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EDITORIAL

INTEGRACION DE NUEVOS MIEMBROS
AL CONSEJO EDITORIAL DEL BEB

En el editorial anterior (BEB 17(4):147 1998), el
Dr Carlos Larralde, Director del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM,
reflexionaba sobre la manera en que los
investigadores pueden tener un impacto directo
sobre la ensefianza de la bioquimica a nivel de las
licenciaturas, cuestionamiento que habia
planteado previamente el Dr Barnés de Castro,
Rector de la UNAM. Dar clase frente a un grupo
de los primeros semestres de las carreras de
medicina, veterinaria, odontologia, quimica o
biologia, es sin duda, una manera de impactar en
la ensefianza a nivel licenciatura. Sin embargo,
existen otras maneras de apoyar y promover la
ensefianza de la bioquimica. Una de estas
posibilidades consiste en escribir revisiones
sencillas, claras y actualizadas sobre temas
clasicos o de actualidad, o hacer explicito porque
un hallazgo experimental puede tener impacto en
las ciencias de la salud o en la biotecnologia.
Alternativamente, es posible promover que otros
investigadores o alumnos de nuestros posgrados
escriban este tipo de trabajos que sirven como
material didactico y cerciorarse que los
contenidos y los conceptos presentados en estos
trabajos sean adecuados para su uso en las
licenciaturas.

Esta manera de apoyar a la docencia de la
bioquimica, es justamente la funcién del Comite
Editorial del BEB que apoya a su Editor en Jefe
en la conformacion de cada numero. Ademas de
promover el envio de trabajos a la revista, revisa
los manuscritos y emite evaluaciones editoriales,
los miembros del Comité también tienen el
compromiso de contribuir con revisiones, notas y
otras comunicaciones. Esta labor ha fructificado
en una revista con un contenido que cada vez
logra tener un mayor impacto en la ensefianza de

la bioquimica, convirtiéndose en una herramienta
de trabajo para profesores y estudiantes de
licenciatura.

Durante los ultimos 4 afios el Comité Editorial ha
sido dirigido por dos Editores en Jefe: el Dr Jesus
Manuel Leon Cazares y el Dr José Victor
Calderon Salinas. Los otros siete miembros del
Comité a lo largo de estos afios han sido los
Doctores Yolanda Saldafia Balmori, Edmundo
Chavez Cosio, Alberto Huberman Wajsman,
Sergio Sanchez Esquivel, Fernando Montiel
Aguirre y Alejandro Zentella Dehesa.

Después de varios afios de intenso y valioso
servicio, algunos miembros del Comité dejan sus
puestos y otros mas lo haran en el transcurso de
los proximos afios, por lo que una nueva
generacion de colaboradores ha sido invitada a
participar en el Comité Editorial del BEB. A
partir de este nimero los Doctores Huberman,
Chavez y Mas dejan de ser miembros de este
Comité, por lo que es justo dar reconocimiento a
la desinteresada labor y dedicacion con la que
apoyarpn al BEB. Afortunadamente los Doctores
Chavez y Mas, pasan a formar parte del grupo de
Editores Asociados que permiten extender el
rango tematico de revisiones de los trabajos
recibidos, asegurando un altisimo nivel en la
revision de los mismos. Ellos se suman a los
esfuerzos realizados este afio por la Dra Marina
Gavilanes Ruiz.

Al mismo tiempo queremos dar la bienvenida a un
nuevo grupo de colaboradores del Comité
Editorial: los Doctores Rafael Moreno del
Departamento de Bioquimica del Instituto
Nacional de Cardiologia, Federico Martinez
Montes y Marco Antonio Juirez Oropeza del
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Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM, Emilio Rojas del Castillo
del Departamento de Genética y Toxicologia del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM, Socorro Duran Vargas del Departamento
de Biotecnologia del mismo Instituto y Joel Reyes
de la UAM-Xochimilco.

Queremos destacar que todos ellos ademas de
tener un importante curriculum en investigacion y
docencia, poseen un interés genuino por
promover la ensefianza y divulgacion de la
bioquimica. Por otra parte, la diversidad en la
adscripcion de origen de cada uno de los nuevos
colaboradores refleja nuestro interés por mantener
una vision plural de la bioquimica y de su
ensefianza. Estamos seguros de que este nuevo
Consejo Editorial le dara impulso y vigor al BEB
para continuar apoyando a los profesores de
bioquimica con material didactico actualizado.
Con esta labor se ejemplifica otra posibilidad de

como los investigadores pueden impactar sobre la
ensefianza basica de la bioquimica en México.
Este tipo de labor impacta mas alla de los

limites de la institucion a la que se encuentran
adscritos.

No podemos dejar de mencionar que a partir de
este nimero el BEB deja de contar con el apoyo
editorial que por muchos afios nos brind¢ la Sra
Elisa Mora de Salles, secretaria del Departamento
de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UNAM. También a ella nuestro mas sincero
agradecimiento y reconocimiento por su
incansable entusiasmo y dedicacion para hacer
posible esta publicacion. A partir de este nimero
contaremos con Elisa Salles Mora, a quien damos
una cordial bienvenida.

Alejandro Zentella Dehesa
José Victor Calderon Salinas



LA ELONGACION CELULAR COMO UN FENOMENO
ASOCIADO A LA GERMINACION EN LAS SEMILLAS

Luis Sanchez Linares, Marina Gavilanes Ruiz. Departamento de Bioquimica. Conjunto "E", Facultad de Quimica.

UNAM. Ciudad Universitaria. 04510. México DF.

RESUMEN

La capacidad de una semilla para germinar esta de-
terminada por varios factores tanto externos como
internos. Cuando fisiolégicamente la semilla alcan-
za la madurez a través de un desarrollo dirigido por
hormonas, y ademas se tienen las condiciones am-
bientales adecuadas de temperatura, humedad y
aereacion, entonces la semilla germinara, dando ori-
gen a una joven plantula tras una serie de aconteci-
mientos metabdlicos. El inicio de la germinacion
ocurre por la entrada de agua a la semillay culmina
cuando la radicula del eje embrionario emerge de
ella. Tal protrusion de la radicula esta determinada
por la elongacion de sus células. Este fenomeno de
elongacion celular durante la germinacion ha sido
objeto de estudios bioquimicos y fisiologicos, y ain
se investiga el mecanismo por el cual ocurre. Se ha
propuesto que una de las enzimas que tiene una par-
ticipacion importante en este fendmeno es la ATPasa
de H' de la membrana plasmatica. Una vez que la
radicula ha emergido de la semilla, los procesos que
ocurren tienen el proposito de establecer y mante-
ner el crecimiento de la plantula.

PALABRAS CLAVE: Germinacion, protrusion
radicular, elongacion celular, acidificacion, ATPasa
de H' de la membrana plasmatica.

ABSTRACT

The seed capacity to germinate is determined by
external and internal factors. Once the seed reaches
its physiological maturity; and temperature, humidity
and aeration conditions are appropriate, the seed
will germinate. Germination starts when water
penetrates into the seed and finishes when the
embryo radicle emerges from the seed. During this
period many metabolic and physiological processes
ocurr. Radicle emergence depends on cell
enlargement within the radicle itself. Cell
enlargement during germination has been the
objective of biochemical and physiological studies;
however, the mechanism by which it takes place in

seeds 1s not known. It has been proposed that the
plasma membrane H'-ATPase is an enzyme of acti-
ve participation in this phenomenon. Once that
radicle has emerged, further processes take place in
order to support growth of the young seedling.

