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INTRODUCCIÓN



En los ya más de cuarenta años el proyecto curricular Licenciatura en Biología ha formado profesores de biología, quienes han sabido responder al Distrito Capital y al país como profesionales de la docencia con énfasis en el trabajo de las disciplinas de las ciencias biológicas y su enseñanza, teniendo como eje el respeto por la vida en un entorno natural y social de alta significancia. Las apuestas aquí gestadas han estado orientadas desde sus inicios a consagrar una educación integral que invite a nuevas opciones personales y profesionales en donde, desde una postura crítica, se puedan proponer alternativas de enseñanza y de aprendizaje de la biología.


En tal contexto, la investigación ha venido desarrollándose como proceso, hasta convertirse en un referente misional de manera que, además de maestros, nuestros egresados están formados como investigadores innovadores que aportan tanto al campo disciplinar como al campo pedagógico y didáctico. Continuar en la construcción de este panorama ha sido un reto enorme no solo por la dinámica social y cultural de nuestro país, sino por la alta diversidad de escenarios educativos en donde nuestros profesores dejan día a día su conocimiento, integralidad, compromiso ético e imborrable huella, creyendo firmemente que solo con la participación colectiva lograremos la transformación de las mentes de los niños y jóvenes que día a día llegan a las aulas, para hacer de Colombia un país con mejores condiciones para la vida y la felicidad.


Las primeras manifestaciones investigativas convergieron en la consolidación de grupos de trabajo, que, en el marco de la reflexión y el diseño sólido, abordaron problemas fundamentales para el ejercicio docente. Estos grupos fueron fortaleciéndose a partir de los trabajos de grado de los estudiantes orientados por los profesores, hasta convertirse en los grupos y semilleros de investigación que hoy producen académicamente y se siguen proyectando no solo a nivel nacional, sino también a nivel internacional. Así, a la luz de esta perspectiva, hace veinte años profesores y estudiantes se dieron a la tarea de crear el Seminario de Investigaciones Biológicas, con el propósito de abrir un espacio para hacer visible la investigación y para fraguar mucho más el trabajo investigativo articulado a la docencia y a la proyección social.


Hoy, para toda la comunidad de la Licenciatura en Biología es un orgullo presentar este libro en la vigésima versión del Seminario, con el lema Impacto de la investigación en biología y su enseñanza, que recoge algunos de los trabajos más sobresalientes de los últimos años desarrollados por grupos debidamente reconocidos en la Universidad y algunos también con reconocimiento y que están escalafonados en Colciencias. La producción aquí recopilada como muestra del trabajo da cuenta de la labor permanente, pero, más que eso, proyecta para las generaciones futuras del país una opción para creer firmemente que estamos aportando al conocimiento desde propuestas sólidas en el reconocimiento de problemas, desde el acercamiento a las fuentes de soporte y sinergia con grupos externos, desde el reconocimiento de la pluralidad del pensamiento, desde el uso de un lenguaje apropiado con la clara intención de democratizar el conocimiento y dejarlo al servicio de todos y desde la idea de que siempre una pregunta de investigación dará origen a una nueva, de manera que nunca se agote la opción investigativa.


En ese orden de ideas, se tomó la decisión de plasmar esta serie de investigaciones del proyecto curricular Licenciatura en Bilogía, de la cual entregamos hoy como documento de síntesis y referencia el primer número, el cual emerge como un ejercicio construido a partir de las principales temáticas de investigación y representa también un avance relevante en las formas de comunicación y relación con otras comunidades científicas.


Este libro se presenta en dos partes. La primera recoge la producción en el campo científico disciplinar en seis capítulos; el primero da cuenta del grupo de investigación Proteoma; el segundo, del grupo de investigación Kumangy; el tercero, del grupo de investigación GICA; el cuarto, del grupo de investigación Ginud; el quinto, del Grupo Colombiano de Liquenología, y el sexto, del grupo Biodiversidad de Alta Montaña.


La segunda parte recoge la producción del campo de formación pedagógico y didáctico en seis capítulos. El primero, del grupo de investigación GICA; el segundo, del grupo de investigación BER; el tercero, del grupo de investigación Grinsaud; el cuarto, del grupo de investigación Ameci; el quinto, del semillero de investigación Intercitec, y el sexto, del grupo de investigación Ateneo. En lo que respecta a la presentación de la información, cada capítulo inicia con una breve reseña histórica del grupo y finaliza con la presentación de algunos artículos resultados de sus investigaciones.


Han participado en total 10 grupos de investigación con 53 autores que hicieron posible esta recopilación. La elaboración del documento fue todo un desafío, razón por la cual, como coordinadora del programa, deseo expresar mi mayor agradecimiento a cada uno de directores de grupos y semilleros; a los estudiantes-autores, por ser parte de este sueño, y a quienes acompañaron el equipo editorial, profesores Guillermo Fonseca Amaya, Gustavo Giraldo Quintero y Francisco Becerra Galindo. Al semillero de investigación Biología Enseñanza y Realidades, especialmente a Jhon Flórez Molina, Andrés García Melo, Jenny P. Morales Sánchez y Paola Aguilera Rocha, por su dedicación para hacer realidad esta producción, pero sobre todo por su paciencia. Al profesor Jorge Luis Ardila Montañez, por su permanente colaboración en el proceso. A todos los profesores del proyecto curricular Licenciatura en Biología. Obviamente, al equipo de publicaciones de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas.


Es este, entonces, un logro que dejamos con poca modestia a la comunidad académica como prospectiva, no sin antes mencionar que cada una de las palabras aquí plasmadas llevan alto contenido científico, de responsabilidad, saber y también incertidumbre. Pero no podemos olvidar que, sobre todo, cada autor ha dejado en estos escritos lo más profundo de su alma.


Elda Yanneth Villarreal Gil


Coordinadora


Proyecto Curricular Licenciatura en Biología (2014-2015)







PRIMERA PARTE



CAMPO CIENTÍFICO DISCIPLINAR









ACERCA DEL CAMPO CIENTÍFICO-TECNOLÓGICO



Durante más de cuarenta años el proyecto curricular Licenciatura en Biología ha aportado al país profesores de altas calidades y cualidades, quienes han sido reconocidos por sus fortalezas como docentes. Dentro de estas, una de las que más se ha destacado y reconocido en el medio social es su compromiso y preparación en el campo disciplinar, lo cual se debe al gran número de grupos de investigación que aportan en gran medida a la formación del licenciado en Biología, egresado de nuestra universidad.


Desde esta realidad, hace veinte años fue necesario generar un espacio en el cual se mostrara a la comunidad universitaria de la ciudad y el país todo el quehacer investigativo y científico producido por el otrora Departamento de Biología (hoy convertido en el actual proyecto curricular Licenciatura en Biología), y con el lema: “La investigación pieza clave en la ciencia”; el comité organizador de aquel momento, la dirección del departamento, la coordinación de carrera y en general los directivos de la Universidad apoyaron seriamente una idea que permitiera a toda la comunidad reconocer todo el avance que en el campo biológico se había desatacado durante la existencia del programa académico.


En aquel momento, el evento se llevó a cabo entre el 31 de agosto y el 1 de septiembre de 1995 y en tres sesiones reunió a veintiún (21) trabajos que fueron presentados dentro del evento transcurrido en el Auditorio Mayor de la sede Macarena A. Estas presentaciones se distribuyeron en tres (3) ponencias magistrales de invitados nacionales de reconocida trayectoria, cuatro (4) ponencias de investigaciones de profesores del Departamento de Biología y catorce (14) investigaciones que fueron resultados de trabajos de grado; 5 en el área animal, 4 en el área vegetal y 5 en un área integrada por temáticas en microbiología y biotecnología principalmente. En ese primer evento no se presentaron trabajos en el área de formación docente, lo que daba cuenta del gran impacto que tenían (y aún tienen) los desarrollos en el campo disciplinar biológico. También es de resaltar que el primer trabajo en el área de formación docente se presentó para el segundo seminario de investigaciones en el año 1996.


Hoy han transcurrido veinte años de madurez intelectual, de conocimiento producido y redimensiones curriculares que han generado nuevas investigaciones, grupos, semilleros de investigación y muchas líneas de trabajo, y hoy como ayer este evento ha mantenido y, por supuesto, mejorado su calidad, mostrando resultados en un campo de formación que es evidente de nuestra Facultad, científico y tecnológico, dentro del cual “se hace referencia a la formación del sujeto en una o varias áreas del conocimiento teórico-práctico y que lo conducen a la profundización en los saberes o disciplinas necesarias para la gestión en un determinando campo científico” (tomado del PEF de la Facultad de Ciencias y Educación).


Así, para esta versión número veinte que nos llena de orgullo, se ha decidido presentar, a manera de recopilación, desde el grupo de investigación Proteoma, dos interesantes investigaciones que versan sobre 1) estudio de polimorfismos del gen KCNQ1 asociados con la muerte súbita, y 2) estudio preliminar por LC/MS del contenido peptídico del veneno de la avispa solitaria Pepsis sp. (Himenoptera pompilidae).


