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EDITORIAL

EN ESTE MES SE CUMPLEN 11 ANOS...

Como el titulo lo expresa, en este Marzo de
1993, se cumplen once afios de que se public
por primera vez el Boletin de Educacién
Bioquimica, el BEB. En aquella ocasion el
Editorial lo escribié Enrique Pifa Garza y para
titulo utilizé una frase del inmortal Don Miguel
de Cervantes Saavedra, que en la primera linea
del prélogo de su Quijote dice: “Desocupado
lector, sin juramento...”

Después de once afios de esfuerzos, queremos
ahora dirigirnos nuevamente a los desocupados
lectores, a los cuales deseamos darles algtin otro
tipo de ocupacion, dentro de las diversas tareas
que se requieren de llevar a cabo, para hacer que
el BEB pueda seguirse publicando.

Sin duda una de las tareas que puede parecer de
las més faciles es la de lector, sin embargo, el
que desarrolla esta tarea, adquiere casi sin darse
cuenta una gran responsabilidad con los que
hacen posible que el material que ha leido llegue
hasta €l. Esa responsabilidad consiste en dar a
conocer a los que producen esas lecturas, sus
opiniones, dicho de otra manera tiene la
responsabilidad de retroalimentar el sistema, de
tal forma que lo ayude a evolucionar.

Es en este sentido que ahora solicitamos la activa

participacién de los lectores, de los que
esperamos que en unas cuantas lineas o en todo
un tratado, nos hagan llegar sus opiniones, es
decir las respuestas a los estimulos que significan
los materiales que ponemos a su disposicién, las
que seguramente nos permitirdn mejorar nuestra,
de ustedes y de nosotros, publicacién.

En una sociedad de consumo y desperdicio como
en la que vivimos, mucho de lo que se fabrica y
se vende, se impone a los consumidores y es raro
que éstos tengan la posibilidad de hacer llegar
sus opiniones sobre la calidad de los productos a
los que se dedican a comercializarlos. En
nuestro caso en particular, necesitamos de esas
opiniones para comprobar que la produccién del
Boletin no ha sido un desperdicio y que de cierta
manera llena o ayuda a satisfacer algunas de las
necesidades de informacién de nuestros lectores.

A prop6sito de la Gltima frase del parrafo
anterior ...de nuestros lectores... en el nimero
correspondiente a Junio de 1985 (Volumen IV,
nimero 2, pigina 61), se les extendi6é una
invitacién para que se comunicaran con nosotros
y expresaran, a través de esa seccidn, sus
opiniones sobre los articulos que se publican en
esta revista. La respuesta fue punto menos que
inexistente ya que en los casi ocho afnos

Pasa a la pég.3

/]




COMITE EDITORIAL

ALFONSO CARABEZ TREJO

Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

GUILLERMO CARVAJAL SANDOVAL
Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas
Instituto Politécnico Nacional

ALBERTO HAMABATA NISHIMUTA
Centro de Investigacon y Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional

ALBERTO HUBERMAN WAJSMAN
Instituto Nacional de la Nutricién "Salvador Subirin"

CARLOS LARRALDE RANGEL
Instituto de Investigaciones Biomédicas

JAIME MAS OLIVA
Facultad de Medicina e Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

ENRIQUE PINA GARZA
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

YOLANDA SALDANA DE DELGADILLO
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

SERGIO SANCHEZ ESQUIVEL
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

EDITOR EN JEFE

JESUS MANUEL LEON CAZARES
Instituto de Fisiologia Celular y Facultad de

Ciencias ;
Universidad Nacional Auténoma de México

Facultad de Medicina
UNAM

INDICE

BEB 93 Vol. 12 Num.1 Marzo 1993

EDITORIAL

EN ESTE MES SE CUMPLEN 11 ANOS...
ElCOMUE BAIOTIAl.. oo e st b e s st i s seaicspaei 1

ARTICULOS

LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA,
PCR: UN IMPACTO RECIENTE EN LA BIOLOGIA
MOLECULAR.

Ratl Arredondo-Peter......ccoovivrrereieeesie e eeeeseeeeeeseesas 3

NIVELES DE COMPLEJIDAD Y COMUNICACION.
Jestis Manuel Ledn Cézares y Maria Teresa Elizabeth
Flores ROAMGUEZ. c......veeeececeeeeeseseeeerisineeee e e snes 15

CALCIO; DE SIMPLE MINERAL A MODULADOR
ESENCIAL DE SENALES CELULARES.
Jaime:Mas Olivas coaamnmimmmmsid nossms i 22

OTRAS COMUNICACIONES

REUNION ACADEMICA DE FUNDACION DE LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C.

Yolanda Saldafia de Delgadillo........cocoevuvverereciereneeeesraenenee 27
AVISOS

I CONGRESO NACIONAL DE LA SOCIEDAD
MEXICANADEBIOLOGIADELDESARROLLO......29

XXTALLERDEACTUALIZACION BIOQUIMICA...29
V CONGRESO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA

YBIOINGENIERIA.....ooocooereersmssessssssssssssesoesnsre 29
Il CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DEPROFESORESDEBIOQUIMICA,A.C................. 30
VI REUNION NACIONAL DE BIOQUIMICA
VEGETAL....ccocccccrrurimerrrresmenessssssssmssssssssssssssssss oo 30
VIII CONGRESO DE BIQENERGETICA Y
BIOMEMBRANAS v cisssssssiississmmsmmmssmmmmmamsssmsinis 31
ALOSCORRESPONSALESDEPROVINCIA............ 31

INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES
DELBOLETINDEEDUCACIONBIOQUIMICA......32



—

Viene de la pdg. 1

EN ESTE MES...

transcurridos a partir de dicha invitacion, sélo se
ha recibido una carta dirigida a esa seccién. Si
fuéramos menos optimistas diriamos que esto se
debe a que el Boletin no se lee y que si no se lee
es por que realmente no tiene interés para las
personas que lo reciben. Sin embargo y
precisamente debido a la falta de comunicacién
con los suscriptores, que no se han manifestado
en el sentido de que la publicacion no les sirva,
tenemos la necesidad de pensar en que existen
otras razones que no han permitido que se
establezca un buen sistema de comunicacion,
como alguno de los que se ejemplifican en uno
de los articulos que integran este niimero, y que
por lo tanto todavia podemos aspirar a tener sus
opiniones y sus colaboraciones directas y
decididas para continuar con este esfuerzo, que
aqui si con juramento, nos pueden creer que
quisiéramos que esta publicacién, como hija del

N

entendimiento, fuera no la mas hermosa, sino la w
més qtil.

Entonces, mucho nos gustaria que nos hicieran el
favor de iniciar esa comunicacién, que los
corresponsales de la provincia, correspondieran,
como dice su nombramiento honorifico (acerca
de lo que se incluye también en este niimero una
nueva invitacion) y que el resto de los lectores,
nos informaran de lo que les parece bien o de lo
que quisieran que hiciéramos para que realmente
lleguen a considerarse como parte del equipo de
trabajo, que de una u otra manera, ha permitido a
esta revista el llegar a cumplir cuando menos en
el tiempo, lo que quisiéramos satisfacer en
cuanto a las necesidades de ustedes, los lectores,
que son sin lugar a dudas la razén principal por
la que Don Miguel de Cervantes Saavedra
escribié el Quijote y por la que cada uno de los
autores de los articulos, notas y editoriales del
BEB, 1o han hecho... jpor ustedes!

El Comité Editorial

LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA,
PCR: UN IMPACTO RECIENTE EN LA BIOLOGIA

MOLECULAR

Raiil Arredondo-Peter. Departamento de Microbiologia, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, Apartado postal 70-242, 04510

Meéxico, D.F-

RESUMEN

Durante las tltimas dos décadas han surgido una
serie de procedimientos de laboratorio que facilitan
en mucho el anilisis del ADN; de entre ellos, la
reaccién en cadena de la polimerasa, o PCR, proba-
blemente es el que ha tenido el mayor impacto en el
avance reciente de la biologia molecular. Esta
técnica permite amplificar, a gran escala, regiones
especificas del ADN, y facilita la manipulacién
posterior de los fragmentos amplificados. El prin-
cipio del PCR se basa en el uso de oligonucleétidos
sintéticos que son complementarios a secuencias
que flanquean una regién especifica del ADN mol-
de. Asi, por medio de ciclos de amplificacién
repetidos, que comprenden cambios de temperatura
que permiten el alineamiento de los oligonucleétidos

con las secuencias complementarias y la sintesis del
fragmento de interés, mediante el uso de una ADN
polimerasa, es posible obtener regiones discretas
del ADN. Las caracteristicas del PCR se han modi-
ficado de acuerdo con las necesidades especificas
del campo de estudio en el que se aplica. En esta
revision se discuten tanto los principios basicos,
como los componentes de la reaccién, y algunas de
las aplicaciones del PCR.

PALABRAS CLAVE. Reaccién en cadena de la
polimerasa, PCR, amplificacién, ADN, ARN.

I. GENERALIDADES.
El 4cido desoxirribonucleico, o ADN, es una



biomolécula que contiene la informacién necesaria
que determina la estructura y la funcién de las
células. Dicha informaci6n se codificaenlasecuen-
cia de sus cuatro bases nitrogenadas: las purinas
adenina(A) y guanina (G), y las pirimidinas timina
(T) y citosina (C)(Figura 1a). El desarrollo de una
serie de técnicas ha permitido, en los Gltimos afios,
conocer con detalle la secuencia de bases de regio-
nes discretas del ADN, o genes, que codifican para
la sintesis de proteinas especificas, asi como de
algunas otras regiones que no son codificantes pero
que regulan la expresion de dichos genes a lo largo

del proceso de la diferenciacién de las células.

Posteriormente al descubrimiento de las enzimas de
restriccion, durante la década de 1970, que son
endonucleasas que cortan al ADN en sitios especi-
ficos, surgieron una serie de técnicas que permiten
en la actualidad detectar genes o regiones especifi-
casdel ADN mediante el uso de sondas moleculares,
las cuales corresponden a fragmentos de ADN de
tamafo molecular pequefio (unas 20 a 2,000 pares
debases, pb) que son complementarias alas secuen-
cias de interés. El ADN es una molécula que se
forma por dos cadenas que son complementarias
entre si, ya que las bases piiricas se aparean con las
pirimidicas mediante la formacién de puentes de
hidrégeno (Figura 1b). Debido a esta caracteristica,
se utiliza la sonda molecular, que se marca previa-
mente al incorporar nucleétidos radioactivos, para
aparearla, o hibridarla, con la secuencia comple-
mentaria en el ADN genémico que se digiere
previamente con las enzimas de restriccién y que se
separa mediante electroforesis en gel. La region de
interés se localiza entonces al revelar una placa
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Figura 1. a) Estructura quimica de las purinas y las primidinas.
las pirimidicas, y formaci6én de puentes de hidrégeno.

fotografica que se expone a la emision radioactiva
de la sonda marcada.

Estos procedimientos, que en la generalidad se
conocen como hibridaciones ADN-ADN del tipo
“Southern”, debido al nombre del investigador que
las desarrol]o han permitido obtener genes que se
introducen, o clonan, en vectores que pueden ser
plasmidos o fagos, para propagarlos, secuenciarlos
0, en suma, manipularlos de acuerdo con los intere-
ses del investigador. Sin embargo, y atin cuando
estas técnicas se describen con sencillez su manejo
cotidiano en el laboratorio implica una serie de
inconvenientes, como son: a) sudesarrollo, desde la
purificacién y digestion del ADN con las enzimas
de restriccion adecuadas, hasta la deteccién de las
sefiales de hibridacién, requiere de periodos de
tiempo largos; b) es necesario controlar de manera
optima las condiciones en las que se lleva a cabo la
hibridacién, es decir, la astringencia, para evitar la
presencia de hibridaciones inespecificas, o falsos
positivos; ¢) una vez que se detecta la seiial de
hibridacién, resulta complicado recuperar la banda
de interés de entre cientos de bandas que se obtienen
cuando se digiere un ADN complejo; y d) ya que se
recuperd el fragmento de interés, y que se cloné en
el vector adecuado, dicho fragmento puede conte-
ner solamente una porcién del gen al inicio o al
final,o también pudiera ser un fragmento muy
grande, de unos 20,000 pb (20 Kpb), en el cual sera
necesario localizar el gen de interés después de
secuenciar todo el fragmento, o su mayor parte.

Estos procedimientos se han simplificado en gran
medida durante los diltimos afios gracias al desarro-
llo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa, o
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PCR (del inglés “Polymerase Chain Reaction™), lo
cual ocurrid en 1985 (1). Este procedimiento per-
mite amplificar de manera casi exponencial frag-
mentos definidos a partir de un ADN genémico
complejo. El impacto que ha tenido esta técnica en
los estudios genéticos se aprecia con el hechode que
tan s6lo en 1989 se publicaron més de 800 articulos
de investigacion en los cuales se hace referencia a
esta técnica, y alrededor de 2,000 durante 1992, A
continuacién se presenta una revisién breve que
pretende introducir al lector a los principios y las
aplicaciones del PCR, sobre los cuales reciente-
mente se han publicado varios trabajos que conden-
san de manera adecuada la informacién més rele-
vante a este respecto (2,3,4).

II. LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

EL PRINCIPIO DEL PCR. La reaccién en cadena
de la polimerasa, o PCR, es una técnica que permite
amplificar secuencias especificas de ADN o ARN,
de tal manera que es posible detectar copias tinicas
de genes, las cuales se pueden manipular posterior-
mente. El procedimiento consiste en realizar ciclos
repetitivos de desnaturalizacién del ADN molde, el
alineamiento de dos oligonucle6tidos con las se-
cuencias complementarias al ADN de interés, y la
extension mediante la actividad de una ADN
polimerasa (Figura 2a). Ambos oligonucledtidos se
alinean en los extremos del fragmento del ADN
molde que se desea amplificar, de tal manera que
después de la sintesis de la cadena complementaria
se desnaturaliza con calor el diiplex resultante para
repetirunas 30 veces este ciclo, loque dalugarauna

.
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amplificacién exponencial de 2* veces aproxima-
damente (Figura 2b). Como una caracteristica im-
portante, el ADN molde puede estar en forma pura
o formar parte de una mezcla de biomoléculas, y
ademds puede presentar cierta degradacién; esto ha
permitido amplificar fragmentos a partir de mues-
tras de tejidos, de pelo humano, de sangre
deshidratada, de tejido cerebral momificado, € in-
clusive a partir de un mamut congelado que data de
unos 40,000 afios de antigiiedad (5).

