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EDITORIAL

BIOQUIMICA Y SOCIEDAD

Con este editorial se inicia una seccion en el BEB
la cual aspira a ofrecer a la comunidad de estudio-
sos de la bioquimica —profesores, alumnos, investi-
gadores— algiin aspecto que relacione a la bioquimi-
ca con el servicio que le preste, o potencialmente le
pueda proporcionar, a la sociedad, a la comunidad
quien en ultima instancia financia su existencia y
con la que, en teoria al menos, habrd de estar estre-
chamente ligada. Desde luego no se refiere a la So-
ciedad Mexicana de Bioquimica, con la cual el BEB
mantiene amistosas relaciones y a la que se hardn
Jrecuentes referencias. Se refiere a la sociedad en
una acepcion mds amplia. Ademds se refiere a cual-
quier tipo de servicio o beneficio, directo o indirecto,
que la bioquimica le ofrezca a la dicha sociedad.

No se trata de urgar en el aspecto utilitarista de
la bioquimica (o de la ciencia en general), sino de
darle una dimension social, real, y de empezar a ma-
nejar pardmetros economicos y sociales en funcion
de la bioquimica y en periodos de marcada recesion
econdmica, no sdlo en México, sino en general, en
toda Latinoameérica.

Dadas las caracteristicas de la seccion que hoy se
estrena, serd improbable el establecimiento de crite-
rios uniformes. Invitamos, una vez mdas, a los estu-
diosos de la bioquimica, para que en esta seccion
participen con su opinion, buscando y proponiendo
novedosas opciones para que la bioguimica sirva a la
sociedad y para que la sociedad vea en la bioquimica
una inversidn redituable. Sin lugar a dudas, la plu-
ralidad de pensamientos permitird la optimizacion
de las acciones que valga la pena desarrollar.

=

No olvidemos que cada prafesor al diseriar, pla-
near y llevar a cabo cada uno de sus cursos de bio-
quimica, constituye una pequetia parte del todo de la
enserianza de esta materia en una universidad, en un
estado y en un pais. Por ende, cada profesor intervie-
ne en la planeacion de la ensefianza y la situacion
Sutura de la bioquimica en el pais. Incluso, si lo ha-
cemos bien dentro de la bioquimica, seremos un pun-
to de comparacion y un acicate para otras dreas,
cuando menos, de las ciencias biologicas. Nadie
mds, aparte de los profesores, serdn los responsables
de lo que es y serd la bioquimica en la sociedad.
Como profesores cumplamos con este desdibujado
pero insoslayable compromiso.

Como investigadores, nuestro compromiso social
no es menos apremiante. Son varias las facetas en
las que puede menifestarse un servicio del investiga-
dor hacia la sociedad; sin embargo, en muchas oca-
siones lo anterior pasa inadvertido para el propio in-
vestigador. E insisto, no se trata unicamente del in-
vestigador dedicado a la investigacion tecnologica de
aplicacion inmediata, sino de forma especial, al in-
vestigador dedicado a los aspectos mds complejos y
tedricos de la investigacion, carentes de aplicacion.
Es importante que los investigadores hagamos con-
ciencia de que el producto de nuestro trabajo es un
servicio que le hacemos a la sociedad. La calidad del
servicio estard en funcion de la calidad de nuestro
producto de trabajo. Al ser mejores investigadores
seremos mejores servidores de la sociedad a la cual
pertenecemos.

Esperamos opiniones y puntos de vista que ojald
acrecienten las relaciones bioquimica-sociedad.

DR. ENRIQUE PINA GARZA
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, UNAM.

.
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El higado es el principal sitio de metabolizacion de com-
puestos extrafios al organismo, es decir de xenobidticos,
los cuales son transformados en metabolitos por enzimas
del reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos (Fig. 1A).
Generalmente, estos metabolitos son mas hidrosolubles y
menos activos que los compuestos de origen, factores que
deteminan en gran medida el término de la accion biologi-
ca de la droga y su eliminacion del organismo. Sin embar-
go, en algunos casos las drogas son transformadas en
agentes alquilantes, arilantes o en radicales libres (interme-
diarios radicalarios). Estos metabolitos activados pueden
producir serias lesiones en la célula, que incluyen necrosis
hepatica, renal y pulmonar, aplasia de la meédula osea o
neoplasias. A pesar de que las drogas de este tipo se usan
en dosis terapéuticas en que no inducen toxicidad alguna,
en casos de sobredosis, ingestion conjunta con otros far-
macos o en presencia de estados tales como ayuno, desnu-
tricion, alcoholismo, hipertiroidismo u otros, la posibilidad
de ocurrencia de tales reacciones adversas se amplifica. En
el humano la citotoxicidad de los farmacos que sufren acti-
vacion metabolica se ha evidenciado en el caso de la iso-
niazida (agente tuberculostatico) e iproniazida (antidepre-
sivo) que inducen necrosis hepatica. La ingesta de altas
dosis de acetaminofeno y fenacetina (analgésicos) esta
asociada al dafo hepatico y renal; existe toxicidad renal
luego de la administracion de furesemida (diurético) y de
cefaloridina (antibiotico).

ACTIVACION METABOLICA Y CITOTOXICIDAD

Los conceptos involucrados en la activacion metabolica
de drogas y su relacion con la citotoxicidad, fueron desa-
rrollados en 1966 durante los estudios sobre carcinogéne-
sis quimica (1). Estos comprenden las siguientes conside-
raciones:

1. Transformacion del agente en un metabolito activo
capaz de inducir eventos nocivos para la celula. Entre
ellos, es posible que el metabolito toxico sea capaz de unir-
se irreversiblemente a biomoléculas esenciales, tales como

Abreviaturas: O:+: radical superdxido; H:0:: peroxido de hidrogeno;
HO?: radical hidroxilo; '0z: oxigeno singlete; GSH: glutation reduci-
do; GSSG: glutation oxidado; NADPH: nicotinamida adenina dinu-

cledtido fosfato en su forma reducida.
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CITOTOXICIDAD DE XENOBIOTICOS:
UN PROBLEMA METABOLICO

Luis A. Videla, Unidad de Bioquimica, Departamento de Ciencias Biologicas, Division de Ciencias Médicas Occiden-
te, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Casilla 10455 - Correo Central, Santiago, Chile.

proteinas (enzimas), lipidos y acidos nucleicos, que alteran
sus funciones especificas y la homeostasis celular (2). En el
caso de que la activacion metabolica involucre la genera-
cion de radicales libres, moléculas de gran reactividad qui-
mica, es posible que ellos ataquen a biomoléculas y provo-
quen alteraciones estructurales en ellas que pueden condi-
cionar cambios funcionales como inactivacion de enzimas,
lipoperoxidacion y mutaciones. De especial interes es el fe-
nomeno de la lipoperoxidacion, el cual consiste en un dete-
rioro oxidativo de los acidos grasos poli-insaturados que
constituyen los fosfolipidos de las membranas celulares
(3). El proceso se inicia por la generacion de radicales li-
bres del xenobiotico y/o del oxigeno (Fig. 1B). Como re-
sultado, la peroxidacion de los lipidos de membrana puede
inducir cambios tanto en su permeabilidad y selectividad
como en sus propiedades cataliticas y de recepcion de
mensajes biologicos. Si el agente inductor del proceso es lo
suficientemente agresivo (tetracloruro de carbono, fenilhi-
drazina) o si interactia con sistemas biologicos en forma
periodica (acetaminofeno) o cronica (etanol), el fenomeno
lipoperoxidativo puede conducir a la desestabilizacion de
la estructura de las membranas, su posterior ruptura y la
muerte celular (3, 4).

2. Debido al hecho de que la toxicidad se manifiesta en
ciertos tejidos, se ha introducido el concepto de Organo
blanco. El higado es el organo mas frecuentemente afecta-
do en esta situacion por ser el tejido con mayor capacidad
metabolizante de drogas en el organismo. Sin embargo, la
toxicidad que ocurre en otros organos con una capacidad
metabolica mucho menor que la del higado implicaria un
transporte de metabolitos toxicos desde este tejido hacia
organos blancos secundarios.

3. En el caso de algunas drogas tales como acetamino-
feno, fenacetina y furesemida que son relativamente ino-
cuas hasta que se alcanza,una determinada concentracion
en el organo blanco, existiria el concepto de dosis umbral
de toxicidad.

4. Finalmente, frente a los tipos de agresion quimica las
células estan dotadas de sistemas de proteccion contra los
metabolitos activos y radicales libres (5), que mantienen
las reacciones toxicas que ellos inducen a un nivel tal que
sean insuficientes para producir dafio. Entre estos sistemas
estan (Fig. 1):
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Figura 1. Participacion del GSH en los sistemas de proteccion contra la citotoxicidad inducida por xenobidticos: A, conjugacion con metabolitos de
drogas (Y) que forman mercapturatos (Y - §- CYS - Ac): B, metabolismo de hidroperdxidos (RO,H) formados por la generacidn de radicales libres en
oxidaciones celulares (OTHOP?) o en el metabolismo de drogas (W?,Z°); C, atrapamiento directo de radicales libres. Reacciones: 1, enzimas metaboli-
zantes de xenobidticos; 2, glutation-S-transferasas; 3, gama-glutamil transferasa; 4, cisteinilglicinasa; 5, N-acetilasa; 6, reacciones de Haber Weiss y/ o
Fenton; 7, superdxido dismutasa; 8 catalasa ; 9, glutation peroxidasa; 10, glutation reductasa; 11, interconversion radicalaria. (modificado de referen-

cia 4).

a) El par enzimatico superoxido dismutasa-catalasa en-
cargado de degradar O2" y H:0: respectivamente,
que evitan asi la generacion de HO", el iniciador mas
eficiente del evento lipoperoxidativo.

b) El par enzimatico glutation peroxidasa-glutation re-
ductasa involucrado en el catabolismo de hidropero-
xidos derivados de los acidos grasos no saturados,
los cuales constituyen los productos finales del pro-
ceso lipoperoxidativo y son de alta citotoxicidad por
ser potentes agentes oxidantes.

Atrapadores de especies radicales (0;:, HO' , CCl3,
etc.) o excitadas (102), entre los cuales se pueden ci-
tar al GSH (estabiliza 027, HO* y '0,), vitamina E
o a -tocoferol (estabiliza 'Oz y radicales libres de a-
cidos grasos), vitamina C o acido ascorbico (regene-
ra la vitamina E reducida y atrapa 0:7) y la vitamina
A o B -caroteno (estabiliza 102).

El GSH es, por lo tanto, la biomolécula de defensa mas
importante al participar en el catabolismo de hidroperoxi-
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dos y H:20, (Fig. 1B), por ser un atrapador directo de radi-
cales libres (Fig. 1C) y por conjugarse con xenobioticos o
sus metabolitos via glutation-S-transferasas en la via de
sintesis de mercapturatos (Fig. 1A). Este tripéptido hidro-
soluble es, ademas, biosintetizable y puede ser regenerado
a partir de GSSG via la glutation reductasa y sistemas
productores de NADPH (Fig. 1).

EL HIGADO COMO ORGANO BLANCO DE TOXI-
CIDAD

ACETAMINOFENO: Las dosis altas de acetaminofe-
no provocan lesiones hepaticas en el hombre y en animales
de investigacion (6, 7). En este Gltimo caso, la administra-
cion previa de agentes inductores de las enzimas metaboli-
zantes de drogas como el fenobarbital, potencia la severi-
dad de la necrosis hepatica y la union de metabolitos toxi-
cos a las biomoléculas. Por el contrario, al inhibir dicho
sistema con CoCl,, se previenen ambos efectos. Estos he-
chos indican que el acetaminofeno es convertido por las



enzimas, las microsomales, a un intermediario arilante que
se une irreversiblemente a biomoléculas del 6rgano blanco,
el higado, y produce el dafio (2,7). La union del metabolito
del acetaminofeno a moléculas hepaticas no ocurre hasta
que el 60% de la droga ha sido eliminada del higado, con-
dicion en la cual la concentracion de GSH disminuye al
ser utilizado como vehiculo de eliminacion de dicho meta-
bolito. Luego que las vias principales de eliminacion del
acetaminofeno (glucuronizacion y sulfatacion) estan satu-
radas y el higado esta desprovisto de GSH, se alcanzaria
el umbral de toxicidad y el metabolito activo se combina-
ria con las moléculas hepaticas y provocaria la muerte ce-
lular por mecanismos aun no bien identificados (2,7). Re-
cientemente se ha puntualizado que el nivel del GSH hepa-
tico es importante en determinar la hepatotoxicidad del
acetaminofeno en el hombre, y que el uso de agentes sulfi-
drilicos como la cisteina, cisteamina y el dimercarprol en
la terapia de pacientes intoxicados con este farmaco tiene
éxito. En el caso de la fenacetina ocurre un mecanismo se-
mejante.

ISONIAZIDA: El uso de la isoniazida en dosis terapéu-
ticas provoca hepatitis en el hombre (8). Tanto en el hom-
bre como en-animales de investigacion existe una correla-
cion entre la extension de la necrosis hepatica y la union a
biomoléculas, el requerimiento del sistema metabolizante

de drogas microsomal y la proteccion con cisteina y GSH,
de una manera similar al mecanismo descrito para el ace-
taminofeno (8,9). Sin embargo, en el caso de la isoniazida
hay algunos hechos particulares importantes de destacar.
Desde un punto de vista metabolico, la isoniazida requiere
de una acetilacion previa antes de ser transformada por las
enzimas microsomales en los metabolitos reactivos. Diver-
sos estudios clinicos indican que existen individuos con ca-
racteristicas de acetiladores rapidos que tendrian mayores
posibilidades de produccion de dafio hepatico y de una se-
veridad también mayor, al metabolizar mas rapido la iso-
niazida. Otro factor que incide en este aspecto es la admi-
nistracion de otros farmacos conjuntamente con la isonia-
zida, los cuales pueden tener la capacidad de inducir el sis-
tema microsomal metabolizante de drogas, es decir, au-
mentar la cantidad de las enzimas involucradas (9). La in-
duccion enzimatica puede tener dos consecuencias en la
hepatotoxicidad asociada a la activacion de drogas: a) au-
mentar el riesgo de incidencia de dafio hepatico y b) acor-
tar el tiempo necesario para su aparicion. Ambos aspectos
se observan en el caso de la terapia antituberculOsica con
isoniazida y rifampicina, pues la rifampicina es un potente
inductor de las enzimas microsomales en el humano.