Asimismo, el grupo de investigación en artrópodos Kumangui ha compartido dos (2) documentos que evidencian los importantes aportes que desde esta área de conocimiento se hacen al interior del programa académico con un gran impacto: 1) nuevos taxones de la tribu Plugidini (Orthoptera: Tettigoniidae), de los Andes y piedemonte llanero de Colombia, con comentarios acerca del estatus actual de la tribu, y 2) Montane Crabs (Decapoda: Pseudothelphusidae) from the Cloud Forests of the Sumapaz Eastern Subregion, Tolima (Colombia).


El Grupo de Investigación en Calidad Ambiental GICA, desde la sublínea de investigación en Ecología, presenta algunos resultados del proyecto Ensamblaje de macroinvertebrados acuáticos en un sector de la quebrada Límites (Encino, Santander).


El Grupo de Investigación de Neurociencias (GINUD) presenta un 1) análisis de los efectos de cannabis sobre la función pulmonar de estudiantes universitarios consumidores; asimismo, muestran los 2) efectos fisiológicos asociados a los hábitos de consumo de cannabis en universitarios residentes en Bogotá. Estas investigaciones han tenido repercusión al interior de la Institución y son ampliamente reconocidos sus resultados.


Desde el área de la botánica, el Grupo Colombiano de Liquenología presenta dos aportes:


1) sistematización de la colección de líquenes del herbario forestal Emilio Mahecha (UDBC)-sección criptógamas, bajo el sistema nacional de datos unificado del Instituto Humboldt; 2) líquenes asociados a palma de moriche (Mauritia flexuosa) y vegetación de bosque de galería en San Martín, Meta.


De esta manera, se puede apreciar una muestra de los desarrollos investigativos que se han adelantado al interior del Proyecto Curricular. No se pretende mostrar todo lo que se ha hecho, pero muy seguramente la cantidad de investigaciones realizadas y en curso nos permitirán sacar nuevas versiones de publicaciones como la que a continuación presentamos.
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Presentación


El grupo de investigación Proteoma UD se crea, informalmente, a partir de una charla de los profesores Luis Armando Quevedo y Julio César Calvo, días después de su ingreso como profesores de planta de la Universidad. Los dos profesores intercambian su experiencia en sus respectivos campos, el primero en mutagénesis y el segundo en péptidos con restricción conformacional. La institucionalización del grupo de investigación se solicitó al Consejo de Facultad de Ciencias y Educación en documento radicado con fecha 10-08-2004, y se inscribió en Colciencias en ese mismo mes, con el número de registro COL0032817, gran área: ciencias naturales, área de conocimiento: ciencias biológicas, programa nacional de C y T: biotecnología. En el mes de noviembre de 2004, se llevó a cabo la selección e iniciación de actividades de los estudiantes interesados en el Semillero del Grupo.


Respecto a los objetivos del grupo, se plantearon los siguientes:


1.Mejorar la reactividad antígeno-anticuerpo mediante el uso de péptidos con restricción conformacional que imiten fragmentos estructurados en proteínas.


1.Obtener macromóleculas a bajo costo que sean utilizadas en la obtención de sueros antipéptidos capaces de reconocer proteínas en su estructura nativa.


La misión del grupo plantea la “formación en proteómica e ingeniería de péptidos de estudiantes de áreas relacionadas con la química y la biología, como una herramienta para hacer frente a problemas en el área de la salud y el desarrollo de la agroindustria”.


La visión del grupo plantea que “para el año 2020 seamos un grupo que sea reconocido por su contribución al fortalecimiento investigativo de profesores y estudiantes, y por sus aportes al desarrollo de estrategias en el área de la ingeniería de péptidos y la proteómica que contribuyan a mejorar la calidad de vida en Bogotá, como ciudad-región”.


Líneas de investigación y proyectos de investigación asociados


Línea de investigación: identificación de marcadores moleculares en humanos, animales y plantas


Proyectos de investigación asociados a la línea


•Uso de péptidos como marcadores biológicos: estudio preliminar de estrategias de presentación de antígenos en pruebas de ELISA (2005-2007). Financiación CIDC.


•Aproximación proteómica al estudio de la respuesta a la infección por el virus de la hoja blanca en dos variedades de Orysa sativa L. (2012-2015-tesis doctoral prof. Nubia F. Barrera).


•Mutagénesis y biotecnología aplicada al mejoramiento del arroz (2008-2011). Financia Agencia Internacional de Energía Atómica (AIEA)-Universidad Distrital.


•Mutagénesis y genómica funcional aplicada al mejoramiento del arroz (2012-2017). Financia Agencia Internacional de Energía Atómica (AIEA)-Universidad Distrital.


Línea de investigación: ingeniería de péptidos y proteínas


Proyectos de investigación asociados a la línea


•Desarrollo de estrategias para el diseño y síntesis de péptidos con restricción conformacional (2005-2007). Financiación: CIDC.


•Diseño de un nanocore helicoidal para el acople de múltiples copias de un antígeno (2006). Financiación: CIDC.


•Aproximación proteómica al estudio de la respuesta a la infección por el virus de la hoja blanca en dos variedades de Orysa sativa L. (2012-2015-Ttesis doctoral Prof. Nubia F. Barrera).


Fundamentos conceptuales que soportan el desarrollo del gupo Proteoma UD


El genoma es el conjunto total de genes de un organismo y el proteoma, el conjunto de proteínas expresadas por el genoma. Mientras que podemos decir que un organismo es definido por un genoma, no podemos decir lo mismo del proteoma. A partir de un mismo genoma, se pueden expresar muchos proteomas, pues la expresión dependerá del ciclo celular, las condiciones externas al organismo y la historia del sistema. La proteómica comparativa compara el proteoma de individuos de una misma especie en condiciones diferentes y, de este modo, identifica las proteínas que lo diferencian. Estas proteínas son estudiadas individualmente y sirven como marcadores para diagnosticar enfermedades, así como individuos resistentes o susceptibles a diferentes enfermedades o a cambios del medio ambiente.


Los péptidos sintéticos (fragmentos de proteínas) han encontrado importantes usos en inmunología para caracterizar respuestas de anticuerpos (métodos de diagnóstico clínico) y para generar anticuerpos dirigidos hacia sitios específicos de las proteínas (vacunas sintéticas e identificación de proteínas en extractos de tejidos). Si un péptido puede generar anticuerpos contra un sitio esencial de una proteína de un agente patógeno, esto podría bloquear la infección y el péptido podría servir como vacuna. Sin embargo, los péptidos, en gran medida, son desordenados en agua e imitan muy mal los epítopes (fragmentos inmunogénicos) de la proteína nativa (Anfinsen, 1973). Debido a esto, es de esperarse que se reduzca la afinidad de los anticuerpos antipéptidos por las proteínas, en la generación de una respuesta neutralizante por parte de los péptidos. Las cavidades de unión de los anticuerpos generados por las estructuras desordenadas de los péptidos deben reflejar el desorden de los péptidos y, por lo tanto, la no unión a las superficies ordenadas de las proteínas nativas. Por consiguiente, se necesitan enfoques de diseño y síntesis para identificar las conformaciones de los epítopes de las proteínas e imitar estas estructuras con el uso de péptidos con restricción conformacional (Calvo et al., 2003a; Calvo y Satterthwai, 2005). Cuando se sintetizan fragmentos que imitan la estructura de epítopes de las proteínas, la reacción antígeno-anticuerpo se incrementa en gran medida (Calvo et al., 2003b).


Adicionalmente, el bajo efecto en protectividad inmunogénica de los péptidos cortos de menos de 20 aminoácidos ha generado un creciente interés en el desarrollo de estrategias químicas para la síntesis de macromoléculas puras. Con frecuencia, la inmunogenicidad de los péptidos cortos puede ser incrementada al unirlos a proteínas portadoras, como albúmina sérica bovina (BSA). Desafortunadamente, la efectividad de las moléculas conjugadas obtenidas por este enfoque generalmente no es tan exitosa como se esperaría debido a la generación de nuevos epítopes, reactividad cruzada y el efecto de supresión epítope específica, además de estar prohibido su uso a nivel humano. Con el fin de evitar el uso de proteínas portadoras, se han propuesto 2 enfoques generales para obtener las macromoléculas: los polímeros lineales de cisteína y los “péptidos dendrímeros”. Los péptidos dendrímeros son péptidos ramificados que contienen múltiples copias de una secuencia antigénica determinada (Shao y Tam 1995; Calvo et al., 1999).


Por todo lo anterior, nuestro objeto de estudio son las proteínas y las estrategias para identificarlas por métodos inmunoenzimáticos, con lo cual podemos determinar las característias de nuevas variedades vegetales por las proteínas expresadas por su genoma, diagnosticar enfermedades analizando sueros de pacientes y posiblemente contribuir a la generación de nuevas vacunas.


Referencias


Anfinsen, C. B. (1973). Principles that govern the folding of protein chain. Science, 181, 223-229.


