsitos arenosos secos o riveras de rios en zonas
calurosas, siempre con arena. Sin embargo, esta fotogra-

fia fue tomada el pasado mes de agosto de este mismo
afio (2020) en el conjunto montafioso de relieve suave
y redondeado de la Sierra de la Culebra, dentro del tér-
mino municipal de San pedro de las Herrerias-Mahide,
de la provincia de Zamora. Esta zona se caracteriza
por la presencia de torrenteras y pequenos cursos de
agua con fuerte escorrentia superficial y el clima es de
tipo mediterraneo continentalizado, caracterizado por
inviernos frios y largos y veranos cortos y célidos. Por
tanto, podemos pensar que estamos ante una nueva
prueba de como el cambio climéatico esta influyendo en
la biogeografia de muchas especies.

Referencias

[1] Davide Badano, Fernando Acevedo, Roberto A. Pantaleoni, Vic-
tor J. Monserrat. Myrmeleon almohadarum sp. nov., from Spain
and North Africa, with description of the larva (Neuroptera Myr-
meleontidae). Zootaxa 4196 (2), 22 de noviembre de 2016. DOI:
10.11646/zootaxa.4196.2.2.
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TERAPIA CELULAR PARA LA REGENERACI()N DE CARTfLAGO ARTICULAR
por PATRICIA V. LOPEZ GOMEZ
UNIVERSIDAD DE MALAGA

PATRICIALOPEZ.BIOQGMAIL.COM

La reparacion de las lesiones producidas en el cartilago articular es un problema no resuelto y de enorme
importancia a nivel mundial. La terapia celular surge como respuesta a la necesidad de paliar los problemas
ocasionados por la degeneracién articular tras una lesion en el cartilago. La perspectiva de un enfoque
interdisciplinario dota de gran relevancia a la ingenieria tisular y a la medicina regenerativa, revolucionando
la manera en que los cientificos abordan el problema. Las estrategias actuales, asi como su posible traslacién
clinica y la posible direccién en el futuro de la investigacion, seran discutidas en el siguiente texto.

Introducciéon

El tejido condral y, en especial, aquel que confor-
ma las articulaciones, ha recibido una atencién critica
debido a su papel esencial en el funcionamiento del
aparato locomotor, a su gran susceptibilidad a la
enfermedad y a su escasa capacidad de regeneracién
tras ser objeto de una lesion.

Actualmente, los esfuerzos clinicos para reparar
el cartilago articular danado enfrentan obstaculos
importantes debido a la limitada capacidad de rege-
neracion intrinseca del tejido y a las intervenciones,
que resultan ser insuficientes para el paciente. Esto
pone de manifiesto la imperiosa necesidad de mejorar
la busqueda de estrategias terapéuticas que pongan
solucién a la actual brecha existente con los trata-
mientos empleados hoy dial'l

El objetivo del siguiente trabajo es realizar una
revisiéon bibliografica acerca del estado actual de es-
ta cuestiéon, discutir las técnicas clinicas en uso y
su progreso en las ultimas tres décadas, asi como
dar a conocer las futuras estrategias de investigacion
més prometedoras para la regeneracion del cartilago
articular.

El cartilago como tejido

El cartilago hialino articular es un tejido avascu-
lar, aneurall? y alinfaticol’! que cubre los extremos
de los huesos presentes en las articulaciones, propor-
cionando una superficie lisa y deslizante con un bajo

coeficiente de friccién, protegiéndolos de las cargas
compresivas. Este tejido posee una organizacién y una
composicién tnicas!?!, por lo que describir su estruc-
tura tridimensional es indispensable para comprender
en su totalidad las complejas condiciones de difusién
y permeabilidad que subyacen a su fisiologfal”.

El cartilago articular estd conformado por condro-
citos como componente celular y una matriz extrace-
lular con agua, coldgeno y proteoglicanos cargados
negativamente[ﬁ]. El agua es el componente mayo-
ritario en el tejido, pudiendo representar hasta un
80 % de su peso totall”. El principal componente de
la matriz extracelular es el coldgeno de tipo II, con-
formando entre un 60 % - 70 % del peso seco, seguido
por los proteoglicanos, que representan entorno al
20% - 40 % del peso seco del tejido[®.

Los condrocitos son células altamente especiali-
zadas, responsables de sintetizar y mantener toda
la infraestructura y composicién de la matriz y del
propio cartilago[%. Representan tan solo entre el 1%
y el 5% del volumen total del tejido, y son capaces de
nutrirse mediante un proceso de difusion a través del
liquido sinovial circundante y, en menor grado, a tra-
vés de la placa subcondral *). Mientras que el tejido es
altamente celular e isotrépico al nacer, se desarrollan
zonas tnicas a medida que el tejido madural”). Des-
de una perspectiva histologica, el cartilago articular
adulto se organiza en 4 capas distintas: superficial,
de transicion, profunda y calcificada. Cada una de
ellas aporta caracteristicas y propiedades biomecani-
cas necesarias para que el cartilago articular pueda
soportar cargas y funcionar con la menor fricciéon

posible!],
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Figura 1. Representacion grafica de las capas y composicién del cartilago articular y tejido subcondral: 1, capa superficial. 2,

capa de transicién. 3, capa profunda. 4, capa calcificada.

Patologia del tejido condral

Debido a su condicién avascular y a su baja ta-
sa metabolical® el cartilago articular posee una ca-
pacidad de regeneracién intrinseca muy bajal’l. La
pérdida de macromoléculas, la rotura de la matriz de
cartilago y la pérdida de la integridad de la propia
articulacién ocurren durante una lesién en el tejido
condrall'”, por ello, la susceptibilidad a la enferme-
dad y a los trastornos asociados toma gran relevancia
en la investigacién biomédical'l.

Numerosas lesiones se producen durante el tras-
curso de enfermedades articulares como la osteoar-
tritis o la artritis reumatoide, o bien por una lesién
traumatica. El problema puede originarse directa o
indirectamente: como consecuencia de una fractu-
ra intraarticular, un impacto de alta intensidad o
después de una lesién muscular'.

La incidencia y la prevalencia de defectos con-
drales en algunas articulaciones son dificiles de de-

terminar. Dichas lesiones pueden ser de naturaleza
silenciosa, pudiendo desarrollarse y acrecentarse con
el paso del tiempo, resultando en defectos de mayor
gravedad[m’n]; por ello, una escala de calificacién
que permita medir y establecer el dano producido en
el tejido articular es totalmente necesaria, con el fin
de aproximarse tanto como sea posible a la realidad
de la gravedad de la lesién (%, En consecuencia, la So-
ciedad Internacional para la Reparacién del Cartilago
establecié un sistema de clasificacién en 4 grados que
ademas tiene en cuenta la profundidad de la lesion
articular [6:13];

Grado 0 — Cartilago normal y sano

Grado 1 — Casi normal

Grado 2 — Anormal

Grado 3 — Alterado

Grado 4 — Gravemente alterado
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Una vez que se ha evaluado y caracterizado la
lesién mediante técnicas de diagndstico de imagen,
se puede elaborar un protocolo de tratamiento per-
sonal para cada paciente!'”). Las personas con una
baja actividad fisica y un tamafo de lesién peque-
fio pueden optar por someterse a un procedimiento

paliativo como tratamiento de primera lineal!. Por
el contrario, un paciente de menor edad, pero con
una mayor actividad fisica, aunque padezca el mis-
mo tipo de lesién en el tejido, deberia someterse a
tratamientos de «segunda linea» para la reparacién
del tejido condral daado!l.

s N

Grado 0

Grado 1

N 2

Grado 2

Figura 2. Representacién grafica del algoritmo de lesiéon condral previamente descrito. Grado 0: cartilago sano. Grado 1: A,

dafio superficial. B. laceracién superficial. Grado 2: dafio menor del 50 % de profundidad. Grado 3: A, dafio mayor del 50 % sin

alcanzar la capa calcificada. B, dafio hasta la capa calcificada. C, compromiso de la capa subcondral. D, ampolla en la capa

superficial. Grado 4: Lesiones graves: A, abarca la placa ésea subcondral. B, defecto muy profundo hasta el hueso trabecular.
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Estrategias actuales para el trata-
miento de la lesiéon de cartilago.

Actualmente existe un amplio nimero de técni-
cas que pueden ser empleadas en el tratamiento de
las lesiones de cartilago articular!'l. Cada técnica
tiene criterios especificos, en los que ademas de las
caracteristicas de la lesion, se incluyen otros factores
como la experiencia del cirujano, la edad del pacien-
te, la cronicidad, y la existencia de patologias y/o
enfermedades previas, etc.

Las estrategias operativas se pueden agrupar en
técnicas paliativas, reparadoras y restaurativas. Las
técnicas de «primera linea» son aquellas en las que se
establece un tratamiento paliativo, aconsejado para
lesiones de menor tamafo y para pacientes con una
baja demanda fisica. Por otro lado, para pacientes
con una alta demanda fisica (aquellos en los que el
tratamiento paliativo ha resultado fallido) puede ser
més indicada una estrategia «de segunda lineay (9.

Las técnicas denominadas de «estimulacién de
la médula 6sea» dan como resultado la formacion
de fibrocartilago: mediante microperforaciones de la
placa subcondral, para la formacién de un «supercoa-
gulo», que posteriormente darad lugar a tejido nuevo
en el area danada. Por otro lado, otras metodologias
intentan reemplazar el cartilago dafiado mediante el
trasplantes de injertos osteocondrales o bien, median-
te el implante de condrocitos autélogos! 1%,

Lavado y desbridamiento artroscoé-
pico

El desbridamiento artroscopico incluye el alisado
de la superficie articular fibrilada, el afeitado de los
osteofitos que restringen el movimiento debido a su
alta proliferacion y la eliminacién del sinovio infla-
mado en el tejido condral. El desbridamiento puede
realizarse en combinacién con otros procedimientos
como la abrasién, la meniscectomia, la sinovectomia
o la osteotomia. El lavado de la articulaciéon con una
solucién salina ' elimina los fragmentos de carti-
lago o posibles cuerpos sueltos, desechos o posibles
cristales que pueden quedar en la articulacién!®).