ALCOHOL: La ingesta excesiva y prolongada de eta-
nol produce una variedad de cambios metabolicos y alte-

GSH

[ ] eLucosa
ETANOL

]

GSSG

Figura 2. Efecto de la administracion aguda de etanol sobre el conienido de GSH y GSSG hepdticos. Ratas Wistar macho ayunadas por 16 horas
Jueron intubacdas v se les administro etanol (5 g/ Kg) o glucosa isocaldrica. Luego de 6 horas de tratamiento, los niveles de GSH y GSSG fueron
determinados enzimdticamente (adaptado de referencia 18).
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Figura 3. Indices lipoperoxidativos hepdticos bajo la influencia del etanol. A, liberacidn biliar de malondialdehido (Tratamiento descrito en Fig. 2) (13);
B, quimioluminiscencia en el higado in situ (Tratamiento descrito en Fig. 2) (14); C, respiracion sensible a antioxidantes en el higado perfundido (15).

raciones estructurales en el higado, cuyas causas parecen
ser de naturaleza multifactorial. En las ultimas décadas se
ha postulado que la produccion del dafio hepatico alcoho-
lico estaria determinado por factores nutricionales, genéti-
cos y sexuales, dosis y periodo de ingesta alcoholica, el fe-
nomeno de la autoinmunidad, la hepatomegalia, variacio-
nes del flujo sanguineo hepatico y alteraciones metaboli-
cas. Debido a que, al parecer, no todos ellos se presentan
simultaneamente ni en la misma cuantia, la hepatotoxici-
dad del etanol se manifiesta de diversas formas a lo largo
de la ingesta alcoholica (esteatosis y hepatomegalia, necro-
sis e inflamacion, fibrosis y cirrosis). La necrosis hepatica
es considerada como un evento crucial en la génesis de las
secuelas mas tardias y deleterias del dafio hepatico alcohd-
lico (10), y es posible que algunas de las alteraciones meta-
bolicas asociadas al metabolismo oxidativo del etanol ten-
gan un papel significativo en su genesis. El alcohol es oxi-
dado en el higado por dos sistemas enzimaticos (deshidro-
genasa alcoholica y sistema microsomal), proceso en cuya
primera etapa al generar acetaldehido, metabolito muy
reactivo y toxico, constituye otro ejemplo de activacion
metabolica. Se ha postulado que la necrosis hepatica indu-
cida por el alcohol podria ser la consecuencia de: a) diver-
sas acciones toxicas ejercidas directamente por el acetal-
dehido (10); b) la produccion de un estado hipermetaboli-
co asociado a un mayor consumo de oxigeno hepético e
hipoxia centrolobulillar (11); c) la estimulacion de proce-
sos lipoperoxidativos asociados a una disminucion de los
sistemas de defensa antioxidantes representados por el
GSH (4).

A nivel de animales de experimentacion, tanto la ingesta
aguda (Fig. 2) como cronica de etanol provocan una mar-
cada disminucion de la concentracion hepatica de GSH
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(4). En la intoxicacion aguda se ha encontrado que un
20% de la disminucion del GSH se puede dar cuenta por
la aparicion de GSSG en el tejido (Fig. 2). El resto se debe,
probablemente, a una inhibicion de la sintesis del GSH,
traslocacion del tripéptido al compartimiento plasmatico
y/o a una conjugacion entre GSH y acetaldehido derivado
de la oxidacion hepatica del etanol (4). Concomitantemen-
te al efecto de eliminacion de la GSH por el etanol se ha
observado un aumento de la lipoperoxidacion hepatica,
evidenciada por diversos procedimientos analiticos (Fig. 3)
(13,15), existe una correlacion inversa significativa entre
los niveles de GSH y la extension del proceso lipoperoxi-
dativo en el higado (12).

Existen pocos estudios sobre la accion de la ingesta de
etanol en el humano sobre la lipoperoxidacion y los niveles
de GSH hepaticos. Se ha demostrado que los niveles de hi-
poperoxidos aumentan significativamente en el higado y
plasma de pacientes alcohdlicos (16). Recientemente,
nuestro grupo ha evidenciado niveles bajos de GSH en
biopsias hepaticas de pacientes alcohdlicos en periodos de
abstinencia corta (0-4 dias) (17). El GSH se recupera con
una abstinencia mayor (5-21 dias), lo cual solo se observa
en individuos sin necrosis hepatica (17).

La estimulacion del proceso lipoperoxidativo hepatico
por la ingesta alcoholica podria estar asociada a la interac-
cion del etanol con las enzimas microsomales (NADPH-
citocromo P-450 reductasa y citocromo P-450) que lo oxi-
dan a acetaldehido, las cuales involucran en parte a espe-
cies radicalarias del oxigeno (4). La extension de la lipope-
roxidacion inducida por el alcohol puede ser facilitada o
potenciada por varios factores concomitantes del alcoho-
lismo: a) induccion de los sistemas microsomales que me-



tabolizan etanol, lo cual determinaria una mayor genera-
cion de radicales libres pro-oxidantes; b) acimulo de hie-
rro hepatico, el cual es un potente catalizador de la lipope-
roxidacion dependiente de NADPH a nivel microsomal
(13); c) presencia de una nutricion deficitaria que podria
determinar un nivel inadecuado de vitamina E y de los
aminoacidos necesarios para la sintesis de GSH en el higa-
do, principales biomoléculas antioxidantes (4); d) la necro-
sis hepatica inducida por el alcohol tendria su origen en las
zonas centrales del lobulillo hepatico, sectores caracteriza-
dos por tener un bajo contenido de GSH y de actividad
glutation-peroxidasa conjuntamente con una mayor activi-
dad de enzimas microsomales que las zonas periportales,
lo cual podria contribuir a desarrollar una elevada presion
lipoperoxidativa centrolobulillar.

PERSPECTIVAS

La manifestacion de la citotoxicidad provocada por me-
tabolitos activos de xenobioticos depende de varios facto-
res criticos. Entre ellos destacan: a) la velocidad de forma-
cion del intermediario activo, su reactividad y su velocidad
de eliminacion del sitio de accion; b) los niveles funciona-
les de los diversos mecanismos de defensa y c) la veloci-
dad de reparacion del dafo producido. Los mecanismos
por los cuales los metabolitos activos unidos a biomolécu-
las conducen a las alteraciones celulares vitales que no han
sido aln identificadas. Es necesario, entonces, definir el
tipo de interacciones que ocurren entre el metabolito acti-
vo y el organo blanco, para intentar comprender como,
por ejemplo que el proceso de N-oxidacion puede conducir
a la necrosis celular en el caso de un agente o inducir una
neoplasia al administrar otro xenobiotico. Es de vital im-
portancia una mejor comprension de los mecanismos celu-
lares de toxicidad por metabolitos activos, ya sea para de-
terminar la terapia de eleccion de casos de intoxicacion,
para evitar o disminuir los fenomenos de citotoxicidad que
pueden aparecer en casos de terapias multiples y para apli-
car enfoques mas racionales en el disefio de agentes tera-
peéuticos no-toxicos en el futuro. Es de especial interés el
estudio del uso de atrapadores de radicales libres en la en-
fermedad hepatica alcoholica. En efecto, los bioflavonoi-
des tales como el (+)-cianidanol-3 (14,15,18) y la silimari-
na (19) inhiben completamente la respuesta lipoperoxidati-
va del higado inducida por la ingesta aguda de etanol, por
lo cual estos farmacos podrian evitar la propagacion del
daro producido y facilitar la estabilizacion de las membra-
nas celulares alteradas.
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La diversidad de la vida es sorprendente, se han descrito
y clasificado aproximadamente 400 000 especies de plan-
tas y 1 500 000 de animales; sin embargo, el censo esta le-
jos de ser completo. La diversidad del mundo viviente apa-
rentemente no es solo en el gran numero de especies, sino
también en su heterogeneidad.

A pesar de su prodigiosa diversidad, los organismos vi-
vos muestran mucho en comun. El oxigeno, el hidrogeno y

Glosario

ANALOGIA, semejanzas fenotipicas entre diferentes grupos de or-
ganismos, determinadas por la funcion que desempefian y que no invo-
lucran alguna relacion ancestral.

ANCESTRO, caracter fenotipico que se ha modificado a través del
tiempo para originar caracteres actuales relacionados.

CLADOGRAMA, relaciones filogeneticas entre diferentes organis-
mos representadas en forma de arbol, toma en cuenta las relaciones an-
cestrales y las caracteristicas de éstas.

DENDROGRAMA, diagrama semejante a un arbol que representa
relaciones actuales y/o filogenéticas entre diferentes organismos.

ETOLOGIA, estudio del comportamiento.
FENOGRAMA, relacion actual entre diferentes organismos repre-

LOS MECANISMOS PARA EVALUAR
LA EVOLUCION A NIVEL
BIOQUIMICO

Rail Arredondo Peter. Departamento de Microbiologia, Escuela Nacional de Ciencias Biologicas IPN.
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el carbono, son elementos quimicos comunes en todos los
organismos; ellos juntos constituyen aproximadamente el
98.5% del peso de cualquier ser viviente. Los cuatro tipos
de macromoléculas principales —las proteinas, los carbo-
hidratos, los lipidos y los acidos nucleicos— son los consti-
tuyentes basicos de todos los procesos vivientes. La infor-
macion genética de todos los organismos, de las bacterias
al hombre, esta codificada en la estructura doble helicoidal
del DNA. Los procesos de transcripcion y traduccion, y el

sentada en forma de arbol, sin tomar en cuenta las relaciones ancestra-
les.

FILOGENIA, historia y relaciones evolutivas dentro de un grupo de
organismos.

FOSIL VIVIENTE, correctamente denominado como organismo
pancronico, el cual ha sufrido escasos cambios fenotipicos en largos
periodos de tiempo.

HOMOLOGIA, relaciones fenotipicas entre diferentes grupos de or-
ganismos que se originaron a partir de un ancestro comun.

PARSIMONIA, sinonimo de economia, método utilizado para de-
terminar las relaciones filogenéticas que contemplan el menor nimero
de cambios evolutivos entre diferentes organismos.



codigo geneético, son esencialmente uniformes a través de
todos los seres vivos.

Ninguna clasificacion moderna de la vida ignora com-
pletamente la evolucion. En este ensayo se discutiran los
métodos que se utilizan para inferir relaciones de descen-
dencia evolutiva, es decir, la filogenia, con base en seme-
janzas y diferencias.

Las relaciones filogenéticas se determinan apoyandose
en muchas fuentes de evidencias complementarias. En pri-
mer lugar, se obtienen vestigios de vida en el pasado me-
diante el registro fosil, que en algunos casos proporciona
evidencias de relaciones filogenéticas entre grupos de orga-
nismos, sin embargo, generalmente el registro fosil esta in-
completo, lo que representa serios problemas. Segundo,
los estudios comparados de formas vivientes también pro-
porcionan informacion acerca de la filogenia. La anatomia
comparada es la rama de la ciencia que en el pasado apor-
to la mayor cantidad de informacion, auxiliada de la em-
briologia comparada, citologia, etologia, biogeografia y
otras disciplinas biologicas. En afios recientes el estudio
comparado de las macromoléculas que contienen informa-
cion, como las proteinas y los acidos nucleicos, ha llegado
a ser una poderosa herramienta para el estudio de la filo-
genia (1).

Muchas proteinas y acidos nucleicos son fosiles vivien-
tes, en el sentido de que sus estructuras se han conservado
dinamicamente durante el proceso evolutivo por millones
de afios. Sus secuencias de aminoacidos y nucleotidos se
encuentran hoy en dia como formas relacionadas en pro-
tocariontes y eucariontes, las cuales evolucionaron de se-
cuencias ancestrales comunes por medio de un gran nime-
ro de pequefios cambios. Es la esperanza de muchos inves-
tigadores el que estas secuencias aporten todavia suficiente
informacion para revelar la evolucion temprana de las es-
pecies y sus procesos bioquimicos y fisiologicos (2).

Los estudios comparados de proteinas y acidos nuclei-
cos, proporcionan estimaciones cuantitativas del grado de
homologia entre los organismos. Los métodos que se utili-
zan para distinguir la homologia de la similitud accidental,
se contemplan bajo dos criterios complementarios. Con
respecto a cualquier caracteristica determinada, 1) el ma-
yor nimero de caracteristicas similares entre dos organis-
mos, sugiere homologia y por lo.tanto un ancestro comun
y 2) la disminucion en el parecido de cualquier caracteristi-
ca sugiere homologia (Simpson, 1961, en (1)).

Como una regla, las similitudes que se deben a la analo-
gia, y en general a la evolucion paralela o convergente, ca-
recen de una correspondencia detallada de las partes que
se observan en los casos de homologia; las semejanzas que
se presentan entre dos estructuras se deben principalmente
a la similitud en la funcion, pero no estan relacionadas por
un ancestro comun.
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La determinacion de las relaciones filogenéticas, con
base en el conocimiento anatomico, embriologico, conduc-
tual y ecologico, requiere del estudio intensivo de la biolo-
gia del organismo. Sin embargo, los siguientes métodos se
pueden aplicar sin mucho conocimiento de la biologia del
organismo en estudio. La mayoria de ellos se basan en el
estudio directo del DNA y las proteinas y son extremada-
mente tutiles para establecer relaciones filogenéticas, aun-
que deben complementarse con informacion que proceda
de estudios bioquimicos, cromosomicos, anatomicos, em-
briologicos, etologicos, ecoldgicos, biogeograficos y pa-
leontologicos.

METODO DE HIBRIDIZACION DEL DNA

La informacion genética esta codificada en la secuencia
de nucleotidos del DNA. El grado de diferenciacion gené-
tica entre dos especies se puede medir por la proporcion de
pares de nucleotidos que son diferentes en su DNA. Esto
se puede llevar a cabo al formar moléculas hibridas entre
cadenas simples de DNA de organismos diferentes. Doty
y colaboradores (3) descubrieron que las dos cadenas de
DNA pueden disociarse y reasociarse in vitro y obtener
moléculas hidridas de cadenas simples que provengan de
dos especies diferentes de bacterias y virus. Tiempo des-
pués se utilizo esta técnica para medir las diferencias del
DNA entre otras especies.