Calvo, J. C. y Satterthwait, A. C. (2005). Imitando epítopes en proteínas: uso de ligandos hidrazona para la restricción conformacional. Rev. Cient., 7, 27-39.


Calvo, J. C., Rivera, Z. J., Carvajal, C. C., Bernal A., Chaves, F. A., Lozano, J. M., Trujillo, M., Guzmán, F. y Patarroyo, M. E. (1999). Síntesis de péptidos dendriméricos usando la estrategia de doble dímero. Rev. Colomb. Quim., 28(1), 27-34.


Calvo, J. C., Martínez, J. C., Patarroyo, M. E. y Satterthwait, A. C. (2003a). De la predicción al análisis antigénico: tras las huellas de un epítope conformacional. Rev. Acad. Colomb. Cienc., 27(102), 133-140.


Calvo, J. C., Choconta, K. C., Díaz, D., Orozco, O., Bravo, M. M., Espejo, F., Salazar, L. M., Guzmán F. y Patarroyo M. E. (2003b). An alpha helix conformationally restricted peptide is recognised by cervical carcinoma patient’s sera. J. Med. Chem., 46, 5389- 5394.


Shao, J. y Tam, J. P. (1995). Unprotected peptides as building blocks for synthesis of peptide dendrimers with oxime, hydrazone and thiazolidine linkages. J. Am. Chem. Soc., 117, 3893-3899.





ESTUDIO DE POLIMORFISMOS DEL GEN KCNQ1 ASOCIADOS CON LA MUERTE SÚBITA



Andrea Paola Duque*


Leslie Milena Gutiérrez**


Julio César Calvo Mozo***


Resumen


El síndrome de QT largo es una perturbación del sistema de conducción cardíaco que interviene principalmente en la repolarización ventricular. Esta alteración puede ser congénita y, frecuentemente, sugiere un patrón hereditario o puede ser adquirida por el uso de algunos medicamentos. En este estudio, se muestran los polimorfismos génicos asociados al síndrome de QT largo; se explica desde el punto de vista molecular la tasa de variaciones descritas, lo que da lugar a mejores herramientas para el diagnóstico de la enfermedad en el futuro, prevenir eventos tan graves como la muerte súbita en los pacientes que han sido diagnosticados y en los pacientes asintomáticos.


Los polimorfismos del gen KCNQ1 más comunes en Colombia se observan en la región de la proteína KCNQ1, en el fragmento comprendido entre los residuos de aminoácido del 130 al 160 (F LIVLVCLIFS VLSTIEQYAA LATGTLFWM). El residuo L134 se cambia por P134 o por F134+S135, en un caso, y en el otro, el residuo T153 por el residuo M153. Tomando como base estos cambios, se calculó la estructura de la proteína y se diseñaron tres péptidos con restricción conformacional a alfa hélice. Se propone el uso de los péptidos JLAZ-LIVPVCLIFS-GC, JLAZ-LIVFSVCLIFS- GC y JLAZ-YAALAMGTLF-GC, con restricción conformacional a alfa-hélice, para ser inoculados en ratones y generar anticuerpos que reconozcan las secuencias mutantes en la proteína nativa y así diagnosticar de forma temprana dicha anomalía en pacientes.


Palabras clave: muerte súbita, síndrome de QT largo, polimorfismos, péptidos con restricción conformacional, biomarcadores.


Introducción


El síndrome del QT largo es una enfermedad cardiaca que está presente desde el nacimiento, es decir, es congénita, y se caracteriza por perturbaciones de la frecuencia cardiaca denominadas arritmias ventriculares polimorfas. Se asocia con un mayor riesgo de pérdida de la consciencia recurrente, convulsiones y muerte súbita. El síndrome del QT largo lleva este nombre debido a su característica distintiva en el electrocardiograma, donde el intervalo QT (distancia medida desde el principio del complejo QRS hasta el final de la onda T) está prolongado. Además, con frecuencia las ondas T tienen una morfología peculiar ante determinados estímulos, el latido rítmico del corazón se degenera en una taquicardia (latido anormalmente rápido del corazón) conocida como “torsade de pointes” (torcedura de las puntas), que es la arritmia característica de este síndrome.


En 1953, se reportó el caso de un niño con sordera congénita y episodios cardiacos repetitivos; por primera vez describieron los hallazgos electrocardiográficos de un intervalo QT prolongado de una manera anormal, pero no fue hasta 1995 cuando se describieron los primeros genes asociados al síndrome, aun así fue la primera descripción de enfermedad producida por una anormalidad en el funcionamiento de los canales iónicos en células cardiacas.


Las situaciones alarmantes son que han pasado alrededor de 20 años desde la identificación de la primera mutación asociada al síndrome de QT largo y no se observan mayores avances en su diagnóstico; asimismo, la alta frecuencia de este padecimiento evidenciada en la descripción de casos y la información de pacientes que no presentaban síntomas y tenían muerte súbita, u otros en los que el consumo habitual de ciertos medicamentos llevaba a padecer QT largo. Es decir, el síndrome de QT largo puede ser congénito o adquirido, así como sintomático o asintomático; características preocupantes, pues actualmente no hay herramientas de diagnóstico concretas ni soluciones eficaces para la enfermedad, por ello, se evidencia la importancia de documentar e investigar sus bases moleculares.


Las investigaciones sobre canalopatías asociadas al síndrome de QT largo han permitido la detección de 13 genes asociados al padecimiento; se han identificado las mutaciones del gen KCNQ1 como las causantes de más del 35 % de los tipos de QT largo en el mundo. Para Colombia, el subtipo más frecuente es el SQTL1, asociado al exón 3 del mismo gen.


En este estudio, realizamos una revisión acerca de los polimorfismos génicos asociados al síndrome de QT largo, identificando las variantes génicas para el exón 3 del gen KCNQ1, lo que nos permite realizar un análisis comparativo de estructura de la proteína relacionada con este gen y la selección de secuencias que permiten el diseño de péptidos restringidos conformacionalmente para imitar la estructura de dichas secuencias en la proteína nativa. Estos péptidos con restricción conformacional podrán ser usados como biomarcadores en la detección temprana de estas mutaciones, relacionadas con la muerte súbita en personas asintomáticas y con otras patologías como la sordera y la falla renal, lo que permite establecer una nueva metodología para el diagnóstico de la enfermedad en el futuro y la prevención de eventos tan graves como la muerte súbita en las personas que se encuentran enteradas de su padecimiento e, incluso, en las que no parecen ser asintomáticas.


Objetivos


Objetivo general


•Identificar las variantes del gen KCNQ1, asociado el síndrome de QT largo tipo 1, y proponer una metodología que permita la detección de las mutaciones más frecuentes en Colombia.


Objetivos específicos


•Identificar las variantes del gen KCNQ1 en el exón 3.


•Predecir la estructura de la proteína relacionada con el gen KCNQ1.


•Seleccionar fragmentos de la proteína que puedan servir como candidatos para su detección.


•Diseñar péptidos con y sin restricción conformacional que imiten los fragmentos seleccionados.


Problema


Las arritmias cardiacas constituyen un problema de gran impacto por el número de muertes que causan en la población y por el gasto para los sistemas de salud debido a los cuidados y tratamientos especializados que requiere. El síndrome de QT largo causa un trastorno de la frecuencia cardíaca (pulso) o del ritmo cardíaco. El corazón puede latir demasiado rápido (taquicardia), demasiado lento (bradicardia) o de manera irregular, lo que causa una prolongación de la repolarización cardiaca que altera la estabilidad eléctrica del corazón y predispone a los pacientes afectados al paro cardiaco repentino; el único tratamiento que tenemos es el uso de marcapasos. Esto se debe al desconocimiento parcial del origen de la enfermedad.


Según Priori, en 2009, solo el 70 % de los pacientes que padecen esta enfermedad pueden acceder a un diagnóstico genético. En la actualidad, se conocen genes involucrados en la aparición del síndrome de QT largo en distintas poblaciones a nivel mundial, entre los cuales se han descrito cientos de variantes en 13 genes, lo cual ocasiona que los diferentes tipos de síndromes de QT largo se diferencien entre sí en cuanto al nivel de riesgo de muerte súbita, la frecuencia de los episodios de arritmia cardiaca y la respuesta a las sustancias químicas presentes en los medicamentos.


Debido a que el síndrome tiene su origen en la alteración de diferentes canales iónicos implicados en el potencial de acción cardiaco, se ha identificado como factor de riesgo en arritmias ventriculares potencialmente fatales en pacientes postinfarto del miocardio, diabéticos e, incluso, en personas aparentemente normales (Schouten et al., 1991). Por lo anterior, se hace imprescindible que se calculen adecuadamente los valores normales del intervalo QT en diferentes situaciones clínicas, pues, según Lapointe et al. (2002), un número importante de médicos no lo saben medir, y solo el 36 % lo hace en forma correcta.