Estimulacion medular por micro-
fractura

En esta técnica se crean bordes verticales y esta-
bles a lo largo del cartilago, efectuando perforaciones
con aproximadamente 2 mm de separacién entre ellas,
hasta penetrar el hueso subcondral. La perforaciéon
de la placa subcondral promueve el sangrado y la
migracién local de células pluripotentes y otros fac-
tores de sefializacion que contribuyen a la formacion
de un «supercoagulo». El bajo costo y la relativa
simplicidad de esta técnica, que puede realizarse ar-
troscopicamente '™, han favorecido su uso extendido.
La principal desventaja de esta técnica incluye la
aparicién de un tejido cartilaginoso con capacidad
de regeneracion limitada, dando como resultado una
futura degeneracién estructural y funcional del tejido
generado!17].

Técnicas de trasplante

Autoinjerto osteocondral

El procedimiento de trasplante de autoinjerto
osteocondral, también denominado mosaicoplastia,
estd indicado para lesiones menores de 2x2 cm en
una articulacién que no se encuentre en proceso de
degeneracion y en pacientes jovenes. Por lo general,
es un tratamiento de segunda linea, y se emplea tras
haber realizado al menos un desbridamiento artros-
copico. Esta técnica se puede llevar a cabo mediante
artroscopia o una pequena artrotomia.

Aloinjerto osteocondral

Cuando es necesario reparar lesiones condrales
de mayor tamano, en las que la placa subcondral se
ha visto comprometida, se recurre al trasplante me-
diante aloinjerto; esta técnica requiere de una mayor
cantidad de tejido, lo que compromete la integridad
de la articulacion, siendo necesaria su obtencién del
cuerpo sin vida de un donante'”). Dicha técnica se
puede realizar por via artroscopica, pero con mas fre-
cuencia requiere una artrotomia'!). Las desventajas
del trasplante de aloinjertos incluyen la disponibili-
dad del injerto, la viabilidad celular con fecha limite
y el riesgo de transmisién de patégenos 'Y,
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Figura 3. Representacién grafica del tratamiento de la lesién condral mediante la técnica de microfracturas: 1, cartilago
articular daniado. 2, desbridamiento y lavado de la zona condral dafiada. 3, realizacién de las microperforaciones pertinentes

hasta el hueso subcondral. 4, formacién del codgulo que posteriormente dard lugar al nuevo tejido de reparacién.

) )

Figura 4 En el panel A, representacion grafica del proceso de autoinjerto osteocondral (mosaicoplastia). 1, extraccién de
tejido osteocondral de la rodilla afectada. 2, preparacién del implante. 3, lavado de la zona danada y preparacién del injerto. 4.
Implante del tejido osteocondral en la zona afectada. 5, resultado final y reparacién posterior de la zona afectada. En el panel
B, representacién grafica del procedimiento de aloinjerto osteocondral para el tratamiento de una lesién articular. 1, extraccién
del injerto del donante. 2, preparacion del implante. 3, lavado de la zona afectada, 4, colocacién del injerto osteocondral. 5,

resultado final y posterior reparacién del tejido en la zona condral afectada.
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subcondral, se recubre el implante con una membrana

y para finalizar se sella con fibrina.
Implantacién de condrocitos autélo- La evolucién de dicha técnica ha pasado por dife-
gos rentes fases, que pueden ser designada como «gene-

. [10].
A mediados de la década de los 90, fue propuesto racionesy

por primera vez el trasplante autélogo de condrocitos,
mayormente conocido como «ACI», por sus corres-
pondientes siglas en inglés!'®l. Es una técnica que
por primera vez es capaz de unir las metodologias
quirirgicas clasicas y los cultivos celulares, para el
tratamiento de lesiones en el cartilago!'?). Se emplea
a menudo para el tratamiento de lesiones condrales

= Kl ACI de primera generacién es aquel en el
que se emplea un parche peridstico extraido del
propio hueso del paciente, el cual evita evita
la salida de los condrocitos inyectados de la
zona afectada y facilita la formacién de tejido

nuevo [21] .

mayores de 2x2 cm!'Y e incluso est4 indicada para = El ACI de segunda generacion es el denomina-
tratar lesiones especialmente profundas 2. do Implante de condrocitos autélogos inducidos

La metodologia estd claramente dividida en 2 por membrana, « MACI», por sus siglas en in-
pasos: primero es necesario realizar una recoleccién glés. En esta técnica, las células se depositan en
de los condrocitos mediante una biopsia previa de el interior de una membrana capaz de adherirse
cartilago articular'”). En una segunda etapa, se cul- al hueso subcondral, facilitando enormemente
tivan y se expanden las células, y, una vez obtenida el procedimiento quirirgico, ya que puede reali-
la cantidad necesaria, se implantan en el paciente: se zarse mediante artroscopia, siendo innecesarias
depositan los condrocitos cultivados sobre el hueso las suturas y el empleo del periostiol'".

4 N )

/ J#\\'}
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&
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Figura 5. En el panel A, representacién grafica del procedimiento a realizar en la técnica de implante de condrocitos autélogos
(ACI). 1, extraccién de una porcién de cartilago articular del paciente. 2, cultivo y expansién de los condrocitos. 3, implante de
condrocitos en la zona afectada, sellado y sutura. 4, resultado final tras el implante. 5, reparacién posterior de la zona condral
danada. En el panel B, representacién grafica del proceso para implantacién de condrocitos autdlogos mediados por membrana
(MACI). 1, preparacién de la malla. 2, extraccién y preparacién de la membrana con condrocitos. 3, protocolo realizado junto
con el proceso de microfractura. 4, colocacién de la membrana y estabilizaciéon de las células presentes en la herida. 5, resultado

final y reparacién posterior.
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Comparativa y limitaciones actua-
les

En general, lesiones pequenas se tratan mejor con
técnicas clasicas como la microfractura o la mosai-
coplastia. Por otro lado, las lesiones de un tamafio
intermedio han mostrado unos resultados similares
utilizando las opciones de mosaicoplastia como el im-
plante de condrocitos autélogos. Para lesiones mucho
méas profundas, el implante de condrocitos autdlo-
gos (ACI/MACI) o el aloinjerto osteocondral han
mostrado los mejores resultados 2",

Una de las principales necesidades de investiga-
cién es el seguimiento a largo plazo de la metodologia
de implantes ACI/MACI, ya que, como consecuencia
de su rapida evolucién en la ultima década, los datos
a largo plazo en su mayoria provienen de ensayos
en los que se han empleado protocolos de ACI que
ahora estan siendo reemplazados por otros mucho
més novedosos y prometedores 2.

Estrategias de futuro

Las opciones de tratamiento discutidas hasta aho-
ra han dado como resultado la formacién de fibro-
cartilago de forma total o predominante sobre la
formacion de cartilago hialino propiamente dicho [20],

La limitada capacidad de regeneracion en las le-
siones del tejido condral y la morbilidad asociada
con transferencia de hueso y cartilago?) hacen muy
atractiva la biisqueda de técnicas que propicien la
regeneracion del cartilago como una alternativa que
pueda acabar remplazando por completo a las téc-
nicas empleadas hasta la fecha. El futuro de la ges-
tién de los defectos del cartilago se encuentra en el
planteamiento de soluciones a través de la medicina
regenerativa y la ingenierfa de tejidos[*6:23,

Se puede definir la ingenieria de tejidos como la
técnica que busca reconstituir tejidos, tanto a nivel
estructural como funcional. Dicha técnica puede rea-
lizarse completamente in vitro, inicialmente in vitro y
luego in vivo (in situ), o bien realizarse completamen-
te in vivo?Y). Tres son los elementos constituyentes
que forman las piezas basicas de un enfoque basa-
do en la ingenieria de tejidos: un aporte celular, un
andamio matricial, y moléculas de sefializacion 2.

Las combinaciones de estos 3 elementos impulsan
las principales vias de regeneracién de cartilago que
existen actualmente, las denominadas «estrategias
de tercera y cuarta generacién» (101,

1. Implantes basados en andamios que promue-
ven el reclutamiento de células con moléculas
senalizadoras (sin aporte celular externo).

2. Andamios en adicién de células que imitan la
arquitectura del tejido nativo.

3. Técnicas basadas tinicamente en células, sin
andamiaje matricial ['].

Fuente celular

Existen células precursoras con un origen diver-
so de numerosos tejidos de mamiferos que tienen la
capacidad de diferenciarse en condrocitos, para pos-
teriormente ser empleadas en técnicas de trasplante
de tejido condral. Las células madre constituyen un
grupo de células indiferenciadas con alto potencial
de regeneracién, capacidad ilimitada para la divisién
y capacidad de autorregeneracién“gﬂ,

En los ultimos afios, se han recolectado células
madre con un gran potencial condrogénico de una
variedad de tejidos, incluyendo la médula ésea, tejido
adiposo, piel, foliculos pilosos, periostio, pericondrio,
miusculo esquelético, membrana sinovial , pulpa den-
tal e incluso del propio cartilago maduro 24

Biomateriales

La gran mayoria de las nuevas técnicas de inge-
nieria tisular en el ambito de la reparacién de las
lesiones de cartilago articular utilizan biomateriales,
que ayudan a soportar y crear estructuras similares
a las de la matriz condral. En estas metodologias
se busca optimizar ciertos aspectos entre los que se
incluyen la biocompatibilidad en la articulacién, la to-
xicidad, la tasa de degradacién, la rigidez, el tamafio
y la arquitectura obtenida [,

Los andamiajes fabricados a partir de proteina
natural (como por ejemplo coldgeno o fibrina) o bien
de polisacaridos (como por ejemplo agarosa o dcido
hialur6nico) se caracterizan por una buena biocompa-
tibilidad y biodegradabilidad. Es importante sefialar
que las superficies de estos biomateriales naturales
contienen ligandos que son reconocidos por receptores
celulares en la articulacién, lo que aumenta la adapta-
bilidad del injerto in situ, mientras que los andamios
fabricados a partir de materiales artificiales destacan
por sus propiedades mecanicas, de resistencia y cla-
ramente manipulables en funcién de las necesidades
del injerto29].