Se pueden obtener por hibridizacion dos medidas distin-
tas de las diferencias del DNA: 1) el grado de reaccion de
hibridizacion, es decir, la fraccion del DNA de dos espe-
cies que forma moléculas hidridas; 2) la proporcion de pa-
res de nucleotidos que son complementarios en estas mo-
léculas hibridas. Las cadenas simples de DNA se pueden
reasociar en moléculas de doble cadena aunque no todos
los pares de nucledtidos sean complementarios. La pro-
porcion de pares de nucleotidos no complementarios se es-
tima por la determinacion de la temperatura en la cual las
dos cadenas de la molécula de DNA hibrido se separan. El
parametro critico, denominado estabilidad térmica (TS), es
la temperatura en la cual el 50% del DNA se disocia. La
diferencia \ TS, entre la TS del DNA hibrido y el control,
es en forma aproximada directamente proporcional a la
cantidad de nucledtidos no apareados en el DNA hidrido.
Los experimentos recientes indican que cada grado centi-
grado en A TS corresponde a 0.65% de nucleotidos mal
apareados (McCarthy y Farquhar 1947, en (1)). Sin em-
bargo, estas estimaciones estan sujetas al error experimen-
tal.

En la figura 1, se muestra un arbol filogenético de algu-
nos géneros que se relacionan con el gorrion, Passer do-
mesticus. Se determinaron las estabilidades térmicas utili-
zando como referencias para union al DNA, en primer lu-
gar al junco coloreado, Junco hyemalis y posteriormente
al tordo ermitaiio Catharus guttatus. Los datos de estas
comparaciones se combinaron para construir la filogenia.



0.3 Junco hyemalis.
.25
100 Zonotrichia albiollis.
5{ 0.3
0.6 Spizella arborea.-
.55
0.65 Melospiza melodia.
255
030 Cardinalis cardinalis.
3.20
0.80 Carpodacus purpureus.
3.85
Passer domesticus.
4.15
Catharis guttatus.
4.95

Figura |. Filogenia de algunas especies de aves relacionadas con el gorrion, Passer domesticus, basada en los perfiles de estabilidad térmica de los duplex
hidridos del DNA. Los valores en la columna representan la distancia, expresada como IATS, entre los diferentes géneros y los valores en la diagonal

representan las distancias entre los géneros v sus ancestros hipotéticos o puntos de divergencia (4).

Los numeros en las ramas corresponden a las diferencias
en estabilidad térmica, A TS y por lo tanto corresponden
aproximadamente al porciento de reemplazamientos de
nucledtidos que ha ocurrido en la evolucion de cada rama

4.

MEDIDAS ELECTROFORETICAS DE LA DIFE-
RENCIACION GENETICA

En arios recientes la electroforesis en gel se ha utilizado
para medir la diferenciacion genética entre especies rela-
cionadas en varios grupos de organismos, de plantas anua-
les, insectos y otros invertebrados, asi como de peces, rep-
tiles, anfibios y mamiferos (para revision consultar (5)).
Estos estudios han proporcionado una gran cantidad de
informacion relevante acerca de sus relaciones filogenéti-
cas.

Los datos que se obtienen por electroforesis son fre-
cuencias génicas y genotipicas para alelos detectables elec-
troforéticamente. Las frecuencias génicas y genotipicas
que se observan en dos especies diferentes se transforman
en medidas de distancia genética utilizando cualquier mé-
todo estadistico. Dos de estos métodos, ampliamente utili-
zados, son la “identidad genética” I, y la “distancia geneti-
ca”, D, que se calculan como sigue (6): Considérese que A
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y B son dos poblaciones diferentes y 1 es un locus dado. La
probabilidad normalizada de que dos alelos, uno de cada
poblacion, sean idénticos es:

donde ai y bi son las frecuencias

sa, b, del alelo de orden i en las poblacio-

= — nes A y B, respectivamente. I, es

f Xa? b? igual a uno cuando las dos pobla-

ciones tienen los mismos alelos en

frecuencias idénticas y cero cuan-

do las dos poblaciones no tienen alelos en comin. Cuando

se consideran muchos loci, la “identidad genética media”
se define como:

I,

donde Js ,J4 v Jg, son las medias

Jan aritmeéticas de los loci totales que
I= se muestrearon, de a; b;, al y b2,
Ja s respectivamente. El valor de I pue-
de fluctuar desde cero, diferencia
genética completa, a uno, identidad
genetica completa.

La distancia genética media D, entre dos poblaciones se
define como, D= — loge 1, donde D puede fluctuar desde
cero, ninguna diferencia genética, hasta infinito. Si se su-
pone que las substituciones de nucledtidos dentro de un



gene ocurren independientemente unas de otras y que el
numero de estas substituciones por locus sigue una distri-
bucion de Poisson, D se puede interpretar como una medi-
da del niimero promedio de substituciones de nucleotidos
electroforéticamente detectables, que se han acumulado en
la evolucion de dos poblaciones desde que éstas se separa-
ron de un ancestro comun.

Supdngase ahora que una serie de loci se han estudiado
por electroforesis en cada uno de los grupos de las especies
relacionadas. Los valores de D para todas las comparacio-
nes entre pares de especies en un grupo, se pueden utilizar
para construir un dendrograma (diagrama semejante a un
arbol), que refleja las afinidades genéticas entre las espe-
cies. Se pueden emplear diversos meétodos matematicos
para construir dendrogramas basados en medidas de dis-
tancia genética. Los diferentes métodos no siempre produ-
cen dendrogramas idénticos, aunque los resultados gene-
ralmente son muy similares. Algunos de los métodos que
se utilizan para agrupar especies se trataran mas adelante.

TECNICAS INMUNOLOGICAS

La estimacion del grado de similitud entre proteinas se
puede obtener por técnicas inmunologicas, tales como la
inmunoelectroforesis, inmunodifusion, precipitacion cuan-

titativa, fijacion del complemento y turbidimetria. Los an-
ticuerpos que se producen en un animal inmunizado, gene-
ralmente un conejo, reaccionan no solamente contra el an-
tigeno especifico utilizado, por ejemplo albumina humana,
sino también contra otras proteinas relacionadas, tales
como albuminas de otros primates. Conforme mayor sea
la similitud entre la proteina utilizada para inmunizar al
conejo y la proteina probada, se presentara un mayor gra-
do de reaccion inmunologica. El grado de diferencia entre
dos proteinas probadas de diferentes especies, se expresa
como “distancia inmunologica” (1).

FILOGENIAS PROTEICAS

El grado de diferenciacion o distancia, entre dos protei-
nas homologas de secuencia de residuos de aminoacidos
conocida, se puede medir de dos maneras. Primero, por
una simple cuenta del nimero de diferencias de residuos
de aminoacidos entre dos secuencias dadas. Por ejemplo,
los citocromos ¢ del hombre y del mono Rhesus difieren en
un aminoacido (en la posicion 66), los del hombre y del ca-
ballo en 11 aminoacidos (en las posiciones 19, 20, 23, 54,
55,58, 66, 68,91,97 y 100) y asi sucesivamente.

Un segundo procedimiento, el cual produce mas infor-
macion que el primero, hace uso del codigo genético. El

A 8 19
B 9.3 17
C | 301 251

il
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Figura 2. Asignacion de valores respecto a la cantidad de cambio a las distintas ramas de undrbol filogenético (9). Los valores de a, b y ¢ se desfasan de

las ecuaciones de la derecha.
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His

Q

Fen His Gli
UuC CAU GGU

S

Fen Glu Gli
UUC GAA GGU

Val

(a)

Numero
de
dgferen_
cias

de
amino
acidos.

Gli

GUC CAU GGU

\g/

Val

GUC ACA GGU

(8)

3-

C d

Tre Gi Val His Gli
GAU ACA GGU GUC CAU GGU

f

Asp Pro Gli
GAU CCA GGU

Tre Gli

(c)

Figura 3. Relaciones fenéticas v cladisticas de cuatro organismos, denominados a-d. (A), drbol filogenético de los cuatro organismos y sus ancestros, e,
Sy g (B), fenograma que se deriva del agrupamiento de los organismos con base en sus diferencias. (C), cladograma que registra la genealogia (10).

reemplazamiento de un aminoacido por otro puede reque-
rir como minimo, una, dos o tres substituciones de nucleo-
tidos en el triplete del DNA correspondiente. Por ejemplo,
en la posicion 66 el citocromo ¢ del hombre tiene Ileu, el
del mono Rhesus tiene Tre; el nimero minimo de diferen-
cias de nucleotidos entre los codones para estos dos ami-
noacidos es uno. Esto produce el nimero minimo de cam-
bios de nucleotidos que debio de haber ocurrido en la evo-
lucion separada de los genes que codifican para las protei-
nas comparadas. Al nimero minimo de diferencias de nu-
cleotidos entre los genes que codifican para dos proteinas
homologas, se le denomina “distancia de mutacion”. A
menudo esta distancia de mutacion entre dos genes es ma-
yor que el nimero de diferencias de aminoacidos entre las
proteinas correspondientes.

Las matrices de las distancias geneticas proporcionan
los datos para construir dendrogramas utilizando los pro-
cedimientos de agrupamiento, u otros medios designados
especificamente para trabajar con la estructura primaria
de las proteinas. Sin embargo, es importante tener en men-
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te que la informacion que se obtenga del estudio de las se-
cuencias de las proteinas se debe utilizar en relacion con
otro tipo de informacion que provenga de otras fuentes y
que esté relacionada con la filogenia (1).

En los estudios filogenéticos, las secuencias del mismo
tipo proteinico de especies diferentes se alinean una contra
otra y se calcula la distancia minima de mutacion entre
ellas, para construir un dendrograma de divergencia, el
cual sirve luego como el punto de partida para el examen
de las muchas disposiciones de ramificacion alternativa
mediante el método de la parsimonia o economia maxima
(7, 8). El método reconstruye para un dendrograma deter-
minado, la secuencia ancestral que produce menos muta-
ciones en el arbol. El objetivo, al examinar las disposicio-
nes de las ramificaciones alternativas, es encontrar una to-
pologia verdadera que requiera la cantidad minima de
cambio evolutivo.

Debido a que los sucesos solo se producen en la escala
cronologica de milenios, su regularidad solo se puede exa-



minar segun cierta hipotesis evolutiva, que distribuya los
sucesos en los distintos intervalos historicos. Esto implica
usar el conjunto de distancias pares entre los grupos taxo-
nomicos (taxa) de la manera que muestra la figura 2, en la
cual se supone que se dispone de cierta medida de la dis-
tancia, o disimilitud, como por ejemplo, el nimero de ami-
noacidos diferentes para una misma proteina en dos es-
pecies distintas, entre todos los pares posibles de taxa que
se estan analizando. La parte superior derecha de la ma-
triz aporta un ejemplo hipotético para los tres taxa A, B y
C. El arbol por encima de la matriz presenta ramas de lon-
gitud a, b y ¢, que conectan los taxa a un nudo comun. El
problema es determinar los valores de a, b y c, si se cono-
cen los valores de la matriz. La relacion entre los datos ob-
servados y los esperados se indica como ejemplo en las
ecuaciones de la derecha, al igual que su solucién. El pro-
cedimiento se aplica igualmente bien si A, B y C son con-
juntos de taxa y los valores de la matriz son distancias
promedio. En la parte inferior izquierda de la matriz, se
presenta el nimero de substituciones de aminoacidos que
se podria esperar que se hubieran producido, con objeto de
observar los datos de la mitad superior derecha si los 1lti-
mos fueran los nimeros de diferencias de aminoacidos que
se observan entre 30 poblaciones variables. Si existen mas
de tres taxa, el proceso se repite tantas veces como nudos
de bifurcacion haya, siendo la Gnica diferencia que A, B y
C se convierten en colecciones de uno o mas taxa y las
tres distancias se convierten en el promedio de todas las
distancias pares entre los miembros de los conjuntos (9).

Ademas, se requieren transformaciones para las secuen-
cias protéicas debido a que las mutaciones dobles e inver-
sas no se detectan por cuentas simples de secuencias. Se
han propuesto dos series de correcciones. La primera es
teorica y se sugirio por Margoliash y Smith en 1965 (con-
tenido en (10)), en la cual el nimero de cambios espera-
dos, D, es nin(n/(n-D)). donde hay D diferencias obser-
vadas en n sitios. Por lo tanto, el 50% de D corresponde al
69.3% de D’. La segunda, utilizada por Dayhoff y colabo-
radores en 1972 (contenido en (10) ), es empirica y se basa
en la frecuencia conocida de puntos de mutacion entre di-
ferentes residuos de aminoacidos, determinada para nume-
rosas secuencias; el cambio evolutivo ya corregido se ex-
presa como porciento de mutaciones aceptadas (PAM:s),
en donde el 50% de D corresponde a 83 PAMs. Una ex-
tensa revision sobre diversos métodos numéricos para la
construccion de filogenias se puede encontrar en el trabajo
de Sneath y Sokal (11).

A las relaciones que registran la similitud de las propie-
dades contemporaneas de los organismos, sin referencia a
como llegaron a adquirirlas, se les denomina fenéticas;
esto no es un sinoénimo de relacion fenotipica, ya que ésta
incluye relaciones genéticas en el sentido de similitud entre
el estado actual de sus genomas (Staines 1971, contenido
en (11)). En cambio, la relacion cladistica describe la rela-
cién por diversas rutas evolutivas tomando en cuenta a los
ancestros; se refiere a como se produjeron los caracteres

de los organismos, pero no a sus propiedades actuales. La
relacion cladistica y fenética es discordante si ha ocurrido
mucha evolucion convergente o paralela, o si las velocida-
des de evolucion han sido muy diferentes.

Las relaciones fenéticas se representan por fenogramas
y las cladisticas por cladogramas, los cuales son dos tipos
de dendrogramas. La figura 3 ilustra un ejemplo hipotético
que se basa en tres posiciones en una secuencia proteica.
Puede observarse que los organismos b y d han convergi-
do en los caracteres que se muestran y son idénticos en és-
tos. Consecuentemente el fenograma y el cladograma son
discordantes. Las clasificaciones fenéticas se requieren ini-
cialmente para agrupar organismos en faxa lo mas homo-
géneos posible, convencionalmente en especies (10).