LOS CICLOS DE TEMPERATURA. Cuando la
secuencia de interés que se requiere amplificar se
localiza en un ADN gendmico, las dos cadenas
estdn apareadas en forma de diplex. Este ADN se
desnaturaliza al calentarlo a 94°C aproximadamen-
te durante 1 minuto, lo que resulta en la separacién
de las dos hebras. Posteriormente, y al enfriar y
mantener a la solucién entre 40 y 60°C, durante 1
minuto, los dos oligonucleétidos se alinean con las
secuencias complementarias del ADN molde, lo
que permite que se inicie la sintesis de la cadena
complementaria por la ADN polimerasa cuando se
eleva la temperatura de la solucién a 72°C, y se
mantiene asi durante otro minuto. Al conjunto de
estas etapas se le conoce como un ciclo de amplifi-
cacion (Figura 2c). Generalmente el primer ciclode
amplificacion es precedido por una etapa de
desnaturalizacién, lo que ocurre cuando la solucién
se mantiene de 94 a 95°C durante 3 a 5 minutos, con
el objeto de desnaturalizar por completo el ADN

molde; al final de los ciclos de amplificacién la

soluciénse mantiene a 72°C durante unos 5 minutos
para permitir que los fragmentos que se amplifica-
ron se encuentren como cadenas dobles.
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Figura 2. a) Reaccién en cadena de la polimerasa y sus componentes; E, enzima ADN polimerasa; dNTP,
desoxirribonucledtido de trifosfato, PPi, pirofosfato. b) Amplificacién de fragmentos de ADN por PCR.
c) Temperaturas estdndar durante un ciclo de amplificacién. Tomado de 3.



Posteriormente, se corre una alicuota de la solucion
de amplificacién mediante electroforesis en un gel
de agarosa y se tifie con bromuro de etidio para
detectar la banda de interés bajo la irradiacién con
luz ultravioleta.

La etapa critica en estos procedimientos es la
desnaturalizacién, ya que depende de ella el que se
abran las cadenas y que los oligonucledtidos se
alinien con las secuencias complementarias. Ade-
maés, la temperatura del alineamiento determinara
la especificidad del PCR, ya que cuando la tempe-
ratura es muy baja el apareamiento puede ser
inespecifico, lo que resulta en la amplificacién de
regiones equivocadas; pero en cambio, cuando la
temperatura del alineamiento es muy alta, los oligos
pueden no aparearse con las regiones complemen-
tarias, lo que resulta en una amplificacién nula.

En sus inicios, los ciclos de temperatura del PCR se
realizaban manualmente mediante €l uso de bafios
de agua o de aceite a las tres diferentes temperatu-
ras. Sin embargo, en la actualidad se cuenta con una
gran diversidad de aparatos que llevan a cabo los
ciclos de temperatura de manera automatica y con
gran precision.

LOS COMPONENTESDELAREACCION.a)La
Enzima ADN Polimerasa. La ADN Polimerasa I de
Escherichia colillevaacabolasintesis de la cadena
complementaria del ADN molde en el sentido 5' a
3'siempre y cuando exista un grupo -OH libre en la
posicién 3' de un fragmento de ADN que se conoce
como cebador (“primer”), a partir de donde se inicia
la sintesis. Ademds de la actividad de polimerasa,
esta enzima muestra actividad de exonucleasa en el
sentido 5' a 3', y puede corregir errores durante la
sintesis en el sentido 3'a 5'.

Estas dos dltimas actividades se localizan en un
dominio de la proteina, mientras que la actividad de
polimerasase localiza en otro dominio. Fue Klenow
quien logré separar ambos dominios mediante
hidrélisis enzimatica controlada y purificarel péptido
de la ADN polimerasa I que muestra laactividad de
polimerasa, pero no la de exonucleasa; a dicho
péptido se le conoce como el fragmento Klenow de
la ADN polimerasa I.

En los inicios del PCR, se utilizé al fragmento
Klenow para llevar a cabo la amplificacion de la
secuencia de interés, sinembargo, el procedimiento
resultaba muy costoso debido a que la actividad de

la enzima se pierde rapidamente por las altas tem-
peraturas a las que se somete la solucién, por lo que
era necesario afiadir mas enzima cada cierto nime-
ro de ciclos de amplificacién. Sin embargo, la
purificacién de una ADN polimerasa termoestable,
a partir de labacteria termofilica Thermus aquaticus,
fue una aportacién de mucha importancia para el
desarrollo de la técnica; actualmente se conoce a
esta enzima como la Taqg ADN polimerasa. Esta
enzima tiene un peso molecular cercano a los
93.910kDa con una actividad especifica de 200,000
U/mg, cuya temperatura 6ptima, en donde se obser-
va su actividad maxima, es entre los 75 y 80°C; su
tasa de incorporacion de nucleétidos, Kcat, es de
unos 150 nucleétidos/s/enzima. Como caracteristi-
ca importante, la Taq ADN polimerasa conserva el
50% de su actividad después de 130, 40 y 6 minutos
a 92.5,95 y 97.5°C, respectivamente (revisado en
2).

b) El Amortiguador. La solucién amortiguadora
estédndar para el PCR contiene KCI 50 mM, Tris-
HCI 10 mM, pH 8.4, MgCl, 1.5 mM y gelatina en
concentracion de 100 ug/ml. De entre estos compo-
nentes, la concentracién del ién Mg++ es de mucha
importancia, ya que depende de ella la eficiencia y
la especificidad de la amplificacién, en cuanto al
alineamiento de los oligonucle6tidos con el ADN
molde ylaactividad de la polimerasa; generalmente
se obtienen buenos resultados cuando esta concen-
tracion varia en el intervalo de los 1.5 a los 4 mM,
sin embargo, es importante mantener baja la con-
centracion de EDTA, acido etilendiamino
tetraacético, que es un quelante de iones mono y
divalentes, y el cual es un componente comiin en los
amortiguadores en los que se disuelve el ADN, el
que puede modificar la concentracién final del
Mg++ libre en el amortiguador de amplificacion.

c) El ADN Molde. Como ya se menciond, las
preparaciones del ADN molde se pueden obtener de
extractos semicrudos y no es necesario purificar
exhaustivamente este ADN. Cuando se trabaja con
ADN gendémico, cuyo tamaio molecular y comple-
jidad son elevados, normalmente se aplican entre
0.5y 1.0ugde ADN alasolucién de amplificacion,
pero en ocasiones el fragmento de interés ya esté
clonadoenalgiinvector, porejemploenunplasmido,
y en este caso disminuye la cantidad de ADN a
amplificar, en donde se pueden utilizar tan sélo
unos cuantos nanogramos.

d) Los Oligonucleétidos Sintéticos. Para que la



amplificaci6n se lleve a cabo, es necesario seleccio-
nar dos oligonucledtidos sintéticos, u oligos, que
hibriden con regiones del ADN molde que se
localicen en los extremos de la regién de interés.
Estos oligos se deben orientar con sus extremos 3'(-
OH) hacia el oligo opuesto, es decir, deben estar
encontrados, y ser complementarios para ambas
cadenas del ADN molde (Figura 2a). Lalongitud de
los oligos es de 15 a 30 nucleétidos, y su secuencia
debe presentar la mayor similitud posible con la
secuencia blanco, ya que de ello depende el éxito y
la especificidad de la amplificacion; se recomienda
que la complementariedad entre el oligo y la se-
cuencia blanco sea cercana al 100%, en las dltimas
5 a 6 bases del extremo 3' del oligo, para asegurar
laamplificacién. Ademas, se debe evitar que ambos
oligos muestren secuencias complementarias entre
si, particularmente en sus extremos 3', paraevitarla
formacién de dimeros o de concatendmeros; asi
mismo, también es necesario evitar la presencia en
los oligos de secuencias que favorezcan la forma-
cién de estructuras secundarias que pueden interfe-
rir en el alineamiento correcto. Tipicamente, el
contenido de G+C debe ser alrededor de 40 a 60%
para ambos oligos.

Generalmente se recomienda determinar el valor
Tm, o temperatura de fusién de los oligos, ya que
este valor resulta necesario para calcular la tempe-
ratura tedrica en la que se debe llevar a cabo el
alineamiento, o Ta, mediante la siguiente ecuasion:
Ta=Tm-5°C=2(A+T)+4(G+C)-5°C. Este valor Ta
normalmente oscila entre los 60 y 65°C, sin embar-
go, dadas las caracteristicas del sistema de amplifi-
cacién, Ta puede variar significativamente hasta
alcanzar valores extremos, tal es el caso de la
experiencia del autor, en donde para algunos siste-
mas Ta varia entre los 37 y 42°C. Por lo tanto, bajo
condiciones normales, la temperatura del
alineamiento determina la especificidad de la am-
plificacion, en donde a mayor temperatura, es decir,
en condiciones astringentes, la especificidad serd
mayor, y a la inversa. Generalmente los oligos se
afiaden a la solucién de amplificacion en una con-
centracién que oscila entre los 0.1 y 1.0 uM.

e) Los Desoxirribonucledtidos de Trifosfato, dNTPs.
Alllevaracabolareacciénde sintesis de unacadena
complementaria, la ADN polimerasa incorpora
desoxirribonucleétidos al formar un enlace

fosfodiéster entre el grupo -OH libre en el extremo
3' de la cadena naciente y el grupo fosfato 5' del
dNTP; la energia para tal reaccion proviene de la
hidrélisis del fosfatoy de cada dNTP que se incorpo-
ra. En el caso del PCR, cada dNTP se agrega a la
solucion en una concentracién que oscila alrededor
de los 200 uM, sin embargo, es muy importante
mantener la concentracién equimolar entre los cua-
tro dNTPs, lo que evita que laTaq ADN polimerasa
incorpore algtin dNTP equivocado en determinadas
posiciones, lo que incrementaria la tasa de error de
la polimerasa por nucleétido que se polimeriza, la
cual se calculacomo 1.5x 10y 0.7 x 10~ para
substituciones o cambios del marco de lectura,
respectivamente (6). Por otro lado, se sabe que
cuando la concentracién de los dNTPs excede los
50 mM, se inhibe la actividad de la Taq ADN
polimerasa.

ITI. APLICACIONES DEL PCR.

CLONACION. Después de detectar una region del
ADN que resulta de particular interés, la siguiente
etapa es el analisis de dicha regidn, ya sea mediante
la secuenciacién para conocer la informacién que
contiene, o mediante el andlisis funcional al reali-
zar, por ejemplo, fusiones génicas con otras secueh-
cias cuya expresién da lugar ala sintesis de enzimas
cuyaactividad se puede seguir colorimétricamente.

Estas manipulaciones genéticas se facilitan enor-
memente si el fragmento de interés se clona en
algtn vector. En este sentido, el PCR favorece la
clonacién si se incorporan regiones de restriccién
en los extremos 5', cuando se sintetizan los oligos,

de tal manera que es posible clonar los fragmentos
que se amplifiquen al aprovechar estos sitios de
restriccion en el vector (Figura 3a). Recientemente
se report6 que la enzima Taq ADN polimerasa
agrega una adenina adicional al terminar con la
polimerizacion, de tal manera que el fragmento que
se amplificd, en forma diplex, contiene una adenina
no apareada en cada extremo 3', a lo que se conoce
como un extremo pegajoso; esta caracteristica es
util ya que al digerir el plasmido pTA12 con la
enzima de restriccion Xcml, ésta corta en un sitio
tinico lo que deja una timina libre en cada extremo
3', y que permite entonces ligar al fragmento ampli-
ficado mediante el uso de la enzima ligasa del fago
T4 (Figura 3b) (7).



@ @© s P M R
a1y + L w1
: " JURARAL S de canocidn
s'ceateg AR o maltiple
Sent ADN molde ori
5'cTocass 2902 *
Pl ==

.
l Digestidn con

Xem T
lPEF!
Prom] CGAAT TGCA [Brpmara: oo
mv T7_|GCTT TACGT |T3
T

A0N molde

| pes
.

H Pur 1

Producte PCR Parl sml/

(inserto) )
toez"] |
LIGAMIENTO Veclar Linearizado

oliga 2
2-2’«::,
{3

igestidn
con Ps:
_——
it
Sehl I Producto PCR
nnnn z | %\ {inserto) LIGAMIENTO

Promator CORATY X ATGER _ Promoror
deT7 “GCTTA

TACGT " ge T3

VECTOR/INSERTO

VECTOR/INSERTO

Figura 3. Clonaci6n de fragmentos, que se ampli-
ficaron por PCR, en plasmidos que contienen sitios
de clonacién miltiple. a) Los fragmentos contienen
extremos 5' para las enzimas de restriccién Pstl y
Sphl, lo que permite clonar en el vector cuando éste
se digiere con las dos enzimas. b) La enzima Taq
ADN polimerasa agrega una adenina, A, adicional
en los extremos 3' del fragmento, lo que permite
clonarenel pldsmido pTA12 cuando éste se digiere
con la enzima Xcml, ya que resultan extremos
pegajosos con una timina, T, libre. Ampr, gen que
confiere resistencia al antibiético ampicilina; LacZ,
gen que codifica para la sintesis de la enzima 8
galactosidasa, cuya actividad se detecta al degradar
al galactésido y generar un color azul, de manera
alternativa, cuando se clona algiin inserto en esta
region se interrumpe la expresion de LacZ, y por lo
tanto las colonias son blancas; Ori, sitio del origen
de la duplicacién del plasmido.