Ante la falta de conocimiento acerca del síndrome, se pone de manifiesto la importancia de investigar sus bases genéticas, no solo para su diagnóstico de manera concreta, sino para formular alternativas terapéuticas y, en un futuro, detectarlo tempranamente, como se reveló en la Conferencia Europea de Genética Humana, que se llevó a cabo en Núremberg en junio del 2012, en la que se sugirió, a partir de un estudio realizado por la Universidad de Pavia en Italia, que el síndrome de QT largo puede ser el factor incidente en el 8 % de los casos de muerte fetal tardía, por ello, es de vital importancia implementar estudios genéticos a futuras madres, pero, por el costo que ello implicaría, se propuso un test como inicio de esta práctica, ya que la incidencia de los casos va en aumento.


Teniendo en cuenta las características mencionadas anteriormente, ¿es posible proponer una metodología eficiente para el reconocimiento de los productos derivados de las mutaciones del gen KCNQ1 en Colombia?


Concepto


El síndrome de QT largo es una perturbación de la repolarización cardíaca que puede ocasionar taquicardia ventricular, identificada en el electrocardiograma como torsade de points (puntos torcidos, en francés), y que puede causar la muerte súbita cardíaca. El síndrome puede ser congénito o adquirido; la forma congénita es una enfermedad que afecta el canal iónico, debido a mutaciones en los genes que codifican para la proteína transmembranal de los canales iónicos de sodio, calcio o potasio (Towbin y Vatta, 2001). Estas anomalías congénitas cambian la configuración del potencial de acción, que resulta en una función anormal de los canales, lo cual genera una deficiencia en el paso de los respectivos iones a través de la membrana (Grant y Am, 2001).


Antecedentes


En 1953, Herrlin y Möller reportaron el caso de un niño con sordera congénita, repetidos desmayos y, por primera vez, hallazgos electrocardiográficos de un intervalo QT anormalmente prolongado, lo que evidenciaba alteraciones en la onda T con un descenso en la frecuencia cardíaca. En 1957, Jervell y Lange Nielsen publicaron sus hallazgos en una familia de padres no consanguíneos con 6 hijos, cuatro de los cuales tenían sordera congénita y episodios de desmayos, de los cuales 3 tuvieron muerte súbita. El electrocardiograma de los casos mostraba siempre un intervalo QT inusualmente largo (Medeiros, 2007).


En 1995, se describieron los primeros genes asociados al síndrome de QT largo (Splawski et al., 1995), fue la primera perturbación de los canales de calcio, sodio o potasio de implicación cardiaca descrita como tal y, quizá, la mejor estudiada hasta la fecha. Se han identificado ya los genes que explican 70 %-75 % de los casos. En 25 %-30 % de los pacientes no se encuentran alteraciones en los genes descritos (Napolitano, 2006).


Características clínicas y fisiológicas del síndrome de QT largo


El corazón es una bomba que funciona con base en el potencial de acción. Un potencial de acción es el mecanismo básico mediante el cual hay un intercambio entre la información del sistema nervioso y cualquier tipo de músculo; en el caso del músculo cardiaco, la activación eléctrica se origina en el nódulo sino auricular; esta activación se conduce a lo largo de todo el miocardio en una secuencia temporal específica, posterior a la cual se presentarán movimientos que también son desarrollados de una forma secuencial y única.


La secuencia de esta actividad inicia por la activación y la contracción de las aurículas, lo cual permite el paso del flujo sanguíneo hacia los ventrículos que también han debido activarse milisegundos después, gracias a la ejecución del potencial de acción.


En el corazón, se han identificado 2 tipos de potenciales de acción, uno de ellos llamado de respuesta rápida, debido a la activación de los canales rápidos de sodio, y otro llamado de respuesta lenta, porque su activación se da por los canales lentos para el calcio. Los potenciales de respuesta rápida se encuentran en las células del miocardio auricular, ventrículos, haz de His y fibras de Purkinje, y los de respuesta lenta en el nódulo sinoauricular y nódulo auriculoventricular.


Para regular el ingreso o salida de iones, los canales iónicos pueden estar abiertos o cerrados; el proceso de transición del estado abierto al estado cerrado (y viceversa) se conoce como gating. Algunos canales se abren o cierran aleatoriamente sin importar el valor del potencial membranal y se dice que su gating es independiente de voltaje. En condiciones normales, el transporte de iones a través de la membrana genera un potencial de acción que permite la activación de los canales de K dependientes de voltaje, lo cual genera la recuperación de las cargas por parte de la célula, es decir, la repolarización cardiaca. En el caso del síndrome de QT largo, hay un retraso en la repolarización del miocardio producida por la prolongación del intervalo QT y mayor riesgo de convulsiones, desmayos y muerte súbita cardiaca en individuos jóvenes con un corazón estructuralmente normal.


Síntomas y diagnóstico


La mayoría de los pacientes con síndrome de QT largo son asintomáticos; cuando se dan síntomas, los más comunes son el desmayo y la arritmia. Asimismo, a menudo presentan un intervalo QT prolongado durante el ejercicio físico, en momentos de emoción intensa (por ejemplo: temor, ira o dolor) o en reacción a un sonido fuerte en el 85 % de los casos (Skinner, 2007).


El paciente puede manifestar desmayos y convulsiones desencadenadas por excitación emocional (miedo, ira, despertar adrenérgico, estimulación auditiva) o por ejercicio, particularmente la natación se ha sugerido como un desencadenante aislado, ahogamientos inexplicados o accidentes de tránsito (Ackerman et al., 1988).


Debido a estas características, el diagnóstico se dificulta en los exámenes rutinarios, por ello, Schwartz publicó una escala en 1993 con los criterios diagnósticos para el síndrome de QT largo, los cuales siguen vigentes hoy en día, y cuentan con una especificidad del 99 %, pero con una muy baja sensibilidad (19 %) (Hofman et al., 2007). La historia familiar es muy importante, un interrogatorio detallado puede revelar una larga historia de desmayos y muerte súbita a temprana edad en familiares de primer grado de consanguinidad e, inclusive, en familiares más remotos. En caso de fuerte sospecha de padecer el síndrome, se realizan el electrocardiograma convencional y el estudio de esfuerzo, donde se lleva una lectura continua de la frecuencia y el ritmo cardiaco durante un periodo de 24 horas mediante un dispositivo de grabación; también se administra una dosis de adrenalina para desenmascarar los casos sospechosos. Por último, se puede realizar un estudio genético.


QT largo adquirido


Muchos medicamentos antiarrítmicos, antibióticos, anticonvulsivantes, antidepresivos, antifúngicos, antihistamínicos, diuréticos y vasodilatadores prolongan el intervalo QT, lo cual lleva a la producción de proarritmia. Los niveles de potasio y de calcio también alteran el QT (Skinner, 2007). Los factores que pueden causar el síndrome adquirido son: anomalías metabólicas, abuso de cocaína, envenenamiento por organofosforados, accidente cerebrovascular agudo, encefalitis, traumatismo craneal, isquemia miocárdica, miocarditis, inanición, dietas líquidas de proteínas, hipotiroidismo, hiperparatiroidismo, neuropatía autonómica, VIH (Kocheril et al., 1997).


Genes implicados en el síndrome de QT largo


Recientes descubrimientos en el síndrome de QT largo mediante estudio de casos en diferentes países han descrito cientos de mutaciones relacionadas con 12 genes, de los cuales 3 representan el 75 % de las causas del síndrome (KCNQ1, KCNH2 y SCN5A), ubicados en 7 cromosomas, los cuales están implicados en la codificación de la síntesis de subunidades proteicas de canales que participan en el potencial de acción que se expresan en otros tejidos, aparte del cardiaco, como: cerebro tejido adiposo y páncreas (Neel, 1962). La clasificación usada en la actualidad se fundamenta en el diagnóstico genético. Tenemos así los siguientes subtipos (tabla 1).




Tabla 1. Tipos de SQTL
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*AD: Autosomica Dominante.


Fuente: adaptado de Schwartz (2004) y Priori et al. (2009).





Síndrome de QT largo tipo 1 (SQTL1)


Es el subtipo más frecuente con un 30 % a 35 % de los casos en el mundo (Schwartz et al., 2001). En gen afectado, es el KvLQT1, más conocido como KCNQ1, el cual se encuentra compuesto por 19 exones con un tamaño aproximado a 400 kb, ubicado en el locus 11p15.5 y codifica para la subunidad alfa formadora del poro de un canal de potasio dependiente de voltaje. La primera proteína traducida (isoforma1) consiste en 676 aminoácidos y consta de 6 dominios transmembranales, un poro en forma de bucle (loop), una secuencia de reconocimiento de los canales de potasio, los extremos carboxilo terminal que se encuentran dentro de la célula y el sensor de voltaje localizado en un segmento denominado S4.


Se ha sugerido que se requieren 4 proteínas KCNQ1 para ensamblarse y formar un canal funcional; no forma canales con otras 3 subunidades diferentes (heterotriméricas) de otras proteínas KCNQ y el dominio localizado entre los residuos 589 y 620 cerca del extremo carboxilo terminal es el responsable de esa especificidad en el ensamblaje (Neel, 1962).