Una observacion importante es que si la evolucion es
constante y divergente, las relaciones fenéticas resultantes
se ajustaran perfectamente a un dendrograma. Esta pro-
piedad se conoce como “ultramétrica”, y es una conse-
cuencia del hecho de que todos los descendientes en una
rama de un ancestro comun estan igualmente relacionados
en el tiempo a todos los descendientes de la otra rama. Las
secuencias proteicas a menudo presentan un alto grado ul-
trameétrico y la importancia de esto es que cuando se man-
tiene esta propiedad, permite una facil reconstruccién cla-
distica y una buena estimacion del tiempo geologico de di-
vergencia (10).

En resumen, estos métodos se dividen principalmente en
tres clases. En primer lugar, aquellos que se basan en ma-
trices de semejanza, sin tomar en cuenta los caracteres y
los estados del caracter. Intentan reconstruir la cladogenia
a partir de una tabla de relaciones fenéticas, por ejemplo el
apareamiento del DNA. La segunda clase requiere del co-
nocimiento de los caracteres y sus estados, por ejemplo la
secuencia de proteinas. La tercera clase, requiere del cono-
cimiento de cuales estados del caracter son primitivos,
aunque ésta es de poco uso debido a la dificultad para de-
cidir cuales estados son primitivos.

Las cladogenias mas convincentes se han hecho utili-
zando este tipo de secuencias de proteinas. Fitch y Margo-
liash en 1970 (en (10)) establecen las razones: la cantidad
de informacion en una secuencia es grande; el comporta-
miento evolutivo de las proteinas parece seguir reglas rela-
tivamente regulares; las conclusiones concuerdan en alto
grado con las evidencias geoldgicas, cuando éstas estan
disponibles; permiten comparaciones entre grupos taxono-
micos distantes y en periodos largos; las homologias usual-
mente no son ambiguas; mediante ellas es posible detectar
deleciones en las secuencias y reduplicaciones génicas,
como en el caso de las globinas. A estas ventajas se les
puede adicionar que las secuencias de proteinas general-
mente tienen propiedades ultramétricas razonables, dentro
de una familia de proteinas, aunque las velocidades evolu-
tivas varien ampliamente para diferentes familias.



CONCLUSION

Las moléculas que contienen informacion tales como
las proteinas y los acidos nucleicos, contienen informacion
significativa para estudios de la filogenia. La velocidad de
evolucion molecular no es constante, y los cambios protei-
cos pueden utilizarse como un reloj evolutivo aproximado.
La aplicacion de la secuenciacion de proteinas al estudio
de la filogenia es un campo relativamente joven, sin em-
bargo, en el futuro el estudio de las proteinas y los acidos
nucleicos contribuira significativamente al conocimiento
del registro evolutivo.
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INTRODUCCION

La biologia molecular es una disciplina que se ha desa-
rrollado rapidamente en los tltimos afios y la tecnologia
que ha surgido de este desarrollo ha experimentado tam-
bién grandes avances. La extraccion y purificacion de aci-
dos nucleicos constituye una de las fases iniciales en mu-
chos procedimientos utilizados en la genética y en la biolo-
gia molecular.

Aunque existen muchas técnicas de aislamiento del
RNA total de células animales, éstas no pueden ser extra-

EXTRACCION DE RNA DE TEJIDOS
VEGETALES. COMPARACION
DE TRES METODOS
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quimica Vegetal, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de México, 04510 México, D.F.
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poladas directamente a los tejidos vegetales por varias ra-
zones, dadas fundamentalmente por la estructura y fun-
cion de la celula vegetal y que son: a) presencia de niveles
elevados de nucleasas; b) presencia de pared celular; c)
alto contenido de carbohidratos. La magnitud de estos fac-
tores depende del tipo de tejido, de su edad y de su estado
metabolico surgiendo problemas metodologicos que no
pueden ser resueltos por una sola técnica de extraccion de
RNA. Este hecho ha originado la necesidad de combinar
varias técnicas de las utilizadas en tejidos animales, adap-
tandolas para resolver los problemas inherentes a los teji-



Agente
Meétodo Desproteinizante
Fenol - Fenol
Clorhidrato Clorhidrato

de Guanidina de Guanidina

Proteinasa K Proteinasa K

TABLA1

AGENTES UTILIZADOS EN TRES DIFERENTES METODOS
DE AISLAMIENTO DE ACIDO RIBONUCLEICO

Agente
Inhibidor Precipitante
de RNasa de RNA
SDS Etanol
EDTA
Clorhidrato Etanoc!
de Guanidina
SDS Cloruro de
EDTA Litio

dos vegetales. Fundamentalmente, el proceso de extrac-
cion de RNA consta de 5 fases: 1) Homogenizacion del te-
jido vegetal; 2) Separacion de residuos celulares; 3) Des-
proteinizacion; 4) Precipitacion del RNA; 5) Purificacion
del RNA.

En este estudio hemos considerado tres técnicas para la
extraccion de RNA cuyas diferencias subyacen en alguna
de las cinco fases antes mencionadas. Estas son la de la
proteinasa K, la del clorhidrato de guanidina y la del fenol
(1 y 2). El objetivo de este trabajo es evaluar el rendimien-
to y la calidad (incluyendo la actividad biologica) del
RNA, producto de la extraccion de cada uno de los tres
métodos, cuando el tejido vegetal utilizado es el de aleuro-
nas de semillas de cebada. Asimismo, se pretende que la
presentacion de esta metodologia muestre cuan sencillo y
facil es su manejo, asi como su implementacion no sélo en
laboratorios de investigacién, sino también en laboratorios
de docencia.

MATERIALES Y METODOS

Todo el material utilizado en el desarrollo de este traba-
jo fue tratado previamente en dodecil sulfato de sodio
(SDS) 0.5% a ebullicion, durante 10' y enjuagado riguro-
samente con agua bidestilada previamente agitada con die-
til pirocarbonato al 0.1% y esterilizado en autoclave du-
rante una hora. Posteriormente el material de vidrio se
horneo durante toda la noche a 200°C; el material de plas-
tico se esterilizo en autoclave durante una hora. Tanto los
tratamientos anteriores como la manipulacion experimen-
tal, se llevaron a cabo usando guantes. Estas precauciones
se requieren para evitar la contaminacion por ribonuclea-
sa.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico
y sin purificacion posterior, a excepcion del fenol, el cual
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se destilo y guardo en frasco ambar a 4°C hasta su utiliza-
cion.

El material biologico utilizado en cada caso fue de 500
capas de aleurona de cebada (Hordeum vulgare, var. Hi-
malaya). La homogenizacion se hizo en mortero, conge-
lando el tejido con nitrogeno liquido. El polvo obtenido se
transfirio a un tubo corex de 30 ml, en donde se desconge-
10 por la adicion del amortiguador calentado a 60°C. La
composicion del amortiguador vario dependiendo del me-
todo utilizado para la extraccion del RNA.

Los tres métodos utilizados difirieron principalmente en
el tipo de sustancia utilizada como desproteinizante, de
acuerdo a las cuales los nombramos metodos: del fenol,
del clorhidrato de guanidina y de la proteinasa K (Tabla
I). La descripcion de cada uno de ellos se encuentra en las
referencias.

RESULTADOS

De los métodos aqui utilizados, hemos encontrado que
en cuanto a rendimiento, el método del fenol es el que pro-
porciona mejor recuperacion, seguido por el método de la
proteinasa K y finalmente por el del clorhidrato de guani-
dina (Tabla II).

Concerniente a la pureza, medida como la relacion en-
tre las absorbancias a 260 y 280 nm, se encuentra una
gran diferencia entre los métodos. El RNA de menor pure-
za es el que se obtiene por el método del clorhidrato de
guanidina, mientras que el obtenido por el del fenol presen-
ta una mejor relacion. Por otra parte, el RNA obtenido
por el método de la proteinasa K da una relacion de absor-
ciones similar a la obtenida con el RNA comercial (Tabla
II).



Pureza
Método A60/A 290
Fenol 1.71
Clorhidrato 1.59
de Guanidina
Proteinasa K 1.91
Fenol-Proteinasa K
RNA Comercial 2.10

1 RNA obtenido partiendo de 500 aleuronas.

Bernal-Lugo (4).

TABLAII

COMPARACION DE PUREZA, RENDIMIENTO Y ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE ACIDO RIBONUCLEICO AISLADO POR DIFERENTES METODOS

2 El sistema utilizado fue la fraccion $-23 de germen de trigo preparado de acuerdo a Roberts (3). Las condiciones para la traduccion fueron las reportadas en

Rendimiento Actividad?

ug RNA total Biologica
cmp/ug RNA

3 083 (100%) 184 220

1167 (37.9%) 7240

2 183 (70.8%) 285 464

2467 (80%) 735420

La actividad biologica de las preparaciones de RNA,
fue evaluada en un sistema de sintesis de proteinas libre de
células, programado con las diferentes preparaciones de
RNA. Como puede verse en la tabla II, la cantidad de de-
sintegraciones por minuto (cpm), incorporadas difiere am-
pliamente en los tres métodos. EIl RNA obtenido por el
meétodo de la proteinasa K presenta la mayor eficiencia en
la incorporacion, seguido de la que se obtiene cuando el
sistema es programado con la misma cantidad de RNA
obtenido por el método del fenol. A diferencia de éstos, el
RNA obtenido al utilizar clorhidrato de guanidina como
desproteinizante carece de actividad biologica en este sis-
tema.

El RNA obtenido por el método del fenol mejora su pu-
reza en grado considerable al tratarse con proteinasa K y
reprecipitarse con cloruro de litio aunque solo se recupera
el 80% del original. La actividad biologica del RNA obte-
nido con esta combinacion de técnicas mejora sustancial-
mente.

DISCUSION

En este trabajo analizamos y comparamos tres métodos
de extraccion y purificacion de RNA considerando tres
criterios distintos. Cada uno de estos métodos presenta
ventajas y desventajas; el método de clorhidrato de guani-
dina, por ejemplo, es facil de realizar y de bajo costo y la
integridad de la molécula obtenida es semejante a la que se
encuentra por los otros dos métodos (datos no mostra-
dos)*. Sin embargo, su pureza es baja y su actividad biolo-

* Integridad determinada por patron electroforético.
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gica nula, tanto en este método como en el que a continua-
cion discutimos, existe la desventaja de que con el etanol
se precipitan tanto el RNA como los carbohidratos.

El aislamiento de RNA con disolventes organicos fenol-
cloroformo consume mayor tiempo que el anterior, pero
presenta como ventaja sobre éste que desde el inicio del
proceso las proteinas son extraidas en la fase organica, lo
que disminuye la posibilidad de coprecipitacion de éstas
con el RNA. A esto puede deberse el mayor grado de pu-
reza del acido nucleico obtenido por este método, en com-
paracion con el obtenido por el método del zlorhidrato de
guanidina. La calidad de esta preparacion se refleja tam-
bién en una mejor actividad biologica.

El RNA de mejor calidad se obtiene utilizando como
agente desproteinizante una proteasa capaz de presentar
actividad a altas concentraciones de detergente, con lo que
se facilita la disociacion de ribonucleoproteinas y la inacti-
vacion de la RNasa por hidrolisis y desnaturalizacion. Por
otra parte, el cloruro de litio es un agente que precipita en
forma selectiva al RNA y mantiene en solucion a las pro-
teinas. Sin embargo, este método resulta de alto costo para
ser utilizado en forma rutinaria. No obstante se pueden
obtener preparaciones de RNA de calidad similar a la que
proporciona este método, si el RNA obtenido por el méto-
do del fenol se trata con proteinasa K seguido de precipita-
cion con cloruro de litio. Esta combinacién de métodos
conjunta calidad y cantidad abaratando el costo.

El grado de reproducibilidad de los parametros analiza-
dos en los tres métodos es alto, lo cual constituye una ven-
taja en el manejo de esta metodologia. Lo anterior, aunado



a la poca sofisticacion del equipo utilizado y a la simplici-
dad de los procedimientos técnicos, hace a estos métodos
susceptibles de ser adaptados en un laboratorio de ense-
nanza a nivel licenciatura inclusive.

REFERENCIAS

1. Methods in Enzymology (1968) Vol. XII Nucleic
Acids Part B. Grossman L., y Moldave K., (eds) Aca-
demic Press, New York.

2. Manual del Tercer Curso de Técnicas Basicas (1985).

Aislamiento y Purificacion de Acidos Nucleicos. De-
partamento de Bioquimica Vegetal, DEPg., Facultad
de Quimica, UNAM.

3. Roberts B.E., Paterson B.M., (1973) Efficient transla-
tion of tobacco Mosaic Virus RNA and Rabbit Globin
9S. RNA in a Cell Free System from Commercial
Wheat Germ. Proc. Nat. Acad. Sci Vol. 70 No. 8:
2330-2334.

4. Bernal-Lugo 1., (1978) Tesis de Doctorado en Ciencias
Quimicas (Bioquimica) Facultad de Quimica, UNAM.

Ante la preocupante situacion por algunos problemas
inherentes a nuestro sistema educativo, en el cual esta in-
serta la ensefianza de la bioquimica como parte del cu-
rriculo de la carrera de Médico Cirujano de la Facultad de
Medicina de la UNAM, conviene integrar y sumar esfuer-
zos que conlleven a la superacion de esos problemas.

En la revision de datos proporcionados por fuentes ofi-
ciales (2), se observa que el promedio general de alumnos
aprobados en la asignatura de bioquimica, durante los ci-
clos escolares comprendidos en los afios de 1977-1984, es
del 50%, lo cual revela un bajo rendimiento académico.
Este hecho lamentable es por otro lado un reto para los
universitarios comprometidos con la tarea de la ensefian-
za.

El sistema que selecciona a los alumnos para su ingreso
a la UNAM, no contempla la importancia de evaluar ca-
pacidades basicas en la formacion profesional tales como:
pensar y razonar, cuya valoracion solo es posible con gru-
pos reducidos y no con una poblacion estudiantil masiva
concentrada en locales como en un estadio de futbol o aun
en locales mas pequefios en donde los examenes se resuel-
ven sin el requerimiento de las capacidades referidas.