CUANTIFICACIONDELNUMERODE COPIAS
DE GENES O DE ARNm. En el pasado se determi-
naba el nimero de copias de algin gen especifico,
o su expresién, por medio de procedimientos de
hibridacién por “Southernblot” o por “Dotblot”, en
donde la sonda marcada se hibrida con una cantidad
conocida del ADN de interés, y la estimacién del
nimero de copias del gen se calcula al determinar
la intensidad de la sefial de hibridacién por
densitometria. Sin embargo, por medio de este
procedimiento es posible calcular tan solo de mane-
ra aproximada el ntimero de copias del gen o su
nivel de expresion, ademas se requieren cantidades
relativamente grandes de ADN o ARN por cada

ensayo, y finalmente el desarrollo de estos procedi-
mientos es laborioso y consume demasiado tiempo.

En los dltimos afios se han desarrollado procedi-
mientos que se basan en el PCR para poder determi-
nar el nivel de expresién de algiin gen por medio de
la cuantificacién del ARNm (revisado en 8). Estos
procedimientos requieren de la sintesis de un ADN
complementario, ADNCc, a partir del ARN muestra
por medio de la enzima transcriptasa reversa. Este
ADNc se usa como molde para amplificar las
secuencias de interés al utilizar los oligos adecua-
dos. Posteriormente se corre el producto de la
amplificacion en una electroforesis, se tifie el gel
con bromuro de etidio y se fotografia; de manera

alternativa, se hibrida el fragmento que se amplifico
conuna sonda marcada que corresponde con alguna
regién interna de dicho fragmento. De esta manera,
cuando la amplificacién se lleva a cabo al incluir
algiin control, cuya concentracién se conozca con
anterioridad, es posible determinar el nivel de ex-
presién de algiin gen. Este procedimiento ha sufrido
miltiples modificaciones, como lo es el incluir en
laamplificacién un ADN molde que compita con el
fragmento de interés, de tal manera que al adicio-
narlo en cantidades diferentes a las mezclas de PCR
que contengan la misma cantidad del ADN de
interés, el nivel de amplificacién de este dltimo se
calcula al comparar la intensidad de los dos produc-
tos que se amplificaron; por lo tanto, la amplifica-
cién se lleva a cabo al utilizar el mismo par de
oligos, pero los productos de la amplificacién se
distinguen en el gel por su tamaiio. Esta estrategia
se utilizé con éxito para cuantificar el nimero de
genes que codifican para la enzima dihidrofolato
reductasa, DHFR, cuyo nimero aumenta en las
células tumorales como resultado de la presencia
del metotrexato, que es un anilogo del folato que se
une a la DHFR, lo que inhibe su actividad y la
sintesis del timidilato y de las purinas. El procedi-
miento consistié en sintetizar un par de oligos que
permitieran la amplificacién del exén 4 del gen
dhfr,loque resultaria en un segmento de 183 pb. La
coamplificacién se realizé al utilizar el mismo par
de oligos que hibridarian con sus secuencias com-
plementarias, las que flanqueaban un fragmento
determinado de 275 pb que se habia clonado previa-
mente en un plasmido (Fig. 4a), de tal manera que
la coamplificacidn resultaria en la generacién del
fragmento de 183 pb, que corresponde al exén 4 del
gen dhfr, y de otro fragmento con 315 pb de
longitud (275 pb + 20 pb de cada oligo), que
corresponde al fragmento competitivo. Asf, al ana-



lizar el trazo densitométrico de la fotografia del gel
(Fig. 4b), el nimero de moléculas de la muestra
inicial se determina para aquella coamplificacién
en donde la proporcién del gen competitivo con el
molde sea igual a 1 (8).

Hind TII
: Oligo 1 del exan 4 de DHFR

Fragmento arbitrorio de
275 pb de longitud

Oligo 2 del exon 4 de DHFR
Bam HI

Amp"

Mapa del Plasmido pQDHFR

315 pb -
183 pb -

Figura 4. a) Mapa del plasmido pQDHFR que
contiene las regiones para el uso de los oligos
DHFR que permiten amplificar por PCR un frag-
mento de 275 pb, de secuencia arbitraria, y una
region de 183 pbdel gen que codifica parala DHFR.
b) Gel que muestra las bandas que se amplifican
cuando el plasmido pQDHFR se agrega en cantida-
des decrecientes y conocidas ala solucién de ampli-
ficacion. Tomado de 8.

ANALISIS EN CLINICA. Al realizar una biisque-
da rutinaria de bibliografia en los bancos de infor-
macion, es evidente que tal vez entre un 70 y 80%
de las aplicaciones del PCR se enfocan hacia la
deteccién de agentes patégenos, particularmente
virus y bacterias. Esto se debe a que se conocen
regiones del genoma de estos agentes que estén
evolutivamente conservadas y, por lo tanto, son
caracteristicas de cada uno de ellos, de tal manera
que el uso de los oligos adecuados puede permitir la
deteccién del agente de interés al amplificar frag-
mentos especificos por PCR. Estos procedimientos
tienen la gran ventaja de la versatilidad y la sensi-
bilidad, ademés de la rapidez, cuando se comparan
con los procedimientos tradicionales que implican
reacciones metabdlicas, tinciones, tipificacién en
medios de cultivo, serologia, o hasta procedimien-
tos histolégicos.

Uno de los campos principales de aplicacién del
PCR en la deteccion de agentes patégenos es en el
desarrollo de métodos ripidos y sensibles para
detectar el virus HIV-1, que causa el SIDA. En
muestras de pacientes el virus HIV-1 se detecta
mediante serologia, al utilizar la prueba de ELISA,
o por hibridacicnes del tipo “Western”; en ambos
casos las muestras se hacen reaccionar con
anticuerpos que estan dirigidos hacia las proteinas
de la cépside del virus. Sin embargo, gracias a que
enlaactualidad se conoce la secuencia completa del
genoma del HIV-1, se utilizan pares de oligos para
amplificar fragmentos conservados de las regiones
envy gag de este virus, las cuales codifican para la
sintesis de las proteinas que forman las envolturas,
a partir de linfocitos humanos; mediante este proce-
dimiento es posible amplificar fragmentos de 142y
115 pb de longitud, respectivamente (9), a partir
inclusive de estados tempranos de la infeccién o
cuando se encuentra en estado latente, en donde la
serologia es incapaz de detectar a los componentes
virales.

Otro campode aplicacién del PCR esenladeteccion
del papilomavirus del humano, HPV, el cual se
asocia con ciertos tipos de cdncer cérvico-uterino.
Varios investigadores japoneses utilizan con éxito
pruebas diagnésticas para este virus mediante la
amplificacion por PCR, al usar oligos que hibridan
con laregién L1 de su genoma, la cual esta conser-
vada entre diferentes tipos de virus HPV, y que
resulta en el aumento en la sensibilidad durante la
deteccién cuando este método se compara con otros
que se utilizaban con anterioridad, por ejemplo, la
hibridacion del tipo “Southern”, en donde no se
obtienen sefales en algunas muestras, pero sien los
fragmentos de amplificacién cuando se realiza el
PCR (10).

Recientemente, estas aplicaciones clinicas del PCR
se han favorecido en gran medida con el desarrollo

de procedimientos que permiten llevar a cabo la
amplificacién de los fragmentos de interés, inclusi-
ve, a partir de muestras que se han procesado
histolégicamente y que se conservan como laminillas
para observacion (11). Esto resulta de mucha utili-
dad para el andlisis retrospectivo, o para confirmar
la ausencia de agentes patGgenos en las muestras
originales.

MICROBIOLOGIA AMBIENTAL. Dadalasensi-
bilidad y la especificidad que se alcanza al disefar



adecuadamente los experimentos del tipo PCR, esta
técnica resulta til al analizar el contenido
microbiolégico del agua y del suelo (revisado en
12), de donde es posible obtener cantidades sufi-
cientesde ADN por medio de procedimientos como
la centrifugacién en gradientes de CsCl, la
cromatografia en columnas de hidroxilapatita, pre-
cipitacién con etanol, etc. Por ejemplo, se ha utili-
zado la amplificaci6n de los genes lacZ y uid, que
codificanparala B galactosidasay la8 glucuronidasa,
respectivamente, para detectar a Escherichia coli'y
a otros patégenos entéricos como contaminantes
fecales del agua. Asimismo, mediante la amplifi-
caciénde unfragmento de unos 1,000 pbse alcanza
una sensibilidad mayor en la deteccién de la bacte-
ria del suelo que degrada herbicidas, Pseudomonas
cepacia, esto en comparacion con el procedimiento
anterior que se llevaba a cabo por medio de la
hibridacion del tipo “dot-blot”.

VARIABILIDAD GENETICA. Una caracteristica
intrinseca de las poblaciones es la variabilidad,
gracias a la cual las especies cambian a través del
tiempo, es decir, evolucionan, y aiin cuando en
apariencia ellas resultan mis o menos homogéneas,
cuando se analizan algunos de sus componentes
emerge un nivel de variabilidad enorme. En sus
principios, dicha variabilidad se detect6 por medio
de los perfiles electroforéticos de enzimas particu-
lares, 0 zimogramas; posteriormente, se utilizaron
sondas moleculares especificas que, después de
marcarlas por medios radioactivos o no radioacti-
vos, se hibridaban conel ADN digerido que se habia
separado previamente en un gel por electroforesis y
que se habia transferido a un filtro de nitrocelulosa
o de nylon, en donde se lleva a cabo la hibridacién,
de tal manera que el nimero de bandas de hibridacion
indica el nimero de copias del gen, o region espe-
cifica, a partir de la cual se disef6 la sonda. Actual-
mente, el PCR contribuye al conocimiento de la
variabilidad de grupos de organismos, ya que al
diseiiar los oligos adecuados, ésta serd evidente al
analizar el resultado de la amplificacion, sobre todo
debido a que es posible detectar diferencias en tan
s6lo una posicion en donde haya ocurrido una
substitucién o una delecién de bases, al correr los
productos de la amplificacién en electroforesis
desnaturalizante, en presencia de urea (13); ello se
debe a que dichas alteraciones enla secuenciade los
fragmentos inducen la formacién de estructuras
secundarias diferentes, lo que se detecta como la
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migracién caracteristica de cada fragmento en el
gel.

Actualmente, es una prictica comiin el disefiar
oligos pequeiios, de unos 5 nucleétidos de longitud,
cuya secuencia sea al azar, lo que permite obtener
el patrén de bandas del ADN de intrés (14); sin
embargo, dada la sensibilidad, se recomienda en
este caso el uso de un gel de poliacrilamida que
contenga urea y tefiir con nitrato de plata, debido a
que laelectroforesis en un gel de agarosa que se tifie
posteriormente con bromuro de etidio presenta una
sensibilidad menor. Este método tiene la ventaja de
que no es necesario conocer la secuencia del ADN
molde para poder llevar a cabo la amplificacién,
ademds de que no es necesario marcar a los oligos
para detectar las bandas; pero en cambio, tiene la
desventaja de que los fragmentos que resulten de
interés, sean conservados o variables, se manten-
drdn como “bandas sin identidad” ya que se desco-
noce su secuencia, y por lo tanto, su funcién dentro
del genoma.

EVOLUCION MOLECULAR. Una de las aplica-
ciones mas impresionantes del PCR es precisamen-
te en el campo de la evolucién molecular, tanto por
sus alcances como por laimportancia de la informa-
cién que se puede obtener de ella. Por lo general,
cuando se realizan estudios de evolucién, éstos
comparan caracteristicas morfolégicas o
moleculares de organismos actuales, a partir de
donde se establecen inferencias de descendencia;
esto es asi porque el registro fésil, aunque informa-
tivo, esincompleto debido a fenémenos geolégicos,
lo que nos impide leer en €] de manera integra la
historia de la vida en la tierra. En este sentido, ha
resultado de mucho interés la amplificacién de
fragmentos de ADN por medio del PCR a partir de
muestras de tejido de restos fésiles, como lo es el
mamut siberiano (en 5), cuya fosilizacién fue por
congelacion, o a partir de tejido momificado, como
el de algunas momias egipcias en donde se logré
amplificar algunos fragmentos de secuencias del
ADN mitocondrial (15). Un reporte ain mis sor-
prendente, es la amplificacién de un fragmento de
ADN a partir de hojas fésiles de las plantas Ma gnolia
y Cocculus que datan de.hace unos 12 x 10° afios,
en el Miocenos; el resultado de dicha amplificacién
es un fragmento de 770 pb (Fig. 5) que codifica para
la enzima ribulosa 1,5 -difosfato carboxilasa, rbl, ya
que se utilizaron oligos que hibridan con regiones
conservadas de este gen (16). El fragmento que se
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Figura 5. Amplificacién por PCR de fragmentos
del gen rbl a partir de ADN {6sil. Se utilizaron los
oligos LtrbcL 1 y LtrbcL1201R que permiten am-
plificar una regién del gen que codifica para la
enzima ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa. 1, con-
trol negativo; 2, control positivo con ADN contem-
pordneo de Hordeum spontaneum; 3,amplificacion
a partir del ADN f6sil de Cocculus; 4, amplifica-
ci6n a partir del ADN f6sil de Cocculus que se traté
previamente con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasal y la ligasa del fago T4 para reparar las
regiones dafiadas de este ADN; H lamda, marcado-
res del tamano molecular. Tomado de 16.
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amplificé se hibridé con una sonda molecular que
corresponde al gen rbcL actual para confirmar su
identidad, y después de clonarlo y secuenciarlo fue
posible determinar que el producto de la amplifica-
cién es un fragmento del gen rbcL el cual muestra
algunas diferencias en la secuencia cuando se le
compara con el gen contemporéneo. Por supuesto,
dada la alta sensibilidad de la técnica del PCR, su
aplicacion en estudios como éstos solamente es
posible bajo condiciones controladas para evitar la
contaminacién con ADN contemporéneo y al utili-
zar los controles adecuados.