Moléculas senalizadoras

Son las encargadas de guiar a las células en el
trascurso de su diferenciacién de una forma adecua-
dal?l. Son moléculas activas que pueden estimular el
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crecimiento a nivel celular y mejorar la condrogénesis
con el fin de aumentar la reparaciéon de las lesiones
presentes en el cartilago.

En la mayoria de las estrategias en desarrollo,
el tipo celular que se haya elegido se aplica en el
tejido junto con factores de crecimiento libres o bien
encapsulados de una forma adecuadal?%.

Discusiéon y conclusién

La reparacién de las lesiones producidas en el te-
jido condral articular ha evolucionado notoriamente
en las tltimas 3 décadas: aunque actualmente existen
tratamientos capaces de paliar y restaurar parcial-
mente las lesiones producidas en el cartilago a corto
y medio plazo, han surgido grandes expectativas de
cara a un futuro préximo.

Sin embargo, una sola estrategia podria no ser
suficiente para hacer frente de forma efectiva a las
lesiones en un estado mas avanzado: la ingenieria ti-
sular y la medicina regenerativa han revolucionado la
manera en que los cientificos son capaces de abordar
la reparacién y regeneracion del cartilago articular
gracias a la introduccién del concepto del enfoque
interdisciplinar; nuevas estrategias de futuro que inte-
gran una combinacién de diferentes fuentes celulares,
con nuevos biomateriales junto con la liberaciéon de
determinadas moléculas activas.

La traslacion clinica de muchas de estas técnicas
ha ofrecido grandes ventajas para el paciente: el de-
sarrollo de un tratamiento totalmente personalizado
y capaz de solventar con precisién danos articulares
de gran complejidad. Sin embargo, para la traslacion
clinica de las nuevas terapias celulares y activos bio-
légicos aun existen multiples obstdculos que deben
superarse antes de su puesta en valor en dimensiones
clinicamente relevantes, no solo porque requiere de
una fabricacion celular costosa y segura, sino porque
el tratamiento al paciente es critico, y requiere de
una revisién y regulacion a todos los niveles; siendo
imprescindible la comunicacién entre médicos e inves-
tigadores, para obtener resultados efectivos y eficaces
que mejoren la calidad de vida de los pacientes.

A pesar de que aln no encajan todas las piezas
que conforman este gran puzle, este nuevo enfoque
supone una gran promesa para la investigacion: futu-
ras tecnologias de nueva generacién, emergentes y en
desarrollo son las herramientas mas poderosas para
afrontar los problemas de hoy dia.
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Las primeras técnicas de secuenciacién masiva de dcidos nucleicos (2.% generacién) han permitido
un extraordinario desarrollo de la Gendémica y su «democratizaciény. Sin embargo, presentan una serie
de flaquezas, principalmente su incapacidad para generar lecturas mayores de 1 kb y la necesidad de
amplificaciéon previa de las muestras. En los tltimos afios se han desarrollado las denominadas como
técnicas de secuenciacién de tercera generacién, las cuales han venido a paliar algunos de los defectos de las
tecnologias precedentes. Por un lado, estas técnicas permiten obtener tamafios medios de lecturas de 30
kb, con maximos de 2,3 Mb. Por otro lado, no necesitan amplificacién previa de las muestras de dcidos
nucleicos, por lo que no se pierden las marcas epigenéticas que puedan presentar. Ademads, estas técnicas
de tercera generacién realizan la secuenciacién directa del ARN, algo que no es posible con las técnicas
precedentes. Asi mismo, abren un nuevo camino en la secuenciacién de dcidos nucleicos, sentando un nuevo
precedente en el desarrollo de las Ciencias Genémicas hasta ahora desconocido.

The first techniques for massive sequencing of nucleic acids (2nd generation) have allowed an extraordi-
nary development of Genomics and its «democratizationy. However, they present a series of weaknesses,
mainly their inability to generate readings greater than 1 kb and the need for prior amplification of the
samples. In recent years, so-called third-generation sequencing techniques have appeared, alleviating some
of the shortcomings of previous technologies. On the one hand, they average read size reaches 30 kb, with
maximums of 2.8 Mb in a read On the other hand, they do not need prior amplification of the nucleic acid
samples, so the epigenetic marks that they may present are not lost. In addition, these third generation
sequencing techniques can also perform direct sequencing of RNA, which is not possible with the preceding
techniques. Thus, they point to a new path in nucleic acid sequencing, setting a new precedent in genomic
science development unknown until now.

Palabras clave: secuenciacion, tercera generacion, SMRT, PacBio, Oxford Nanopore, MinION.

Keywords: sequencing, third generation, SMRT, PacBio, Ozford Nanopore, MinION.

Las tecnologias de secuenciacién de acidos nuclei-
cos de 2.2 generacién han revolucionado la Biologia
durante los ultimos 15 afos. Su alto rendimiento
y fidelidad de las lecturas han permitido el impulso
definitivo de la Gendémica tanto a nivel estructural (se-
cuenciacién de genomas) como funcional (por ejemplo,
andlisis transcriptomicos o epigenémicos) reduciendo
los gastos al punto de poder secuenciar el genoma
humano por menos de 1.0001). De todos los métodos
de secuenciacion de 2.2 generacion es el de Illumina
el que se sitia como referente o estandar actual en
cuanto a secuenciacién masiva de acidos nucleicos,
representando mejor que ninguna otra plataforma
las fortalezas y debilidades de estas tecnologias. Con
respecto a sus principales debilidades esta el reducido
tamano de las lecturas que producen (hasta 300 pb)
lo que aumenta la probabilidad de producir errores

Enviado: 05/05,/2020
Aceptado: 31/10/2020

de ensamblaje. Cuanto mas pequenas son las lecturas,
més facil es encontrar porciones de secuencia comunes
a dos lecturas sin que estas pertenezcan a un mismo
fragmento genémico o transcrito. En el caso de trans-
criptomas se pueden producir numerosas secuencias
quiméricas (producto del ensamblaje de secuencias
procedentes de dos o mds genes diferentes). En este
sentido los procesos de ayuste alternativo (alternative
splicing) son una gran fuente de perturbacién de los
ensamblajes transcriptémicos provocando ensambla-
jes de secuencias que no se dan en la realidad. En
el caso de los ensamblajes de genomas, las secuen-
cias de pequefio tamano, cuando se usa estrategias
de secuenciaciéon no basadas en mapas genéticos o
fisicos, pueden dar lugar a ensamblajes muy fragmen-
tados del genoma. Esto sucede principalmente en el
caso de genomas eucariotas de gran tamafio y con
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un alto porcentaje de secuencias repetitivas como
retrotransposones (2. Por otro lado, las lecturas de
pequeno tamano también pueden llevar a problemas
en la identificacién de especies filogenéticamente cer-
canas en analisis metagendémicos de microorganismos.
Otra flaqueza de estos métodos es la necesidad de
amplificar la muestra de acidos nucleicos previamente
a la secuenciacién, por lo que siempre se secuencian
copias de las moléculas originales. Esto hace que se
pierdan las modificaciones quimicas, marcas epige-
néticas, de los nucledsidos y, por tanto, generan la
necesidad de aproximaciones previas y complemen-
tarias a la secuenciacién para poder determinar la
posicién de estas modificaciones!”!.

Desde un punto de vista tecnolédgico, el impulso
creado por la aparicién de las tecnologias de 2.? gene-
racién ha propiciado el desarrollo de nuevos métodos
que han intentado solventar los dos principales pro-
blemas de estos métodos descritos anteriormente: el
tamafio de las lecturas y el uso directo de la muestra
de acidos nucleicos sin amplificar. A estos nuevos
métodos se les ha denominado secuenciacién de ter-
cera generacion. Entre sus caracteristicas generales
estd la generacion de lecturas de gran tamano, una
secuenciacion monitorizada a tiempo real y no nece-
sitan la amplificacion previa de los acidos nucleicos,
siendo capaces de detectar modificaciones quimicas
de las bases nitrogenadas tanto de ADN como de
ARN. A pesar de estas ventajas, estas tecnologias de
secuenciacién de 3.* generacién presentan dos gran-
des inconvenientes. El primero es que la cantidad de
lecturas (cobertura) que pueden generar sigue siendo
muy reducida en comparacién con las que producen
las tecnologias de secuenciaciéon de segunda genera-
cién como Illumina. El segundo y principal problema
de estas tecnologias es su menor fidelidad, siendo
las tasas de acierto de hasta un 99,8 % (Q27) para
PacBiol! y hasta un 95% (Q13) para Oxford Nano-
porel’ las cuales son menores en comparacién con
las de tecnologias de segunda generaciéon, cuyas tasas
de fidelidad son cercanas al 99.99 % (>Q35). Esto es
un condicionante muy importante para su desarrollo
y expansién comercial a campos de estudio diferentes
a la Gendémica estructural, donde por el momento
presentan sus mejores resultados. Gracias a su capa-
cidad de generar lecturas largas pueden establecer
guias robustas para realizar ensamblajes de calidad
en especies con genomas grandes y repetitivos. Estos
borradores genémicos, que por los inconvenientes de
las técnicas previamente descritos no presentan una
elevada fidelidad, se pueden corregir mediante el uso
complementario de métodos de segunda generacién,
esto es conocido como ensamblaje genémico hibri-
dol%. Por lo tanto, actualmente las plataformas de

3.2 generacion no pueden sustituir a las previas y re-
sulta esencial la coexistencia de diferentes tecnologias
de secuenciacion para diferentes usos.