La habilidad de interacción que presenta la función del canal KCNQ1 con beta subunidades y otros factores conduce a la formación de complejos con propiedades funcionales nuevas, las cuales se evidencian por su expresión en otros tejidos aparte del cardiaco como: cerebro, tejido adiposo, páncreas, riñones, intestino, oído interno, pulmón y estómago.


Metodología


El término polimorfismo se refiere a la presencia de dos o más formas de un gen en una población, con una frecuencia igual o superior al 1 %. Estos diferentes alelos, que son las posibles formas alternativas de un gen, son el resultado de una variación genética. Un polimorfismo puede determinar o no diferencias de su expresión, es decir, de sus fenotipos (Braund et al., 2008), por ello, el paso inicial fue la identificación de los polimorfismos del gen KCNQ1 asociado al síndrome de QT largo tipo 1, elegido por ser el más frecuente a nivel mundial y en Colombia.


La función de una proteína está determinada por su forma tridimensional, establecida por una secuencia única de aminoácidos codificados por los genes, por ello, es de suma importancia la predicción o el cálculo de la estructura tridimensional en el momento de diseñar péptidos para usos en campos como la farmacéutica, diagnósticos médicos y otros.


Predicción de estructura primaria de la proteína


Adicionalmente, se utilizó la herramienta ExPASy con la finalidad de analizar la secuencia de los aminoácidos y la composición de la proteína, puesto que un análisis de la estructura primaria de una proteína permite predecir algunas de las propiedades fisicoquímicas. ExPASy es un Portal de Recursos Bioinformática que proporciona acceso a bases de datos científicas y herramientas de software en diferentes áreas de ciencias de la vida, incluyendo la proteómica, la genómica, la filogenia, la biología de sistemas, la genética de poblaciones, transcriptómica, entre otros.


Predicción de estructura secundaria de la proteína


La estructura secundaria está basada en secuencias y predicciones de características como la solubilidad y afinidad de la interacción entre los residuos de aminoácidos. La precisión local fue definida como la desviación de la distancia entre las posiciones de cada residuo en cada modelo y la estructura nativa. Para estas predicciones, se utilizó la herramienta de primera generación Chou-Fasman que determina los sitios de alfa-hélice o lamina beta, la cual brinda una mayor exactitud en la predicción de estructuras secundarias atribuida a la capacidad de alinear la secuencia de la proteína objeto de estudio con otras de la misma familia; se encontraron integrantes de la misma con estructura conocida, lo cual facilita la asignación de la estructura secundaria (Rost et al., 1993).


Al reunir todas las predicciones, se procedió a seleccionar los fragmentos de la proteína que pueden servir como candidatos para su detección por medio de ensayos inmunienzimáticos al diseñar péptidos con y sin restricción conformacional que funcionen como imitadores de los fragmentos seleccionados.


Predicción de estructura 3D de la proteína


Para realizar la predicción de la estructura de la proteína, se utilizó la aplicación I-Tasser, esta genera la predicción de la estructura secundaria, provee hasta 5 mode-los de estructura terciaria de la proteína, basados en estructuras reportadas en diferentes bases de datos a través de una puntuación de confianza que permite identificar la precisión de la predicción sin conocer los datos experimentales. El servidor fue valorado como el mejor de los programas para evaluar la estructura de las proteínas y las predicciones en función de los experimentos Evaluación Crítica de las Técnicas para la Predicción Estructural Proteica (CASP, por sus siglas en inglés). Actualmente hay más de 20.000 científicos registrados en más de 100 países que están utilizando la aplicación I-TASSER.


Alineamiento de secuencias proteínicas


Si dos proteínas o genes se parecen mucho a lo largo de toda su longitud, asumimos que se trata de proteínas o genes que tienen expresiones fenotípicas similares, aunque su origen sea diferente, es decir, genes homólogos. Una de las técnicas más utilizadas para detectar potenciales homólogos en bases de datos de secuencias se fundamenta en la cuantificación de la similitud entre pares de secuencias y la determinación de la significancia estadística de dicho parecido. Estas magnitudes son las que reportan los datos estadísticos de BLAST al generar una comparación de cualquier secuencia problema contra una gran cantidad de secuencias alojadas en dichas bases de datos previamente caracterizadas y así poder relacionar su función. Por ello, se realizó un alineamiento pareado a través de la herramienta BLAST, utilizando las secuencias alojadas en el Protein Data Bank (PDB) para comprobar que la secuencia nativa elegida en la elaboración de los péptidos es específica para las respectivas mutaciones de la proteína KCNQ1.


Resultados


Identificación de las mutaciones


El síndrome de QT largo tipo 1 es el subtipo más frecuente, con más de un 30 % de prevalencia a nivel mundial y más de 50 % en Colombia, según Zúñiga y Zuluaga (2008). El SQTL 1 es causado por mutaciones en el exón 3 (nucleótido 87.938 al 88.028) del gen que codifica la proteína KCNQ1, esta región en la proteína corresponde a los residuos de aminoácido del 130 al 160.


La secuencia fue tomada a partir de la información generada por la búsqueda en NCBI. A continuación se encuentran los datos de acceso y la estructura de la proteína KCNQ1 humana.














	LOCUS:


	KCNQ1_HUMAN







	TAMAÑO:
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	NAME:


	Potassium voltage-gated channel subfamily KQT member







	DBSOURCE:


	UniProtKB: locus KCNQ1_HUMAN, accession P51787;







	CLASS:
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	SOURCE:


	Homo sapiens (human)
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Tabla 2. Polimorfismos descritos hasta el momento para el fenotipo QTL1
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Al identificarlos, tenemos que en el fragmento (F LIVLVCLIFS VLSTIEQYAA LATGTLFWM), el residuo L134 se cambia por P134 o también por F134+S135, otro cambio puede ser del residuo T153 por el residuo M153.


Análisis de estructura primaria de la proteína


Se realizó búsqueda en el PDB de la proteína que conforma el canal de potasio KCNQ1, encontrada con el ID P51787. Una vez obtenida la secuencia en formato FASTA, se utilizó la herramienta ExPASy, con el fin de analizar la secuencia de los aminoácidos y la composición de la proteína.


Los parámetros se han calculado para la siguiente característica: FT CADENA 1-676 subfamilia canal de potasio dependiente de voltaje. El cálculo se ha realizado en la secuencia completa (676 aminoácidos).


El peso molecular (Da): 74.698,60 (masa media), 74,651.49 (masa monoisotópico) PI teórico: 9,88.


La región estudiada comprende 2 segmentos transmembrana y un dominio topológico.




Figura 1. Gráfico, escala de Swispro*


[image: images]


* La escala Swisprot permite observar en el eje de las coordenadas la posición de los aminoácidos y el del orden de la puntuación asignada para cada tipo de aminoácido, reflejando en este caso su carácter hidrofilico. Los residuos con la más alta puntuación hidrofílica están entre las regiones 135-145, 200-220 y 340 - 350. Estos sitios tienen una alta probabilidad de encontrarse en la superficie de la proteína.





Análisis de estructura secundaria de la proteína


Para analizar la estructura secundaria de la proteína, se utilizó la herramienta Secondary Structure Prediction by Chou-Fasman, GOR and Neural Network, alojada en la web http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/MIX/.


Este análisis permitió evidenciar que el segmento que contiene las mutaciones del residuo 134 tiende a ser una alfa hélice en la proteína nativa, mientras que al presentar la mutación L134P, la probabilidad que se forme una lámina beta aumenta. Por el contrario, en la mutación T153M, el residuo conserva su capacidad de formar hélices; sin embargo, el cambio del residuo genera un cambio de los aminoácidos adyacentes, lo que disminuye la probabilidad de formar láminas beta.


La línea roja representa la probabilidad que tiene la proteína de formar una hé-lice, mientras la azul representa la probabilidad de formar una lámina beta. En naranja se encuentra el lugar de la mutación, en verde se muestra la modificación que ocurre en otros segmentos de la proteína por causa del cambio de un aminoácido.


Adicionalmente, a través de los algoritmos usados por la aplicación I-TASSER, se obtuvo la predicción de la estructura secundaria de la proteína; se comprobó que los residuos 130 a 160 corresponden a una alfa hélice; sin embargo, para realizar el diseño de péptidos conformacionales que identifiquen las mutaciones específicas de dicho segmento, es necesario evaluar los diferentes modelos predichos para la estructura terciaria de la proteína.


Estructura terciaria de la proteína


Cálculo de la estructura de la proteína KCNQ1


El puntaje C es una medida de confianza para la estimación de la calidad de los modelos previstos por I-TASSER. Se calcula con base a la importancia de las alineaciones y los parámetros de convergencia de las simulaciones de ensamblaje de estructura. El puntaje C está típicamente en el intervalo de [-5,2], donde un C-score de valor mayor representa un modelo con una alta confianza y viceversa.