DETECCION DE GENES NUEVOS. La técnica
de PCR tambiénresulta itil para obtener genes cuya
existencia se desconocia en determinados organis-
mos; la estrategia contempla dos enfoques princi-
pales. En primer lugar, cuando se conoce la estruc-
tura primaria de una cadena peptidica de interés, es
posible conocer la secuencia del gen que la codifica
al realizar la traduccién inversa, sin embargo, dado
que el cédigo genético estd degenerado, existe la
posibilidad de que diferentes bases ocupen el mis-
mo lugar, particularmente en la tercera posicién del
codén, luego, al sintetizar el oligo en el aparato
apropiado se incorporan las distintas bases cuando
es necesario, de tal manera que el oligo resultante
muestra un cierto nivel de "degeneracién" en
determinadas posiciones (Fig.6a), lo que da una
oportunidad mayor de que hibride con la secuencia
complementaria para permitir laamplificacién (17).
Lasegunda estrategia, que es la que cominmente se
lleva a cabo en el laboratorio donde trabaja el autor,
y que ha permitido aislar fragmentos que pudieran
codificar para la sintesis de hemoglobinas en plan-
tas en donde se desconocia su existencia, consiste
en alinear las secuencias del gen de interés que se
reportan en la literatura para construir una secuen-
cia consenso en la cual se detectaran las regiones
conservadas (Figura 6b) (18). Estas regiones se
utilizan para la sintesis de los oligos que permitirdn
laamplificacién o, alternativamente, para sintetizar
sondas moleculares que se hibridan con los frag-
mentos que se amplificaron para autentificar su
identidad.
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Figura 6. A) Uso de los oligos degenerados 002 y 903 y amplificaci6n en insectos por PCR de
fragmentos del gen para que codifica un polipéptido que forma un canal de sodio en Drosophila;
1, marcador de tamanos moleculares; 2, Aedes aegypti; 3, Trichoplusia ni; 4, Heliothis viriscens;
S, Leptinotarsa decemlineata; 6, Periplaneta americana; 7, Tetranychus urticae; 8, control
negativo; R, purina, Y, pirimidina, N, G, A, T o C. Tomado de 17. B) Alineamiento de los genes
hb que codifican para hemoglobinas de plantas, y secuencias consenso (18) que se utilizan como
oligos para amplificar fragmentos por PCR, a partir del ADN de plantas monocotiledéneas; las
flechas indican los productos de la amplificacién, Kb. kilopares de bases; pb, pares de bases.

ASPECTOS LEGALES. Latécnica de PCR es una
herramienta (til cuya aplicacién aporta evidencias
adicionales enaspectosde tipo legal. El principio de
esta aplicacion se basa en la variabilidad genética
que existe entre los individuos, de la cual se hablé
en pérrafos anteriores, ademaés de la gran sensibili-
dad del método, ya que por medio de ella se
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amplifican fragmentos a partir de cantidades pe-
queiias de ADN que se obtienen de restos de tejido
epitelial, sangre seca, semen, o cabello.

Los leucocitos de humanos contienen el antigeno
DQ alfa cuyo locus se ubica en el cromosoma 6 que
presenta seis alelos que determinan la existencia de



21 genotipos. Mediante el uso de los oligos adecua-
dos se amplifica un fragmento de unos 240 pb de
longitud del locus DQ alfa el que se hibrida por
medio de "dot-blot" en un filtro de nitrocelulosa que
contiene a los fragmentos DQ alfa de cada uno de
los seis alelos. As{, al determinar por hibridacién el
alelo DQ alfa al que pertenece la victima, el sospe-
choso o la evidencia, se obtiene informacién que
indica si el sospechoso fue o no el poseedor del
ADN bajo analisis (Figura 7). Debido a que este
procedimiento se ha comercializado, su practica en
criminalistica es comin en diversos paises, entre
ellos México.

i.2
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Figura 7. Ensayo para determinar si existe alguna
relacién entre un individuo sospechoso y las mues-
tras de ADN que se obtuvieron en el lugar del
crimen, a partir de donde se amplificé por PCR al
utilizar oligos que flanqueanalaregién DQ alfa; los
filtros de nitrocelulosa contienen fragmentos de
ADN de los seis alelos posibles de DQ alfa. El
patrén de manchas indica que no existe relacion
entre el ADN del individuo sospechoso y las mues-
tras de esperma. Tomado de 19.

IV. CONCLUSIONES.

En la actualidad el ser humano cuenta con herra-
mientas experimentales poderosas que han permi-
tido generar un ctimulo de conocimientos durante
las dltimas décadas. A ocho anos de su desarrollo y
con base en el nimero de citas en las que se hace
referencia al PCR, esta técnica ha catalizado de
manera importante el estudio y la facilidad para
manipular el material genético; asi, hoy en dia
tenemos acceso al analisis de fragmentos genéticos,
lo que hace algunos anos resultaba sumamente
complicado debido, principalmente, a dificultades
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de indole experimental. Ademds, el PCR ha abierto
las puertas para llevar el estudio basico del ADN a
los aspectos aplicados que redundan en mejorar la
calidad de vida del género humano, asi como con-
tribuir al entendimiento cabal del mundo orgénico
que nos rodea. Seguramente serd dentro de unos
cuantos afios més cuando conoceremos el impacto
que habra tenido esta técnica en la generacién de
conocimientos, lo cual le dara su lugar real en el
panorama de la ciencia.

Sin embargo, aiin cuando lo expuesto en las seccio-
nes anterioresresulta estimulante, noesla intencién
del autor mostrar a esta técnica como una panacea,
ya que como la mayor parte de los procedimientos
del laboratorio, el PCR presenta una serie de incon-
venientes. Uno de los problemas principales de esta
técnica resulta de la caracteristica que la hace una
herramienta poderosa que permite la obtencion de
fragmentos especificos del ADN, es decir, la capa-
cidad de amplificar a partir de cantidades extraor-
dinariamente pequefias de muestra, por lo que la
contaminacién con otro ADN exdgeno es un riesgo
constante que puede llevar a la generacién de falsos
positivos. En este sentido, se han desarrollado
diversos procedimientos que permiten evitar la
contaminacién, tanto del material como de los
reactivos, que van desde la separacién del espacio
fisico en donde se preparan las diferentes muestras
y se llevan a cabo las amplificaciones, o el uso de
material desechable, hasta el desarrollo de procedi-
mientos quimicos que permiten destruir el ADN
contaminante. Entre estos tiltimos destacael uso del
nucleétido dUTP durante la amplificacién, en
substitucién del dTTP, de tal manera que los frag-
mentos que resulten de dicha amplificacién conten-
dran dUTP; asi, el adicionar la enzima uracilo N-
glucosilasa, UNG, que degrada al dUTP, a la mez-
cla de amplificacién previamente al desarrollo del
PCR, permitira destruir cualquier fragmento conta-
minante que provenga de la amplificaci6n anterior
en donde se incorpor6 el dUTP. Posteriormente, la
enzima UNG se inactiva al incubar la solucién en
altas temperaturas, lo que permite iniciar con el
proceso de amplificacion después de anadir nueva-
mente el dUTP (en 19).

Sin embargo, y ademds del uso de estos procedi-
mientos para evitar la contaminacion, siempre es
necesario incluir la amplificacién de un control
negativo, que generalmente carece del ADN molde,
el que mostrard la existencia de amplificaciones
inespecificas en el caso de que haya contaminacién.



Con toda seguridad el PCR evolucionara atin mas
dentro de los préximos afos, y los problemas que se
presenten se resolveran tarde o temprano; asf, sere-
mos testigos del cimulo de informacién que se
generard como resultado de la aplicacion de este
procedimiento, ademas de la informacién con la
que contamos hoy en dfa. Pero lo que resulta aiin
mds excitante es pensar en la nueva generaci6n de
técnicas, y sus posibilidades, que seguramente ten-
dremos en el futuro, y de la cual el PCR pudiera ser
tan sélo el inicio.
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NIVELES DE COMPLEJIDAD Y COMUNICACION

Jesiis Manuel Ledn Cézares. Maria Teresa Elizabeth Flores Rodriguez. Instituto de Fisiologia Celular, Facultad de Ciencias,

UNAM. Apartado postal 70 - 381, México 04510, D F.

RESUMEN

A partir de 1948 en que Shannon propuso la
Teoria de la Comunicacién, dentro del 4mbito de la
Ingenieria, su campo de influencia ha crecido hasta
llegar a los fenémenos biolégicos. Dentro de esta
drea, puede utilizarse para tratar de establecer, a
través de la blisqueda de una serie de comunes
denominadores, un modelo general que permita
encontrar la unidad, dentro de la diversidad
caracteristica de los procesos bioldgicos.

Con este fin se emplea el concepto de Niveles de
Complejidad y se selecciona un conjunto de
ejemplos, que incluye desde los fenémenos de
complementacién molecular y los de quimiotaxis
mds primitiva, hasta los intrincados patrones de
comportamiento de los mamiferos superiores y las
comunidades animales, en los que se trata de
identificar las partes fundamentales que forman el
sistema de comunicacion de Shannon. El aplicar a
los fenémenos biolégicos generalizaciones tan
amplias como la que se usa en este trabajo, permite
organizar y ayuda a comprender mejor el origen y
la evolucién de algunos procesos biolégicos.

Palabras clave: comunicacién celular,
mediadores y receptores, niveles de complejidad.

INTRODUCCION

Dentrodelos niveles de complejidad de lamateria,
se puede localizar la aparicion del fenémeno de la
comunicacion -entendido como el proceso de
intercambio de informacién que genera un cambio
de conducta, entre dos o méis elementos que
funcionan como recepto-transmisores- en las
proteinas y los dcidos nucleicos, en cuyas moléculas
quedanregistrados los primeros fenémenos quimicos
de la evolucién orgénica.

Lwoff en 1966 (1) propone que en un organismo
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todas las moléculas deben trabajar en armonia; cada
molécula debe de ser capaz de recibir y transmitir
mensajes. En este nivel la informacién esté incluida
en secuencias moleculares de bases, piricas y
pirimidicas, que determinan a través de sus
interacciones, es decir por medio de procesos de
comunicacion, la estructura de estas moléculas y
desde luego sus propiedades caracteristicas.

En el caso de los 4cidos nucleicos, estas
interacciones son las responsables de sus capacidades
de duplicacién, transcripcién, traduccién y por
supuesto de mutacién. Todas estas propiedades
debidas, en principio, a la posibilidad de
complementacion entre sus bases. ‘

En las proteinas, una secuencia determinada de
aminoacidos -de 150 para el caso de la mioglobina,
que tiene un peso molecular de 16,900 y de
aproximadamente 70,000 para la enzima piruvato
deshidrogenasa, con un peso molecular de 7
millones- propiciard siempre una estructura
tridimensional particular, que produciri los sitios
activos y de regulacion de las enzimas, asi como las
caracteristicas de resistencia, flexibilidad y ain
transparencia de varias proteinas estructurales, entre
las que se encuentra la coldgena.

Asi, se puede establecer que independientemente
unos de otros, estos dos polimeros caracteristicos de
los seres vivos, son moléculas que contienen
informacién, que al intercambiarse, produce
modificaciones estructurales y capacidades
funcionales especificas.

Al considerar estos dos tipos de moléculas ya no
por separado, sino como integrantes de un sistema
de interaccién, es decir de intercambio de
informacion, se establece la relacién causa-efecto
entre ambos, ya que es necesaria la informacién
contenida en los diversos tipos de polinucleétidos -
ADN, ARN mensajero, ARN de transferencia y




ARN ribosomal- para que se lleve a cabo la sintesis
de las moléculas proteicas, que a suvez actuan como
catalizadores en los procesos de duplicacion,
transcripcién y traduccién, que las hicieron posibles,
se establece asi un buen modelo de lo que se
denomina informacién.

Segiin Lwoff (1) informacién “es la secuencia
especifica de los acidos nucleicos en el material
genético, y es también el sistema de regulacion de.
laactividad enzimética y de la sintesis de proteinas.
Lo que puede llamarse informacién para un ser
vivo, es pues una serie de estructuras, de secuencias,
un orden bien determinado que representa la
informacién biolégica. El concepto de informacion
corresponde a ese conjunto de datos bastante
complicados. La palabra informacién, la palabra
mensaje, es algo material; es una secuencia de
pequeiias moléculas y el conjunto de las funciones
que ellas realizan”.

De esta manera la informacion fluye y ha fluido
en el planeta, desde hace aproximadamente 3,500
millones de afos, en que ha mantenido un proceso
de reatroalimentaci6n -es decir de comunicacién-
entre los términos del binomio organismo-ambiente,
que ha producido los cambios reciprocos que
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constituyen la materia prima del proceso de la
evolucion.

Esta comunicacién constituye un estado de
verdadera continuidad fisiol6gica, tan estrecha como
la que existe entre el niicleo y el citoplasma de un
eucito, segiin lo describié Carrel en 1931 (2).

Dentro de este binomio, se analizarin varios
ejemplos que permitirdn identificar los elementos
fundamentales de un sistema de comunicacion,
como el propuesto por Shannon, constituido por un
emisor, mensajes, canales y un receptor, en el que
se produzca un cambio de comportamiento en las
unidades interactuantes, como resultado del
intercambio bidireccional de informacién.

A partirde 1948 en que se publicaron los trabajos
de Shannon, Weaber, Winer, Chomsky y otros (3),
el fenémeno de la comunicacién se ha podido
definirensuacepcién més simple como: “lareaccion
caracteristica de un organismo ante un estimulo”, y
en un marco de referencia mas amplio, como el
intercambio de informacion entre dos o més unidades
recepto-transmisoras, que produce unamodificacién
en sus propiedades, es decir en su conducta. Estas
unidades estan conectadas a través de un canal, cuya
eficacia puede ser modificada por la presencia del
ruido (Fig 1).
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Figura 1. Componentes principales del Sistema de Comunicacion de Shannon, representados en dos unidades
receptotransmisoras entre las que se establece el proceso de comunicacion, a través de un canal. Modificado de

Pierce, 1972 (3).