Secuenciacion a tiempo real de una
sola molécula (SMRT, PacBio)

Esta técnica fue desarrollada durante la primera
década del siglo XXI por la empresa Pacific Bios-
ciences (PacBio) la cual lanz6 al mercado su primer
secuenciador en 20117, El sistema de secuenciacién
a tiempo real de una sola molécula (SMRT), siglas
en inglés) usa células de flujo que se basan en la
tecnologia «guia de onda de modo cero» (ZMW), que
es un dispositivo que focaliza toda la luz hacia un
punto para su deteccién. Esto permite registrar la
senal luminica emitida por un fluoréforo unido a un
unico nucledtido. En el fondo de cada ZMW se inmo-
viliza una molécula de ADN polimerasa que realiza
la sintesis de la hebra complementaria de la molécula
de ADN que se quiere secuenciar (Figura 1A y B).
Esta ADN polimerasa estd modificada para admitir
nucleétidos hexafosfato que presentan un fluoréforo
(especifico para cada base nitrogenada) unido al ul-
timo grupo fosfato[®). Al introducirse un nucleétido
durante la fase de sintesis se libera su fluoréforo emi-
tiendo fluorescencia durante un intervalo de tiempo
determinado (Figura 1C). La senal luminica emitida
es detectada e interpretada como la incorporaciéon de
un nucledtido especifico dependiendo de la longitud
de onda de emisién del fluoréforo!”). De este modo, el
proceso no requiere de ciclos de incorporacién, sino
que se realiza en continuo (a tiempo real) y permite
la obtencién de lecturas medias de unas 30 kb0
Los tamanos de secuenciacién son dependientes de
la. vida media de las polimerasas ancladas al fon-
do de los micropocillos. Por otra parte, el sistema
SMRT da la posibilidad de secuenciar una muestra de
acidos nucleicos sin necesidad de amplificarla como
ocurria en las tecnologias de 2.2 generacion, en las
que los sistemas de deteccién necesitaban una «masa
critica» de moléculas clonales que se secuenciasen al
mismo tiempol). Una de las caracteristicas de este
tipo de metodologia es la capacidad de secuenciar
las dos hebras de un fragmento de ADN bicatenario
gracias a adaptadores monohebra que forman bucles
de horquilla (SMRTbell template) y unen ambas he-
bras del ADN molde. Uno de ellos une un cebador
para la ADN polimerasa que asi puede comenzar
la sintesis/secuenciacion y, tras sintetizar la hebra
complementaria a una de las hebras del ADN molde,
la polimerasa puede continuar sobre el otro adapta-
dor del SMRTbell template y finalmente realizar la
sintesis de la hebra complementaria de la segunda
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hebra del ADN molde!”). Esto permite generar una
secuencia consenso que aumenta la fidelidad de la
secuenciaciéon (Figura 1B). En el caso de tratarse de
una secuenciacién de ARN, en el sistema SMRT la
ADN polimerasa es sustituida por una reversotrans-
criptasa, lo que permite obtener la secuencia del ARN

étido + fluoréforo

rte de aluminio

Soporte de vidrio

Emision Excitacion

C

ADN polimerasa Nucledtido + fluoréforo

\. /

_%y_v

Adicidénde T

N Y e
U S gD

L \-..'"-

Fluorescencia,
intensidad (u.a.)

i;d(‘/é\AG CAJT;CI)’/AG

ST TR O

de la muestra pero sin tratarse de una secuenciacién
directa de ARN debido a la reversotranscripcion ',
Teoéricamente, esto permite analizar los transcritos
completos (full length) de los ARN mensajeros y con
ello la deteccion y cuantificacién de las variantes de
ayuste alternativo (alternative splicing).

SRMTbell template

S ADN-polimerasa

/

—

Lecturas

—

Lecturas

‘

Secuencia consenso

C) AJTi(,)T A

Adicidonde A

F

Wy AW NAYS
¥, ot > ad w

Tiempo (s)

Figura 1. Representacién esquemdtica de la tecnologia de secuenciacién SMRT de PacBio. A) ZMW contenido en una celda
SMRT, en cuya parte inferior se encuentra una polimerasa inmovilizada. La unién del adaptador a la proteina anclada permite
la sintesis de la hebra complementaria del ADN. La incorporaciéon de un nucleétido marcado produce una liberacién de
fluorescencia que es detectada como la incorporacién de un nucleétido especifico atendiendo a la longitud de onda emitida.
B) Proceso de sintesis de la hebra complementaria de ADN. Los adaptadores (lila) se encuentran ligados a los extremos de
una doble cadena de ADN (azul y rojo) formando una estructura circular. La ADN polimerasa es la enzima encargada de
llevar a cabo la sintesis de ADN. Posteriormente se obtienen un conjunto de fragmentos sintetizados (lecturas) que dan lugar
a la obtencién de una secuencia consenso. C) Cada nucledtido se encuentra marcado con un fluoréforo diferente. Cuando la
ADN polimerasa incorpora un nucleétido marcado, se produce un pulso de fluorescencia que es detectado especificamente

permitiendo la decodificacién de la secuencia de ADN. El panel B fue disenado con Biorender.

tecnologias de 3.2 generacion es posible detectar la
presencia de cualquier nucleétido modificado (casi

Una de las ventajas adicionales de la secuencia-
cién SMRT es que se pueden determinar directamente

modificaciones quimicas de las bases nitrogenadas de
los nucleétidos. En las técnicas de 2.2 generacion se
secuencian copias de la molécula de ADN o ARN
original, lo que elimina las modificaciones quimicas
(marca epigenética) de los nucleétidos[*]. Por lo tanto,
requieren procedimientos previos a la secuenciacion
para marcar los nucledtidos que presentan una deter-
minada modificacion quimica (por ejemplo, secuencia-
cién por bisulfito para determinacién de metilaciones
en las citosinas!'?). Sin embargo, en el caso de las

cualquier modificacién) en la secuencia sin necesidad
de marcajes previos. La deteccion de los nucledti-
dos modificados se produce debido a que existe un
retraso por parte de la ADN polimerasa en la intro-
duccién de los nucleétidos cuando se encuentra un
nucle6tido modificado!'?) (Figura 2). Ademés, esta
capacidad también permite la deteccion de marcas
epitranscriptémicas en el ARN utilizando el mismo
principio [,
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A). Comparacién esquemédtica del proceso

de sintesis de ADN por la polimerasa en ausencia (A) y presencia (B) de m®A. Cuando la ADN polimerasa encuentra en

la secuencia molde una modificacién quimica, se produce un retardo en el tiempo de incorporacién del nucleétido lo que se

traduce en una diferencia temporal en la deteccién del pulso de fluorescencia, indicando la presencia de m°®A.

Tecnologia Oxford Nanopore

(ONT)

De manera posterior a la aparicion de la secuen-
ciacion SMRT de PacBio surge como alternativa Oz-
ford Nanopore Technology (ONT). Esta empresa ha
desarrollado su tecnologia durante las dos primeras
décadas del siglo XXI, incluso se puede considerar
que todavia se encuentra en desarrollo. En abril de
2014, el MinION, un equipo de secuenciacién minia-
turizado y portatil que tiene un tamafio ligeramente
mayor que el de una memoria USB, fue distribuido a
mas de 1.000 laboratorios para realizar pruebas beta
a través del Programa de Acceso MinlON (MAP).
Un ano después, comenz6 su comercializacion. Desde
2015 han aparecido dispositivos con diferentes capaci-
dades incluso algunos que permiten la secuenciacion
sin la asistencia de un ordenador adicional para hacer
secuenciacién en el terreno (',

Se trata de una tecnologia de secuenciacion to-
talmente diferente al resto de las presentadas y, a
diferencia de ellas, no se basa en la complementarie-
dad de los acidos nucleicos. Su principio técnico se
basa en los estudios iniciados por David Deamer du-
rante la década de los 90. Se aprovecha de los perfiles
de corriente eléctrica que genera cada molécula (en
este caso nucle6tidos) al pasar a través de un poro en

una membrana a cuyos lados hay establecido un dife-
rencial de voltaje'”'%. De esta manera, es posible
determinar la secuencia de una hebra de 4cidos nu-
cleicos de manera directa, sea ADN o ARN, algo que
ni en el caso de la SMRT es posible puesto que realiza
una reversotranscripcién al secuenciar ARN. En el
lado de entrada de las moléculas se establece una
carga negativa y al otro extremo una carga positiva
para facilitar el movimiento de los acidos nucleicos.
En el lado de la deteccién se incluye un electrodo y un
circuito integrado (ASIC) (Figura 3A) para detectar
la corriente eléctrica generada como consecuencia del
paso de cada nucledtido a través de un poro y asi
registrar los datos en un nuevo formato de archivo
de secuenciacion FAST5 (los formatos generalmente
obtenidos en secuenciacién son los FASTQ). Estos
archivos contienen la informacién bruta de los datos
de corriente eléctrica de cada poro de la membrana
que es traducido a nucledtidos cuando se realiza el
proceso de basecalling!'"). Los poros incrustados en la
membrana estdn formados por proteinas como la lipo-
proteina CsgG de Escherichia coli con modificaciones
que permiten el paso especifico a través de ella de
4cidos nucleicos (Figura 3B)!'"). Ademés, los dcidos
nucleicos a secuenciar deben unirse previamente a
adaptadores de ADN unidos a una proteina motora,
como la helicasa, que se unen al poro y promueven
el paso de la hebra del 4cido nucleico a través de és-
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tel10] (Figura 3C). Gracias a ello, es posible generar lecturas de hasta 2,3 Mb (19 tamafio superior que el