Los puntajes TM y RMSD son estándares conocidos para medir la similitud existente entre dos estructuras que usualmente son usadas para calcular la precisión del modelado estructural cuando se conoce la estructura nativa. En una prueba que tomó como punto de referencia 500 proteínas no homólogas, se encontró que el puntaje C está altamente correlacionado con el puntaje TM y RMSD. El coeficiente de correlación de C-score del primer modelo con el puntaje TM de la estructura nativa es de 0,91, mientras que el coeficiente del puntaje C con RMSD para la estructura nativa es de 0,75 (Yang et al., 2015).


Teniendo en cuenta los parámetros anteriores en los resultados obtenidos, elegimos el modelo 1 por presentar el C-score de mayor valor respecto a los demás modelos.


[image: images]


En la figura 2 se observa el fragmento estudiado, donde son señaladas las ubicaciones de los residuos de aminoácidos 130 y 160; corresponde a una alfa hélice en el modelo 1 de la proteína.




Figura 1. Modelo 2 de predicción completo a izquierda y vista aumentada de la alfa hélice del modelo 1 con ubicación de residuos 130 a 160


[image: images]





Diseño de péptidos con y sin restricción conformacional


Se ha demostrado que anticuerpos monoclonales obtenidos contra péptidos sintéticos son capaces de reconocer segmentos de proteínas nativas, estas respuestas pueden ser potenciadas si los péptidos son diseñados con restricción conformacional; los residuos 130-160 de la proteína KCNQ1 corresponden a una alfa hélice, por ello, los péptidos diseñados deben realizarse con la misma restricción conformacional, pero al tener en cuenta la ubicación de 2 segmentos transmembrana y un dominio topológico de la proteína, se debe asegurar el reconocimiento de dichas fracciones que pueden variar debido a su hidrofilia o hidrofobia dependiendo el segmento; para ello, se debe contar también con el diseño de péptidos sin restricción conformacional.


El fragmento proveniente de la proteína KCNQ1 se estabiliza como alfa hélice introduciendo los ligandos J (ácido 5,5-dimetoxi-1-pentanoico) y Z (ácido-propilideno-2-Fmochidrazinoacético), dejando entre ellos los aminoácidos leucina (L) y alanina (A). La secuencia obtenida, JLAZ, se denomina sitio de nucleación. El segmento de la proteína KCNQ1 se estabiliza como alfa hélice, colocando el sitio de nucleación en el extremo de la secuencia proteica (Calvo y Satterthwait, 2005).


Alineamiento de la secuencia de estudio


Para comprobar que la secuencia elegida en la elaboración de los biomarcadores es específica para las respectivas mutaciones de la proteína KCNQ1, se realizó un alineamiento pareado a través de la herramienta BLAST, utilizando las secuencias alojadas en el PDB. El alineamiento mostró poca afinidad de la secuencia con otras proteínas; las secuencias propuestas teóricamente serán específicas para reconocer las mutaciones relacionadas con el SQTL tipo 1, esto nos indica que no existirán falsos positivos por acoplamiento de la secuencia con otras proteínas presentes en el paciente, lo que facilita un diagnóstico acertado.


Propuesta


Luego de evaluar las variables descritas, mediante las herramientas de ExPASy, Chou-Fasman, I-TASSER y BLAST, se propone el uso de los péptidos JLAZ-LIVPVCLIFS- GC, JLAZ-LIVFSVCLIFS-GC y JLAZ-YAALAMGTLF-GC, con restricción conformacional a alfa-hélice, para ser inoculados en ratones donde se puede determinar la especificidad de los antisueros a través de distintas diluciones, y generar, de esta manera, anticuerpos detectables capaces de reconocer las secuencias mutantes de la proteína nativa, para así plantear una estrategia útil en el diagnóstico temprano del síndrome de QT largo en pacientes asintomáticos.


Conclusiones


Se encontraron 3 variantes génicas responsables de producir síndrome de QT largo tipo 1, en el exón 3 que se encuentra reportado como el de mayor incidencia en casos de SQTL en Colombia. Los cambios en el nucleótido Timina en la posición 401 del gen, por Citosina que se traduce en el cambio del aminoácido Leucina en la ubicación 134 de la proteína, por Prolina. Cambios en un nucleótido Guanina en la posición 403 del gen que se traduce en un cambio de la Leucina en la ubicación 134 de la proteína, por Fenilalaina más el aminoácido Serina y, por último, un cambio de Citosina en la posición 458 del gen, por Timina que se traduce en el cambio del aminoácido Treonina en la ubicación 153 de la proteína, por Metionina.


Para la proteína que forma el poro del canal de potasio, se plantearon 3 secuencias peptídicas conformacionales, específicas para la identificación de las mutaciones relacionadas con la expresión del gen, agregando un residuo JLAZ a los péptidos JLAZ-LIVPVCLIFS-GC, JLAZ-LIVFSVCLIFS-GC y JLAZ-YAALAMGTLF-GC y sus análogos lineales, es decir, péptidos no conformacionales correspondientes a cada uno de los 3 polimorfismos identificados en el exón 3 del gen KCNQ1. Esto para la identificación de las mutaciones específicas en los 676 residuos del canal de K en células cardiacas, pulmonares, neuronales, renales, intestinales y del oído interno.


Se plantea, de esta manera, una metodología para la detección de las mutaciones en la proteína nativa mediante ensayos inmunoenzimáticos como una nueva herramienta en el diagnóstico temprano del síndrome de QT largo.
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Resumen


El estudio del contenido peptídico del veneno de los himenópteros ha cobrado una gran relevancia en las últimas décadas, se ha demostrado que dentro de dichos complejos, se pueden identificar diversas sustancias que tienen una actividad biológica importante; la gran mayoría de investigaciones han mostrado que en estos extractos se pueden reconocer sustancias activas como toxinas, antimicrobianos y depresores del sistema nervioso. Estos ensayos se han centrado en la caracterización y purificación de uno o un grupo de péptidos de actividad biológica específica, pero aún se desconoce la complejidad desde el punto de vista de la composición de estos venenos. Por esta razón, se realizó un análisis por cromatografía líquida acoplada a masas del extracto de veneno de la avispa solitaria Pepsis sp., con el fin de determinar el perfil cromatográfico, la composición másica de los compuestos presentes en este, e identificar si existe alguna relación de estos pesos moleculares con péptidos que se han reportado previamente en diferentes especies de avispas, especialmente en individuos de la familia Pompilidae.


Como resultado del análisis, se registraron las masas moleculares de 250 posibles compuestos, las cuales oscilan entre 825 Da y 2175 Da; se encontraron 6 reportados en avispas y, de estos, 3 muestran relación con los péptidos identificados en Pompílidos, los cuales tendrían función antimicrobiana y bloqueadora de los receptores nicotínicos.


Palabras clave: Pompilidae, péptidos, cromatografía líquida, espectrometría de masas.


Introducción


El análisis de los péptidos presentes en los venenos y el estudio de la composición química han llevado a los científicos a encontrar diversas sustancias tóxicas, que po-seen actividad biológica aprovechable. Por ello, en las últimas décadas, aumentaron de manera estrepitosa los hallazgos de péptidos con características interesantes desde el punto de vista médico y farmacológico, lo que brinda infinidad de posibilidades contra la actividad de patógenos como bacterias Gram + y Gram –, entre otras; además de los variados usos aplicables en la industria alimenticia (Palma, 2006).


Una de las líneas de investigación más grande en esta materia sin duda ha sido la búsqueda de antimicrobianos, los cuales tienen una gran aplicabilidad farmacológica. Estos péptidos antimicrobianos se encuentran en todos los grupos animales incluyendo los humanos (Kastin, 2006). Individuos como artrópodos e insectos, al no presentar sistemas inmunológicos definidos, se caracterizan por poseer una elevada cantidad de péptidos antimicrobianos (Cuadrado y Soraya, 2012). Los péptidos en los insectos, una vez producidos, son expresados en su cuerpo graso y repartidos a diversas zonas de su anatomía para protegerlos de ataques bacterianos o desempeñar múltiples funciones fisiológicas (Raa, 1996).


En las avispas solitarias, inicialmente las investigaciones se centraron en identificar las sustancias del veneno que eran encargadas de paralizar por un tiempo prolongado las presas. En la familia Pompilidae, las sustancias responsables son dos toxinas, las cuales se describieron como Pompilotoxina α y β (Sahara et al., 2000). Por otro lado, los estudios de purificación por HPLC-RP permitieron identificar péptidos antimicrobianos en varias familias: Scolidae, Eumeninae, Polistinae y Pompilidae (Palma, 2006). La importancia de estos péptidos antimicrobianos radica en que se ha demostrado una baja actividad de hemolisis de eritrocitos y un alto rango de supresión de cepas bacterianas (Konno et al., 2001), lo que las hace ver como posibles elementos que pueden llegar a usarse en humanos debido a su gran efectividad, incluso se han descrito y aislado del veneno de avispas solitarias sustancias como la Anoplina y Eumenitina, las cuales presentan una destacada acción frente a promastigotes de Leshmania y Plasmodium sp. (Carter et al., 2013). Lo anterior muestra un amplio panorama y una ruta prometedora de investigación médica; sin embargo, a pesar de todo el avance que se ha tenido en la identificación y caracterización de péptidos en los venenos de avispa, es difícil poder acertar sobre cuál es la complejidad peptídica que presentan dichos venenos. La brecha es muy amplia debido a que las investigaciones no abordan este problema puesto que es más fructífero y menos costoso enfocarse en la purificación y síntesis de las moléculas con acción biológica confirmada.