16



LA QUIMIOTAXIS BACTERIANA

Unareaccion caracteristica de un organismo ante
un estimulo, es la que se ha estudiado desde hace
masde 100 afios, mediante la utilizacién de bacterias
flageladas como Escherichia coli, que son capaces
de manifestar el fenémeno de la quimiotéxis (4).

En estos organismos, las concentraciones, en el
medio, de substancias atrayentes, como aminoacidos
y aziicares, o repelentes, como alcoholes y écidos,
determinan su comportamiento al modificar el patron
de desplazamiento basal, es decir el que se produce
cuando la bacteria se ha adaptado a las
concentraciones constantes en el ambiente, que
puede definirse como formado por un 50% de
carreras en linea recta, de una longitud semejante,
y un 50% de tumbos, es decir de cambios bruscos de
direcciénal azar, que dan por resultadoundiagrama
espacio-temporal de forma aproximadamente
helicoidal.

Si como resultado del propio metabolismo
bacteriano, la concentracién de las moléculas
“mensaje”, aumenta o bien disminuye en el medio,
se originan modificaciones en el patrén de
desplazamiento basal o adaptado, el cual en el caso
del aumento de repelentes o disminucién de
atrayentes, registrard mayor porcentaje de tumbos y
por lo tanto carreras ms cortas y menos frecuentes,
que alejardn a las bacterias de la zona de mayor
concentraciéon de repelentes o de menor
concentracién de atrayentes.

Silas concentraciones se invierten, aumentalade
los atrayentes y disminuye la de los repelentes, el
patrén de desplazamiento basal se modifica, por un
incrementoenlafrecuencia y longitud delas carreras
y una disminucion en la frecuencia de los tumbos.

En ambos casos se formaridn gradientes de
concentracién de estas substancias en el medio,
como resultado directo de la fisiologia bacteriana.

Paraque laquimiotéxisse lleve acabo, es necesario
que las bacterias posean moléculas receptoras,
cuando menos para los atrayentes, capaces de
interactuar con las moléculas “sefial” en forma
especifica, mediante un mecanismo de
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complementacidn estereoquimica, que recuerda el
proceso de interaccion descrito para los 4cidos
nucleicesy las proteinas, pues en ambos las uniones
débiles, como los puentes de hidrégeno, son parte
de las interacciones que se establecen entre las
moléculas.

En este caso, los receptores son proteinas que
atraviesan todoel grosor de lamembrana plasmitica,
por lo que el reconocimiento se lleva a cabo en la
parte superficial externa, pero el efecto se deja
sentiren laregiéncitopldsmicadelabacteria, donde
se produce el cambio fisiolégico correspondiente,
por medio de modificaciones en su conformacion.

Estos cambios de conformacién generan una
serie de reacciones, algunas relacionadas con la
metilacién de ciertas proteinas o conla fosforilacion
de otras, que incluyen nuevos cambios de
conformacion, que por tiltimo causan que el flagelo
cambie surégimen de movimiento obiense detenga
y produzca un tumbo o0 una carrera.

En este fenémeno de la quimiotaxis bacteriana,
se puede identificar, “la reaccién caracteristica de
unorganismoanteunestimulo”,enlaqueintervienen
sefiales ambientales, como los atrayentes, repelentes,
temperatura y aiin el campo magnético del planeta,
ademés de los receptores especificos capaces de
reconocer a esas sefiales y como consecuencia de
ese reconocimiento, experimentar un cambio de
conformacién, que promueve modificaciones
intracitoplasmicas, que por tltimo alteran el patrén
de comportamiento basal de carreras y tumbos, que
resultard en que labacteria se mantenga en un medio
adecuado que le permita no sélo sobrevivir, sino
reproducirse.

En las bacterias quimioticticas es posible
identificar los componentes fundamentales del
proceso de comunicacién, es decir una parte
receptora, una procesadora o internuncial y una
efectora, que en conjunto, regulan otros fendmenos
como la 6smosis y el metabolismo nitrogenado, que
comparten elementos comunes a través de procesos
de fosforilacién de ciertas proteinas (5).

LA AGREGACION EN MIXOBACTERIAS
Y ACRACIALES

En otros ejemplos de comunicacién, se puede



analizar el intercambio de informacién entre
unidades recepto-transmisoras, a través de un canal,
que produce uncambio de conducta en esas unidades;
lo que constituye el fenémeno de agregacién y
diferenciacién, tanto en los protocitos, como es el
caso de las mixobacterias del tipo de Stigmatella
aurantiaca (6), como en algunos protoctistas (7),
identificados como acraciales, organismos
amiboideos también unicelulares pero eucitos.

En este caso la situacién es mas compleja, pues
una sefal que se capta del medio, que por lo general
identifica una situacioén critica de falta de alimento,
desencadena la sintesis y secrecion de moléculas
mensaje especificas, que al ser percibidas por otros
individuos, modifican su comportamiento y los
hacen dirigirse a favor de un gradiente, hasta el sitio
de reunién donde se llevara a cabo la agregacién y
la diferenciacion.

En el caso de los Acraciales, a lo largo de este
trayecto, cada una de las células que han captado el
mensaje en el medio, se transforman en
retransmisoras del mismo, con lo que se amplifica
de manera importante su alcance, en una verdadera
reaccion en cadena.

Cuando se ha llevado a cabo la agregacién, que
puede incluir unos cuantos cientos de miles de
bacterias o de amibas, el conglomerado muestra una
capacidad de migracién hacia sitios iluminados y
célidos; capacidad que no tienen ni las bacterias ni
las amibas separadas y que parece ser fundamental,
para asegurar una buena dispersién de las esporas.
Cuando el conglomerado se detiene se producen
otros mensajes y se inicia la sorprendente
transformacién de una masa informe de células, en
una estructura pluricelular organizada columnar
con nuevos sistemas de comunicacion intercelular,
formada principalmente por dostipos de individuos,
los que constituyen el tallo y los que forman uno o
varios cuerpos fructiferos, que més tarde contendran
esporas, que resistirdn las condiciones criticas del
medio y por lo tanto aseguraran la sobrevivencia de
la especie.

Si se observan en forma aislada las diversas
etapas de este proceso de diferenciacion, seria
practicamente imposible de suponer que son
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variaciones de un mismo tema, es decir expresiones
diferentes de un solo genoma, que se manifiestan de
acuerdo con los mensajes particulares que recibe,
acercade las condiciones imperantes en el ambiente.

En este segundo ejemplo es posible también,
distinguir la participacién de receptores, efectores y
mensajeros especificos, es decir de un “lenguaje”
que sélo tiene significado para quien lo conoce y
puede interpretarlo.

Para algunas especies de Acraciales, el idioma es
el del AMP ciclico, para otros el del dipéptido
Glorina, lo que hace posible que en el mismo
territorio, convivan dos especies y lleven a cabo
procesos de comunicacién idénticos pero en
lenguajes diferentes.

Como consecuencia de la recepcion de cada una
de las sefiales mencionadas en este ejemplo, se
produce la sintesis de nuevas proteinas, que sélo se
puede explicar por una expresion génica diferente,
para cada una de las etapas de diferenciacién de
estos organismos, lo que demuestra que las
condiciones del medio influyen, en Gltima instancia,
sobre la expresion génica de las células, que asuvez
esla causade la presencia en el ambiente, de nuevos
productos que lo modifican.

LA INFECCION Y LA SIMBIOSIS

En algunas ocasiones los fenémenos de
intercambio de informacién entre dos organismos
que pertenecen a Reinos diferentes se inician, con
procesos de interaccion entre sus gendmas, por
ejemplo, cuando se establece la invasién de un
organismo por otro, como sucede en los procesos de
infeccién que algunas bacterias Gram negativas
ocasionan en amibas cultivadas (8), a las que hacen
crecer muy lentamente, les disminuyen de manera
notable la capacidad para formar clones asi como su
tamarfio, les incrementan la sensibilidad a la falta de
alimento y a las temperaturas altas y en general las
hacen fragiles.

Un primerresultado de esa interaccién, puede ser
la reproduccién de la bacteria y la muerte de la
amiba, sin embargo en ocasiones la amiba resiste la



infeccién bacteriana y se inicia un proceso de
comunicacién entre los dos organismos, que da por
resultado una nueva forma de intercambio de
informacién, en la que se establece una
interdependencia que podria considerarse como el
inicio de una simbiosis.

Este fenémeno se pudo observar por cerca de 5
aios (8) en que, con base en la compatibilidad
nucleocitopldsmica entre las cepas de amibas
infectadas y las normales, se demostrd que se habia
establecido un grado de interdependencia tan alto,
que al transplantar un nicleo de la amiba que
contenia a las bacterias simbiontes, en una amiba
libre de ellas, ésta no podia sobrevivir.

Sijunto con el nicleo transplantado se incluyera
un poco del citoplasma de la amiba “infectada” de
la que se obtuvo el niicleo, la sobrevivencia de la
amiba receptora se aseguraba. Esto hace pensar que
la relacién se establecié por medio de alguna
molécula que se encontraba en el citoplasma y que
era producida por la bacteria simbionte.

Es interesante que para algunos autores, como
Margulis, el proceso de simbiosis, que se inici6 tal
vez como una infeccién, puede ser el mecanismo
fundamental que pudo dar origen, hace
aproximadamente 1,500 millones de afos, a las
mitocondrias y a los cloroplastos de los eucitos
actuales.

Aunque no se ha identificado el tipo de
informacién que se intercambia entre los dos
organismos, se supone que es la bacteria la que
produce algiin mensaje, pues ésta puede ser inoculada
en diferentes cepas de amibas y continuar su
reproduccién o bien ser cultivada in vitro, lo que
demuestra que no ha experimentado cambios
importantes en su fisiologfa. En este ejemplo se
puede observar como la interaccién entre dos
genomas, produce capacidades diferentes cuando
integran su informacién en un nuevo nivel de
complejidad: la relacién de simbiosis.

EL COMPORTAMIENTO DE
REPRODUCCION EN LOS MAMIFEROS

En otras comunidades celulares mucho maés
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estables, como las que constituyen a un organismo
pluricelular, por ejemplo un roedor, los fenémenos
de comunicacién adquieren una complejidad mucho
mayor, aunque desde el punto de vista fundamental
no son tan distintos a los que ya se han descrito.

Para que se pueda llevar a cabo la reproduccién
de las ratas, es necesario que en las hembras ocurra
una serie de transformaciones fisiol6gicas que
formanelcicloestral, que denlugar a dos fenémenos
principales: a) la maduracién de los 6vulos y b) el
establecimiento de la conducta sexual que haga
posible la fecundacién de los mismos (9).

El proceso de maduracién de los 6vulos, se inicia
a partir de las condiciones de luz y obscuridad en el
medio, que inciden en un reloj biolégico, que
determina que un grupo de células situadas en la
base del cerebro a las que se denomina efectoras
neuroenddcrinas, inicien la sintesis de la hormona
llamada “liberadora de la hormona luteinizante”, la
cual hace efecto sobre la pituitaria que secreta la
hormonaluteinizante, que al actuar sobre los ovarios
hace que maduren los évulos e induce la secrecién
de estradiol, hormona que retroalimenta al cerebro
y determina las condiciones que modifican el patr6n
de comportamiento, que permite que se lleve a cabo
la c6pula, que hace posible que los 6vulos puedan
ser fecundados y asegura la reproduccién de la
especie.

En este ejemplo esta incluido también el cambio
en la expresién génica de las comunidades celulares
que intervienen, como las de los ovarios, que
responden a las sefiales que reciben del cerebro,
inician la secrecién del estradiol, que una vez que
alcanza un nivel determinado se suspende, hasta
recibir nuevamente el mensaje que activa a los
genes responsables de su sintesis, en un sistema de
retroalimentacién en que participan: seiiales, tanto
del ambiente como de las diversas comunidades de
células que intervienen; receptores especificos a
esas sefales, transductores intracitopldsmicos,
cambios de la expresién génica y modificacién del
comportamiento.

*

EL COMPORTAMIENTO EN LA
COMUNIDAD

Si se toma ahora en consideracién un ejemplo en



donde las unidades que se comuniquen tengan un
nivel de complejidad de individuos integrantes de
una comunidad de organismos, como seria el caso
de un conjunto de insectos sociales, se puede
encontrar un sistema de comunicacién donde el
nimero de elementos que lo componen es mucho
mayor y donde se utilizan no sélo los mensajes
bioquimicos, sino también un lenguaje simbdlico
genuinamente innato, que se adapta a los diferentes
contenidos de informaci6n que se quieren transmitir
y que incluye también sonidos (10).

Uno de los mejores ejemplos de este tipo de
procesos de comunicacién entre comunidades de
organismos animales -como una colonia de abejas,
que es una comunidad compacta formada por unos
50,000 individuos, cuyos miembros son altamente
sociales y que por lo tanto no pueden sobrevivir sin
una intercomunicacién constante- lo constituye la
danza que las obreras exploradoras efectuan para
dar a conocer la localizacién de las fuentes de
alimento.

En este tipo de mensaje se incluye no sélo la
direccién que se debe de seguir para localizar la
fuente de alimento, sino que también se aportan
datos sobre el tipo de éste y acerca de la distancia
que se debera recorrer para llegar a ella y para esto
se utilizala posicién del sol, es decir del puntode luz
polarizada solar con valor de cero y el nimero de
oscilaciones del abdomen que el animal efectua al
realizar sus desplazamientos, acompafiados por
sonidos peculiares de baja frecuencia con los que se
informa de la distancia aproximada que se tendra
que recorrer para llegar al sitio donde se localizan
las flores.