lecturas extremadamente largas, llegando a obtenerse de algunos genomas bacterianos.
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Figura 3. Representacion de los principales componentes de la secuenciacion de Oxford Nanopore. A) Ilustracién esquemdtica
de los componentes del soporte de secuenciacién de la tecnologia de Oxford Nanopore (ONT). B) Estructura de la proteina
CsgG de Escherichia coli, una variante del poro proteico utilizado en el soporte MinION, PDB ID: 4UV3. C) Representacién del
complejo de secuenciacién de dcidos nucleicos de la tecnologia de Oxford Nanopore (ONT). Las figuras A y C fueron creadas

usando Biorender.
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En teoria, una de las ventajas de esta técnica
seria que permitiria identificar cualquier molécula
que atraviese el poro, incluyendo acidos nucleicos,
protefnas y metabolitos!'”). Por el momento, se usa
solamente para la secuenciacion de acidos nucleicos,
ADN y ARN. Esto convierte a ONT en la tnica pla-
taforma de secuenciacién distribuida en la actualidad
que realiza la secuenciacién directa de ARN sin nece-
sidad de realizar una reversotranscripciéon. Ademads,
como ocurre con la secuenciacion SMRT de PacBio,
al ser posible secuenciar directamente una muestra
sin necesidad de realizar un proceso de amplificacion,
la tecnologia ONT permite que en los andlisis de
RNA-Seq se necesiten menos lecturas para obtener
un andlisis estadistico robusto de las muestras['®),
puesto que se evitan los sesgos derivados de los pasos
de reversotranscripcién y amplificacion. La capacidad
de deteccién de la huella eléctrica de cualquier acido
nucleico permite ademés la identificaciéon de bases
nitrogenadas con modificaciones quimicas, pues éstas
implican cambios en la corriente generada por la mo-
lécula al atravesar el poro con respecto al cambio que
originaria el nucleétido en cuestiéon sin modificaciones
quimicas. Al igual que ocurre con el sistema SMRT
de PacBio, estas caracteristicas hacen idénea esta
plataforma para su empleo en campos como la epige-
némica, asi como para la epitranscriptémica (estas
marcas también se pueden detectar en el ARN!']),

Como se ha mencionado en la descripcién de esta
técnica, un aspecto muy relevante es la longitud de las
lecturas, actualmente las mayores de todas las plata-
formas de secuenciacién. Ademés de en la Genémica
estructural y del anélisis de transcriptomas, esto tiene
mucha relevancia en cuanto a los estudios metagené-
micos, aquellos en los que se analiza el ADN/ARN de
todos los organismos de una muestra bioldgica, suelo,
medio marino, entre otros (generalmente microorga-
nismos). Los tamanos de las lecturas hacen posible
que la identificacién de los organismos sea mas pre-
cisa. Por norma general, las lecturas obtenidas en
estos analisis se analizan frente a bases de datos de
acidos nucleicos, como las contenidas en GenBank,
utilizando herramientas tipo BLAST*") (Basic Local
Alignment Search Tool, que realiza alineamientos de
secuencias de acidos nucleicos frente a bases de datos
de acidos nucleicos conocidos). La ventaja de tener
grandes tamafios de lecturas es que permiten com-
paraciones mas ajustadas con las secuencias de los
organismos en las bases de datos. Esto se pudo com-
probar en el seminario Malaga Nanopore celebrado
en la Universidad de Malaga el 25 de abril de 20192,
donde se presento el trabajo de la empresa Xenogen.
Su trabajo con esta tecnologia demuestra que es muy
superior para la identificacion de microorganismos en

estudios de metagendémica. Incluso puede ayudar en
el caso del diagndstico microbiolégico de humanos en
circunstancias en las que las técnicas de diagndstico
clésicas quedan rebasadas.

En contrapartida, también resulta importante ha-
blar de los inconvenientes o factores limitantes que
presenta esta técnica. La principal limitacién es el
desarrollo del software propio de andlisis de los ar-
chivos de lecturas FAST5, que hasta el momento
presenta una alta tasa de error. Sin embargo, gracias
al continuo desarrollo de software de interpretacion
de datos se esta consiguiendo aumentar de fiabilidad
de los resultados obtenidos. Paralelamente a este in-
conveniente estd el problema del almacenamiento de
datos. De cada secuenciacién se puede obtener mas
de 200 Gb de datos crudos, necesitando sistemas con
un gran volumen de almacenaje y transferencia de
datos. Por 1ltimo, hay que tener en cuenta la na-
turaleza biolégica (proteinas) de los nanoporos en
los que se lleva a cabo la secuenciacién, esto hace
que las células de flujo que contienen los nanoporos
tengan una vida media limitada. Todo ello marca la
necesidad de una correcta organizacién para utilizar
con éxito esta tecnologia.

Conclusion

Desde las primeras aproximaciones de Frederick
Sanger en los anos 60 hasta la actualidad, los méto-
dos de secuenciacién de acidos nucleicos han transfor-
mado las Ciencias Bioldgicas, dando lugar a que la
Biologia Molecular se encuentre presente en multiples
campos y abriendo el camino al desarrollo de nuevas
disciplinas como la Gendémica que comienza a ser
ampliamente utilizada en el campo de la Medicina,
Microbiologia o Ciencias Ambientales, entre otros
ejemplos. Estamos cerca de que estas técnicas nos
permitan a un coste asequible la secuenciacién del
genoma de cualquier persona para su diagnoéstico o
para intentar implementar un tratamiento personali-
zado frente a las enfermedades. Gracias al desarrollo
ultimo de estas técnicas se ha podido secuenciar el
virus SARS-CoV-2 en menos de un mes desde su
deteccién?? | incluso realizar estudios sobre su propa-
gacion y analizar los diferentes subtipos o cepas que
han aparecido. En retrospectiva, esto es algo increi-
ble ya que el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) se aisl6 por primera vez en 1983[%% y hasta el
afio 198524 no se pudo secuenciar su genoma com-
pleto. Actualmente, se estan intentando mejorar las
técnicas de secuenciaciéon y realizar nuevas aproxi-
maciones que soslayen los problemas més frecuentes,
como ensayar el uso de nanoporos compuestos de
materiales robustos como el grafeno para sustituir
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a las proteinas!?’l. Cabe recalcar el hecho de que el

avance y desarrollo de estas tecnologias no solo pasan
por la mejora y subsanacién de sus debilidades. La
empresa de Oxford Nanopore Technology se encuen-
tra en el desarrollo de un mecanismo que permita,
ademds de la secuenciaciéon de Acidos nucleicos, la
secuenciacion y andlisis de proteinas utilizando las
mismas plataformas fisicas existentes?%2 1o que
podria ayudar al incremento en la eficiencia y rapi-
dez de procesos como la identificacion y validacion
de nuevas proteinas, pasos clave en la deteccién de
biomarcadores de enfermedades. Partiendo de una
tecnologia disenada para el estudio de los acidos
nucleicos se podrian revolucionar las Ciencias Biolé-
gicas transformando completamente disciplinas como
la Protedmica y sustituyendo sistemas indirectos de
identificacion y cuantificaciéon de proteinas como la
espectrometria de masas. Probablemente, dentro de
poco tiempo haya que anadir un nuevo capitulo a la
historia de los métodos de secuenciacién sin incluir
«de acidos nucleicos».
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Breve recorrido a través de la historia del Departamento de Bioquimica, mas tarde denominado
Bioquimica, Biologia Molecular y Quimica Organica, y actualmente Biologia Molecular y Bioquimica. Para
resumir, en adelante haré referencia siempre a su primera denominacién que se pretende conmemorar en

este articulo.

En enero de 1980 me incorporé al Laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias y a la recién
estrenada titulacion de Ciencias Biologicas de la Uni-
versidad de Mélaga (UMA), si bien tengo que decir
que anos atras ya se impartian clases de la titulacién
de Biologia hasta tercer curso, en el marco del Cole-
gio Universitario dependiente de la Universidad de
Granada. Por entonces no existia el Departamento
de Bioquimica, y la docencia de esta materia esta-
ba bajo la tutela del Departamento de Morfologia
que dirigia el catedritico Fernando Marin. El tinico
profesor que ademas de dar clase realizaba investi-
gacién en el Laboratorio de Bioquimica era el Dr.
Jestis Sanchez-Olavarria, junto a Francisca Sanchez-
Jiménez (Kika) que se habia incorporado unos meses
antes como becaria. En ese afio consegui una beca
del Instituto Nacional de Promocién del Estudiante
(INAPE) para realizar la tesis doctoral sobre la enzi-
mologia del metabolismo del carbono y nitrégeno en
el tumor ascitico de Ehrlich. En septiembre de 1980,
el Profesor Jacobo Cardenas se incorporé a nuestra
Universidad como Profesor Agregado «numerario»
de Bioquimica y Biologia Molecular, procedente de la
Universidad de Sevilla. Por aquella época, la mayoria
(més del noventa por ciento) de los profesores de la
Facultad de Ciencias eran «no numerarios» (PNN),
es decir carecian de plaza en propiedad y la ocupa-
ban de forma interina. Jacobo Cardenas unificé la
ensenanza de la Bioquimica en las licenciaturas de
Biologia y Quimica de la Facultad de Ciencias y cred
el Departamento de Bioquimica convirtiéndose en su
primer Director. El mismo impartié las asignaturas de
Bioquimica en la titulacién de Quimica mientras que
Jesiis Sanchez Olavarria siguié impartiendo Bioqui-
mica en Biologia. En el presente afno de la pandemia,
2020, se cumplen pues cuarenta anos del nacimiento
de nuestro Departamento. En el mes de octubre de
1980 consegui acceder a una plaza de Profesor Ayu-
dante de la mano del Profesor Cardenas, quién poco
después me ofrecié cambiar de tema de tesis doctoral
para investigar el metabolismo del nitrégeno de orga-

nismos fotosintéticos. Ni que decir tiene que acepté
su ofrecimiento de forma inmediata y desde entonces
he mantenido esta linea de trabajo hasta nuestros
dias. Quiero reconocer de forma muy especial la labor
de los profesores Sanchez-Olavarria y Cardenas, que
tanto influyeron en la fundaciéon del Departamento
de Bioquimica de la UMA, y en el inicio de la carrera
profesional de los que por aquel entonces eran jovenes
doctorandos. Desafortunadamente, muy pronto nos
dejaron huérfanos de su magisterio al fallecer ambos
de forma prematura. A aquéllos que no conocieron
la descomunal talla cientifica y humana del profesor
Cardenas les recomiendo la lectura del libro que en
su homenaje edité uno de sus discipulos, el profesor
Emilio Fernandez Reyes y que publicé la Universidad
de Coérdoba en 1999. A continuacién transcribo parte
del texto que escribié Kika en esa publicacion:

« Cuando yo tenia 22 anos Jacobo me en-
send como, a partir de 80 metros cuadra-
dos de soleria y tres mesas de laboratorio
de mala calidad, se puede crear un De-
partamento de Bioquimica. Fue una gran
leccion en un momento en el que yo nece-
sitaba mucho valor para encarar mi propio
futuro. El sélo contaba con sus fuerzas y
tres jovencitos que le ayuddbamos en lo
que podiamos. El que mds le ayudo de los
tres también se ha ido para siempre.»

Esta ultima frase hacia referencia a Jesis Sanchez-
Olavarria.

En el curso 81-82 Jacobo Cardenas accedio a la
catedra de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Cordoba donde permanecié hasta su
fallecimiento en 1996. En su lugar lleg6 a la Univer-
sidad de Malaga el profesor Ignacio Ninez de Castro
y poco después se incorpord también Victoriano Val-
puesta. Durante los primeros afios de andadura del
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Departamento las materias impartidas estaban rela-
cionadas con la Bioquimica general, la Enzimologia y
la Regulacién Metabdlica. A partir del curso 1989-90
se oferta por primera vez la asignatura de Biologia
Molecular, una disciplina que ha experimentado un
crecimiento vertiginoso en las tltimas dos décadas del
siglo XX y que permitié el nacimiento de un nuevo
campo cientifico, la gendémica, cuyo punto de referen-
cia es sin duda alguna, la culminacién del proyecto de
secuenciacion del genoma humano en el ano 2003. De
hecho, los avances recientes en la comprension de los
sistemas bioldgicos estan basados en gran medida en
la mejora de los métodos de secuenciaciéon de DNA y
el desarrollo de la gendémica.

Desde su creacion hasta la actualidad, el Departa-
mento ha crecido de forma exponencial en el niimero
de profesores pasando de los cinco iniciales a los 27
de la actualidad. La labor docente realizada por los
profesores de Bioquimica también ha crecido de for-
ma paralela y hemos pasado de impartir asignaturas
en dos titulaciones al principio, a siete en el presente,
a las que habria que anadir las ensenanzas de master
y doctorado, que hace cuarenta anos eran inexisten-
tes como programas oficiales de posgrado adscritos a
nuestro Departamento. En este sentido, hay que sena-
lar que el programa en Biologia Celular y Molecular,
coordinado entonces y también ahora por nuestro
Departamento, se seleccioné como programa de Doc-
torado de Calidad por el Ministerio de Educacién y
Ciencia en 1994. Desde entonces ha sido reconocido
como tal y recibi6 la «Mencién hacia la Excelencia»
en la ultima evaluacién realizada (BOE 20 de octu-
bre de 2011). Especialmente resenable también en el
ambito de la docencia es la implantacién del grado de
Bioquimica en el ano 2012, una titulacién conjunta
de las Universidades de Malaga y Sevilla en el marco
de las actividades del Campus de Excelencia interna-
cional Andalucia Tech. Muchos de nuestros alumnos
egresados de la UMA han orientado su carrera pro-
fesional hacia el ambito de la Bioquimica y Biologia
molecular, y desempenan su labor como profesores
universitarios e investigadores en diferentes destinos
de Espana y el extranjero.

Ademsds de esta formidable labor docente, el De-
partamento de Bioquimica se ha caracterizado desde
su comienzos por una intensa y muy productiva labor
investigadora. El Premio Nobel y Doctor Honoris
Causa por la UMA, el Profesor Severo Ochoa, se
referia a la investigacién en la Universidad con las
siguientes palabras:

«La Universidad debe jugar un papel fun-
damental en la investigacion, ya que una
funcion primordial de la misma es la de
formar a los futuros investigadores. ;Y
como puede desempenar este papel una
Universidad que no investiga?»

En mi opinién, para conseguir una ensenanza de
calidad en la Universidad es necesario realizar una
investigacion de excelencia. Si no es asi, los profesores
universitarios nos convertiriamos en meros transmi-
sores del conocimiento generado por otros. De hecho,
las mejores universidades del mundo fundamentan su
calidad en la excelencia de sus grupos de investiga-
cién y de las contribuciones cientificas que realizan
para el avance del conocimiento humano. Son muchas
las publicaciones realizadas por el Departamento de
Bioquimica de la UMA, tanto en solitario como en
colaboracion con otros centros prestigiosos del mundo.
De acuerdo con la base de datos ResearchGate serian
alrededor de 800 los trabajos en los que figura algin
miembro de nuestro Departamento. Evidentemente
no es posible recogerlos todos en este breve recorrido
histérico, solo haré referencia a 3 de ellos llevados a
cabo en nuestros laboratorios y que corresponden a
épocas bien distintas, justificando los motivos de mi
eleccion:

1. Olavarria JS, Sanchez F, Canovas FM, Nufez
de Castro I. Influencia del amonio en el efec-
to Crabtree en dos cepas de tumor ascitico de
Ehrlich (1982). Rewvista Espatiola de Fisiologia,
38, 165-168.

Esta modesta publicacion fue la primera realizada
por miembros del Departamento de Bioquimica de
la UMA, tan solo dos afios més tarde de la creacién
del Departamento. Los resultados que contiene se
consiguieron sin financiacién externa alguna.

2. Cantén FR, Garcia-Gutiérrez A, Gallardo F,
de Vicente A, Canovas FM. Molecular charac-
terization of a cDNA clone encoding glutamine
synthetase from a gymnosperm: Pinus sylvestris
(1993) Plant Molecular Biology 22, 819-828.

Es la primera publicacién de la UMA en la que se
describe la clonacién molecular de un gen, la deter-
minacién de su secuencia de nucledtidos y estudios
de expresion génica. Los resultados pertenecen a la
primera Tesis Doctoral de Biologia Molecular presen-
tada en la UMA.

3. Agius F*, Gonzélez-Lamothe R, Caballero JL,
Munoz-Blanco J, Botella MA, Valpuesta V.
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(2003) Engineering increased vitamin C levels
in plants by overexpression of a D-galacturonic
acid reductase. Nature Biotechnology 21,177-81.

En esta publicacién se describe como aumentar
el contenido en vitamina C en plantas. El trabajo
ilustra cémo la biotecnologia de plantas puede mejo-
rar la producciéon de un componente esencial en la
nutricién humana. *La primera autora de este tra-
bajo, una joven estudiante de doctorado en nuestro
Departamento, fallecié pocos afios después de la pu-
blicacién de este trabajo pero sigue muy presente en
la memoria de los que tuvimos la suerte de conocerla.

Otro aspecto particularmente importante que no
hay que olvidar ha sido el liderazgo y la partici-
pacién activa de varios grupos de investigacion del
Departamento de Bioquimica en la dotacién de la
infraestructura cientifica de diferentes centros de la
UMA, entre los que cabe mencionar:

= Los Servicios Centrales de Apoyo a la Investi-
gacion (SCAI).

= El Centro de Bioinnovacién situado en el Par-
que Tecnolégico de Andalucia (PTA).

Jesus Sanchez Olavarria

= Kl Instituto de Hortofruticultura Subtropical y
Mediterranea «La Mayora» (IHSM).

= Kl Instituto de Investigacién Biomédica de Ma-
laga (IBIMA).

Finalmente, quiero reconocer la labor entusiasta
de todas las personas que movidas por su vocacion
hacia la bioquimica trabajan o han trabajado en nues-
tro Departamento. Mis tltimas palabras se dirigen,
de forma muy especial, a los més jévenes que en
estos momentos inician su carrera investigadora en
nuestros laboratorios:

«El futuro de la bioquimica estd en vues-
tras manos, que la pasion por descubrir
guie vuestro trdnsito por caminos inex-
plorados y que al final, cuando volvdis la
vista atrds lo hagdis con satisfaccion.»

Francisco M. Canovas.
Yo también fui becario.

4

Jacobo Cardenas Torres
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LA DIETA MEDITERRANEA
por 'INES BRAVO RUIZ Y ‘ELENA VERDUGO TORRES
f4.2 GrRADO EN BloqQuiMmica, ¥3.2 GRADO EN BloLoaia

INESBRAVORUIZ@QHOTMAIL.COM,AUSTRALOPITHECUS__73@HOTMAIL.COM

La dieta mediterranea se correlaciona con un menor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares,
cancer, diabetes tipo 2, Alzheimer, entre otros. Estos efectos positivos en la salud pueden explicarse por la
sinergia de compuestos bioactivos, vitaminas y acidos grasos insaturados, presentes en distintos alimentos
de la dieta. La mayoria de estos compuestos tienen accion antioxidante e intervienen en rutas de inflamacién
y de proliferacién celular, de donde se deduce su funcién en la prevencion de enfermedades. No obstante,
los beneficios asociados a la dieta mediterrdnea no solo se deben al patrén dietético, sino también a otras
costumbres saludables propias de la regién mediterranea, como el ejercicio fisico.