La presente investigación pretende aportar a los conocimientos de la composición peptídica del veneno de avispas, por medio de un análisis de cromatografía líquida acoplada a masas de todo el contenido de la bolsa de veneno de la especie Pepsis sp., mediante el cual se puede tener un registro global de las masas moleculares de los posibles péptidos que lo componen, para, de esta manera, tener un marco de referencia y lograr reconocer por comparación de los pesos moleculares los péptidos que previamente hayan sido aislados del veneno de otros véspidos.


Objetivos


•Establecer el perfil cromatográfico y la composición másica de los compuestos peptídicos presentes en el veneno de la avispa solitaria Pepsis sp.


•Obtener el registro de las masas moleculares entre 1000 y 3000 Da de los compuestos presentes en el extracto de veneno.


•Comparar las masas moleculares identificadas con los péptidos reportados para otras especies de avispas.


Problema


El veneno de los Pompílidos es una fuente rica de péptidos de acción biológica aprovechable, debido a la naturaleza y el uso que la avispa le da al momento de la caza (Coello, 2000). Las investigaciones sobre el contenido peptídico del veneno de este tipo de avispas se ha centrado en la identificación de uno o un grupo de péptidos para cada especie; se han aislado antimicrobianos, citotóxinas, miotóxinas, entre otros (Baek, 2010). Estos estudios han permitido aportar en la construcción de conocimiento y la búsqueda de nuevas alternativas de defensa biológica frente al ataque de nuevos organismos patógenos; sin embargo, se desconoce la complejidad desde el punto de vista peptídico que puedan presentar estos venenos, puesto que en nuestro país, no se han realizado estudios que determinen el grupo de sustancias que los componen.


La avispa solitaria Pepsis sp. es un Pompílido común en Colombia; en términos generales de dieta, comportamiento y hábitos de caza es muy similar a los individuos estudiados en otros países. Sin embargo, debido a la falta de investigaciones, no es posible determinar si los péptidos presentes en el veneno de esta especie tienen alguna relación con los que se han reportado para otras avispas o en especies de la familia Pompilidae.


Marco teórico


Venenos en Himenópteros


El veneno de los Himenópteros tiene características especiales en cuanto a su composición química. Las avispas y abejas se constituyen como los principales organismos enfocados en el aprovechamiento de los péptidos que tienen actividad antimicrobiana, aunque los venenos de estos individuos también contienen neurotóxinas, algunos compuestos alérgenos y proteínas con propiedades farmacológicas. En la literatura, se reportan cerca de 2000 investigaciones que se dirigen hacia el aprovechamiento de péptidos y proteínas del veneno de los Himenópteros (Santos et al., 2011). En el caso de las avispas, el campo investigación se centra en los péptidos catiónicos de bajo peso molecular, los cuales han mostrado un amplio espectro de acción frente a múltiples microorganismos.


Composición peptídica del veneno de los Himenópteros


Los componentes peptídicos de los venenos de Himenópteros se distribuyen en el rango de masa molar de 1400 a 7000 Da, y juntos comprenden hasta el 70 % del peso total de los venenos liofilizados (Santos et al., 2011). La mayoría de estas toxinas son péptidos lineales policatiónicos anfipáticos con un alto contenido de alfa hélices en sus estructuras secundarias (Kastin, 2006; Konno et al., 2007; Picolo et al., 2010; Zelezetsky, 2006); los venenos de Himenópteros también pueden contener compuestos como neurotoxinas, las cuales accionan los canales de Na + y/o Ca +2, incluso el receptor nicotínico de ACh. Las avispas solitarias utilizan sus venenos para la captura de presas, en las cuales inyectan la Pompilotoxina α y β, paralizando las arañas u otros insectos. Los péptidos miotóxicos, citotóxicos y antimicrobianos del veneno de la avispa conservan el cuerpo de la araña para que este sea consumida por sus larvas (Baek, 2010). Por lo tanto, el veneno de las avispas solitarias contiene un rico material biológico con el que se pueden producir variados productos de interés farmacológico (Zalat, 1999).


Péptidos aislados del veneno de avispas solitarias


Desde hace aproximadamente 3 décadas, se ha demostrado por medio de estudios que los venenos de las avispas solitarias contienen péptidos con una alta capacidad similar a los antimicrobianos (Kastin, 2006). Ha habido ejemplos claros como la Anoplina, el cual se aisló del veneno de la avispa solitaria Anoplius samariensis, cuya secuencia de aminoácidos es GLLKRIKTLL-NH2; es un decapéptido ampliamente activo contra bacterias Gram + y Gram ‒, y ha presentado una actividad hemolítica de eritrocitos humanos más baja que el Mastoparán, de allí su importancia (Dos Santos et al., 2008).


Se han encontrado cerca de 4 nuevos péptidos que presentan características de estructuras alfa helicoidales que tienen acción bactericida. En el 2005, descubrieron dos análogos del Mastoparán y el Protonectin en el veneno de Orancistrocerus drewseni drewsenii, y se corroboró que dentro de esta familia de avispas solitarias, y específicamente en su veneno, existe una gran cantidad de péptidos que tienen como característica una estructura alfa helicoidal (Mendes, de Souza y Palma, 2005). Estos péptidos alfa-helicoidales se encuentran entre los antimicrobianos más abundantes y generalizados en la naturaleza, parecen representar una disposición estructural particularmente exitosa en la defensa innata contra microorganismos; ellos tienden a ser cortos (menos de 40 residuos de aminoácidos), tienen estructuras relativamente simples y son fáciles de obtener por síntesis química, por lo que los péptidos de este tipo, tanto naturales como sintéticos, han sido objeto de numerosos estudios en cuanto a su estructura o actividad (Corrales, Ciro y Gelmy, 2010; Costa et al., 2006; Cuadrado, 2012; Won, Ruscito e Ianoul, 2011).


Pompílidos


Los Pompílidos son un grupo de Himenópteros aculeados pertenecientes al infraorden de los Aculeata que presentan una avanzada estenofagia centrada en las arañas, con una relación intraespecífica de predoparasitismo (Coello, 2000). Este grupo de avispas es interesante debido a que toman su presa, la inmovilizan y aguijonean su cuerpo hasta provocar la paralización a causa de un poderoso veneno. La presa es llevada a una madriguera donde se introducirá un huevo en su interior, el cual crecerá a expensas de la vida de la araña.


Una de las técnicas de caza de este tipo de avispas es dar saltos cortos y carreras rápidas en el piso, logra con esto una avanzada exploración del terreno y, posteriormente, la atención de la araña. La avispa toma la araña por la base de la coxa, plega su abdomen ventralmente y, así, puede aguijonear a su presa; la araña es el alimento de la nueva larva que nacerá poco tiempo después (Coello, 2000). Tres días más tarde del parasitismo, nace la larva, perfora el tegumento y comienza a depredar el interior de la araña; mientras la larva crece, la araña se debilita y, posteriormente, muere. Es aquí donde los péptidos antimicrobianos surten un efecto en la preservación de la presa en vía de descomposición (Konno et al., 2006).


Esta característica particular de pasar de un estado nectarívoro a predador y de larva carnívora a adulto nectarívoro posiblemente influirá en la variación de péptidos representativos de cada individuo, sin dejar de lado la familia y especie específica a las cuales pertenece el individuo, el tipo de alimentación y la posición geográfica donde se encuentran distribuidas, además de la variación de los venenos según el tipo de presas que depredan (Baek, 2010).


Género Pepsis


El género Pepsis comprende un amplio grupo de avispas cazadoras de arañas; su distribución es cosmopolita con presencia en el sudeste de Asia, África, Australia y América (Márquez, 2005). Son avispas caza tarántulas que comúnmente son llamadas avispas halcón; se estima que en Suramérica existen cerca de 250 especies descritas (Vardy, 2002). Dentro de este género hay variabilidad de tamaños y coloraciones, todas estas especies conservan los hábitos reproductivos de la familia Pompilidae, aunque se desconocen muchos aspectos en cuanto a la anidación y el desarrollo larval de estos individuos (Márquez, 2005). Las avispas del género Pepsis son individuos tranquilos que muy rara vez atacan a los seres humanos; en Suramérica y en general en el neotrópico, se carece de claves que puedan permitir su identificación certera a nivel de especies (Fernández, 2000). Se caracterizan por sus patas robustas, coloraciones llamativas (ver figura 1) —dichas coloraciones alertan a los otros individuos de su peligrosidad, en especial de su poderoso veneno.