Todo esto expresado por medio de un sistema
formado por unos cuantos simbolos, que serian
equivalentes a las palabras que se utilizan en los
procesos de comunicacién interactiva entre los
humanos y que son suficientes para que las abejas
que reciben el mensaje, lo puedan interpretar de una
maneraeficiente, que noobstante presentar pequefias
modificaciones segin la variedad a la que
pertenezcan, es decir a pesar de la existencia de
dialectos distintos, produce el cambio de
comportamiento correspondiente, que permite que
las abejas salgan, localicen la fuente de alimento y
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obtengan el suficiente para asegurar la nutricién de
la comunidad a la que pertenecen.

En estos organismos se completan las diferentes
formas de comunicacion con base en moléculas con
capacidad de sefal y los receptores que pueden
reconocerlas por complementacion estereoquimica,
como es el caso de la molécula de feromona
denominada geraniol, con unsistema que implicala
percepcién tactil y de sonido que constituye un
comportamiento con valor de cédigo, de cuya
correcta interpretaciéon depende el cambio de
conducta que hace que esa informacién sea utilizada
para obtener un elemento crucial para la
sobrevivencia de la comunidad.

En este dltimo ejemplo, los procesos de
comunicacién estan representados por dos niveles
distintos: la comunicacién interactiva del lenguaje
de las abejas, que permite su funcionamiento como
individuos dentro de lacomunidad, asi como a nivel
de la integracién que dentro de cada individuo se
establece a través del sistema neuroendécrino. En
ambos casos la base de estos fenémenos sigue
siendo la presencia de mensajes y receptores de
diferentes calidades que permiten el intercambio de
informacién, es decir la comunicacién.

CONCLUSION

No obstante las diferencias més obvias de lo que
ocurre en los fenémenos de comunicacién en las
bacterias, los protoctistas, los simbiontes, los
roedores y las abejas, es posible encontrar una serie
de comunes denominadores, que demuestran las
relaciones evolutivas del fenémeno de la
comunicacién en diferentes niveles de complejidad
y que una vez mas permiten determinar la unidad
dentro de la aparente diversidad de los fendmenos
bioldgicos.

Entre estos comunes denominadores se pueden
senalar;

a) La influencia del ambiente: En los casos
revisados, es una sefal de naturaleza quimica como
los atrayentes, los repelentes, el AMP ciclico, la
Glorina; de naturaleza fisica como la proporcién de
luz y obscuridad durante el dia o bien de naturaleza
biol6gica, la que inicia el proceso correspondiente,



es decir la quimiotéxis, la migracién, agregacién-
diferenciacion, los procesos de simbiosis, el ciclo
estral y la comunicacién entre insectos.

b) La generacién de las sefiales bioquimicas:
Estas amplifican la informacién original recibida
del medio y tienen efectos sobre otras comunidades
celulares como: la formacién de gradientes por las
bacterias, las reacciones en cadena de las
mixobacterias y los acraciales, el intercambio de
sefiales entre los simbiontes, la sintesis de hormonas
y neurotransmisores en las ratas y de feromonas y
neurotransmisores en los insectos.

¢) La presencia de receptores especificos: En la
mayoria de los casos, moléculas proteicas que
reconocen las sefiales por complementacién
estereoquimica y que son capaces de llevar a cabo
cambios de conformacién, que hacen que la
informaci6n llegue hasta el citoplasma y finalmente
al nicleo.

d) El cambio en la expresién génica: La que
resulta de que lainformacién hayallegadoal interior
celular y que en ciertos casos, incluye la sintesis de
segundos mensajeros que pueden producir un efecto
inmediato, como el cambio de direccién en las
bacterias en su desplazamiento o a més largo plazo
comoenla activacién de los genes en los acraciales,
que daran por resultado la sintesis y liberacién del
AMP ciclico y la Glorina, asicomo ladiferenciacion
de las células del tallo y del cuerpo fructifero, o bien
la produccién y liberacién de las hormonas que
intervienen en el ciclo estral de la rata o de las
feromonas y los neurotransmisores que hacen posible
la comunicacién, en y entre los insectos.

¢) El cambio en el comportamiento: En todos los
casos, el resultado final del proceso de comunicacién,
es un cambio caracteristico del comportamiento,
que en las bacterias quimiotdcticas implica que
éstas se acerquen o se alejen de determinadas
regiones del medio; en las mixobacterias y los
acraciales, abandonen sus hébitos individuales y se
integren a una comunidad, donde manifiestan
propiedades diferentes; enlos simbiontes se logre la
sobrevivencia del conjunto y se adquieran
caracteristicas nuevas; en el caso de las ratas, la
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agresividadseasubstituida porlaactitud que asegure
la fecundacién de los 6vulos maduros y la
reproduccion de la especie y en los insectos se lleve
a cabo la recoleccién del alimento.

Es asi como es posible encontrar que entre la
innumerable diversidad de los fenémenos
caracteristicos de los seres vivos, existen patrones
comunes, producto de las relaciones filogenéticas,
que permiten el planteamiento de generalizaciones
conceptuales, como el modelo de comunicacién,
que hace posible comprender un poco mis, el
fenémeno de la evolucion de la vida.
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CALCIO; DE SIMPLE MINERAL A MODULADOR
ESENCIAL DE SENALES CELULARES
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El elemento calcio que es reconocido como uno
de los bioelementos méas importantes de nuestros
dias, hace pocos afios era solamente conocido por
fisiélogos y bioquimicos como un componente del
mineral 6seo y como constituyente del plasma
sanguineo, con cierta importancia en la funcién
cardiacaylacoagulaciénde lasangre. Unicamente,
unos cuantos pioneros como lo fueron Baird
Hastingsy Walter Heilbrunn fueron capaces de ver
masallay predecirlo que el futuro le esperabaal ion
calcio.

Enlaactualidad se conocen docenas de procesos,
tanto extra-celulares como intracelulares, que son
regulados por cambios en los niveles extra e
intracelulares del calcio, al grado de considerar a
este cation como el que tiene una funcién mucho
mas amplia que el propio AMP ciclico, el segundo
mensajero original.

A lo largo de este tiempo de estudio, se ha
reconocido que el ion calcio promueve la
coagulacién de proteinas, condensa a los dcidos
nucléicos y daia a los organulos celulares; por lo
que a muchos investigadores les ha resultado
interesante preguntar, ;qué funcién tuvo el ion
calcioeneliniciodelavida? A este respecto existe
lapropuesta de que las células primordiales vivieron
en un “mar” donde la concentracién de calcio se
encontraba por debajo de uM. Esta hipétesis ha
sido apoyada en vista de que probablemente en
este estadio, las rocas expuestas fueron
principalmente volcénicas y por lo tanto el calcio
no se encontraba en forma biodisponible.
Solamente fuerzas climéticas, quimicas y
bioldgicas permitieron un aumento gradual en la
concentracién del calcio en el medio ambiente.
Enestas condiciones y con la finalidad de prevenir
lo que podriamos llamar como el holocausto del
calcio, para hacer analogia con el holocausto del
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oxigeno, estas células primordiales tuvieron la
necesidad de desarrollar sistemas de control y asi
poder mantener una concentracién baja de calcio
en sus espacios intracelulares, para asf evitar el
conocido y ampliamente documentado dano
celular, ocasionado por las concentraciones
elevadas del calcio en el espacio intracelular.

Una caracteristica fundamental de esta hip6tesis
evolucionista, consiste en que a lo largo de la
evolucién haexistido siempre unarelaciénabsoluta
entre la fisiologfa celular y la necesidad de que las
células regulen su interaccidn con los factores
fisicos, quimicos y bioldgicos. Por lo tanto, la
evolucién ha seleccionado mecanismos
bioquimicos muy eficientes para modular las
concentraciones intracelulares del ion calcio y asi
permitir su intercambio a través de la membrana
cuando la célula lo requiere.

El ion calcio ha sido aceptado como agente de
relevancia universal, debido a que controla un gran
nimero de funciones celulares. Entre éstas, la
sintesis y liberacién de hormonas, el movimiento
celular y gran cantidad de procesos asociados a la
membrana. La sefial de entrada del ion calcio
requiere del mantenimiento de una muy baja
concentracion del mismo dentro de las células, y de
mecanismos que aseguren su presencia en la
vecindad de las moléculas blanco.

Dentro del metabolismo celular, la mayoria de
las moléculas consideradas como de seiial, son
reguladas durante su biosintesis o degradacién; sin
embargo, la evolucion también ha seleccionado un
mecanismo de control muy diferente que utiliza
complejos o uniones reversibles entre el calcio y
varias proteinas especificas. Estas proteinas
consideradas como amortiguadoras del calcio
intracelular y que se encuentran a concentraciones




de hasta 10,000 veces por arriba de la que se
encuentraenel espacioextracelular, han demostrado
jugar un papel muy importante en la regulacion del
metabolismo celular.

Aunado a que estas proteinas solubles de alta
afinidad por el calcio contribuyenalaamortiguacion
del catién, también presentan una funcién secundaria
adicional muy importante consistente en laaparicién
de regiones hidrofébicas en su superficie. Este
cambio conformacional en la proteina permite la
importante interaccién del complejo proteina/calcio
con las diferentes proteinas blanco, por ejemplo,
enzimas. De esta manera pueden considerarse a
estas proteinas, como lo son la calmodulina y la
troponina C, como procesadores esenciales de la
seiial del calcio més que de amortiguadores del
calcio intracelular.

Sin embargo, las limitaciones en la funcién de
amortiguamiento del ion calcio descritas
anteriormente para las proteinas solubles, no son
aplicables a las proteinas unidoras de calcio
intrinsecas de la membrana. Estas proteinas
acomplejan calcio de un lado de la membrana y lo
transfieren hacia el otro de manera continua; asi
eliminan los problemas que pudieran surgir de una
cantidad insuficiente de proteina disponible. Porlo
tanto, las proteinas intrinsecas de membrana unidoras
de calcio, mantienen un papel preponderante en la
capacidad de amortiguamiento intracelular del ion
calcio, no exclusivamente por la unién, sino por la
capacidad que presentan de unir y desplazar al
catién constantemente.

Lasdiferentes células eucariotas poseen sistemas
unidores y transportadores de calcio enlamembrana
plasmitica, asi como en la membrana de los
diferentes orgdnulos intracelulares. Estos sistemas
transportadores de calcio operan con diferentes
propiedades cinéticas que responden a las diversas
demandas del ciclo funcional de las células; en
algunas ocasiones éstas pueden ser rapidas, precisas
y de regulacién de muy alta afinidad; mientras que
en otras, son de baja afinidad y con una regulacién
més lenta. Como se muestra en la figura 1, las
membranas de las diferentes células eucariotas
contienen distintos sistemas membranales de
transporte del calcio, perosolamente cuatro sistemas
transportadores son conocidos hasta el momento:
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ATPasas, intercambiadores, canales y
translocadores electroforéticos. La regulaci6n del
calcio con alta afinidad depende obligatoriamente
de las ATPasas, mientras que la regulacion de baja
afinidad esllevadaa cabo porlos otros dos sistemas
mostradosenlafigura 1, el intercambiador Na*/Ca*
y el canal de calcio dependiente de voltaje.

2K"
7
C02+ ADP+Pi
+
2K Ca ATP
M
2+
2Na' 2Na’ Ca ‘E =
6 Ca’t .
C02+ S g ] 3
ATP | ADP+Pi 4 . 2+ .
S0
5

Figura 1. Mecanismos de salida del ion calcio del citoplasma hacia
los orgénulos intracelulares y el espacio extracelular: 1) reticulo
sarcopldsmico; 2) mitocondria; 3) sistema miofibrilar; 4) sitios de
pegada en la mebrana plasmética; 5) ATPasa de Ca®; 6) inter-
cambiador Na*/Ca* acoplado a la ATPasa de Na*K* 7)
intercambiador K*/Ca*™ y 8) sitios de uni6n a moléculas
citopldsmicas.

De no existir los dos mecanismos de salida para
el ion calcio descritos a nivel de la membrana
plasmitica, este cation se acumularia en el espacio
intracelular y podria ser perjudicial para la célula
en una variedad de circunstancias. Un aumento en
la concentracién del calcio citopldsmico, por
ejemplo, activaria proteasas y fosfolipasas y la
mitocondria dejarfa de producir ATP con el
consiguiente desbalance energético, llevando a la
c€lula a un dafio irreversible y a la muerte.

La figura 2 muestra la secuencia de
acontecimientos que se observan en la estructura de
una célula muscular cardiaca aislada cuando ésta
pierde el control de su concentracién de calcio
intracelular. La secuencia muestra la franca
contractura y la desaparicién de la fina estructura
membranal, loquellevaalacélulaala pérdidatotal
del control de su homeostasis y a la muerte.



Figura 2. Secuenciade acontecimientos que muestran auna célula
muscular cardiaca aislada perder su estructuranormal al agregaren
el medio de incubacion el ion6foro para calcio A23187. La
concentracién de calcio en el medio de incubacién es de 2mM. Las
fotomicrografias fueron tomadas con un microscopio electrénico
de barrido. Arriba izquierda, célula en condiciones basales en
ausencia de A23187. Arriba derecha, 20 segundos después de la
adicién del ion6foro. Hay que notar la contractura y pérdida de la
definicién de superficie. Abajo izquierda, 2 minutos de la adicién
del ion6foro. Importante contractura y pérdida de la arquitectura
normal del miocito. Abajo derecha, 3 minutos de la adicién de
A123187. Daiio totalmente irreversible dado por la presencia de
calcio en el medio. Los controles a lo largo del experimento en
ausencia del ion6foro, no mostraron cambios.