HACIA LOS CAMBIOS
TRASCENDENTALES EN LA
EDUCACION BIOQUIMICA

Silvia LopezFlorez, Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.
Apdo. Postal 70159, 04510, México, D.F.
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Para nosotros se presenta hoy como una posibilidad con-
creta, generar y abordar una prdctica pedagégica gue po-
sibilite el nacimiento de individuos mds independientes,
mds criticos y mds creativos.

Fernandez, Pablo (1)

La educacion planteada como un complejo sistema que
posibilita el desarrollo y transformacion social, no puede
ni debe escapar a la evolucion dentro de la cual destaca la
capacidad creadora y transformadora del hombre.

Cabe aqui manifestar, por muy obvio que nos parezca,
que en una sociedad tan compleja como la que vivimos a
finales del siglo XX. no es posible considerar que el
desarrollo del pensamiento critico, el interés por la investi-
gacion, la preocupacion transformadora y creativa, sean
actitudes casuales. Su florecimiento y proliferacion en ge-
neral requieren de la concurrencia favorable de varios fac-
tores de tipo genético, ambiental, social y economico. Refi-
riendose a este ultimo factor y considerando que México
tiene 78 000 000 de habitantes, de los cuales el 44% forma
la poblacion con edad universitaria {de 16 a 29 afios) que
corresponde a 34 000000 de habitantes, solamente el
6.6% de esta ultima poblacion realiza estudios universita-
rios, misma que esta representada por 2 254 296 habitan-
tes (3). Estos datos revelan una gran contradiccion con la
supuesta igualdad de oportunidades para que todos los
mexicanos reciban la preparacidon que los capacite para
enfrentrar la vida con mejores espectativas en su desarro-
llo fisico, mental y espiritual.



Evidentemente el desarrollo intelectual se propiciara en
la medida en que las inquietudes se satisfagan y canalicen
convenientemente, desde aquellas primeras manifestacio-
nes del nifio, cuando empieza a indagar a traves del: jque
es?, ;para que? en relacion con el universo que lo rodea.

No es nuestro proposito en este espacio, el presentar un
analisis de las etapas que anteceden a la formacion del es-
tudiante universitario, sin embargo se quiere resaltar e in-
sistir en que la educacion familiar, preescolar, primaria,
media v media superior, son fundamentales en la confor-
macion de la estructura cognoscitiva e integral del indivi-
duo.

El planteamiento anterior no debe servir como justifica-
¢ién ni conformismo ante ciertos fracasos de la ensenanza
superior, tampoco debe usarse como pretexto para que el
profesor universitario no haga el mejor esfuerzo por ayu-
dar a remediar esta situacion y contemplar en esa informa-
cion una llamada de atencion que determine la superacion
de los problemas de la ensefianza. No es posible seguir
perpetuando sistemas educativos en nombre del condicio-
namiento y la costumbre. Es digno, por lo tanto, conside-
rar el estudio de las acciones realizadas a la fecha en la
preparacion de los maestros que tienen a su cargo el de-
sempefio de una funcion tan amplia, delicada e importante,
a fin de promover los cambios que garanticen la efectivi-
dad del sistema educativo a nivel nacional, para propiciar
el desarrollo de las capacidades, habilidades y destrezas
del ser humano.

La ensefianza superior debe ser ejemplo y semillero de
maestros que promuevan modificaciones idoneas en la
educacion a todos los niveles y en las diferentes areas.
Esta iniciativa deberia provenir del personal académico de
la UNAM vy a la postre redituar a favor de su desarrollo y
grandeza cuya trascendencia obviamente tendra alcances
a nivel nacional. De lo contrario continuaremos en este
circulo vicioso, en el que se pretende elevar el nivel acadé-
mico en la preparacion del estudiante universitario, pero
dado que sus bases académicas anteriores en general son
deficientes no se puede lograr satisfactoriamente el objeti-
vo que inicialmente se propone.

Con cierta frecuencia los profesores se quejan de sus
alumnos por ingresar a la UNAM, con un nivel academico
bajo, asi como con carencias en su desarrollo intelectual.
Sin embargo “no debemos negar ni confirmar” que este
hecho constituya el principal problema del bajo rendimien-
to académico que se obtiene, primero deberan generarse
trbajos de investigacion cuyo enfoque cientifico permita el
analisis de todos y cada uno de los factores, elementos y
componentes que inciden en el proceso de ensefianza-
aprendizaje y asi poder discriminar y jerarquizar cada uno
de los problemas con objeto de resolverlos.

En la renovacién educativa centrada en la mayoria de
los casos en la modificacion de los planes de estudio, en la
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construccion de nuevos edificios, en los nuevos profesores
que practican nuevas técnicas en el acto de la ensefianza,
se observa sin embargo que los esfuerzos realizados “no

_ han modificado™ substancialmente la situacion.

Son muchos los problemas y hechos concretos que re-
velan la necesidad de orientar la bisqueda por el camino
que permita encontrar soluciones que realmente mejoren el
proceso educativo de la ensefianza superior, ya que a pe-
sar de que en la UNAM se cuenta con instituciones para la
preparacion especializada del docente, se observan proble-
mas como los siguientes:

1. Algunas personas egresadas del grado de especiali-
zacion o maestria en ensefianza superior, encuentran un
campo muy limitado para desarrollar trabajos de investi-
gacion educativa en las instituciones donde desempefian
ciertas actividades docentes.

2. En cada institucion encargada de la preparacion pro-
fesional en la docencia, se brinda un enfoque y objetivos
diferentes, por lo cual los esfuerzos se dispersan y no siem-
pre coinciden a favor de la solucion de los problemas de la
ensefianza, que de acuerdo con los estatutos de la UNAM
son prioritarios.

La via que conlleva a la superacion y actualizacion de la
docencia es a traves de:

el dominio y actualizacion de la materia que se im-
parte

el desarrollo y aplicacion de métodos de ensefianza
que promuevan aprendizajes significativos en donde
el alumno investiga, confronta, analiza, concluye y
enriquece su criterio, bajo la coordinacion y guia au-
torizada del profesor, desmitificando asi la idea del
profesor como personaje omnisapiente

el conocimiento sobre teoria curricular que posibilite
la integracion del profesor a los grupos encargados
de revisar y reestructurar programas y planes de es-
tudio.

el conocimiento individual de los alumnos, (cuando
los grupos son reducidos)

— el conocimiento y coordinacion adecuada de los gru-
pos, asi como la diramica que en forma particular
presenta cada uno de ellos

la constatacion de los aprendizajes logrados por los
alumnos

el desarrollo de proyectos de investigacion para me-
jorar todos y cada uno de los aspectos arriba men-
cionados, subrayando la importancia de considerar
su valoracion sistematica como un proceso de eva-
luacion



Por lo tanto, la practica profesional de la docencia con-
templa las etapas generales del acto de la ensefianza: pla-
neacion, ejecucion y evaluacion, no como simples pasos
secuenciales, ya que cada una representa un subsistema
dentro del proceso de ensefianza-aprendizaje, por lo cual
su estudio y perfeccionamiento implican un permanente
trabajo de investigacion que responda a la necesidad de
elaborar un proyecto racional que brinde la fundamenta-
cién vdlida al proponer alternativas en la toma de decisio-
nes, sobre la elaboracion de los curricula.

Para superar debidamente algunas de las carencias refe-
ridas se requiere la participacion y compromiso de perso-
nal calificado, asi como el apoyo de las autoridades uni-
versitarias a fin de incrementar la investigacion educativa
en la UNAM, misma que por su magnitud e importancia
merece especial cuidado, no solo a nivel de facultad sino
muy particularmente en cada departamento educativo, ya
que ambos enfoques no son excluyentes entre si, sino de-
ben ser el reflejo de la continuidad, complementacion y
progreso educativo.

En tanto no se aborde la ensefianza con calidad y profe-
sionalismo que demanda, seguiremos presenciando, por
desgracia con cierta frecuencia, los trabajos que con gran
esfuerzo realiza un grupo de profesores asesorados por es-
pecialistas en docencia con objeto de disefiar algun modelo
de ensefianza, mismo que sin probarse previamente en el
aula, se propone en algin evento académico a nivel nacio-
nal, después se abandona o en el mejor de los casos se
prueba una sola vez, sin agotar su estudio y mejoramiento,
y se archiva sin cubrir el objetivo principal para el cual
fue elaborado, que es el de mejorar la ensefianza superior.

Refiriéendonos al parrafo anterior consideramos que so-
lo a través de proyectos creados a partir de nuestros pro-
pios problemas y para la solucion de los mismos, podre-
mos contribuir a la renovacion y transformacion real del
quehacer educativo y como logica consecuencia superar el
nivel académico de nuestra Universidad. Cabe mencionar
que el método cientifico constituye parte de la valiosa he-
rramienta que posibilita 1a investigacion educativa.

En relacion con algunos documentos oficiales para la
planeacion de la ensefianza, conviene destacar que el dise-
fio y elaboracion de programas y planes de estudio, no tie-
ne razon ni sentido sin la incorporacion de los alumnos.
Son ellos quienes podran aportar a corto, mediano y largo
plazo, la informacion valida que ayude a ampliar los crite-
rios para la toma de decisiones en la estructura de dichos
documentos. Se considera por lo tanto de fundamental im-
portancia la participacion de los estudiantes, desde los que
se inician hasta los que estan por concluir la carrera uni-
versitaria, ya que estos ultimos poseen mayor experiencia
y sus actividades estan mas estrechamente vinculadas a su
gjercicio profesional.

El reciente surgimiento de la investigacion educativa en

nuestro ambito de trabajo, precisa entre otras, la necesi-
dad de su confrontacion en el aula. En este sentido podre-

mos incidir en la etapa de la ejecucion de la ensefianza,
misma que presenta ciertos obstaculos pero al mismo
tiempo brinda la oportunidad y privilegio de la interaccion
alumno-profesor, por consiguiente vale la pena profundi-
zar en su estudio, invertir tiempo, trabajo, dedicacion y es-
fuerzo, a fin de promover cambios no solo en términos
cuantitativos sino también cualitativos.

A través de la experiencia docente y de una amplia revi-
sion de literatura reconocida y actualizar en materia edu-
cativa, se tienen datos que permiten constatar, que el ren-
dimiento académico se eleva en la medida que el profesor
mejora su preparacion y actualizacion profesional como
docente, siempre y cuando asuma la responsabilidad que
como profesor universitario le corresponde.

Por supuesto que todo esto prevé la necesidad de contar
con grupos reducidos, ya que cuando éstos son mayores
de veinte alumnos, se sacrifican muchas posibilidades pe-
dagogicas por lo cual se afecta el proceso de ensefianza-
aprendizaje y disminuye su rendimiento académico.

El aprendizaje de los contenidos del curso de bioquimi-
ca de la Facultad de Medicina de la UNAM, implica cierto
grado de dificultad de acuerdo a los antecedentes academi-
cos del alumno. La tarea del profesor debe consistir en
promover las acciones que propicien dicho aprendizaje,
para lo cual es necesario disponer del tiempo razonable y
no distraer la atencion del profesor con una serie de activi-
dades que aun siendo importantes, no se pueden atender
sin sacrificar el trabajo docente ante el grupo.

Se debe contar con grupos reducidos, para mejorar la
comunicacion y conocimiento de nuestros alumnos. Re-
forzar en el estudiante actitudes de responsabilidad, inte-
rés, compromiso, espiritu critico y reflexivo. Sugerir méto-
dos de estudio que posibiliten una mayor comprension y
analisis de los contenidos, para ello la linea pedagogica
que se propone,centra su atencion en el alumno a fin de su-
perar ciertas deficiencias preestablecidas en la ensefianza y
promover una mayor actividad mental del estudiante, ele-
vando por consiguiente el nivel del aprendizaje de los con-
tenidos.

Es necesario propiciar durante la ensefianza la partici-
pacion del alumno, para que él mismo ponga en duda la
verdad que se le plantea, para que pueda concebirla como
verdad relativa y no absoluta. Donde el estudiante aban-
done la actitud receptiva, pasiva y contemplativa.

De acuerdo con Hilda Taba (4):

— No se puede concebir que el dominio pasivo del con-
tenido pueda producir una mente disciplinada y una
actitud cientifica ante la investigacion.



— El aprendizaje es el resultado de la interaccion entre
el contenido y los procesos mentales del estudiante.

— Los conceptos tienen valor educativo, en tanto que el
alumno pueda hacer con ellos algo mas que su defini-
cion verbal.

La evaluacion del proceso de ensefianza-aprendizaje en
sus diferentes etapas, debe contemplar todos y cada uno
de sus elementos y componentes involucrados, sin perder
de vista la integracion del alumno como sujeto responsable
y critico desupropioaprendizaje. El desarrollo sistematico
de éste trabajo cuando el mismo profesor toma la iniciati-
va y se compromete, ofrece muchas bondades, entre otras
la de reafirmar tanto al alumno como al maestro dentro de
la superacion del proceso educativo. Para este propdsito
los trabajos de seguimiento en la formacion profesional del
medico como parte de la investigacion educativa, repre-
sentan una fuente de informacion valiosa, la cual debera
recabarse sistematicamente en el momento oportuno para
propiciar la espontaneidad, seriedad y compromiso de los
participantes. En el escenario de esta obra el alumno no se
sentira defraudado porque él mismo sera testigo de que su
actitud comprometida tiene trascendencia en la superacion
de algunos problemas de la ensefianza.

El alumno también tiene elementos que brindar para
enriquecer el conocimiento y experiencia del profesor.
Esta posibilidad aumenta cuando el profesor ha fortale-
cido su capacidad creativa, misma que serd de mayor
relevancia al proyectar ante sus alumnos la inquietud por
la investigacion basica educativa.

El profesor adquiere funciones de orientador al brindar
alternativas a los alumnos, por lo que resulta incongruente
reducir la profesionalizacion del docente, al dominio de su
materia y al conocimiento de elementos instrumentales de
la docencia. El profesor debera difundir y generar el cono-
cimiento, como herramienta necesaria en la bisqueda del
nuevo conocimiento, que permita desarrollar el criterio del
alumno a favor de la solucion de los problemas en el area
de la salud, al referirnos a la formacion profesional del mé-
dico.

Concluimos en términos generales que, para abordar y
resolver algunos problemas de la ensefianza superior, se

requiere la profesionalizacion y actualizacion de la docen-
cia, misma que lleva implicita la practica de la investiga-
cion educativa y donde cobra gran importancia la partici-
pacion activa y efectiva del alumno como elemento inte-
grante del proceso de ensefianza-aprendizaje, que permita
consolidar su desarrollo tanto intelectual como afectivo.
Todo lo cual necesariamente debe contar con el apoyo y
reconocimiento de las autoridades universitarias.