KEY WORDS: Germination, radicle emergence,
cell enlargement, acidification, plasma membrane
H'-ATPase.

INTRODUCCION

Dada la importancia del cultivo de granos en la eco-
nomia mundial y siendo las semillas upn componente
esencial en la dieta humana, no es sorprendente que
la biologia de las semillas sea una de las areas de
mas intensa investigacion en la fisiologia vegetal.

Como unidad de reproduccién sexual por exce-
lencia en las plantas superiores, la semilla es la en-
cargada de propagar y dispersar la especie, tanto en
el espacio como en el tiempo. La semilla contiene
un embrion que semeja una planta en miniaturay se
encuentra equipada estructural y fisiologicamente
para sostener el crecimiento del embrion hasta que
este se establezca como un organismo autotrofo, es
decir, ¢onvertido en una joven plantula. Asi enton-
ces, durante el proceso de germinacion, la semilla
presenta una recuperacion de la actividad biologica
a partir de su rehidratacion. Tal actividad biologica
conduce a la protrusion de la radicula, evento que
marca la finalizacion de la germinacion de la semilla

(1,2).

A pesar del intenso trabajo realizado, aun no esta
claro cual es el mecanismo por el cual la radicula
del embrion emerge de la semilla para asi completar
la germinacion. En este articulo, se exponen algu-
nos de los factores bioquimicos y fisiologicos que
han sido relacionados con la elongacion celular, fe-
nomeno que promueve la protrusion de la radicula,
y por lo cual constituye un evento determinante para
lograr la germinacion de la semilla.
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:QUE ES LA GERMINACION?

Se ha definido que la germinacion es una sucesion
de eventos metabolicos y fisiolégicos que comien-
za con la rehidratacion de los diferentes tejidos que
forman a la semilla y termina con el inicio de la
elongacion de la radicula, por lo que se considera
como regla practica que una semilla ha germinado
cuando su radicula en elongacion atraviesa la cu-
bierta seminal (2).

Durante el curso temporal de la germinacion pue-
de observarse un patron trifasico descrito por el in-
cremento en peso de la semilla debido a la toma de
agua (Figura 1): en cada una de estas fases, la velo-
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Figura 1. Perfil trifasico de la toma de agua en semillas en
germinacion (adaptado de Bewley y Black, 1994). Se ilustran los
cambios en la morfologia de la semilla de maiz.

cidad y magnitud de la captacion de agua es carac-
teristica, asi como los fendmenos moleculares aso-
ciados a cada una de ellas. El analisis temporal de
estos procesos permite visualizar practicamente una
descripcion de la fisiologia de la germinacion (Fi-
gura 1). La fase I de hidratacion esta caracterizada
por un incremento en la toma de agua debido a su
absorcion por los diferentes componentes hidro-
filicos de la semilla. Con ello ocurre la reactivacion
de las moléculas y organelos preexistentes, los cua-
les fueron formados durante la maduracion de la
semilla y posteriormente almacenados durante el
periodo de desecacion de la misma. Estos eventos
primarios tienen un caracter reparativo y/o transi-
torio, cuya finalidad es establecer las condiciones
Optimas para que en tiempos posteriores se logre la
protrusion de la radicula y asi la germinacion (3).

Sanchez Linares L y Gavilanes Ruiz M

Durante la segunda fase se reduce considerablemen-
te la absorcion de agua por la semilla. En este pe-
riodo ocurre la sintesis activa de sustratos,
coenzimas, proteinas y materiales de la pared celu-
lar necesarios para el posterior alargamiento y divi-
si6n de las células del eje embrionario. Todo se rea-
liza a expensas de las reservas de nutrientes que
fueron almacenados en el endospermo y desde el
cual son movilizados hacia el eje embrionario (3).

Es necesario sefialar que durante la transicion en-
tre la segunda y tercera fase de la germinacion se
presenta la protrusion de la radicula, visualizandose
un cambio morfologico dado por el alargamiento
de las ¢élulas, y el cual conduce a la elongacion de
la radicula durante los primeros momentos de la ter-
cera fase (2) (Figura 2). Posteriormente, los even-
tos que suceden durante la tercera fase estan desti-
nados a mantener el crecimiento del embrion, como
son la movilizacion de los nutrientes de reserva, la
sintesis de DNA y la division celular (3).

FISIOLOGIA DE LA

ELONGACION CELULAR

Como se definio anteriormente, la germinacion cul-
mina con la protrusion de la radicula, lo cual imph-
ca la elongacion de las células radiculares del em-
brion. Esta capacidad de alargamiento esta
influenciada por la presencia de la pared celular, la
cual:permite el desarrollo de la presion de turgor de
la célula y el cambio de su forma. Esta presion de
turgor (Y,), es la que induce la elongacion, forzan-
doala pared celular y a la membrana plasmatica a
expandirse. La entrada de agua a la célula desarro-
lla la presion de turgor y su magnitud y rapidez es

H,0 IMBIBICION Y GERMINACION PROTRUSION
DE RAIZ
REORGANIZACION DE MEMBRANAS
RESPIRACION CELULAR
REACTIVACION DEL METABOLISMO
EXPRESION GENICA
ELONGACION CELULAR
0 5 20

HORAS

Figura 2. Expresion temporal de varios aspectos metabolicos du-
ranic la germinacion. La germinacion se inicia con la entrada de
agua a la semilla v termina con la protrusion de la radicula.
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regida por dos factores: el gradiente de potencial
hidrico entre el exterior y el interior celulary la per-
meabilidad de la membrana hacia el agua. Por lo
tanto, la velocidad de elongacion de la célula tam-
bién es proporcional a las magnitudes de estos fac-
tores (4).

Cuando el potencial hidrico intracelular (Y, =
Y +Y,)es mas negativo que el extracelular, se fa-
vorece la captacion de agua y la elongacion celular.
Esta disminucion en Y, puede ocurrir por dos ra-
zones: 1) los solutos dentro de la célula pueden au-
mentar, haciendo que el potencial osmotico interno
(Y queesun valor negativo) disminuya; o bien, 11)
la presion dentro de la c€lula (Y, que es un valor
positivo) pueda disminuir (2,4).

En el caso en que las concentraciones de solutos
en las células en elongacion permanezcan cons-
tantes, la fuerza impulsora para la toma de agua
debe ser un descenso en la presion de turgor (Y,).
La presion dentro de la célula es causada por la
resistencia mecanica de la pared celular a estirar-
se. Si esta resistencia se reduce por una relajacion
de la pared, esto conduce a una menor presion,
con lo cual se reduce el potencial hidrico de la c¢-
lula, de lo que resulta un mayor gradiente de dicho
potencial respecto al exterior y con ello se favore-
ce la entrada de agua. El estiramiento plastico de
la pared celular (estiramiento sin regresar a sus di-
mensiones originales) se alcanza cuando esta se
"afloja", posibilitando que las microfibrillas de ce-
lulosa se deslicen entre si con mayor facilidad. A
esto se le 1lama cisallamiento, el cual involucra la
ruptura de los enlaces entre las microfibrillas ad-
yacentes. Sin embargo, el mecanismo exacto del
aflojamiento de la pared todavia no se comprende
por completo (2).