Sistemas de Transporte de Calcio en la
Membrana Plasmatica (Fig. 3)

El Canal de Calcio

A pesar de ser conocido desde hace tiempo el
canal del calcio, que es basicamente responsable de
la entrada de calcio a las células, s6lo de manera
inicial ha sido caracterizado a nivel molecular. En
este sentido, la técnica de fijacién de voltaje, en
microdreas de membrana, ha permitido el estudio
de la actividad de canales unitarios y hallevadoala
definicion de sus pardmetros cinéticos. El estudio
de las corrientes de este canal unitario de calcio ha
revelado que tiene una conductancia de entre 15 y
25 pS, lo que corresponde a un paso de iones de
calcio de alrededor de 3 x 10° por segundo. La
densidad del canal de calcio es particularmente alta
en las membranas tubulares T de los musculos
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Figura 3. Diagrama de los tres sistemas transportadores de calcio
de la membrana plasmdtica. El canal de calcio, el transportador
sodio/calcio y la bomba o ATPasa de calcio.

esqueléticos, por lo que este tejido ha sido el de
eleccién para el aislamiento del canal. Los canales
son controlados por un potencial eléctrico a través
de la membrana plasmatica, los que empiezan a
abrirse a un potencial transmembranal basal de 40
mAmp. Estos canales son bloqueados por los
llamados antagonistas del calcio, los cuales han
auxiliado enormemente en el avance del
conocimiento del canal de calcio y recientemente
han permitido el aislamiento del receptor a
dihidropiridinas en este canal y a la determinacion
de su estructura primaria.

Otro aspecto interesante del canal de calcio es su
conocida estimulacién por neurotransmisores
adrenérgicos. Los experimentos que utilizan la
técnica de fijacién de voltaje en membranas
plasmaéticas de corazén han mostrado que el AMP
ciclico aumenta la probabilidad de apertura de este
canal. Las propiedades descritas hasta el momento
se refieren a uno de los subtipos que actualmente se
conocen del canal que corresponde al tipo L. Sin
embargo, recientemente se han reconocido varios
tipos diferentes con propiedades distintas. Dos de
éstos han sido identificados por experimentos de
fijacion de voltaje en corazones de mamiferos
incluso el mas comiin que es el tipo L, sensible a las
dihidropiridinas y donde su apertura produce
corrientes de larga duracién. Los canales del tipo T



abrena potenciales transmembranales mas negativos
y son insensibles a las dihidropiridinas, por lo tanto
producen corrientes de duracién mas corta.

El intercambiador sodio/calcio (Fig. 3).

El intercambiador sodio/calcio es uno de los dos
sistemas exportadores de calcio conocidos de la
membrana plasmadtica, presenta una gran capacidad
de transporte, pero con una muy baja afinidad por
el ion calcio, esto particularmente en tejidos
excitables. Este sistema ha sido estudiado
esencialmente en corazén y en el axén gigante del
calamar. Los trabajos electro-fisiolégicos, ya
clasicos, han establecido que este sistema opera
electronegativamente e intercambia tres iones sodio
porunode calcio. Noséloresponde alos gradientes
desodioy calcio, sinotambién al potencial eléctrico
transmembranal. Los trabajos recientes en que se
utilizan vesiculas sarcolemales del misculo cardiaco,
han demostrado que este sistema transportador
presenta una baja afinidad por el calcio (Km, 1220
uM) pero con una capacidad maxima de transporte
de calcio en coraz6n de 20 nmoles por mg de
proteina sarcolemal por segundo. La baja afinidad
del sistema por calcio es intrigante, ya que la
concentracién del calcio libre en el citosol
aparentemente nuncase incrementa porarribade 10
uM. Posiblemente sin embargo, los pardmetros
cinéticos del intercambiador en vesiculas aisladas,
son diferentes a los que presentan tejidos intactos.
En este contexto puede ser importante la activacién
del intercambiador por una cinasa que cataliza al
proceso de fosforilacién y disminuye su Km por
calcio hasta alrededor de 1 uM.

La Bomba o ATPasa de Calcio (Fig. 3)

La ATPasa de calcio de la membrana plasmética
interacciona con el ion calcio con una muy alta
afinidad (Km alrededor de 0.5 uM); sin embargo,
presenta una capacidad de transporte de calcio baja
(alrededorde 0.5 nmoles x mg de proteina membranal
por segundo, en tejidos cardiacos). Laalta afinidad
por calcio sugiere, que esta enzima exporta calcio
al espacio extracelular adn cuando las
concentraciones de este ion en el citosol (estado
basal) se encuentran a un nivel submicromolar. Por
lo tanto, la ATPasa de calcio muy probablemente
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juega un papel critico en el mantenimiento del
gradiente de calcio a través de la membrana
plasmadtica de las células.

Laenzima es considerada una ATPasa de la clase
P, esto es que forma un aspartil fosfato durante su
mecanismo de reaccién, el cual es inhibido por
vanadato. La figura 4 ilustra la secuencia del ciclo
de lareaccién de la ATPasa de Ca*, propuesta para
el eritrocito y sarcolema de miusculo cardiaco,
aparentemente también aplicable a las ATPasa de
Ca* de la membrana plasmética de otros tipos
celulares. Basicamente, en este esquemala enzima
presenta dos diferentes conformaciones llamadas
estados E' y E% Aparentemente estas dos
conformaciones tienen diferentes afinidades por el
ion calcio, asi como una orientacién distinta en el
plano de la membrana. Esto es, presenta el sitio de
alta afinidad al calcio orientado hacia el interior y
laforma de baja afinidad orientado hacia el exterior.

CGZ+
ATP +E, 3 > E,~P + ADP
P+ B2 =~ Ep~P
CGE'I-

Figura 4. Ciclo catalitico bésico de la bomba o ATPasa de calcio
de la membrana plasmética.

Lareaccién de formacién de E, P es endergénica,
pero debido al cardcter fuertemente exergénico del
paso E.P — E, + Pi, la reaccién se realiza
principalmente en direccién de la formacién de E,
+ Pi. Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha
comprobado lareversibilidad del ciclo y por primera
vez, se ha descrito el control efectuado por la
moléculamoduladora calmodulinaenestareaccién
en reversa. Mientras una baja concentracion de
calcio favorece la reaccién de hidrélisis del ATP, la
reaccion en reversa es favorecida por utilizar
concentraciones altasde calcioentre 1 y3mM. Por
lo tanto, con una alta concentracién de calcio, la
sintesis del ATP se induce a partir de (**P)--Pi



y ADP, lacual puede ser medidaexperimentalmente
como un intercambio ATP--Pi, o bien mediante la
formacién de los compuestos intermediarios
fosforilados a partir del (**P)--Pi.

En relacién con el esquema catalitico bésico
presentado antes y desde un puntode vista puramente
bioenergético, la ATPasa de Ca®* aventaja a los
sistemas cldsicos utilizados en el estudio de los

mecanismos moleculares de transduccién de
energia. La ventaja se debe a que esta ATPasa

presenta un papel funcional relativamente simple y
una regulacién menos compleja que los sistemas
membranales de gran complejidad estructural. Al
tomar en cuenta las nuevas perspectivas del concepto
de transducciénde energia aplicado alas membranas
plasméticas, uno de nuestros intereses en el
laboratorio se enfoca al estudio de los procesos que
modulan ambas direcciones del ciclo catalitico de
la ATPasa de Ca%*, y a la regulacién de la
transformacién de energia por esta molécula, para
asi integrar nuestros recientes hallazgos cinéticos a
la funcion principal de estas moléculas, que es ladel
transporte del calcio.

Esta ATPasa consiste en un polipéptido de
alrededor de 140 KDa, el cual puede ser
reconstituido en liposomas con una eficiencia de
transporte 6ptima. Los sistemas liposomales han
permitidoestablecer que la ATPasatransporta calcio
con una estequiometriade 1a1 enrelacion con la
hidrélisis del ATP. Se haobservado que un proceso
de fosforilacién dependiente de AMP ciclico
estimulaala ATPasay al bombeo de calcio, por lo
que el efecto causado por el AMP ciclico ha sido
considerado como el de incrementar de manera
total el flujo de calcio en la membrana plasmaética
en ambas direcciones, méis que el de estimular
unidireccionalmente el transporte de calcio.

Los trabajos realizados con la ATPasa de calcio
purificada, han establecido que la enzima puede ser
estimulada por diferentes tratamientos alternativos
a la estimulacién por calmodulina, entre los cuales
se encuentran: la exposicién a fosfolipidos 4cidos,
dcidos grasos polinsaturados y a la accién de
protedlisis controlada por un nidmero bien
establecido de proteasas. El trabajo realizado con
protedlisis aunado a la utilizacién de técnicas de
secuencia quimica y de DNA recombinante ha sido
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importante en el establecimiento de la estructura
primariadela enzima, asicomo en el reconocimiento
delos diferentes dominios funcionales de laenzima.

Labomba contiene 1,220 amino4cidos, lo que
corresponde a un peso molecular de 14,683. El
icido aspartico, niimero 475, forma el acilfosfato
durante el ciclo catalitico; y la lisina, nimero 601,
une al antagonista del ATP isotiocianato de
fluoreceina. La regién que une ala caimodulina ha
sido identificada préxima al carboxilo-terminal
(residuos 1,100 a 1,127) por medio de reactivos
bifuncionales fotoactivables. Lasecuenciatraducida
de la ATPasa contiene en sus regiones Ly C de la
parte unidora de calmodulina, secuencias que son
muy ricas en dcido aspértico y 4cido glutimico, lo
que imprime a estas secuencias cierta homologia
con la calmodulina. Esta tltima caracteristica
puede ser importante en el esclarecimiento de los
sitios de unién del calcio, asi como de regulacién de
la interaccién de la calmodulina con la bomba. La
bomba también contiene proxima a su regién N-
terminal, dos regiones de 11 aminoécidos (residuos
22a 33y 310 a 321) que pueden formar sitios de
unién para calcio. Han sido identificadas diez
regiones hidrofébicas, que muy probablemente se
encuentran contenidas en asociacién con la
membrana, de las cuales cuatro estdn localizadas en
laregion N-terminal y 6 enla porcién C-terminal de
la ATPasa. Laregion medial de labomba (alrededor
de 500residuos) no contiene regiones hidrofébicas.
La serina 1,178, localizada en la regién C-terminal
del fragmento que une a la calmodulina puede ser
fosforilada por una proteina cinasa dependiente de
AMP ciclico, fenémeno que aumenta la afinidad
dela bombade calcio. Unesquemadela arquitectura
propuesta para esta proteina en la membrana
plasmatica, se muestra en la figura 5.

Por otro lado, se han realizado considerables
avances en el papel que juegan los inositol fosfatos
enel control de los niveles intracelulares del calcio;
sin embargo, aiin no contamos con un esquema
molecular completo que nos lleve del fenémeno de
iniciacién mediada por el ion calcio a la respuesta
terminal. Por ejemplo, conocemos las bases en la
liberacion del calcio intracelular y el movimiento
de este cation através de canales; sin embargo, aiin
no contamos con métodos satisfactorios para medir
laconcentracién libre del ion calcioenlos diferentes



Figura 5. Diagrama de la organizacién molecular de la bomba de
calcio de la membrana plasmética: 1) sitio activo (-*?P); 2) sitio
de unién a FITC (isotiocinato de fluoresceina); 3) zona de la
bisagra 4) zona propuesta para la unién del ion calcio; 5) zona
propuesta para la unién de la calmodulina; 6) sitio de fosforilacién
dependiente del AMP ciclico.

orgidnulos y microambientes, y atin menos para
manipular estas concentraciones. En este sentido,
un esfuerzo importante se estd desarrollando
mediante la utilizacién de compuestos que al unirse
concalcio fluorescen. De estamanera se ha iniciado
el estudio de los flujos y “mareas” del calcio en
células intactas.

Durante el primer siglo de estudio de los efectos
del ion calcio en el interior de una célula, cientos de
cientificos han contribuido con su conocimiento a
dilucidar los secretos de la accién biol6gica de este
catién.

Durante los afios venideros, donde muy

probablemente este conocimiento serd multiplicado,
las brillantes palabras de Bertrand Rousell animan
a continuar en el estudio de este fenémeno.

“In art nothing worth doing can be done without
genius, in science even a very moderate capacity
can contribute something to a supreme
achievement”.
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REUNION ACADEMICA DE FUNDACION DE LA ASOCIA-
CION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.

Dentro de la historia natural del proceso de la
comunicacién de la ensenanza de la bioquimica en
nuestro pais, las actividades fueron iniciadas en
1974 por el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de MedicinadelaUNAM, conel Tallerde
Actualizacién Bioquimica y unos anos después con
lacoleccion de Mensaje Bioquimico; esta labor fue
continuada después con la publicacién trimestral
del Boletin de Educacién Bioquimiea, cuyo primer
ndmero aparecié en marzo de 1982, editado por un
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grupo de profesores convencidos de las bondades y
posibilidades de este hecho.

Diez anos més tarde surgié la necesidad de
consolidar la integraciéon de la comunidad en esta
area, y asi los editores del BEB nos echamos a
cuestas la empresa de fundar una sociedad en la que
todos tengamos participacién y posibilidades de ser
oidos, de presentar nuestras inquietudes, nuestros
logros en la docencia del campo que nos ocupa y al




mismo tiempo un sitio de pertenencia para los que
transmitimos el conocimento de esta ciencia en el
pais. Se pretende que su seno sea el foro natural para
concretar las metas de superacion académica que
los profesores de bioquimica a nivel nacional re-
querimos.

De esta manera del 4 al 7 de octubre préximo
pasado se realiz6 la primera reunién de la Asocia-
ci6n Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C.,
actividad que serealiz6 conjuntamente con el XIX
Taller de Actualizacién Bioquimica, en las instala-
ciones de la Facultad de Medicinade la Universidad
Nacional Auténoma de México. Eneldesarrollode
estas actividades, la primera organizada por la
Asociacién recien fundada de la que es Presidente
el doctor Enrique Pifia Garza y la segunda por el
Departamento de Bioquimica de la propia Facultad,
al frente del cual se encuentra el doctor Jaime Mas
Oliva como Jefe de Departamento; se revisaron
algunos temas en los que es indispensable que los
profesores de bioquimica de nuestro amplio territo-
rio se mantengan actualizados, dada la velocidad
con la que se genera el conocimento, ademas de la
expansion de labioquimica en dreas centrales como
son la biologia molecular, la bioenergética y la
genética, entre otras, sumado todo esto a las carac-
teristicas propias de produccion y divulgacion del
conocimiento.