Por tltimo aunque no menos importante, debemos pug-
nar no solo por el desarrollo de las capacidades intelectua-

les del profesional de la medicina, sino también por aque-

llas que lo califiquen con una elevada ética profesional y
una gran calidad humana, que le permita demostrar el res-
peto por la persona enferma asi como el compromiso por
ayudarla y protegerla, tal es la minima retribucion que se
puede dar a la sociedad que ha hecho posible su forma-
cion, aspecto que por ser tan comun en nuestro medio, con
frecuencia se ve olvidado.

“Nadie ensefia a nadie, todos aprendemos de todos” (5).
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INTRODUCCION

La investigacion biomeédica en las tltimas décadas, esta
alcanzando muy altas cotas. Esta circunstancia se debe,
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primordialmente, a los grandes avances que se estan pro-
duciendo en lo que a desarrollo de técnicas y métodos ana-
liticos aplicados a la bioquimica se refiere, tanto en investi-
gacion basica como aplicada.

-



La cromatografia liquida, en sus distintas formas, ya
sea como técnica analitica o preparativa, ha constituido en
los dltimos afios, una de las técnicas mas refinadas, preci-
sas y de mayor aplicacion en un laboratorio, no solo de
bioquimica, sino también en otros campos de investiga-
cion, como pueden ser la farmacologia o la toxicologia.

La cromatografia tradicional ya sea sobre capa fina, pa-
pel, cambio ionico o exclusion, no resulta practica para la
resolucion de algunos problemas concretos, pues presenta
dos inconvenientes: una menor eficacia en la separacion y
largos tiempos de analisis. La aparicion de la cromatogra-
fia liquida que sigue las bases teoricas de la cromatografia
de gases, ya en 1967 gracias a los trabajos de Huber y
Hulsman, supuso grandes ventajas sobre los distintos tipos
de cromatografia clasica y sobre la cromatografia de gases
en lo que a eficacia de columna y velocidad de analisis se
refiere.

La “nueva” cromatografia liquida se conoce bajo distin-
tas denominaciones: HSLC o cromatografia liquida de
alta velocidad; HELC, CLAE o cromatografia liquida de
alta eficacia y HPLC, nombre mas aceptado actualmente,
o cromatografia liquida de alta presion o alto rendimiento.

En terminos generales, el gran costo del equipo para
HPLC, especialmente los rellenos de columnas y fases mo-
viles, hace que la cromatografia de gases no sea desplaza-
da en algunos laboratorios por la cromatografia liquida de
alta presion. Sin embargo existe un gran numero de com-
puestos organicos demasiado inestables o poco volatiles
para ser procesados por cromatografia de gases sin que
sufran modificacion quimica. Estas circunstancias, asi
como la menor recuperacion cuantitativa que se obtiene en
otros tipos de cromatografia, hacen que la cromatografia
liquida de alta presion se haya convertido en la técnica
analitica y preparativa mas adecuada para estos y otros
compuestos.

Asi pues, podemos resumir las ventajas de la HPLC en:
Una alta resolucion; gran reproducibilidad; tiempos de
analisis generalmente mas cortos; técnica analitica y pre-
parativa; las columnas se pueden utilizar varias veces sin
regeneracion (Hamilton y Sewell, 1981).

MODOS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PRESION

La separacion en cromatografia liquida de alta presion
se puede llevar a cabo a través de distintas formas o mo-
dos de cromatografia, basados fundamentalmente en los
distintos tipos de solventes (fase movil) y en las distintas
resinas poliméricas (fase estacionaria).

La cromatografia liquido-liquido se basa en la separa-
cion de compuestos por su distinta distribucion en una
fase movil liquida y en otra fase estacionaria liquida de
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acuerdo con sus distintos coeficientes de reparto que se
traduce en una distinta relacion de migracion.

Las fases estacionarias se preparan actualmente a partir
de particulas esféricas de silice de muy pequefio diametro,
haciendo reaccionar los grupos silanol con un organoclo-
rosilano o un alcoxisilano, para obtener una union del tipo
Si-O-Si-R que es muy estable, y donde el grupo R puede
ser un agrupamiento hidrocarbonado de 8 ¢ 18 carbonos,
o bien una cadena hidrocarbonada a la que se ha unido, en
su extremo, un grupo polar como —CN ¢ — NH,. De aqui
se deriva la posibilidad de tener grupos con caracter polar
y grupos con caracter apolar que condicionan las caracte-
risticas de la zona que constituye la fase liquida estaciona-
ria.

El termino de cromatografia liquido-liquido en fase nor-
mal se referia, originariamente, al sistema de separacion
formado por una fase estacionaria polar y una fase movil
no polar, como hexano o benceno. Si por el contrario, la
fase estacionaria era no polar y la fase movil era polar
(agua) se hablaba de cromatografia liquido-liquido en fase
reversa. Actualmente se define como fase normal al siste-
ma formado por una fase estacionaria mas polar que la
fase movil y cromatografia liquido-liquido en fase reversa
cuando la fase estacionaria es menos polar que la fase mo-
vil. Asi la HPLC en fase normal se podria utilizar prefe-
rentemente, sin establecer normas rigidas, para la separa-
cion de compuestos polares y en fase reversa para la sepa-
racion de compuestos mas hidrofébicos.

Se habla, pues, en términos relativos; asi, en fase nor-
mal, la polaridad de la resina o relleno seria alta mientras
que en fase reversa seria baja. En cuanto a la polaridad del
solvente utilizado en fase normal seria de baja a media y
en fase reversa de media alta, siendo, por tanto, el orden
de elucion en fase normal primero los compuestos menos
polares y en fase reversa primero los mas polares. Por otra
parte, el efecto del incremento de la polaridad del solvente
se traduciria en la reduccion del tiempo de elucién para
fase normal y un incremento del tiempo de cromatograma
en el caso de utilizar fase reversa.

Se nos brinda, por tanto, un amplio abanico de posibili-
dades de trabajo, aprovechando, por otro lado, las nuevas
técnicas de par idnico (PIC) como un modo especial de
cromatografia liquido-liquido usado para la separacion de
compuestos ionicos o ionizables que no poseen suficiente
caracter lipofilo para ser retenidos, ya que lo mas habitual
es que apliquemos el PIC en fase reversa. Consiste en adi-
cionar a la fase movil un agente, por ejemplo, tetrabutila-
monio, que forma un par ionico con el compuesto a sepa-
rar, aumentando su lipofilia y, por tanto, la afinidad por la
fase estacionaria.

Existen otros modos de cromatografia, quizas menos
utilizados, como son la cromatografia liquido-solido basa-
da en la adsorcion, en una fase estacionaria solida, de las
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Figura 1. Separacion cromatogrdfica de dos componentes de una mez-
cla donde (R representa el tiempo de retencion vy W la anchura del pico
cromatogrdfico en la linea base.

moléculas presentes en la muestra, que se encuentran en la
fase movil liquida; cromatografia de cambio idnico cuya
fase estacionaria consiste en una matriz rigida en la cual
su superficie presenta puntos de anclaje cargados positiva
o0 negativamente; cromatografia de exclusion o gel filtra-
cion, basada en la separacion en funcion del peso molecu-
lar.

La eleccion del modo cromatografico adecuado en fun-
cién de nuestras necesidades, combinando otras condicio-
nes de trabajo como pueden ser, pH de la fase movil o tipo
de elucion, isocratica o utilizando gradiente, hace que el
rendimiento en esta técnica sea muy satisfactorio.

CONCEPTOS CROMATOGRAFICOS TEORICOS

Toda separacion cromatografica de uno o mas compo-
nentes presentes en una mezcla, se basa en las diferencias
en el coeficiente de distribucion de dichas sustancias entre
dos fases, fase estacionaria y fase movil. El coeficiente de
distribucion se define como K= (C)e / (C)m, es decir, el
cociente entre la concentracion del componente en la fase
estacionaria y su concentracion en la fase movil. La mi-
gracion es, por tanto, inversamente proporcional al coefi-
ciente de distribucion; un incremento en K supone una
mayor concentracion del compuesto en la fase estaciona-
ria y por tanto la migracion sera menor.

Retencion cromatogrdfica

La retencion cromatografica se define como la razon
entre la distancia recorrida por la banda correspondiente a
la muestra y la recorrida por el frente correspondiente a la
fase movil.

Se denomina tiempo de retencion (tr) para un
compuesto determinado (Figura 1), al tiempo de elucion
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en un cromatograma, medido a partir del momento cero
o sefial de inyeccion de la muestra, hasta el momento de
elucion del maximo del pico correspondiente a esa sus-
tancia. El volumen de retencidn sera, por tanto, el resul-
tado del producto flujo de bomba en mililitros en la
unidad de tiempo, por el tiempo de retencion.

En cromatografia liquida de alta presion la fase movil se
considera incapaz de comprimirse, y la presion y el flujo
de bomba constantes a lo largo de la columna cromatogra-
fica, por tanto, la retencion no se ve alterada. Sin embargo,
si se modifica por la concentracion de muestra inyectada.
Si esta concentracion es suficientemente alta se puede alte-
rar la simetria de la curva gaussiana, ya que se rompe la li-
nealidad entre la concentracion del compuesto a separar
en la fase estacionaria y su concentracion en la fase movil.

Otra alteracion en el pico cromatografico que podemos
observar y que esta directamente relacionada con la reten-
cion, es el ensanchamiento del pico, debido fundamental-
mente a tres efectos: difusion de Eddy, que se produce en
los poros de las particulas en que la fase movil se mueve
mas despacio; difusion molecular en la interfase (zona en-
tre fase estacionaria y fase movil) y transferencia de masa
o proporcion en la cual el soluto se transfiere fuera y den-
tro de la fase estacionaria, o de la fase movil.

Eficacia o niimero de ‘platos” teoricos

Se define el numero de “platos” teoricos, N, como el ni-
mero de etapas de equilibrio a lo largo de la columna cro-
matografica. Este valor de eficacia viene establecido por la
expresion N=16 (tg /W)? donde tR representa el tiempo
de retencion y W la anchura de pico medida en linea base.
Se puede definir también la altura equivalente de un “pla-
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FIGURA 2. Estudio de la resolucion cromatogrdfica en funcion del
tiempo de retencion y anchura de pico.



to” teorico o valor del “plato”, que se representa por H y
que expresa el cociente entre la longitud de la columna y el
namero de “platos” teoricos.

La eficacia es uno de los mas importantes conceptos en
cromatografia liquida de alta presion, y que debe ser con-
trolada en cada columna para conocer en todo momento
la integridad en la compactacion del relleno. La eficacia
esta relacionada con el diametro de particula de tal forma
que una disminucion en el tamafio de particula utilizada
(en HPLC puede ser de 1 6 3_um) supone un gran incre-
mento en la eficacia cromatografica.

Resolucion cromatogrdfica

La separacion de dos componenters en una cromato-
grafia, esta definida por el concepto de resolucion. Dos
sustancias se obtendran resueltas en un cromatograma
cuando exista una diferencia apreciable en sus relaciones
de migracion. El valor matematico de la resolucion (Rs
esta dado por la expresion: Rs = 2(tg2 — tg1/ W1 + Wy, es
decir, un aumento en la diferencia de los tiempos de reten-
cion y una disminucion en la anchura de los picos, signifi-
can un aumento en la resolucion.

La resolucion depende de la relacion existente entre efi-

FIGURA 3. Tipos de particulas de relleno cromatogrdfico.a) * Perlas"”
peliculares (30a 45 pm); b) Particulas microporosas (20a 40 um)
con poros profundos; ¢) Particulas microporosas (3a 10 gm) con poros

COrios.
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cacia del solvente, es decir, una buena separacion de picos
y eficacia de columna que se traduce en una menor anchu-
ra de pico. En la figura 2a se representa un caso optimo de
separacion de dos componentes; en la figura 2b, aunque la
separacion es la misma, la anchura de pico es mayor y por
tanto, la resolucion se ve disminuida; en la figura 2c se ob-
serva una pobre eficacia de columna ya que existe una
gran anchura de pico, y una mejor eficacia del solvente
que se traduce en una buena resolucion a costa, sin embar-
£0, de un aumento en el tiempo de retencion para el segun-
do de los componentes, y por otra parte, un aumento de la
dilucion de pico. En cromatografia liquida de alta presion
se llega, con mucha frecuencia, a tener que tomar una de-
cision de transaccion a la hora de conseguir una buena re-
solucion en el menor tiempo posible de elucion.

FASES ESTACIONARIAS Y FASES MOVILES

A diferencia de las columnas clasicas de cromatografia
en que el tamaio de particula de la fase estacionaria es de
mas de 100 _um, en cromatografia liquida de alta resolu-
cion el tamario es de unos 10 nm. Esto hace que los efectos
de difusion se vean disminuidos. Por otra parte, la elabora-
cion mas depurada de la forma de estas particulas en lo
que a geometria esferica y a superficie se refiere, hacen que
la eficacia en una separacion, haciendo uso de esta técni-
ca, sea varias veces superior a la eficacia en cromatogra-
fias convencionales.

Existen dos tipos fundamentales de particulas de relle-
no: “perlas” o “cuentas” peliculares y particulas micropo-
rosas (figura 3). Las “perlas” peliculares estan constituidas
por un nucleo no poroso inerte, generalmente de silice, ro-
deado de una fina cubierta porosa que puede ser de silice o
de resina cambiadora de iones. Este tipo de particula aun-
que tiene la ventaja de poderse empaquetar en seco dentro
de la columna, tiene poca capacidad debido a que los po-
ros son muy cortos por lo que no es el tipo mas adecuado
de particula para cromatografia preparativa. Por el con-
trario, las particulas microporosas, primero de 20 a 40 um
y recientemente de 3 a 10,um, con gran superficie por gra-
mo de resina, son dificiles de empaquetar en seco debido a
la aglomeracion de particulas por atraccion electrostatica
pero, sin embargo, tienen una gran capacidad.