En una célula en elongacion, si no se absorbieran
solutos de los alrededores o se sintetizaran en el
tejido, el agua que entra diluiria pronto los solutos
y con ello reduciria la magnitud del potencial
osmotico interno. Si sucediera asi, la elongacion se
detendria finalmente cuando se alcanzara el umbral
de la presion minima necesaria para causar la
elongacion celular. Normalmente, la ausencia de una
fuente de solutos produce que la pared retenga su
rigidez, o bien se haga menos plastica y consecuen-
temente la elongacion se detiene.

7

Por lo tanto, una célula vegetal requiere de la
entrada de agua como fuerza impulsora de la
elongacion, pero para que exista una captacion con-
tinua de agua y una elongacion sostenida, se requiere
de la absorcion de sales minerales o de carbohidratos
y de otros solutos organicos que se suministran por
translocacion o fotosintesis, y que de esta manera
mantengan el potencial osmotico celular .

BIOQUIMICA DE LA

ELONGACION CELULAR

Puesto que se ha sugerido que no hay cambios en el
potencial osmético celular durante 1 germinacion
en etapas anteriores a la protrusion de la radicula
(5), es decir, la concentracion celular de solutos es
constante en este periodo, es en el mecanismo por
el cual-la pared celular pierde rigidez que se ha de-
sarrollado un vasto campo de investigacion en la
fisiologia vegetal.

Los estudios realizados sobre la elongacion ce-
lular en tejidos que se desarrollan posteriormente a
que la semilla ha germinado (coleptilos principal-
mente), han sugerido que uno de los factores que
promueven la relajacion de la pared celular es la
secrecion de hidrogeniones o protones (H") hacia
el espacio extracelular comprendido entre la mem-
brana plasmatica y la pared celular (apoplasto). Esta
acidificacion promueve la ruptura de las uniones
entre los carbohidratos de la pared celular y/o esti-
mula actividades enzimaticas en la pared celular,
aunque el mecanismo preciso no se conoce. A esta
concepeion del fenémeno se le ha llamado "Teoria
del crecimiento acido" (6), misma que fue enuncia-
da hace cerca de 25 afios.Se sabe desde hace tiem-
po que el acido indolacetico (la principal auxina pre-
sente haturalmente), estimula la secrecion de
protones y la elongacion celular. Se ha planteado
que el mecanismo por el cual se produce una acidi-
ficacion inducida por auxinas esta mediada por la
ATPasa de H' de la membrana plasmatica. Hager y
cols. (7) han demostrado que el tratamiento de
coleoptilos de Zea mays con auxina aumenta la can-
tidad inmunodetectable de la ATPasa de H' de la
membrana plasmatica, y que la cicloheximida, un
inhibidor de la sintesis de proteinas, inhibe tal in-
cremento de la cantidad de ATPasa y a suvezes un
inhibidor de la elongacion inducida por auxina. Si-
milares efectos ocurren al aplicar un tratamiento con
cordicepina, un inhibidor transcripcional. Estos da-
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tos sugieren por una parte, que la auxina tiene un
papel activador en los procesos de biosintesis de la
ATPasa, ya sea a nivel de la transcripcion de su gen
y/o de la traduccion de la proteina; y por otra parte,
que esta enzima esta involucrada en el proceso de
acidificacion del apoplasto en respuesta a auxina.

Son varios los mecanismos que han sido propues-
tos relacionando a la acidificacion, la relajacion de
la pared celular y la elongacién celular. Asi por ejem-
plo, se han reportado actividades enzimaticas
hidroliticas en la pared celular inducidas por la aci-
dificacion (). Esta actividad de hidrolisis seria res-
ponsable del rompimiento de los enlaces covalentes
entre las microfibrillas de la pared celular y por lo
tanto permitiria su relajacion. Un mecanismo adi-
cional involucra la participacion de proteinas lla-
madas expansinas, las cuales tienen la capacidad de
romper los puentes de hidrogeno entre los polimeros
de la pared celular y su actividad puede ser induci-
da por disminucion del pH (9). Estas actividades
enzimaticas han sido detectadas y evaluadas en teji-
dos:desarrollados después de la germinacion; no se
sabe si estan presentes durante la germinacion de la
semilla y por tanto, su posible participacion en este
proceso también es desconocida.

Por otro lado, también se ha propuesto la parti-
cipacion de otro tipo de enzimas hidroliticas llama-
das mananasas, responsables de la hidrolisis del
polimero de manosas (manano) que es el compo-
nente mayoritario del tipo de las h jmicelulosas pre-
sentes en las paredes celulares del tejido del
endospermo que rodea al embrion y que por su Ii-
gidez lo constrifie y previene asi su germinacion.
Asi entonces la actividad de estas enzimas sobre las
paredes celulares del tejido endospérmico libera al
embrion de la presion impuesta por esta estructura
circundante, facilitando entonces la elongacion de
la radicula embrionaria (10).El hecho de que la ex-
posicion de ciertos tejidos vegetales a auxina, esti-
mule la secrecion de protones y aumente la veloci-
dad de elongacion celular, sugiere que la acidifica-
cion sobre la pared celular puede promover la
protrusion de la radicula en las semillas, lo cual lle-
va a la posibilidad de que la secrecion de protones
sea un preludio a la germinacion (3). Aun no se
conoce si el mecanismo de elongacion en las célu-
las de la radicula difiere de aquel que ha sido pro-
puesto en otros tejidos.

Sanchez Linares L y Gavilanes Ruiz M

LA ATPASA DE H' DE LA MEMBRANA
PLASMATICA DURANTE LA
GERMINACION

El hecho de que la acidificacion de la pared celular
pueda promover la protrusion de la radicula y la
germinacion en la semillas, lleva a considerar la par-
ticipacion de la ATPasa de H" de la membrana
plasmatica durante la germinacion. Esta es una en-
zima que lleva a cabo la translocacion de protones
desde el interior celular hacia el espacio apoplastico.
La enzima puede realizar este transporte
endergonico gracias a que lo acopla en su mecanis-
mo catalitico a la hidrolisis de ATP, convirtiéndose
asi en un transductor de energia quimica en energia
potencial conservada en el gradiente electroquimico
transmembranal generado por el bombeo de
protones. Esta enzima esta involucrada en varios
procesos de importancia fisiologica para la c€lula
vegetal, ya que el gradiente electroquimico de
protones que genera puede utilizarse en varios pro-
cesos como son: el transporte secundario de solutos,
la regulacion del pH celular, la apertura de estomas
y el crecimiento celular (11).

Respecto a la elongacmn celular y la capacidad
de la semilla para germinar, la ATPasa de H" de la
membrana plasmatica también puede asociarse al
procesp de germinacion, ya que debido a que su
actividad de bombeo de protones puede acidificar
el espacio apoplastico, lo cual promoveria la ruptu-
ra de los enlaces (covalentes y/o puentes de hidro-
geno) que estabilizan la estructura de la pared celu-
lar. De esta manera se facilitaria la relajacion de los
polimeros de la pared celular, promoviendo la
elongacion de las células de la radicula (Figura 3).
Por ello, la ATPasa constituiria un factor determi-
nante para lograr la protrusion de la radicula en las
semillas en germinacion. Adicionalmente, el
gradiente electroquimico generado por el bombeo
de protones por esta enzima, representaria la fuer-
za motriz para el transporte secundario de solutos.
Con ello, la ATPasa estaria contribuyendo primero
a mantener el potencial osmotico de la célula y si-
multaneamente al transporte de metabolitos utiliza-
bles por las células en crecimiento en las semillas ya
germinadas. Experimentalmente se ha encontrado
que existe un aumento tanto en la actividad de bom-
beo de H' como en la de hidrélisis de ATP por la
ATPasa de H' de la membrana plasmatica durante
el periodo de elongacion celular en la germinacion
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Figura 3. Representacion de la relacion entre la actividad de aci-
dificacion de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica v la
clongacion celular.

de embriones de maiz (12). De acuerdo a lo que se
ha expuesto, este resultado puede asociarse al re-
querimiento de una acidificacion que promueva la
elongacion celular y la protrusion de la radicula.