The Mediterranean diet correlates with a lower risk of suffering from cardiovascular disease, cancer,
type 2 diabetes, Alzheimer, among others. These positive effects in health account for a synergy of bioactive
agents, vitamins and unsaturated fatty acids, present in different foods in the diet. Most of these compounds
have antioxidant action and are implicated in routes of inflammation and cell proliferation, from which its
role in disease prevention is deduced. However, the benefits associated with the Mediterranean diet are not
only due to the dietary pattern, but also to other healthy practices typical of the Mediterranean region, such
as physical exercise.

Dieta mediterrdnea, compuestos bioactivos, fenoles, hidrozitirosol, terpenoides, dcidos grasos omega 3, antioxidante, antiinfla-

matorio, cdncer.

W

¢ Por qué es tan beneficiosa?

Por las manianas una cucharada de aceite de oliva,

jque para todo ayuda!

No caer en la tentacion del azicar y la harina,

iy disfrutar de la fruta madura!

A la hora de comer, elegir el pescado ante la carne roja,

iy verdura en caso de duda!

Beber siempre agua y un vasito de vino sin que sea paradoja,
jCuerpo sano y mente aguda!

Poema de Inés Bravo Ruiz.

W

La dieta mediterranea, ;quién no ha escuchado
hablar de ella? El concepto general de en qué consis-
te estd bien establecido en la poblacién, sobre todo
para aquella afortunada parte que, banados por el
Mediterraneo, disfrutamos de unas buenas tostadas
con aceite de oliva y tomate para desayunar, de una
dorada al horno para almorzar y de una rica ensalada
con queso, atin, nueces y un poquito mas de aceite
para cenar. Si se nos hace la boca agua al leer esto,
sera que estamos de acuerdo en el sabor tan autén-

tico de estos platos. Pero no es ésta la razén por la
que se ha hecho popular internacionalmente; si no,
pregunten a los estadounidenses lo sabrosa que esta
su hamburguesa, a los chinos por los rollitos de pri-
mavera o a los alemanes por su currywirst. La fama
de la dieta mediterranea recae no solo en su sabor,
sino precisamente en los beneficios que aporta frente
a otras dietas basadas en alimentos ultraprocesados.

Entre sus muchos beneficios, la dieta mediterra-
nea contribuye a la prevencién de enfermedades car-
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diovasculares y obesidad, combate la oxidacion y el
envejecimiento celular prematuro, teniendo un efecto
protector frente a enfermedades neuroldgicas como el
Alzheimer o la depresion e incluso, un papel preven-
tivo relevante en ciertos tipos de canceres. En base
a la evidencia de los efectos positivos de esta dieta,
surge la pregunta: ;qué es lo que hace que sea
tan saludable?

El patron dietético mediterraneo se basa en una
ingesta rica en frutas y verduras, cereales, legum-
bres, frutos secos, aceite de oliva, una ingesta baja
de carnes rojas (sustituidas preferiblemente por las
carnes blancas de bajo contenido en grasa y pescado)
y un consumo habitual pero moderado de vino. Entre
todos estos alimentos, el aceite de oliva virgen extra,
empleado para cocinar alimentos, aderezar ensaladas
vy hasta en las tostadas, tiene un papel destacable.
No obstante, los beneficios de la dieta mediterranea
parecen asociarse mas bien con una sinergia entre
varias moléculas, con propiedades particulares, pre-
sentes en los alimentos més representativos de esta
dieta.

Estas moléculas, conocidas como agentes bioacti-
vos, son minoritarias pero de caracter beneficioso por
sus funciones vinculadas a la prevencién de diversas
enfermedades. Dichos compuestos bioactivos, tam-
bién denominados fitoquimicos por tener un origen
vegetal, son principalmente de naturaleza fendlica
o terpenoide. En esta seccién, nos centraremos en
algunos de ellos: el hidroxitirosol, como fenol simple;
el resveratrol como ejemplo distintivo de los polifeno-
les, junto a los flavonoides; y el licopeno, del grupo
de los terpenoides. También mencionaremos a otras
moléculas presentes en la dieta mediterranea que, no
siendo considerados estrictamente agentes bioactivos,
contribuyen especialmente al mantenimiento de la
salud, como son los acidos grasos insaturados esen-
ciales, el 6xido nitrico o algunas vitaminas, como la

EyC.

Compuestos y alimentos beneficio-
sos de la dieta mediterranea

Los acidos grasos insaturados son conocidos por
poseer dobles enlaces o insaturaciones en su cadena
carbonada, distinguiendo monoinsaturados y poliin-
saturados. Su consumo es preferible al de los dcidos
grasos saturados, puesto que aportan flexibilidad a
las membranas plasméticas, siendo parte constituyen-
te de ellas, ademéas de tener una funcién sefializadora
y en regulacién de la expresion génica fundamental
para el correcto funcionamiento del organismo.

Dentro de este grupo, destaca el aceite de oliva,
alimento basico de la dieta mediterrdnea. En el aceite

de oliva, se distinguen dos fracciones: una representa
hasta el 98-99 % del peso total de éste, la fraccién
saponificable, que se corresponde con triglicéridos,
acidos grasos monoinsaturados (en particular el olei-
co) y fosfolipidos. La otra fraccién no saponificable
incluye compuestos fendlicos, triterpenoides, esteroles
y compuestos alifaticos, a los que se le atribuyen la
mayoria de los beneficios del aceite de oliva.

El acido oleico es un acido graso monoiinsatura-
do perteneciente a la familia omega 9 por poseer el
doble enlace en el carbono cis niimero 9. Aparte de la
familia omega 9, los acidos omega-3/-6 son conocidos
por desempeiiar funciones cruciales y antagénicas en
el organismo. La biosintesis en el ser humano de estos
acidos grasos es limitada (de ahi que se consideren
esenciales), por lo que sus efectos son notables con
una ingesta de alimentos donde abundan. Los acidos
omega-6 provienen principalmente de carnes y de
algunos frutos secos y cereales, los acidos omega-3
se obtienen en cantidades considerables de semillas
y aceites, y del pescado, que lo incorpora a su vez
de las algas o del plancton como fuente primaria. En
esta seccién, dedicaremos especial atencién a los aci-
dos grasos poliinsaturados de la familia omega-3: el
a-linolénico y sus derivados, acido eicosapentaenoico
y docosahexaenoico, ya que parecen ser responsables
de bastantes beneficios de la dieta mediterranea!’?).

El siguiente grupo de moléculas beneficiosas de
la dieta mediterranea son los compuestos fendlicos.
Los polifenoles y compuestos fendlicos simples son
sustancias quimicas que presentan al menos un grupo
fenol en su composicion. Entre ellos, destaca el hi-
droxitirosol, que es un compuesto fenolico simple con
propiedades antioxidantes, tanto en su forma libre
como en su forma de glucdsido secoiridoide (un gru-
po de monoterpenos) esterificado, la oleuropeina. El
hidroxitirosol es uno de los fenoles més importantes
del aceite de oliva, mientras que el resveratrol, un
polifenol, lo es del vino tinto. Aunque estas molécu-
las no destacan por ser un componente abundante,
tienen un valor para la salud de gran importancia.

Por otra parte, las frutas y verduras proveen un
rango de nutrientes y compuestos bioactivos muy am-
plio, de los cuales destacaremos los flavonoides y los
terpenoides, junto a las vitaminas. La vitamina E o
a-tocoferol es conocida por su accién antioxidante y
se encuentra presente en el aceite de oliva, los frutos
secos y los vegetales de hoja verde. Es una vitamina
liposoluble que protege del estrés oxidativo, regula
la funcién inmune y mantiene la integridad de las
células endoteliales.

La vitamina C o acido ascorbico es una vitamina
hidrosoluble presente en frutas acidas como la fresa,
el kiwi, el mango o las grosellas. Su deficiencia causa
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el escorbuto; es una importante coenzima y molécula
antioxidante.

Finalmente, la dltima molécula a destacar es el
oxido nitrico, que se obtiene a partir del metabolismo
del aminoacido L-arginina, por accién de la enzima
éxido nitrico sintasa (NOS), en presencia de NADPH
y oxigeno. Este aminodcido abunda en alimentos co-
mo la remolacha, las nueces, la sandia, las espinacas
o la naranja.

Efectos positivos en la salud de la
dieta mediterranea

Efecto vasodilatador y cardioprotector

La enfermedad cardiovascular es una de las més
prevalentes en el mundo desarrollado actualmente.
Esto va asociado con una mayor prescripcién de far-
macos hipotensores, que podrian imitar las propieda-
des vasodilatadores de ciertos nutrientes de la dieta
mediterranea.

Un ejemplo es el éxido nitrico, descrito como «fac-
tor relajante del endotelio». Este gas, en el organismo,
acciona un mecanismo de bajada de niveles de calcio,
favoreciendo la relajacion del musculo liso arteriolar.
Ello supone un aumento de la luz de las arterias y
menor riesgo de hipertensién.