En cuanto a las fases moviles o solventes de elucion,
hay que tener presente su calidad y pureza, inmiscibilidad
y no reactividad con la fase estacionaria, baja viscosidad y
el costo econdmico, esta condicionada la eleccion del sol-
vente a la fase estacionaria que se esté utilizando. Los sol-
ventes elegidos segun estos criterios, se han de purificar
tanto de particulas extrafias como de bacterias, ya sea por
filtracion o bien por destilacion.

En fase reversa, con rellenos de C,; 6 Cy se suelen utili-
zar mezclas como metanol-agua o acetonitrilo-agua. En
fase normal con rellenos de silice modificada con grupos
funcionales de amino o nitrilo, se utilizan solventes mas
polares como fosfato amonico o fosfato potasico. En gene-
ral, se pueden utilizar mezclas de solventes como fase mo-
vil, modificando las condiciones de la mezcla en cuanto a
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Figura 4. Representacion esquemdtica de un equipo para cromatografia liquida de alta resolucicn. 1) Recipiente para el solvente; 2) Filiros: 3)
Bomba; 4) Control de presion; 5) Jeringa de muesira; 6) Sistema jnyector; 7) Precolumna; 8) Columna; 9) Detector; 10) Registro; 1 1) Salida de

reciclaje; 12) Salida a colecior de fracciones.

pH y concentracion se refiere, asi como hacer uso de una
elucion isocratica o una elucion en forma de gradiente.

EQUIPO INSTRUMENTAL

El pequefio tamafio de particula del relleno cromatogra-
fico supone la aplicacion de presiones superiores a la gra-
vitacional y un control mas preciso, por tanto, del flujo de
la bomba. Esta circunstancia se traduce en la necesidad de
disponer de un equipo sumamente preciso y seguro.

Un sistema sencillo de HPLC consiste, como se mues-
tra en la figura 4, de: recipiente para el solvente, bomba de
control de flujo y presion, sistema inyector, precolumna,
columna cromatografica, sistema detector y registro.

Los recipientes para solvente deben ser de un material
que no libere elementos, sobre todo metalicos, que puedan
perturbar la separacion; los mas indicados son los de vi-
drio. Es importante la preparacion de los solventes. El pro-
ducto utilizado debe ser de alto porcentaje en pureza, de
preferencia “grado HPLC”. La disolucion se ha de prepa-
rar con agua bidestilada lo mas pura posible realizando
posteriormente el desgasificado, por filtracion a vacio, del
solvente preparado. En este proceso se elimina el oxigeno
disuelto y se evitan asi dos problemas, de una parte, la en-
trada de aire en la bomba que hace disminuir la presion, y
por tanto el flujo deja de estar controlado, y por otra par-
te, la aparicion de microburbujas en el detector que se tra-
duce en la aparicion de picos “fantasma” en el cromato-
grama.

El sistema de bomba es un componente critico en un
cromatografo de alta presion y su desarrollo en la ultima
década ha decidido el avance de la HPLC. Actualmente
los sistemas de bomba mas precisos son los constituidos
por doble piston, evitando asi, los pulsos de bombeo, ha-
ciendo mas preciso el flujo y manteniendo una buena linea
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base.

A veces para un problema en concreto, se precisa la uti-
lizacion de elucion en gradiente; en estos casos se precisan
dos tipos de solventes, dos bombas, una camara de mezcla
y un programador de gradiente que controla el desarrollo
del mismo.

Los filtros, distribuidos a lo largo de todo el sistema, so-
bre todo antes y después de la bomba y columna, asi como
en el recipiente del solvente, mantienen al sistema libre de
aquellas pequeiias particulas que pudieran interferir en la
separacion o perturbar la deteccion.

El sistema inyector, que consta de una serie de valvulas
de salida multiple y que relaciona entre si a la bomba, en-
trada de muestra y columna, deposita la muestra en cabe-
za de columna en una fina banda. La introduccion de la
muestra o inyeccion se suele llevar a cabo mediante jerin-
gas tipo Hamilton.

La vida media de una columna cromatografica, depende
del tipo de muestra y del nimero de inyecciones realiza-
das. La precolumna, con igual tipo de relleno que la co-
lumna de separacion, aumenta la vida media de ésta, evi-
tando que se saturen los sitios de union con impurezas.

Las columnas cromatogrdficas suelen ser tubos de ace-
ro con una serie de filtros en cabeza de columna y salida
hacia el detector, en cuyo interior se encuentra el relleno o
resina cromatografica. Para fines semipreparativos y pre-
parativos se utilizan columnas de 30 mm de diametro in-
terno y para columnas analiticas hasta 2 mm de diametro
interno y entre 10 y 100 cm de longitud.

En cuanto a la deteccion de sefial, se pueden utilizar dos

tipos basicos de detectores, aquellos que miden una pro-
piedad comun a la muestra y a la fase movil, como pueden
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Figura 5. Andlisis de profirinas por HPLC en orina de sujetos normales (a) v pacientes con porfiria intermitente aguda (b). (tomada de Lim y Peters,

1984).

ser los detectores refractometricos, conductimétricos y
dieléctricos, o aquellos en que se mide una propiedad espe-
cifica para la muestra como son los detectores ultravioleta
(U.V.), polarografico y radioactivo.

Los detectores, en general, deben poseer un bajo limite
de deteccion, es decir, poder detectar hasta concentracio-
nes traza, una alta sensibilidad y disponer de células de
geometria caracteristica, que eliminan la absorcion debida
a cambios en el indice de refraccion, y de pequefias dimen-
siones para disminuir el efecto dilucion. El limite de detec-
cion, en general, para los detectores mas utilizados, U.V. y
refractomeétrico, que se basa en la medida de diferencias de
indice de refraccion entre la fase movil pura y en presencia
de muestra, son, respectivamente, de 1 nanogramo de so-
luto y de 1 ppm de muestra en el eluyente que equivale a
10-7 unidades de indice de refraccion.

APLICACIONES EN BIOMEDICINA

La aplicacion de la cromatografia liquida de alta pre-
si6n alcanza a numerosas ramas de investigacion, tanto
basica como aplicada, tales como quimica inorganica, pro-
cesos industriales, estudios y control de contaminacion y
biomedicina.

La investigacion biomédica ha sido la que mas se ha be-
neficiado de las ventajas que la cromatografia liquida de
alta presion nos ofrece. Farmacologia, toxicologia y bio-
quimica son los campos biomédicos que mas han aplicado
a problemas de indole diversa las posibilidades que brinda
la HPLC. La farmacologia y toxicologia han abordado
estudios, por ejemplo, sobre alcaloides, drogas, antibioti-
cos, analgésicos o esteroides; por otra parte, se han desa-
rrollado estudios bioquimicos de separacion y cuantifica-
cidén de aminoacidos, aziicares, lipidos, componentes de a-
cidos nucléicos e incluso estudios de actividades enzimati-

cas mediante el aislamiento de los productos obtenidos en
la reaccion enzimatica.

Multitud de trabajos sobre la aplicacion de HPLC en
biomedicina aparecen frecuentemente en la bibliografia.
Citare aqui, algunos ejemplos ilustrativos del gran auge
que presenta esta técnica actualmente. Asi, las particulas
del gel microparticulado se estan utilizando para la separa-
cion de alcaloides (Perchalski, y cols. 1975). Las columnas
en fase reversa con resinas compuestas de silice a las que
se han unido cadenas de C ,, es decir, resinas de octadecil-
silano, se empiezan a utilizar actualmente con bastante e-
xito. Se estan aplicando a la separacion de antibioticos
(Yamaoka, y col. 1979), o estudios de componentes de aci-
dos nucléicos, bases, nucledsidos o nucleotidos (Orityd y
Schrader 1984), utilizando deteccion ultravioleta a 254
nm, y de derivados de aminoacidos (Radjai y Hatch,
1980).

Las resinas de intercambio i6nico en fase normal, es de-
cir, particulas de silice con cadenas de C,; 6 C, a las que
se han unido grupos ionicos, se estan utilizando, por ejem-
plo, para la separacion de analgesicos (Masoud vy col,
1978), aziicares (van Olst y Joosten 1979), utilizando de-
teccion refractometrica, o compuestos antidepresivos
(Vermeulen y Thompson 1984), utilizando detector de
fluorescencia.

La cromatografia liquida de alta presion se utiliza por
su rapidez, poder de resolucion y sensibilidad, para el estu-
dio de patologias clinicas. En este sentido se han estudiado
recientemente (Lim y Peters, 1984) las anomalias en el
metabolismo de porfirinas. En este caso se utilizo fase re-
versa en gradiente. En la figura 5a, se muestra el perfil cro-
matografico en HPLC de orina de un sujeto normal en el
que los picos 1 y 2, que eluyen aproximadamente entre los
8 y 10 minutos, corresponden a uroporfirina I y uroporfiri-
na III respectivamente. Los picos 3 y 4 aproximadamente



entre 24 y 27 minutos corresponden a coproporfirina I y co-
proporfirina III Si se procesa una muestra de orina proce-
dente de un paciente con porfirina intermitente aguda, (Fi-
gura 5b), en iguales condiciones, vemos que, a iguales
tiempos de elucion se encuentran aumentados los picos co-
rrespondientes a las uroporfirinas y coproporfirinas.

En resiimen, la cromatografia liquida de alta presion,
constituye una muy util herramienta en un laboratorio de
investigaciones biomédicas, tanto basicas como de aplica-
cion a la patologia clinica, aprovechando su gran rapidez
de analisis y reproducibilidad.
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LA CAQUEXINA

(Sci. Am., 253: (5) 66-68 (1985) Nov.)

La caquexia es un sindrome que afecta frecuentemente
a individuos enfermos de cancer o de una infeccion grave.
Aun cuando dichos pacientes se alimenten con una dieta
adecuada, experimentan una pérdida de peso continua. La
causa del sindrome, parece ser la caquexina, una proteir.a
parecida a una hormona que producen los macrofagos,
uno de los tipos principales de las células del sistema inmu-
nologico.

El trabajo de investigadores en la Universidad Rockefe-
lier y en la Escuela de Medicina de la Universidad de Stan-
ford, ha iluminado el papel crucial que la caquexina juega
en la caquexia. El trabajo también demuestra que la ca-
quexina puede inducir choque cuando las endotoxinas
bacterianas causan la liberacion de ésta. Finalmente, la ca-
quexina ha emergido como el largamente buscado factor
de la necrosis de los tumores (TNF), una substancia secre-
tada por la accion de las endotoxinas bacterianas y que
puede promover la muerte rapida del tejido canceroso.

Durante una infeccion, la caquexina va a los adipocitos
y ayuda a movilizar sus reservas de energia: libera la grasa
que puede romperse y después metabolizarse por el orga-
nismo. Ademas de la liberacion de la grasa, la caquexina
parece reducir también la concentracion de las enzimas
cruciales para la produccion y almacenamiento de la gra-
sa. Sin las enzimas, la grasa no se acumula mas. En pa-
cientes con caquexia, el proceso aparentemente se lleva a
un extremo. Las reservas de grasa se agotan por moviliza-
cion excesiva acoplada con un consumo inadecuado de ca-
lorias y un estado hipermetabdlico: el alimento se quema
demasiado rapido e ineficientemente.

Anthony Cerami y Bruce Beutler de la Universidad



Rockefeller, trabajando con Frank M. Torti, Barbara
Dieckmann y Gordon M. Ringold de la Universidad de
Stanford, publicaron en Science, que han determinado c6-
mo la caquexina deprime los niveles de las enzimas. Apa-
rentemente el factor reduce severamente la cantidad de
RNA mensajero transcrito por los genes que codifican a
las enzimas requeridas para la produccion de grasa. En
ausencia de RN A mensajero, las enzimas no se producen.

Los investigadores hicieron este descubrimiento, mi-
diendo el efecto de 1a caquexina sobre los niveles del RNA
mensajero que codifica para las enzimas requeridas para
la produccion de grasa. Para hacerlo, agregaron caquexi-
na a un lote de adipocitos de roedores, aislaron todo el
RNA y midieron (por medio de una sonda radioactiva de
DNA) el nivel del RNA que media la formacion de grasa.
Como se esperaba, la caquexina se asocio con niveles dis-
minuidos de aquellos RNAs.

Los investigadores estudiaron despueés, si podian indu-
cirse estos signos de la caquexia cuando los adipositos se
expusieron a la caquexina. Observaron que ésta ocasiona-
ba que las células perdieran sus gotitas de lipido acumula-
das y bloqueaba la produccion de mas grasa, dos reaccio-
nes que se sabe tienen lugar durante la caquexia.

Cerami, Beutler y Milsark, tambien de la Rockefeller sa-
bian que la caquexina juega un papel significativo en el
choque producido por infecciones bacterianas de gérme-
nes gram negativos, como las de los géneros Salmonella y
Shigella. Para explorar esta relacion, inyectaron ratones
con anticuerpos que se unen a la caquexina y la neutrali-
zan. Entonces inyectaron a los ratones con una endotoxi-
na bacteriana que se sabe provoca choque. Los ratones in-
munizados pasivamente fueron protegidos. En los ratones
que no habian recibido los anticuerpos, la endotoxina esti-
mulo la liberacion de la caquexina y murieron rapidamente
de choque. Estos resultados sugieren una terapia potencial
para el choque, basada en la neutralizacion de la caquexi-
na.

Otros trabajos de miembros del grupo de la Rockefeller
asi como otros investigadores, revelaron que la caquexina
y el factor de la necrosis tumoral (TNF) —que habia sido
aislado por Lloyd J. Old y sus colegas en el Memorial
Sloan-Kettering Cancer Research Institute— son la misma
substancia. El primer indicio aparecié cuando Beutler en-
vi0 a John Mathison de la Fundacion para la investiga-
cion, de la Clinica Scripps, una muestra de caquexina de
raton. Mathison puso la substancia con un grupo en el que
se incluia un ensayo de actividad contra células tumorales.
Se sorprendio al encontrar que la caquexina mataba las
células tan eficientemente como lo hace el TNF.

Beutler comparo entonces la secuencia parcial de ami-

noacidos que él y sus colegas habian obtenido de la caque-
xina de raton, con el segmento correspondiente del TNF
humano, cuya estructura se conoce. Los dos fragmentos
compartian 15 de los 20 aminoacidos, lo que sugiere que
las dos proteinas son homologas. Esta conclusion se con-
firm6 cuando Lucie Fransen en Biogen S. A., determino la
secuencia completa de aminoacidos de la caquexina de ra-
ton, tarea que Beutler y sus colegas también completaron
con éxito.