En cuanto a la posibie regulacion de la ATPasa
de H* de la membrana plasmatica por auxinas du-
rante la germinacion, aiin no existen reportes de la
modulacion de la actividad de esta enzima por esta
hormona durante este particular proceso. Sin em-
bargo, algunos trabajos sugieren la participacion de
auxinas: se ha determinado con semillas de
Phaseolus vulgaris, Zea mays y Pinus silvestris que
los niveles de acido indolacetico aumentan clara-
mente durante la imbibicion, especialmente durante
las primeras horas (13). Sin embargo, los valores
absolutos de los niveles de acido indolacético hibre,
en contraste con los reportados para otras hormo-
nas, muestran amplia divergencia; se enconftraron
27 ng/g. de semilla en Phaseolus, 182 en Pinus y
4505 en Zea. Tal divergencia podria sugerir que
probablemente se trate de una liberacion de los di-
ferentes contenidos de esta hormona, que en su for-

9

ma conjugada se encuentran en los tejidos de reser-
va, v que tal liberacion sea el resultado de la
germinacion. Es posible también que diferentes es-
pecies tengan una sensibilidad diferente a las hor-
monas, ya que por ejemplo se ha establecido que
aleuronas de cebada de semillas deterioradas y con
una capacidad reducida para germinar presentan una
sensibilidad menor al acido giberélico, comparadas
con la de aleuronas control (14). Debe notarse que
existe evidencia de que los ésteres de 4cido
indolacético (una de las formas conjugadas de
auxinas) se encuentran al menos en las semillas de
Zea mays y de Oryza sativa. En Zea mays, las for-
mas conjugadas de acido indolacético han sido es-
tudiadas con algin detalle, y en ese caso, la auxina
conjugada alcanza hasta los 100 mg/Kg de peso fres-
co (15). Sin embargo, no se ha establecido si esta
liberacion de auxinas tenga como objetivo promo-
ver la elongacion celular que estimule la protrusion
de laradicula y la germinacion.

CONCLUSIONES

El proceso de germinacién de una semilla abarca
una serie de eventos fisiologicos y metabolicos su-
cesivos e interrelacionados de una manera coordi-
nada y que culmina en la elongacion de las células
de la radicula para poder emerger de las estructuras
que le rodean en la semilla. La regulacion de estos
eventos durante la elongacion y protrusion de la
radicula es de crucial importancia. Los estudios que
se han realizado han dejado entrever varios de los
aspectos que pueden estar involucrados. Sin em-
bargo, ha sido dificil poder integrarlos en un meca-
nismo de accion en el que ademas sean considera-
dos los efectos que puedan tener factores de res-
puesta al ambiente como luz, humedad, estres
osmotico, temperatura, etc. (16). La capacidad de
elongacion de la radicula esta considerada como un
aspecto fundamental para lograr la germinacion de
las semillas. A este respecto, la "Teoria del creci-
miento acido" (1973) puede servir de base para in-
dagar sobre el mecanismo por el cual la acidifica-
cién mediada por sistemas enzimaticos como la
ATPasa de H' de la membrana plasmatica, pueden
promover una seri¢ de cambios que culminan con
la elongacion y protrusién radicular. Los estudios
sobre la regulacion de la actividad de esta enzima
pueden dar una vision mas completa de este feno-
meno de elongacion celular asociado a la
germinacion en las semillas.
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Los puntos de investigacion actuales estan enfo-
cados a la obtencion de semillas mutantes que son
deficientes o insensibles a acido abscisico, otra hor-
mona la cual puede prevenir la germinacion. Este
tipo de mutantes adquiere importancia ya que se ha
observado que el acido abscisico tiene los efectos
contrarios a los de auxina, es decir, la elongacion
radicular puede ser inhibida por exposicion del em-
bridn a acido abscisico (16).

También es importante el uso de técnicas de bio-
logia molecular que permitan observar los efectos
de los niveles alterados de estas hormonas en la
elongacion radicular y la germinacion, particular-
mente en la posible regulacion a diferentes niveles
de las actividades enzimaticas que han sido
involucradas en la elongacion celular. De forma tal
que estas aproximaciones puedan encaminarse a di-
lucidar el mecanismo molecular por el cual ocurre
la elongacion de la radicula en las semillas durante
la germinacion.
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RESUMEN

A pesar de que la clonacion de organismos bacteria-
nos se lleva a cabo desde el siglo pasado y de que la
clonacion de plantas y animales se inici6 en las dé-
cadasde 1950y 1960, respectivamente, el tema se ha
vuelto de sumaactualidad para el publico en general
a raiz del nacimiento de Dolly, la oveja clonada.

Laclonacion deorganismos superiorestales como
borregos, ganado vacuno y ratones a partir de
células somaticas diferenciadas hademostrado que,
en al menos algunos tipos de células adultas, el ni-
cleo conserva la totipotencialidad caracteristica de
lacélula huevo. Al mismotiempo, haabierto nuevas
expectativas de tipo cientifico y biotecnologico e,
inevitablemente, ha generado una profunda inquie-
tud por sus posibles implicaciones éticas, morales y
legislativas.

PALABRAS CLAVES: clonacion, transplante
nuclear, codigo de Nuremberg.

ABSTRACT

Although cloning of bacterial organisms was
achieved during the past century, the appropriate
techniques for successful cloning of plants and
animals have been developed during the last 40
years, allowingresearchers the creation of Dolly, the
renowned lamb.Cloning of higher organisms suchas
lambs, calves, and mice has demonstrated that in at
least some types of adult somatic cells the nucleus
remains totipotential. Simultaneously, new scientific
and biotechnological expectations have arisen along
with ethical and moral concerns on how to legislate
over this matter.

KEY WORDS: cloning, nuclear transplant,
Nuremberg code.

INTRODUCCION
Durante los iltimos 20 afios la biologiamolecularha
sido fuente continua de sorpresas cientificas y de

noticias de naturaleza tan importante, que frecuen-
temente han trascendido el campo de las revistas
especializadas en reportes experimentales origina-
les hasta abarcar no s6lo a 6rganos de divulgacién
cientifica general, sino incluso a los medios de
comunicacidén masiva del tipo de la prensa diaria, la
radio y la television.