Figura 1. Pepsis sp. (hembra). Individuo empleado en el estudio


[image: images]





Metodología


Captura de especímenes


La captura de las hembras de Pepsis sp. se realizó en la vereda Aposentos, ubicada a 137 km vía Bogotá-Cabrera, área rural del municipio de Venecia, Cundinamarca. Se escogió esta zona por el alto número de lugares de anidación tanto de Pepsis sp. como de Teraphosidos que constituyen su principal alimento (Copperi, Barneche y Ferretti, 2011). Se realizó colecta manual de un total de 11 hembras, las cuales fueron identificadas por patrones morfológicos y tamaño mientras que la confirmación de género se efectuó por la venación alar (Vardy, 2002).


Extracción y conservación de los sacos de veneno


Las 11 hembras fueron sacrificadas en frascos eterizadores (Márquez, 2005). La disección se realizó mediante un corte en la parte ventral del abdomen, posteriormente se separó la bolsa de veneno del resto de órganos (Schoeters, Billen y Schmidt, 1997). Cada saco de veneno fue colectado en recipientes de 2 ml; fueron colectados un total de 11 complejos glandulares, los cuales fueron sometidos a proceso de liofilización que duró 24 horas; luego de ser liofilizadas, las muestras se mantuvieron a temperatura de -70 °C hasta su uso.


Análisis por cromatografía líquida acoplada a masas


El análisis de cromatografía líquida acoplado a masas se realizó en las instalaciones del laboratorio de cromatografía y espectrometría de masas del Sistema Universitario de Investigación (SIU) de la Universidad de Antioquia.


Preparación de las muestras


Se realizó mediante la preparación de una solución 1:1 mg/ml de cada liofilizado de los sacos con una mezcla que contenía 50 % de acetonitrilo y 50 % de H20 con TFA 0,1 %. Cada muestra fue sometida a ultrasonido y, posteriormente, filtrada por membrana (Konno et al., 2001; Rangel et al., 2011).


Análisis LC/MS


El método de análisis usado fue HPLC-Chip-NANO-ESI /MS-MS; para lo cual, se utilizó el quipo HPLC, marca Agilent, serie 1200, en modo nanoflujo, acoplado a un espectrómetro de masas tipo Trampa de Iones Agilent, modelo SL, serie 6300, con fuente de ionización NANOESI. Para el sistema de nano HPLC, se utilizó el chip C18 de larga capacidad de carga (160 nL) 150 mm. El volumen de muestra para cada corrida fue de 100 µl y se empleó un gradiente linear de 5 % a 95 % de acetonitrilo en 120 minutos.


Tratamiento de los datos


Se compiló una base de datos con las masas reportadas en las investigaciones indexadas en los motores de búsqueda Sciencedirect, Springer, y se complementó con los péptidos reportados en las bibliotecas online Erowp-MoscoW, Uniprot. Se realizó una comparación masa a masa de los 250 compuestos identificados para establecer la relación teniendo como desviación 0,4 Dalton.


Resultados


Se obtuvo un cromatograma de masas en el cual se evidencian 250 compuestos que tienen masas moleculares de entre 825 Da y 2175 Da (figura 2).




Figura 2. Cromatograma obtenido en el análisis de LC/MS
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Al realizar una comparación entre las bases de datos de péptidos presentes en los venenos de avispas y los datos obtenidos en el análisis de los sacos de veneno de Pepsis sp., se relacionaron 6 masas moleculares obtenidas con 6 péptidos reportados previamente por otros autores. La relación peso a peso de +/- 0,4 Da y sus espectros de masa se muestran a continuación (figura 3).




Figura 3. Espectros de masa con una alta relevancia
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Nota: (a): compuesto: 103 tiempo de retención 67,8 min. M/z = 1153,9 Da. (b): compuesto 142 tiempo de retención 86,7 min. M/z = 1240,2 Da. Masa (c): compuesto 144 tiempo de retención 88,0 min. M/z = 1243,7 Da. (d): compuesto 175 tiempo de retención 99,5 min. M/z = 1359,3 Da. (e): Compuesto 181 tiempo de retención 102,4 min. M/z = 1386,1 Da. (f): compuesto 216 tiempo de retención 109,5 min. M/z = 1623.





Las masas moleculares obtenidas indican que posiblemente 6 péptidos ya reportados en librerías peptídicas se encuentren presentes en el veneno de la avispa solitaria Pepsis sp. (tabla 1).




Tabla 1. Posibles péptidos presentes en el veneno de Pepsis sp.
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Eumenitina y Anoplina son dos péptidos reportados para las familias de avispas solitarias Eumeninae y Pompilidae, respectivamente; si partimos de la base de que una especie puede poseer diferentes péptidos que tengan el mismo mecanismo de acción o función biológica análoga (Costa, Medeiros, Pino y Ramos, 2006), Pepsis sp. podría presentar estos 2 análogos con función antimicrobiana, hecho que no se ha reportado para ninguna especie de avispa (Palma, 2006).


Por otro lado, las masas observadas correspondientes a 1359,3 Da y 1386,1 Da corresponderían a Bradiquinina y un análogo Poliesquinina, los cuales, al igual que los Mastoparán, son muy frecuentes en el veneno de avispas sociales, pero análogos como el THr6-Bk; se han reportado en avispas solitarias de las familias Pompilidae, Secada, Eumeninae y Scolidae (Palma, 2006). De la Bradiquinina y la Poliesquinia no se tienen reportes en estos individuos solitarios; sin embargo, sus masas moleculares son altamente similares a las observadas; la función de estas quininas en el veneno de Pepsis sp. es bloquear el receptor nicotínico de acetilcolina de la presa inmovilizando el sistema nervioso del insecto o la araña; de igual manera, se ha reportado un efecto hipotensor y vasodilatador, que influye en la presión sanguínea, principalmente como hipotensoras, actuando en el músculo liso, lo que provoca lesión rápidamente (Peña, Hernández y Rodríguez, 2006).


La masa 1243,7 Da podría tratarse de fluvonin péptido que se relaciona con las quininas, y tendría función coadyuvante en la contracción del músculo liso. Puede que este péptido esté estrechamente ligado a los receptores involucrados en la transmisión y acción de neuropéptidos y quininas como Bradiquinina o Poliesquinina (Copperi, Barneche y Ferretti, 2011). Por lo tanto, es posible que esté presente en el veneno de Pepsis sp., debido a que la avispa solitaria inyecta el veneno a su presa (araña) después de la picadura, lo que genera el efecto de contracción e inmovilización, que en este caso sería efectuado por dichas quininas y coadyuvado por el fluvonin. Por último, la masa registrada 1239,7 Da correspondería a un péptido de acción alérgeno (Palma, 2006).


En el anterior apartado mostramos un panorama general de lo que sería la composición peptídica del veneno de Pepsis sp., de acuerdo con los resultados obtenidos y lo expresado en anteriores investigaciones en otras especies de avispa; sin embargo, no podemos dar total certeza de las relaciones que hemos establecido entre los datos experimentales reportados y el análisis de LC/MS realizado. Nuestros resultados aportan un rango de fiabilidad bastante alto, debido a la cercanía entre las masas moleculares, pero hay que aclarar que hasta que no se realice un estudio donde se incluya una purificación de cada pico representativo de cada péptido por medio de HPLC semipreparativa y un análisis de espectrometría para cada extracto, no es imposible afirmar con certeza que las sustancias que hemos descrito estén dentro del veneno de la avispa solitaria Pepsis sp.


Conclusiones


Se pudo establecer un perfil cromatográfico y másico completo del veneno de la avispa solitaria Pepsis sp., se identificaron 250 posibles compuestos peptídicos de los cuales solo el 2,4 % evidenció alta similitud con péptidos ya descritos para avis-pas y tan solo 2 de las masas moleculares identificadas mostraron estrecha relación con péptidos descritos para la familia Pompilidae. Como posibles péptidos presentes en esta avispa, se relacionan 2 péptidos de acción antimicrobiana Anoplina, Eumenitina-R; un péptido de acción alérgeno, en este caso, el péptido quimiotáctico de Polibya sp. Y el resto de compuestos que mostraron semejanza corresponderían a neuropéptidos de tipo quininas denominadas bradiquinina, polistequinina y un coadyuvante de estos denominado fluvonin. Ya que la gran mayoría de masas identificadas no se pudieron asociar con ningún péptido reportado, se asume que la complejidad de la composición peptídica del veneno de esta avispa exige análisis más puntuales, principalmente la purificación individual de cada uno de los 250 compuestos para tratar de identificar su secuencia.


Este estudio preliminar permite plantear la posible presencia de sustancias peptídicas con actividad biológica aprovechable en veneno de Pepsis sp. Dichos péptidos relacionados en el estudio tendrían como función fomentar la parálisis de sus presas y, además, podrían ser importantes en su ciclo reproductivo, protegiendo a sus larvas de la colonización por microorganismos; sin embargo, con el fin de consumar los datos de nuestra investigación, proponemos complementar las apreciaciones con la purificación y el análisis de espectrometría individual de los picos que relacionamos con péptidos reportados, pues suponemos que dichos ensayos pueden confirmar la presencia de péptidos lineales catiónicos con actividad antimicrobiana, lo cual sería bastante enriquecedor tanto desde el punto de vista biomédico como para el conocimiento de la especie.
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