(Como produce el choque la caquexina y como destru-
ye las células tumorales? Los dos efectos pueden estar re-
lacionados con la capacidad de la caquexina para dismi-
nuir las concentraciones del RNA mensajero. En el cho-
que, las endotoxinas pueden causar una liberacion de ca-
quexina, ésta puede bajar las concentraciones del RNA y
por lo tanto disminuir las funciones celulares vitales. En el
tejido tumoral, las endotoxinas pueden ocasionar también
la liberacion de caquexina, lo cual es como decir TNF. En
este caso, sin embargo, el factor puede especificamente
afectar al RNA que media la bioquimica de las células tu-
morales.

Los cientificos de varias compaiiias de biotecnologia es-
tan analizando afanosamente la caquexina, cortando las
moléculas o sintetizando segmentos de ella e introduciendo
los pedazos en cultivos celulares.

Un investigador de Biogen especula que la parte de la
molécula que es responsable de la actividad antitumoral es
diferente de la parte responsable del choque. Se ha empe-
zado el trabajo sobre una segunda generacion de molécu-
las: fragmentos de caquexina que podrian iniciar la activi-
dad antitumoral sin producir efectos secundarios como el
choque.

En la compaiiia farmacéutica Asahi del Japon, estan
siendo valoradas las aplicaciones clinicas de la caquexina.

Dr. Guillermo Carvajal S.
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas
.Instituto Politécnico Nacional

SE CREO EL INSTITUTO DE
FISIOLOGIA CELULAR
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El Consejo Universitario de la UNAM, en su sesion del



30 de mayo de 1985, aprobd que el Centro de Investiga-
ciones en Fisiologia Celular se transforme en el Instituto
de Fisiologia Celular.

La vida de este instituto ha estado ligada desde sus ini-
cios con la de la Facultad de Medicina. En el afio de 1973
un grupo de profesores de la Division de Investigacion de-
jo el Departamento de Bioquimica, para sumarse a otros
profesores del Departamento de Biologia Experimental del
Instituto de Biologia y formar un grupo multidiciplinario
que en enero de 1979 dio origen al Centro de Investigacion
en Fisiologia Celular.

La relacion estrecha entre Instituto de Fisiologia Celu-
lar y Facultad de Medicina se pone de manifiesto en dos
hechos: primero, de los veintiseis investigadores de tiempo
completo que integran actualmente el personal académico
del Instituto, dos terceras partes fueron profesores de la
Facultad de Medicina. Algunos de ellos aun continaan co-
laborando en la docencia, a nivel licenciatura y posgrado
en esta Facultad. Segundo, de los estudiantes de maestria
y doctorado en Ciencias Biomédicas de esta Facultad, una
docena esta realizando su trabajo de laboratorio en inves-
tigacion con asesores del Instituto.

En lo seis afo que funcion6 como Centro de Investiga-
ciones en Fisiologia Celular, el grupo multidisciplinario
que constituye ahora el Instituto de Fisiologia Celular lo-
gro consolidarse, alcanzo madurez y tuvo una produccion
cientifica muy valiosa, que lo coloca como uno de los nu-
cleos de investigacion que va a la vanguardia en nuestro
pais.

Nos congratulamos del nacimiento del Instituto de Fi-
siologia Celular y felicitamos, a través de su director. Dr.
Antonio Pefia Diaz, a cada uno de los miembros del mis-
mo.

Juan C. Diaz Zagoya.

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM.

CONVOCATORIA

El Colegio de Ciencias y Humanidades, mediante su
Unidad Académica de los Ciclos Profesional y de Posgra-
do, y el Instituto de Investigaciones Biomedicas comuni-
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can el inicio de inscripciones al Proyecto Académico de Es-
pecializacion, Maestria y Doctorado en Biotecnologia.

PROPOSITO GENERAL

Formacion de profesionales, profesores e investigado-
res, de elevado nivel académico, capaces de llevar a cabo
actividades docentes de investigacion y desarrollo tecnold-
gico e industrial en el campo de la biotecnologia.

Las actividades de este Proyecto Académico se desarro-
llan en el Instituto de Investigaciones Biomeédicas y el Cen-
tro de Investigacion sobre Ingenieria Genética y Biotecno-
logia.

El registro de aspirantes se llevara a efecto a partir de
hoy, 3 de febrero.

Los planes de estudio tendran duracion de dos semes-
tres para el nivel de Especializacion, de tres semestres para
la Maestria y de cuatro semestres para el Doctorado.

REQUISITOS DE INGRESO

Nivel de Especializacion

— Contar con una licenciatura o grado académico en el a-
rea quimico-biologica o en areas relacionadas con ella.*

— Presentar un examen-diagnostico sobre Matematicas,
Fisico-Quimica, Quimica Organica y Bioquimica.

— Aprobar un examen de comprension del idioma inglés
que versara sobre tematica biotecnologica.

— Ser aceptado por la Comision de Admision del Proyec-
to.

Nivel de Maestria

— Contar con una licenciatura o grado académico en el a-
rea quimico-biologica o en areas relacionadas con ella.*

— Cumplir satisfactoriamente con el periodo propedéutico
de Maestria.

— Aprobar un examen de comprension del idioma inglés
que versara sobre tematica biotecnologica.

— Ser aceptado por la Comision de Admision del Proyec-
to.

Nivel de Doctorado

— Tener un Titulo Profesional y haber cubierto el plan de
estudios de la Maestria en Biotecnologia o de alguna de
las siguientes: Investigacion Biomédica Basica, Ciencias
Quimicas, Biomedicina, Ciencias Biomédicas, Micro-
biologia o en areas relacionadas con este campo.*

— Aprobar un examen de compresion del idioma inglés
que versara sobre tematica biotecnologica.



— Presentar oralmente una sintesis del trabajo, realizado
durante la Maestria, y el Proyecto que pretende desarro-
llar en el Doctorado, a una Comision de Admision nom-
brada para cada candidato por el Consejo Interno del
Proyecto, y ser aceptado por la misma.

PERIODO PROPEDEUTICO

— Constara de dos cursos y trabajo dc investigacion. Los
cursos se impartiran en ambas cosedes con el fin de ac-
tualizar a los aspirantes en sus conocimientos basicos de
Microbiologia Aplicada, Ingenieria Bioquimica, Bioqui-
mica Aplicada o Procesos y Proyectos.

— El trabajo de Investigacion se desarrollara en el labora-
torio que le sea asignado al aspirante como resultado de
su entrevista con el cuerpo de tutores del Proyecto.

CALENDARIO DE ACTIVIDADES

Registro de aspirantes.
— Hasta el 4 de marzo de 1986

Reunion del Coordinador con los aspirantes a Especiali-
zacion y Maestria en la coordinacion del Proyecto
— 3 de marzo de 1986, a las 17:00

Examen-diagnostico para aspirantes a Especializacion
— 10 de marzo de 1986, a las 17:00

Examen de compresion del idioma inglés
— 14 de marzo de 1986

Reunidn de las Comisiones de Admision con los aspi-
rantes de Especializacion y Maestria
— 20 de marzo de 1986

Reunion de la Comision de Admision con los aspirantes
de Doctorado
— 21 de marzo de 1986 (fecha limite)

Periodo de inscripciones
— Del 21 al 25 de abril de 1986

Inicio de actividades acadéemicas
— 21 de abril de 1986

Duracion del curso propedéutico
— Del 21 de abril al 19 de septiembre de 1986

INFORMACION Y ENTREVISTAS

Coordinacion de la Especializacion, Maestria y Docto-
rado en Biotecnologia UNAM, Ciudad Universitaria,
D.F., Codigo Postal 04510, telefono 550-52-15 extension
3591.

* Los aspirantes provenientes de Instituciones diferentes a la
UNAM deberan obtener el dictamen de Suficiencia Académica de sus
estudios previos por medio de la Secretaria Ejecutiva del Consejo de
Estudios de Posgrado. En tanto se obtiene el dictamen, la inscripcion
sera condicional.
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“DE NUESTROS LECTORES”

El Comite Editorial del Boletin de Educacion Bioquimi-
ca, ha sentido la necesidad de abrir un espacio que le per-
mita tener una idea mas clara de la reaccion que esta revis-
ta produce en sus lectores.

No obstante que con frecuencia se han recibido opinio-
nes acerca de diversos aspectos de la revista, por lo gene-
ral éstas han sido esporadicas y no han tenido la difusion
que permita compartirlas y contrastarlas con las de otros
de nuestros lectores.

Es por esto que a partir del proximo niimero, se incluira
el espacio “DE NUESTROS LECTORES” en el que se-
ran bien recibidas todas las opiniones, sugerencias, solici-
tudes etc., que los lectores consideren que puedan contri-
buir a la evolucion del BEB.

El material para este espacio, debera remitirse al Coor-
dinador Editorial, Dra. Yolanda Saldafia de Delgadillo.

Jesus Manuel Leon Cazares

Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM.

INDICES DE
REVISTAS

y GERATONO v

Carta del editor 2
Cartas de nuestros lectores 3
De frontera s
Signos y sf s do la creatt 4

Adollo Martinez-Palomo

El telar mégico de la clencia 25
Hugo Aréchiga U
La originalidad enla ciencia y en el arte 39
Marcehno Cerepdo y Fanny Blanck
Einstein y la curvatura del espacio 45
Franoisco Salvador Ramirez Avila
El alcatraz, un ave marina desconocida 61
Rodrigo Vargas Yadez y Regina Vargas Baana
F de n politica cientifi k]
Yakov M. Rabkin

un bre para una 83
O Nacke
Ley para ¥ pr ol &
y tecnoldgico 9%

Historia gréfica de la astronomia en México
Tercera y Ulima parte
109 Reflexiones
Las pauias y los patrones
Horace Freeland Judson
125 Nota cientifica
Filtracion de alta eficiencia de gases especiales en las industrias
de transformacion
E.W. Blakie
129 Desarrollo ciantifico y tecnoldgico
CONACYT en 1984
161 Descubriendo el universo
170 La era digital
Priinera década de la computacion en México: 1958-1968,
segunda parle
Miguel M. Scrianc y Christian Lemaitre
178 Ciencla ficcién
Kubrick’s 2002 por Guillermo Farber

183 Genfe y sucesos

189 Los autores e e deiecio: MEPSICHON y posteniorments

192 Notas bibliograficas Iue procesada con la tadora PRIME ded Insirmu-
o de Astronomea de la U MNacronal Aut

L

197 Reuniones y cursos  n. ge Me

101

Portada: Imagen digtal de la estrefls A Corong
Ausirals v su nebulosidad asociada. Esla v 8

neo



INSTRUCCIONES PARA LOS

COLABORADORES DELBOLETIN

DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divulgacion
de temas interesantes y relevantes en el campo de la
bioguimica y en dreas afines. Estd dirigido a profe-
sores y estudiantes no especializados, por lo que se
sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste
a sus lectores y sea simple explicita y diddctica. Se-
rdn bienvenidas las contribuciones en forma de ar-
ticulos de revision y otras comunicaciones. Solicita-
mos a los autores se ajusten a los siguientes linea-
mientos para facilitar la labor editorial.

I. ARTICULOS DE REVISION

1) El manuscrito no debe exceder de 12 cuartillas
escritas a mdquina a doble espacio (27 renglones
por cuartilla y 70 golpes por renglon.)

2) Se aceptaran como mdximo 6 figuras o tablas.
La limitacion en el nimero de figuras, tablas y
referencias obliga a los autores a que seleccionen
aquellas realmente importantes e informativas.
Numere las figuras con numeros arabigos y las
tablas con niimeros romanos. Adicione las leyen-
das y pies de figuras en una hgja aparte. Consi-
dere que las figuras y tablas serdn reducidas de
tamafio, aproximadamente a 1/2 o 1/4 de la hoja
carta, las letras o nimeros mds pequefios, una
vez hecha la reduccion no deben ser menores a
los 2 mm.

3) Sugerimos un maximo de 10 referencias tanto
especificas como lecturas recomendadas. Cada
referencia debe contener: nombre(s) del au-
tor(es), ario entre paréntesis, titulo del articulo,
nombre de la revista, volumen a cursiva y el ni-
mero de la primera y ultima pdginas. Ejemplos:

a) Miller, C.0. (1982). Cytokinin Modification
of Mitochondrial Function. Plan Physiol, 69,
1274-1277.

b) Larkins, B.A., Pearlmutter, N.L. y Hurkman,
W.J. (1979). The mechanism of zein synthesis
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and deposition in protein bodies of maize en-
dosperm. En The Plant Seed. Development,
Peservation, and Germination, Editores: Ru-
benstein, I., Phillips. R.L., Green, C.E. y Gen-
genbach, B.G. Academic Press. New York.
pp. 49-55.

4) Evite hasta donde sea posible los pies de pdginas.
Las abreviaturas poco comunes utilizadas. en el
texto deberdn, enlistarse en la primera padgina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

1) El tema de las otras comunicaciones puede ser
muy variado; desde resumenes de articulos inte-
resantes, relevantes o significativos, informacion
de tipo general, bolsa de trabajo, etc.

2) El contenido deberd ser desarrollado en forma
resumida y de una manera muy explicita.

3) El manuscrito debe ser de una o cuatro cuartillas
de longitud, escritas en mdquina a doble espacio
(27 renglones por cuartilla y 70 golpes por linea).

4) Se aceptardn un mdximo de dos referencias in-
cluidas entre paréntesis en el texto. En casos en
que se juzgue necesario se podrd incluir una figu-
rac tabla.

Los manuscritos serdn leidos por dos revisores,
uno de ellos familiarizado con el tema y el otro ajeno
al mismo. Las correcciones y sugerencias se comuni-
cardn al primer autor.

Envié el original y dos copias de los manuscritos a
la Dra. Yolanda Saldafia de Delgadillo. Departa-
mento de Biogquimica, Facultad de Medicina, Apdo.
Postal 70-159, Delegacion Coyoacdn, 04510 Meéxi-
co, D.F., o al Dr. Alberto Hamabata, Departamento
de Biogquimica, Centro de Investigacién y de Estu-
dios Avanzados del IPN, Apdo. Postal 14-740,
07000 México, D.F. o bien a través del corresponsal
BEB.
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