Otro ejemplo de compuestos de acciéon vasodilata-
dora son los eicosanoides derivados de omega-3. Los
fosfolipidos dispuestos en la membrana plasmaética
pueden ser hidrolizados por la fosfolipasa A2, liberan-
do los 4cidos grasos omega-3 y omega-6 de la posiciéon
2, a partir de los cuales las enzimas ciclooxigenasas
y lipooxigenasas desencadenan una cascada de sefia-
lizacion que concluye en la sintesis de eicosanoides:
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos (pro-
pios de plaquetas) y leucotrienos (propios de leucoci-
tos). De gran importancia es el hecho de que existen
distintas isoformas de estos eicosanoides con diferente
funcién biolégica, segin el tipo de acido poliinsatura-
do del que provengan. Asi, mientras los tromboxanos
procedentes del acido araquidénico (omega-6) contri-
buyen a agregaciéon plaquetaria y vasoconstriccién,
los procedentes de acido eicosapentanoico (omega-3)
son biolégicamente inactivos. Por tanto, en la dieta
mediterranea, donde el consumo de pescado es abun-
dante en detrimento de las carnes rojas, los omega-3
aumentan su proporcion, contrarrestando la accion
vasoconstrictora de los omega-6.

Ademas, en esta ruta inciden muchos otros com-
puestos bioactivos. El hidroxitirosol y el resveratrol
son inhibidores de las ciclooxigenasas (con un meca-
nismo similar al del 4cido acetilsalicilico), de forma

que también tienen una accién antiplaquetaria y an-

tiinflamatoria [%47],

Accion antioxidante

Muchas patologias estan intimamente relaciona-
das con el estrés oxidativo (enfermedad cardiovascu-
lar, Alzheimer, cancer, envejecimiento celular, etc.) (6],
de forma que la ingesta de alimentos con moléculas
antioxidantes propios de la dieta mediterranea es una
de las explicaciones mas evidentes de la diversidad
de beneficios de la misma.

En cuanto a los antioxidantes, especial mencién a
la vitamina E o a-tocoferol, de gran importancia en
el ciclo de peroxidacion lipidica, donde los radicales
libres oxidan a acidos poliinsaturados de forma ciclica.
La peroxidacién lipidica es relevante en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer.

Asimismo, la diabetes y la aterosclerosis son otras
patologias promovidas por el estrés oxidativo. Res-
pecto a esta ultima, caracterizada por la formacion
de placas de ateroma que pueden desprenderse y ge-
nerar trombos, se sabe que la oxidacién de LDL es
el factor aterogénico principal. En este punto inter-
vienen muchos compuestos bioactivos, manifestando
la transcendencia en el estado de salud que puede
tener la combinacién de estos compuestos, a partir
de una dieta variada. Por ejemplo, mientras que los
acidos grasos insaturados antes nombrados reducen
el nivel de la lipoproteina de baja densidad (LDL)
circulante, algunos compuestos fendlicos con capa-
cidad reductora impiden su oxidacién. Entre estos,
destacamos el hidroxitirosol, el resveratrol, la oleu-
ropeina y el licopeno, carotenoide abundante en el
tomate. El resultado sinérgico es una disminucién de
la colesterolemia y menor riesgo de complicaciones
vasculares.

Poder antiinflamatorio

Junto al poder antioxidante, la funcién antiinfla-
matoria es una caracteristica comin a muchos de los
nutrientes de la dieta mediterrdnea. Posibles meca-
nismos mediante los cuales se regula la inflamacion
son la ruta de eicosanoides y la inhibicién del gen
NFEB1.

Por una parte, puesto que los leucotrienos (resul-
tantes del metabolismo de los dcidos grasos esenciales)
estan implicados en quimiotaxis de células del sistema
inmune e inflamacién, los polifenoles nombrados que
interfieren en esta ruta ejercen un papel antiinflama-
torio, al igual que los acidos grasos omega-3. Ademas,
el 4cido docosohexanoico también forma derivados
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que participan en la resoluciéon de la inflamacién,
conocidos como resolvinas. Este mecanismo podria
explicar precisamente el papel protector de este acido
graso poliinsaturado en el cerebro, donde se produ-
ce un tipo de resolvina, neuroprotectina, que inhibe
la apoptosis de las neuronas. Las resolvinas pueden
afectar en numerosos procesos de inflamacion, siendo
importantes en la peritonitis, colitis e inflamacién
cutanea.

Por otra parte, se sabe que muchos compuestos
bioactivos inhiben la sintesis de interleuquinas impli-
cadas en la respuesta inflamatoria. El hidroxitirosol
disminuye niveles de factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-«) e interleuquina 1 alfa (IL-1«). El licopeno
inhibe a TNF-a y estimula produccion de IL-10. La
quercetina es un polifenol flavonoide abundante en
cebollas rojas, manzana y brécoli, que también inhi-
be TNF-a. El TNF-«, es un potente activador del
gen NFkB1, factor de transcripcion maestro que ac-
tiva una gran variedad de genes proinflamatorios,
controlando asimismo la proliferacion y apoptosis.

Efecto anticancerigeno

Uno de los descubrimientos m4s recientes "%l

ciona que la oleuropeina y el hidroxitirosol (ambos
comparten un anillo similar al estradiol, hormona
sexual femenina) podrian estar implicados en la ru-
ta PI3K-ERK-AKT de las células cancerosas!’l. De
hecho, hay estudios!'”" que proponen cémo estos
compuestos fendlicos del aceite de oliva compiten
antagénicamente por los receptores EGFR, relacio-
nados con la senalizacién intracelular que promueve
la proliferacién y la supervivencia de las células del
cancer de mama a través del factor Ras-Raf y de las
proteinas ERK, que serfan inhibidas también. Ade-
mas, la oleuropeina e hidroxitirosol inhiben al TNF-«
por fosforilacién. Este factor induce un ambiente oxi-
dativo y a unas proteinas implicadas en la apoptosis,
las caspasas-9.

men-

También se ha recomendado!'”) el consumo de
miel, pues sus componentes bioactivos estan relacio-
nados con la activacién de la apoptosis por medio de
las caspasas-3, disminuyendo los niveles de especies
oxidantes y protegiendo a las células de la actividad
de la fosfatasa alcalina. La miel, sobre todo, fortalece
el sistema inmune por sus compuestos fendlicos, de
igual forma que lo hacen el ajo, la cebolla y el romero.

Otras moléculas esenciales de las frutas y ver-
duras son los flavonoides, que actiian inhibiendo la
metéstasis mediante la fosforilacion de receptores del
factor de crecimiento endotelial (EGFR)/ factor de
crecimiento epidérmico 2 (HER2), unos receptores
muy activos durante la angiogénesis y diseminacion
del tumor. Junto a los alcaloides, regulan las quinasas
dependientes de ciclina, proteinas que por fosforila-
cién intervienen en las distintas fases del ciclo celular.

Uno de los flavonoides que podriamos destacar es
la quercetina. Se ha comprobado que ésta es capaz
de regular el metabolismo glucolitico asi como podria
intermediar en la ruta PI3K-AKT1-p53 (Figura 1)
previniendo la aparicién de un linfoma.

No olvidemos los aceites esenciales y las vitami-
nas, procedentes de las plantas aromaticas, de las
verduras y de las frutas. Estan construidos a base de
terpenoides, los cuales manifiestan su actividad anti-
cancerigena activando senalizadores pro-apoptéticos
en las células tumorales, estimulando a p53 (proteina
protectora frente a la carcinogénesis) y deteniendo el
ciclo celular en el punto de control G2/M. Las vita-
minas y los omega-3 también inhiben EGFR/HER2
(frenando la proliferaciéon de células cancerosas) y
combaten las especies reactivas del oxigeno (ROS)
por su efecto antioxidante y antiinflamatorio. Las vita-
minas inducen la apoptosis al estimular las capasas-3
y pb3. Este factor, conocido como el guardian del
genoma, activa BAX, proteina inhibidora de BCL2,
cuya funcién es reprimir la apoptosis en condicio-
nes normales. Este efecto de inhibir al inhibidor de
apoptosis promueve la muerte celular de células can-
cerosas.

El terpenoide licopeno, por su parte, inhibe
ERK1/2, GSK3A/B y la fosforilacién de AKT, pro-
telna clave en la senalizacién del ciclo celular, el
crecimiento y la migracién celular.
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Figura 1. Ruta PI3K-ERK-AKT y TNFR en células cancerosas y las implicaciones de los bioagentes de la dieta mediterrdnea

(creado con Biorender). Basada en la figura original de: «Molecular characterization and targeted therapeutic approaches in

breast cancer» (Toss, 2015).

Obesidad

Como valor afiadido, algunos de estos compuestos
previenen la obesidad al activar genes relacionados
con la captacién y utilizacién de metabolitos ener-
géticos. Un ejemplo claro es la interaccion de estos
acidos omega 3 con el receptor nuclear PPARG (re-
ceptor de factores activados por proliferadores de
peroxisomas gamma) Bl PPARG induce la transcrip-
cién de genes que promueven la oxidaciéon de acidos
grasos e inhiben la adipogénesis. Otro ejemplo, es
el flavonoide quercetina que aumenta la sintesis de
adiponectina, hormona implicada en la captacién de
glucosa, sensibilidad a insulina y oxidaciéon de acidos
grasos.

Por ello, las dietas occidentales actuales basadas
en grasas saturadas o trans y escasez de frutas y
verduras contribuyen a condiciones metabdlicas co-
mo la obesidad, dislipidemia, resistencia a insulina y

diabetes ).

Conclusiones

La dieta mediterranea ofrece muchos beneficios
por la combinaciéon de moléculas con propiedades
positivas para la salud, que se encuentran precisa-
mente en abundancia en alimentos de esta dieta. No
obstante, no debemos deleitarnos demasiado con la
innumerable lista de beneficios, ya que, para conse-
guir el maximo efecto, es preciso acompanar la dieta
de una rutina diaria de ejercicio y una buena salud
psiquica. Por tanto, es crucial entender la dieta me-
diterranea como un estilo de vida mas que como una
dieta milagrosa, lo cual no implica que, dadas sus
propiedades, pudiera empezar a prescribirse sin repa-
ro como una dieta preventiva contra enfermedades

cardiovasculares y cancer ‘.
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