Unode losejemplos méasrecientes deello ocurrio
en el mes de marzo de 1997 cuando lan Wilmut y
colaboradores anunciaron el nacimiento de Dolly,
una oveja clonada a partir de células somaticas de
una oveja donadora adulta (1). Esta noticia ha sido
particularmente importante no solo por su conteni-
do relacionado con consideraciones tedricas medi-
tadas a lo largo de muchos afios y por los delicados
problemas metodologicos que tuvieron que Ser su-
perados, sino también por las implicaciones éticas,
morales e incluso legislativas que este tipo de mani-
pulaciones experimentales puede generar. Dentro
de esta perspectiva, ;Qué es lo que realmente repre-
senta el trabajo reportado por el grupo de Wilmuty
Campbell? Curiosamente, la opinién publica no
especializada con frecuencia hacometido el errorde
asumir que la clonacion de Dolly representa un
avance cientifico muy importante simpley sencilla-
mente por ser la primera vez que esto se logra, al
menos enunaespecie animal. Este puntode vistaes,
€en principio, erroneo.

LOS PRIMEROS EXPERIMENTOS

Eltérmino clona(del griego klon, klonos; retofio, ra-
maverde) se define comouna poblacion de molécu-
las o células, idénticas entre si, con un ancestro co-
mun. Laclonacionde célulasbacterianas, estoes, la
produccidn de una poblaciénde células idénticas en-
tre st a partir de un ancestro comin, es una manipula-
cion que se realiza desde el siglo pasado. Podria
afirmarse que fue el eminente médico aleman Rober-
to Koch quien por vez primera derivé grandes po-
blaciones de microorganismos a partir de un ancestro
comun durante sus brillantes experimentos dirigidos
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a purificar organismos especificos a partir de una
mezcla compleja y heterogénea. Por supuesto, la
clonacion de células animales y vegetales ocurrié
mas tardiamente, durante la primera mitad del si-
glo XX.

Sin embargo, la clonaciéon de un organismo
eucarioto superior, es decir, la generacion de un
organismo multicelular a partir de una poblacion
ancestral de células somaticas se reporto por vez
primera en 1958, cuando el grupo de F C Steward
logré obtener ejemplares viables, normalesy fértiles
de zanahoria silvestre (Daucus carota L.) a partir de
un cultivo de células en suspension derivado del
floema secundario de la raiz de este organismo (2).
Este, fue uno de los primeros reportes acerca de la
aparente totipotencialidad de la célula somatica
diferenciada de un organismo eucarioto Superior.
Poco tiempo después, primero en 1960 y luego en
1962, John B. Gurdon, entonces en el Departamen-
to de Zoologia de la Universidad de Oxford, Ingla-
terra, realizo el anuncio espectacular de que habia
logrado clonar a ejemplares fértiles del sapo africa-
no Xenopus laevis (3). Estos experimentos de
clonacién consistieron en realizar transplantes de
nucleos obtenidos a partir de células endodérmicas
de organismos comprendidos en fases de desarrollo
desde blastulas hasta renacuajos activos para luego
introducirlos en una célula huevo previamente
enucleada. Losresultados reportadosindicaron que
se obtuvo una eficiencia de clonacion del 20 %
cuando se utilizaron nticleos de células de organis-
mos en fases de desarrollo comprendidas entre
blastula y renacuajo en etapa de corazon funcional.
Dicha frecuencia disminuyé a un 4 % cuando se
utilizaron nucleos de células obtenidas a partir de
organismos mas desarrollados: renacuajos recien
nacidos o ya activos. Asimismo, el porcentaje de
animales clonados que no presentaron anormalida-
des anatomofisiologicas observables fue del 76 %
cuando los nticleos utilizados provinieronde células
de organismos en fases tempranas de sudesarrolloy
disminuy6 al 37 % cuando se utilizaron células
donadoras de organismos en las fases mas tardias de
desarrollo (3).

Los trabajos de Gurdon fueron los primeros en
demostrar la pluripotencialidad del nicleo somatico
de células animales e iniciaron el camino hacia la
clonacion de organismos mas complejos que los
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anfibios. Pero también mostraron claramente algo
que seria recurrente en trabajos posteriores: mucho
del éxito de la clonacion radica en utilizar nicleos
somaticos de células en fase embrionaria temprana
ya que, conforme avanza en su desarrollo un orga-
nismo, la probabilidad de lograr unaclonacionexitosa
disminuye rapidamente, puesto que menos células
transplantadas se llegan a desarrollar, al mismo
tiempo que aumenta la frecuencia de aparicion de
malformaciones.

CLONACION DE MAMIFEROS

El empleo de huevos de anfibios como Xenopus
resulta particularmente atractivo, entre otras cosas
por el tamafio relativamente grande de la celula
(unos 2 mm) y por su considerable tolerancia a las
manipulaciones experimentales. Sinembargo, enel
caso de organismos filogenéticamente mas comple-
jostales comolos mamiferos, lasituacion esradical-
mente diferente. Porello, fue particularmente signi-
ficativo el anuncio de McGrath y Solter en relacion
a que habian logrado obtener ratones adultos fértiles
después de haber realizado un transplante nuclear
mediante microcirugia y fusion celular (4). En este
caso, los autores eliminaron los pronucleos mascu-
linos y femeninos de huevos (todavia en fase
unicelular) poraspiracion de los mismos mediante el
empleo de micropipetas de 15-20 mm de diametro
externo. Un punto critico en este modelo experi-
mental lo constituyd precisamente la seleccionde las
micropipetas, ya que éstas no podian ser mas delga-
das puesto que entonces no darian cabida a los
pronticleos y, por otra parte, un diametro de 15 mm
es demasiado grande para perforar a una célula de
mamifero y esperar a que ésta se recupere de la
manipulacion con una probabilidad aceptable. Por
ello, McGrath y Solter no penetraron a la célula al
momento de retirar a los proniicleos sino que los
aspiraron suavemente desde fuera de la misma,
produciendo undafio celular mucho menor. Asimis-
mo, al transplantar a los nuevos pronticleos, no los
inyectaron en la célula, enucleada, sino que los
adosaron a la membrana celular en presencia de
virus Sendai inactivados para inducir la fusiéonde los
carioplastos (prontcleos) y de la célula. De esta
manera, los carioplastos penetraron a la célula oca-
sionando un minimo de dafio estructural. Losresul-
tados finales mostraron una eficiencia experimental
global del 16 % al lograrse el nacimiento de 10
animales, 7 de los cuales llegaron a la etapa adultay



BEB /8(1): 11-20

5 resultaron ser fértiles (4). Nuevamente, es impor-
tante enfatizar que en este tipo de experimentos de
transplante nuclear, los nicleos empleados prove-
nian de 6vulos recién fecundados que nuncarebasa-
ron la etapa embriologica de una ce¢lula. En estas
condiciones, es evidente que el nicleo transplantado
no tuvo que pasar por un proceso de reprogramacion
genética, ya que estaba por iniciar el proceso de
formacion de un nuevo organismo cuando fue
transplantado a otra célula en donde dicho proceso
continuo adelante.