Los temas que se abordaron en esta reunién
académica fueron “El origen de la vida, un proble-
ma de protobioquimica” desarrollado por el doctor
Jesiis Manuel Leén Cézares del Instituto de
Fisiologia Celulary de la Facultad de Ciencias de la
UNAM; “Oportunidades y retos de las universida-
des en su la vinculacién con el sector industrial”
sostenido por el doctor Jaime Martuscelli Quintana
del Centro para la Innovacién Tenolégica de la
UNAM; “La préctica no salid...” dirigido por el
doctor Alberto Hamabata de la Facultad de Medi-
cina, UNAM y del Centro de Investigacién y Estu-
dios Avanzados del IPN; “La evolucién de las
proteinas" por el doctor Alberto Huberman del
Instituto Nacional de la Nutricién “Salvador
Zubiran”; “Mecanismos de resistencia bacteriana a
iones inorgédnicos téxicos” presentado por el doctor
Carlos Cervantes del Instituto de Investigaciones

Quimico-Biolégicas, Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo; “Aislamiento y caracteri-
zacion del DNA” dirigido por los doctores Jaime
Mas Oliva, Alicia Cea Bonilla y Celia Virginia
Sanchez Meza de la Facultad de Medicina de la
UNAM,; “El proyecto del genoma humano” por el
doctor Jesiis Rubén Garcilaso Pérez de la Universi-
dad de Sonora y el “Taller de evaluacién de progra-
mas de ensefianza en bioquimica” cenducido por el
doctor Enrique Pifia Garza y por quien firma este
documento, tambien de la Facultad de Medicina de
la UNAM.

En la reunién predoming el espiritu académico,
se hicieron planes a largo plazo, como por ejemplo:
la posibilidad de tener un programa general tnico
de bioquimica basica, se vié la necesidad de
trabajar en la revisién de temas de actualidad, el
estudio para ofrecer en nuestras practicas verdade-
ras posibilidades de aprendizaje para nuestros estu-
diantes, etc.; por otro lado se vi6 la disponibilidad
de algunos profesores para presentar en futuras
reuniones diversos temas, de otros el ofrecimiento
de dar a conocer la existencia de la Asociacién en
sus respectivas universidades, otros de los socios
expresaron su necesidad de ser apoyados por la
Organizacién en casos muy concretos; en fin, fue
para todos notorio que la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A.C., viene a cubrir un
hueco en las relaciones académicas de aquellos que
enseflamos ésta o ciencias afines y lasuniversidades
en las que laboramos.

Después de tres dias de trabajo y con la asistencia
de méas de cien socios fundadores, tres de ellos
representan a otros tantos paises latinoamericanos,
Cuba, Ecuador y Guatemala, el doctor Enrique
Pina Garza clausuré la Reunién mencionando al
final sucomplacencia, pues con el inicio de nuestra
Asociacién se posibilita el buen desempeio integral
de aquellos que nos dedicamos a esta rama de la
ciencia tanto a nivel nacional como internacional.

Yolanda Saldaria de Delgadillo
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, UNAM.



LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO
invita a su

PRIMER CONGRESO NACIONAL

El cual tendr4 lugar en el Auditorio del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Auténoma de México, del 8 al 11 de junio de 1993.

Informes:

CINVESTAYV 752 0677 y 754 02 00 ext. 5222 y 5123

FAX 754 6804 (Dr. Oscar Ramirez Toledano, Bioquimica)
FAX 752 6106 (Dr. José Luis Reyes, Fisiologia)

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. 6225616Y 6225615 FAX 622 5607 (Dra. Graciela Meza,
\Neurociencias)

~
[ XX TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA
A todos los profesores de bioquimica de las universidades del pais.

El Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM, invita a todos los profesores
de bioquimica, a participar en el XX Taller de Actualizacién Bioquimica que se realizara del 5 al 8
de septiembre de 1993 en el Palacio de la Escuela de Medicina, UNAM. Este taller junto con el Congreso
de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., que se realizardn en forma seriada,
constituyen la “SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUIMICA”

Para mayores informes dirigirse a los miembros del Comité Organizador: Dras. Yolanda Saldafa de
Delgadillo, Sara Morales Lopez y Patricia del Arenal Mena; al Departamento de Bioquimica, Facultad
de Medicina, UNAM. Apdo. Postal 70-159, C.P. 04510 México, D.F. y al teléfono y fax 548 3957.

S

( LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA, A.C. h
convoca a investigadores, profesionales y empresarios a participar en el
V CONGRESO NACIONAL DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA
a celebrarse del 5 al 9 de septiembre de 1993 en Puerto Vallarta, Jal.

El programa cientifico incluye conferencias presentadas por especialistas nacionales e internacionales
dentro de las 4reas de incidencia de la biotecnologia moderna, ademas de mesas redondas, simposia,

sesiones de trabajos libres, presentaciones en carteles y cursos precongreso.

Temas de incidencia en Biotecnologia Informes y solicitud de formatos para trabajos
libres:

Farmacéutica

Alimentaria Dra. Amanda Galvez yDra. Amelia Farrés.
Industrial Depto. Alimentos y Biotecnologi. Facultad de
Agropecuaria Quimica, UNA. Edificio "E", Lab. 312, Ciudad
Ambiental Universitaria. México, D.F. 04510. Tel. (5) 622-
Salud 5306. Fax. (5) 548-3227

\FECHA LIMITE PARA RECEPCION DE TRABAJOS LIBRES: 19 DE ABRIL DE 1993. )
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—
LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.

convoca al
II CONGRESO
de la Asociacion con el tema
INNOVACION DOCENTE EN BIOQUIMICA

a realizarse en el Palacio de la Escuela de Medicina, UNAM (Cd. de México), los dias 9 y 10 de
septiembre de 1993, a continuacion del XX Taller de Educacién Bioquimica ( 5 al 8 de septiembre )
y que en su conjunto constituyen la “SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUIMICA".
Recepcién de trabajos para su presentacién, inscripciones y mayores informes:

\

Aida Herndndez Tobias Edmundo Calva Dr. Enrique Piiia
Asoc. Mex. de Prof.de Bioquimica Tel. 752 06 77 ext. 5231 Asoc. Mex. de Prof. de Bioquimica
Apdo. Postal 70-281 FAX 754 68 04 Apdo. Postal 70-281
México, D.F., C.P. 04510 MEXICO México, D.F., C.P. 04510 MEXICO
Tel. 6 23 21 68 Tel. y FAX 548 39 57
FAX: 5483957
Nl J
A B
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
VI REUNION NACIONAL DE BIOQUIMICA VEGETAL
QOctubre 10-14 de 1993. Morelia, Michoacin
TEMAS: CURSOS PRECONGRESO:
Conferencia Magistral Metabolismo Secundario. a) CULTIVO DE TEJIDOS.
6 sesiones p]enarias_ I]}teracciones Planta-Microorganismo.
6 simposia. Fitorreguladores. b) BIOLOGIA MOLECULAR
Exposicién de carteles. Fisiologia y Desarrollo. DE PLANTAS.
Estress.
Bioenergética.
INFORMES:
DRA. EVA SORIANO B. DRA. ESTELA SANCHEZ DE ]J.
TEL. Y FAX. 91 (43) 14-21-52 TEL. 91 (5) 550-91-96
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES DPTO. DE BIOQUIMICA,
QUIMICO-BIOLOGICAS, UMSNH. FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
\_ MORELIA, MICH. MEXICO, D.F. " oy

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA (BEB), publicacién trimestral de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica,

A.C. Correspondencia: Comité Editorial, Apartado Postal 70-281, México 04510, Coyoacén, D.F. Tiraje: 2,000 cjemplares.
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4 VIII CONGRESO DE BIOENERGETICA Y BIOMEMBRANAS -
SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA, A:C:
Del 7 al 11 de noviembre de 1993
Hotel Hacienda Cocoyoc, Morelos
Entrega de Material
para resiimenes: 25 de junio al 2 de julio de 1993
Recepcidn de restimenes
para presentacién: 31 de agosto de 1993
Comité Organizador:
Luis Gonzalez de la Vega  Federico Martinez Jaime Mas Oliva
CINVESTAV-Irapuato Depto. de Bioquimica  Instituto de Fisiologia Celular
LE.N. Facultad de Medicina Apdo. Postal 70-243
Apdo. Postal 629, U.N.AM. 04510 México, D.F.
Irapuato, Gto. 36500 Apdo. Postal 70.159 Tel: 622-56-20 FAX:622-56-11
Tel: (462) 516-00 04510 México D.F.
FAX: (462) 5-1282 Tel. 623-2170
. o
4 )

AVISO URGENTE A LOS CORRESPONSALES DE PROVINCIA Y
A LOS SUSCRIPTORES QUE DESEEN INCORPORARSE A ESTAS FUNCIONES

BEB BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

COMITE EDITORIAL
Teléfono 622 56 37 Fax 548 39 57
Fax 548 03 87 Departamento de Bioquimica
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM Facultad de Medicina, UNAM

MEXICO, D.F. MARZO 31 DE 1993

A LOS CORRESPONSALES DE PROVINCIA
Presentes

Por este conducto, nos permitimos hacer de su conocimiento que este Comité acordé extenderles una
invitacién URGENTE, para que se sirvan incorporarse, en su calidad de integrantes del mismo, a las labores
editoriales que para este afio, se ha propuesto llevar a cabo.

Para tal fin, les solicitamos de la manera més atenta, el envio de trabajos y notas para publicacién, asi
como de los avisos y demaés informacién que ustedes consideren pertinente.

En espera de su colaboracién aprovechamos para enviarles un cordial salado.

Atentamente
El Comité Editorial

e J
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL
BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divulgacién de temas interesantes y relevantes en el campo de la
Bioquimica y de 4dreas afines. Estd dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la
presentacion de los trabajos se ajuste a sus lectores y sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las contribu-
ciones en forma de articulos de revision y otras comunicaciones. Se solicita a los autores se ajusten a los

siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

1)

2)

3)

4)

1. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco flexible de
5 1/4 pulgadas de 365 KB de capacidad, escrito en el
procesador de textos "Word 5", sin ningin formato y
con una extension mixima de 18,000 caracteres. Este
deberd ir acompainado de dos impresiones del articulo
enel que se marcarén en color las palabras o lineas que
deban ir en cursivas o negritas, asi como todas las
anotaciones necesarias. En el caso de no tener acceso
a este procesador, el manuscrito podré enviarse meca-
nografiado, con una extensién que no exceda de 12
cuartillas escritas a doble espacio (27 renglones por
cuartilla y 70 golpes por renglén).

Se deber4 incluir un resumen de mis o menos diez
renglones, que deberd ir seguido por un conjunto de
tres a seis palabras clave, que se usardn como c6digo
en el catdlogo internacional.

Se sugicre un méximo de diez referencias, tanto espe-
cificas como de lecturas recomendadas, numeradas en
¢l texto de forma progresiva conforme vayan apare-
ciendo. Cada una debe contener: nombres de los auto-
res, afio de publicacién entre paréntesis, titulo del ar-
ticulo, nombre de la revista, nimero del volumen en
cursivas y antecedido por dos puntos el nimero de la
primera y 1dltima péginas, de acuerdo con lo que se
muestra en el siguiente ejemplo:.

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

Los libros deberén citarse de la siguiente forma:

Larckins, B. A., Peralmutter, N. L. y Hukman, W. J.
(1979). The mechanism of zein synthesis and deposition
in protein bodies of maize endosperm. En The Plant
Seed. Development, Preservation and Germination,
Editores: Rubenstein, [.; Phillips, R. L.; Green, C. E.
y Gengenbach, B. G. Academic Press. New York. pp. 49-55

Sc aceptarin como méximo scis figuras o tablas, las
cuales deberdn estar dibujadas sobre papel albanene
con tinta china o presentarse como fotografias en
blanco y negro sobre papel brillante, cuya localizacién
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5)

1)

2)

3)

4)

deberd estar sefialada en el texto. La limitacién en el
nimero de figuras, de tablas y de referencias, obliga a
los autores a que se seleccionen aquellas que sean
realmente importantes e informativas. Las figuras se
deberdn numerar con ardbigos y las tablas con roma-
nos. Las leyendas y los pies de figuras se deberdn
adicionar en una hoja aparte. Se deberi considerar que
las figuras y las tablas se reducirdn de tamaiio, aproxi-
madamente a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja carta, las letras y nimeros més pequefios
no deben ser menores a los dos milimetros.

Se deber4 evitar hasta donde sea posible los pies de
pégina. Las abreviaturas poco comunes que se utilicen
en el texto deberdn enlistarse en la primera pégina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resimenes de articulos interesantes,
relevantes o significativos, informacién de tipo gene-
ral, avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de
trabajo, etc.

El contenido deberd ser desarrollado en forma resumi-
da y de una manera explicita.

El trabajo deberd enviarse igual que como se especifi-
ca en el inciso 1-1.

Se aceptarin un méximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto. En casos de que se juzgue
necesario se podrd incluir una figura o una tabla.

Los manuscritos serdn leidos por dos revisores, uno de
ellos familiarizado con el temay el otro ajeno al mismo. Las
correcciones y sugerencias asi como las pruebas de pagina
se comunicaran al primer autor.

Los discos y las dos copias de los manuscritos se deberin
enviar al Boletin de Educacion Bioquimica, Apdo. Postal
70-281, México 04510, D. F., o al Dr. Alberto Hamabata,
Departamento de Bioquimica, Centro de Investigacién y
de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional,
Apdo. Postal 14-740, México 07000, D. F., o bien a través
del corresponsal del BEB en su localidad.
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