Tres afios mas tarde, S M Willadsen del Instituto
de Fisiologia Animal de Cambridge, Reino Unido,
anuncio la clonacion de ovejas de la raza Suffolk a
partir de embriones reconstituidos utilizando 6vulos
no fecundados obtenidos de hembras Welsh Mountain
X Cheviot (5). Eneste trabajo el autor utilizo como
material genético a nucleos obtenidos a partir de
células individuales de mérulasen estadios de desa-
rrollo de 8 y 16 células. Nuevamente, mediante una
metodologia andloga a la de McGrath y Solter,
Willadsen colocé ala célulablastoméricaenlazona
pelucida de un 6vulo previamente enucleado me-
diante el empleo de una micropipeta con un diame-
tro interno de 30 mm e indujo la fusion celular
mediante el empleo de virus Sendai inactivados o
bien mediante la aplicacion de un campo eléctrico
(electrofusion). Las células fusionadas fueron en-
tonces embebidas en agar y transferidas a oviductos
de animales en fase de diestro-estro. Los resultados
reportados indican que entre el 5 %y el 48 % de los
embriones sometidos a diferentes manipulaciones
continuaron desarrollandose sin ningin problema
aparente durante las fases embrionariastempranasy,
para la serie de experimentos reportados en dicho
trabajo, se logré el nacimiento de 3 animales sanos
(5). Mas aun, es interesante destacar que las células
donadoras de nucleos (blastocitos) fueron obteni-
das 5 afios antes y almacenadas en congelacion hasta
el momento de su empleo.

Como puede apreciarse, este trabajo demostro
por vez primera, ante todo, que es posible clonar
especies domésticas mayores como las ovejas, con
lo que surgieron nuevas implicaciones y posibilida-
des biotecnologicas. Pero también demostro que el
nicleo de una célula blastomérica obtenida de un
embrionen fase de desarrollode 16 células(morula),
parece ser, todavia, totipotencial.
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Otro avance de considerable importancia fue
anunciado por Simsy Firsten 1994 cuando lograron
la clonacion, por vez primera, de organismos bovi-
nos (6). La metodologia utilizada por estos investi-
gadores consistio, esenciaimente, en utilizar como
donadoras de nucleos a células de la masa celular
interna (embrioblasto) del blastocisto, cultivadas in
vitro. Para ello, realizaron experimentos de fecun-
dacion y cultivo de embriones in vitro que les
permitieron obtener embrioblastos. Las células de
dichas estructuras embrionarias fueron disgregadas
mediante técnicas inmunoquirtrgicas empleando
anticuerpos antibovinos de conejo y preparados de
complemento de cuy. Estas manipulaciones les
permitieron obtener células embrionarias aisladas (y
por ende, nucleos embrionarios), pero también per-
mitieron cultivar in vitro a este tipo de células,
evitandose que al permanecer disgregadas, conti-
nuarandiferenciandose. Estas células fueronenton-
ces utilizadas como donadoras de nucleos
fusionandolas con ovocitos a los que momentos
antes se les habia enucleado por succion del nucleo
y cuerpo polar. La fusion celular se llevo a cabo
mediante el empleo de una solucionde polietilenglicol
o bien mediante electrofusion.

De esta manera, de un total de 659 intentos de
transplante nuclear llevados a cabo se obtuvieron
460 fusiones celulares, de las cuales 109 alcanzaron
la fase de blastocisto. Treinta y cuatro blastocistos
fueron transferidos a vacas receptivas resultando
embarazados 13 animales. Finalmente, 4 becerros
normales nacieron de 4 madres diferentes (6).

Laclonacion de animales bovinos puso en eviden-
cia la aparente totipotencialidad del niicleo de c€lu-
las embrionarias desarrolladas hasta la fase de
blastocisto y que fueron cultivadas in vitro de mane-
ra indiferenciada por un lapso de tiempo que oscilo
entre 6 y 100 dias. Durante este tiempo, algunas
células llegaron a dividirse hasta 2000 veces (11
generaciones celulares). En principio, el disponer
de un cultivo in vitro establecido de células
totipotenciales es particularmente atractivo, ya que
facilitaria considerablemente la manipulacién
genética de dichas células mediante diferentes técni-
cas con sus consecuentes implicaciones en investi-
gacion basica, agronomia y biotecnologia. Es im-
portante destacar, sin embargo, que los 4 animales
que finalmente llegaron a nacer, provinieron de
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niicleos de células cultivadas por un minimo de 6
dias y un maximo de 27 dias. Esto es, no se logro
clonar aningun animal a partir de nicleos de células
que estuvieron multiplicandose por mas de 27 dias.

Resultados analogos fueron presentados en 1996
por el grupo de lan Wilmut del Instituto Roslin de
Edinburgo utilizando como modelo experimental al
borrego (7). Para este trabajo, los investigadores
escoceses derivaron una linea celular embrionaria
(TNT4 por totipotent for nuclear transfer) a partir
de células del embrioblasto de blastocistos de ovejas
de raza Welsh Mountain (blancos) y la cultivaron
durante 6 a 13 generaciones celulares antes de
utilizar a las células como donadoras de nucleos.
Por otra parte, los receptores de nucleos fueron
ovulos obtenidos a partir de borregos Scotish
Blackface y enucleados por las técnicas convencio-
nales de aspiracion. La fusion celular entre el
citoplasto (6vulo enucleado) yla célulanucleada fue
mediante la técnica de electrofusion. Lo particular-
mente importante de este trabajo es que las células
donadoras fueron sincronizadas, previo a la fusion
celular, enla fase G, del ciclo celular por eliminacion
parcial durante 5 dias de suero en el medio de
cultivo. Los autores razonaron que el correcto
desarrollode losembriones obtenidos por transplante
nuclear debe de ser, en buena medida, dependiente
de la apropiada interaccion entre el nucleo
transplantado y el citoplasma receptor de manera
que pueda llevarse a cabo una adecuada
reprogramacion de la expresion génica porlaaccion
de factores citoplasmicos. Si esta comunicacion
citoplasma-nucleo se vieraentorpecida, la probabi-
lidad de que el embrion se desarrolle normalmente
sera muy baja. Esto es, pareceria que la clave para
una clonacion exitosa radicaria en encontrar un
meétodo que hiciera al nicleo donador mas compa-
tible con el citoplasma del ovulo receptor, ya que
varios estudios indicaban que el principal problema
en lograr que la célula transplantada se desarrolle
adecuadamente es la incompatibilidad entre el ni-
cleo donador y el ovulo receptor, produciéndose
entonces anormalidades cromosomicas. Alrespec-
to, es pertinente anotar que el 6vulo maduro y listo
para ser fecundado de muchos mamiferosincluidoel
ovino, se encuentra citogenéticamente en reposo en
lametafase de lasegunda division meidtica(metafase
11). Por lotanto, estos citoplastos probablemente no
serian compatibles con nucleos donadores que se
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encontraran enla fase S o G, del ciclo celularya que
al interaccionar entre si, podrian producirse rondas
adicionales de replicacién del ADNy condensacion
cromosOmica prematura.

Consecuentemente, al usar como donadoras de
nacleos acélulas sincronizadasenla fase G del ciclo
celular para fusionarlas con ovulos naturalmente
detenidos en la metafase II, la probabilidad de
alcanzar buenos resultados parecia, ¢ priori, muy
atractiva. Los resultados finales mostraron que de
un total de 244 transplantes, 34 células fusionadas
alcanzaron a desarrollarse hasta la fase de morulo-
blastula por lo que fueron implantadas en hembras
receptivas consiguiéndose el nacimiento de 5 pro-
ductos vivos. De ellos, 3 murieron a diferentes
edades gestacionales y 2 finalmente sobrevivieron.
Todos estos animales fueron generados a partir de
nucleos de células que se habian duplicado hasta 3
veces in vitro después de ser obtenidas del
embrioblasto, pero no fue posible obtener animales
viables partiendo de células que se multiplicaron
entre 6 y 11 veces in vitro.

Como puede apreciarse, los experimentos de
Campbelly colaboradores sugirieron esencialmente
que si se logra una buena compatibilidad metabolica
entre el nucleo y el citoplasma, la probabilidad de
lograr una clonacion exitosa aumenta apreciable-
mente. Es decir, pareceria que los fracasos anterio-
res podrian explicarse no tanto por una pérdida de
totipotencialidad del nicleo conforme su célula se
diferencia y especializa, sino por esa falta inicial de
compatibilidad nicleo-citoplasma que impediria que
aquel se reprogramara correctamente como nucleo
de célulahuevo, listo parainiciar la formacionde un
nuevo ser. De ser esto cierto, entonces podria
pensarse que al encontrar una forma eficiente de
hacer compatibleel nucleo de una célula diferencia-
da con el citoplasma de un dvulo, seria posible la
clonacién de organismos animales a partirde células
somaticas adultas y no solamente de células de fases
embrionarias muy tempranas como habia ocurrido
hasta ahora. Esta suposicion fue aparentemente
confirmada por Wilmut y colaboradores en 1997
dando origen a su célebre publicacion.

CLONACION A PARTIR DE
CELULAS SOMATICAS ADULTAS
Elhistorico experimentode Wilmuty de sus colabo-
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radores consistio en trabajar con 3 tipos diferentes
decélulas donadorasde nucleos: células embrionarias
obtenidas a partir de embriones (embrioblastos) de
ovejas de raza Poll Dorset de 9 dias de gestacion;
células fetales de un animal Black Welsh Mountain
de 26 dias de gestaciony células de glandula mamaria
de una oveja Finn Dorset de 6 afios de edad que se
encontraba en el Gltimo trimestre de embarazo. En
todos los casos los Ovulos receptores provinieron de
animales Scottish Blackface (1). La técnica de
transplante nuclear implico, como en ocasiones an-
teriores (7), el cultivo de las células donadoras de
nucleos en un medio nutricional muy pobre en suero
(0.5 %) durante 5 dias para inducir un estado de
sincronizacion en una fase quiescente G,,. La fusion
celular se llevo a cabo mediante electrofusion y los
embriones reconstruidos fueron implantados en los
oviductos de animales receptivos Scottish Blackface.

De un total de 834 transplantes nucleares (385
conmucleos embrionarios, 172 connicleos fetalesy
277 con nucleos de células de epitelio mamario
adulto), se obtuvieron un total de 8 nacimientos de
productos atérmino, vivos, después de un promedio
de 151 dias de gestacion. De estos animales, 4
provinieron de nucleos derivados de células embrio-
narias, 3 de nucleos de células fetales y 1 de niicleo
de epiteliomamario. Esta iltimaclona, denominada
6LL3, rapidamente se convirtio en una celebridad
mundial mas conocida con el nombre de Dolly
(bautizada asi por Wilmut en honor a Dolly Parton,
la exuberante intérprete de musica folklorica esta-
dounidense). La evidencia circunstancial parecia
indicar que habiéndose encontrado una forma de
hacer metabolicamente compatible al niicleo con el
citoplasma, lareprogramacion genética del primero
eraahora posible sin importar que ¢ste proviniera de
c€lulas adultas diferenciadas. Luego entonces, el
nucleo de mamiferos parecia ser totipotencial a
pesar de su proceso de diferenciacion terminal. Lo
que se habia iniciado con John Gurdon en la segunda
mitad de la década de 1950 parecia ahora culminar
con lan Wilmut y Dolly 40 afios mas tarde.

El impacto causado por la clonacion de Dolly se
deriva esencialmente de las siguientes consideracio-
nes. Por una parte, como ya se apunto, el hecho
parecid demostrar que el nucleo de células somaticas
adultas es totipotencial. Por otra parte, abrio la
posibilidad seria de que pudieran clonarse animales
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agronomicamente importantes pero, sobre todo, a
partir de células genéticamente manipuladas en el
laboratorio para lograr la produccion de sustancias
comercialmente deseables en animales transgénicos.
La imagen de un verdadero laboratorio-fabrica vi-
viente dejo definitivamente de pertenecer al reino de
la ciencia ficcion . Pero tal vez lo que mas preocu-
pacion gener6 en el publico no especializado fue la
posibilidad de que esta metodologia pudieraaplicar-
se condiversos finesa otro mamifero: el ser humano.

CLONACION Y BIOTECNOLOGIA
Elanunciode laclonacion de animales genéticamente
manipulados ocurrio escasos 10 meses despuésde la
publicacion acerca del nacimiento de Dolly. Nueva-
mente, fue el grupo de Wilmut y de Campbell
quienes lograron esa hazafia cientifica, la cual con-
sistio en la clonacion de ovejas portadoras de la
secuencia de ADN humano que codifica para el
factor IX dela coagulacion(8). Comasesabe, dicho
factor participa en la coagulacion de la sangre y su
deficienciaes responsable de lahemofilia B oenfer-
medad de Christmas. En este caso, se disefié una
construccion génica en la que la secuencia de ADN
codificadora para el factor IX humano fue acoplada
al promotor de la b-lactoglobulina de la oveja
(plasmido pMIX). Esta construccion fue posterior-
mente introducida por transfeccion en fibroblastos
fetales con complemento cromosomico XX (PDFF2)
cultivados in vitro y obtenidos a partir de fetos Poll
Dorset:de 35 dias de edad gestacional. Los cultivos
de células transformadas genéticamente fueron man-
tenidos en medio con bajas concentraciones de
suero bovino (0.5 %) durante los 5 dias previos a la
fusién con dvulos enucleados de animales Scottish
Blackface, los cuales fueron implantados en hem-
bras receptivas de lamismaraza. Deyn total de 507
experimentos de transplante nuclear se logro el
nacimiento de 13 animales de los cuales 5 sobrevi-
vieron alos primerosdias del nacimiento. El analisis
del ADN mediante la técnica de southern confirmo
la naturaleza transgénjca de los animales (8). La
prensa general rapidamente bautizo a una de estas
clonas como Polly.

Resulta importante sefialar que este tipo de expe-
rimentos fueron disefiados con el objetivo de obte-
ner hembras transgénicas que cuando se reproduz-
can y entren en fase de lactancia, secreten el factor
IX en la leche, de donde sera relativamente facil



16

aislarlo y purificarlo. Por supuesto, todavia esta por
determinarse si estos animales transgénicos efecti-
vamente llegan a expresar de manera correctael gen
incorporado y si su producto aparece en la leche sin
modificaciones importantes, sin degradacion y en
cantidades atractivas desde el punto de vista comer-
cial. Esta informacion podria puplicarse en cual-
quier momento.

Con unos cuantos meses de diferencia, a Polly y
sus hermanas se unio Gene, un becerrono transgénico
clonado apartir de células primordiales de un feto de
30 dias de edad gestacional. Este experimento fue
realizado en los Estados Unidos por una compafiia
de Wisconsin, ABS Global, quien no publico los
detalles experimentales pero que ahuncid estar inte-
resada en este tipo de manipulaciones para "incre-
mentar la calidad, consistencia y valor nutrimental
de los productos lacteos y cérnicos" (9). Poco
después, otra compafiia estadounidense, Advanced
Cell Technology, anuncié el nacimiento, inicialmen-
te de George y Charlie y, posteriormente, de ACT3,
ACT4yACTS5. Estosanimales sonbecerros Holstein
transgénicos portadores de un-marcador genético
que confiere resistencia a la neomicina y fueron
generados mediante la transformacion genética de
fibroblastos fetales en cultivo con la construccion
molecular pPCMV/b-GEO, consistente en una fusion
del gen de la b-galactosidasa con el de la resistencia
a neomicina, controlada por un promotor del
citomegalovirus. Los fibroblastos transformados
fueron posteriormente electrofusionados a ovocitos
previamente enucleados y los embriones obtenidos
fueron implantados en vacas receptivas (10). Este
fue el primer paso en la produccion de futuros
bovinos transgénicos productores de sustancias de
interés farmacologicoy comercial. Sise considera
que una vaca lechera de este tipo podria producir
alrededor de 9000 litros de leche por afio, ia
biosintesis de alguna sustancia que se secrete con
la leche puede convertirse en algo extraordinaria-
mente atractivo. Este tipo de informacion es una
clara muestra de que las enormes implicaciones
comerciales de este tipo de metodologia comien-
zan ya a ser desarrolladas por grandes empresas
biotecnoldgicas.

TOTIPOTENCIALIDAD DEL
NUCLEO DE CELULAS DIFERENCIADAS
Por otra parte, al tiempo en que se anunciaba con
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grandes expectativas el nacimiento de las primeras
clonas ovinas y bovinas transgénicas, un par de
prestigiosos investigadores, Vittorio Sgaramella y
Norton Zinder, empezaron a poner en duda la vali-
dez de la afirmacion de que Dolly fuera la primera
clona obtenida a partir del transplante de un nucleo
obtenido de una célula adulta diferenciada. El
argumento central de Sgaramellay Zinder partia del
hecho de que después de haber transcurrido mas de
un afio desde el nacimiento de Dolly, nadie habia
podido volver a clonar a un animal a partir de
nucleos de células obtenidas de organismos adultos
apesar de que muchos lo habian intentado. Mas aun,
afirmaban Sgaramella y Zinder, el hecho de que
Dolly fuera en ese momento el iinico intento €xitoso
entre unos 400 (sic) experimentos de transplante de
nucleos de célulasadultas "no esunresultado, es una
anécdota” (11). A esta critica central se agregaban
otras colaterales como que porqué se utilizaron
células de una glandula mamaria de una ovejaemba-
razada y, en todo caso, porqué no se hizo un analisis
genotipico detallado del feto y de su padre para
excluir la posibilidad formal de que Dolly hubiera
sido clonada a partir del ntcleo de una célula fetal
contaminante. Por lo que respecta a una posible
contaminacion celular, tampoco era posible excluir
con los datos publicados hasta ese momento que el
nicleo que dio origen a Dolly hubiera sido tomado
inadvertidamente de una célula progenitorano dife-
renciada (stem cell) y totipotencial, presente en la
ubre ovina. Ademas, tambiénse criticaba la faltade
un estudio del ADN mitocondrial de Dolly y de los
organismos donadores de las células utilizadas para
su clonacion. Finalmente, un punto adicional de
sumaimportancia erael hecho de que no se hubieran
analizado lasregionesteloméricas de los cromosomas
de Dolly las cuales, teéricamente, deberian ser mu-
cho mas cortas de lo que corresponderia a su edad
calculada con respecto a su nacimiento (puesto que
el ADN que le dio origen era, supuestamente, mu-
cho mas viejo).

Mediante un estudio adicional de 10 alelos de
ADN microsatélite (9 de ellos polimdérficos), Wilmut
y colaboradores han podido demostrar, muy recien-
temente, que la probabilidad de que Dolly haya sido
realmente clonada a partir del nucleo de una célula
adulta es muy alta. La presencia o ausencia de cada
uno de esos alelos fue determinada en el ADN
extraido de la sangre de Dolly y de otros animales de
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la raza Finn Dorset, de células del tejido mamario
original y de células cultivadas de este tejido durante
4 generaciones celulares. Los resultados indican
que los alelos presentes en el ADN de Dolly son
exactamente los mismos que los encontrados en el
ADN del tejido de la glandula mamariayenel ADN
de las células derivadas de dicho tejido. La proba-
bilidad de que la asociacion de estos alelos hubiera
ocurrido al azaren Dolly se calculéen 1.9X 107%a
2.7 X 10° con un intervalo de confianza del 95 %

(12).

Sin embargo, la demostracion mas clara lograda
hasta ahora de la aparente totipotencialidad del
nucleo de células somaticas adultas ha sido la
clonacion de Cumulina, una ratoncita clonada a
partir del niicleo de las células foliculares (cumulus
oophorus) de la corona radiante del ovocito de un
raton hembra B6D2 (negro) v que nacio el 3 de
octubre de 1997 (13). El logro alcanzado por el
grupo de Ryuzo Yanagimachi de la Universidad de
Hawaii ha sido especialmente importante y trascen-
dente por varias razones. En primer lugar, porque el
raton habia resultado desde hacia muchos afios
persistentemente refractario a los maltiples intentos
que se habian realizado para clonarlo, a tal grado de
que varios investigadores llegaron a pensar que ésta
seria una empresa imposible. En segundo lugar y
muy relacionado con el punto anterior, porque sien-
do el raton uno de los modelos experimentales mas
utilizados en el laboratorio y de los mejor caracteri-
zados fisiologica, bioquimica y molecularmente, la
posibilidad de clonarlo permitiria abrir nuevas e
importantisimas lineas de investigacion. Y, entercer
lugar, porque lograr la clonacion a partir de nacleos
de células somaticas adultas contribuiria a despejar
las dudas acercade latotipotencialidad del niicleo de
células diferenciadas.

El éxito del grupo de Yanamigachi y colaborado-
res se baso esencialmente en las siguientes conside-
raciones. Enprimer lugary conbase ala expenencia
obtenida en los experimentos de clonacion anterio-
res, se tomd cuidadosamente en cuenta el hecho de
que la compatibilidad nucleo-citoplasma parece ser
critica en este tipo de manipulaciones. Porello, los
autores trabajaron con 3 tipos de células somaticas,
diferenciadas, que se encuentran en la fase G, G/
G,: células neurales, células de Sertoli y células
foliculares de la corona radiante. Por otra parte, el
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nucleo de los ovocitos fue aspirado con una pipeta
que atraveso suavemente la zona pelucida mediante
"piezo-pulsos"y que produjo menos dafio alacélula
que los métodos previamente utilizados. Los nu-
cleos de las células donadoras fueron aspirados con
micropipetas de unas 7 mm de diametro interno e
inyectados a los ovocitos enucleados utilizando las
mismas pipetas. Un punto critico y novedoso en
todas estas manipulaciones fue el hecho de que los
ovocitos transplantados no fueron inmediatamente
activados tal como habia ocurrido en muchos de los
experimentos anteriores, sino que dicha activacion
serealizo(mediante laaplicacion de upasolucion 10
mM de estroncio) entre 1 y 6 horas después del
transplante nuclear. Los autores razonaron que de
esta manera, el material nuclear tendria mayor opor-
tunidad de interaccionar con los factores
citoplasmicos v, por lo tanto, de reprogramarse
adecuadamente. Simultaneamente, se aplico
citocalasina B para evitar laexpulsionde cromosomas
a los cuerpos polares (evento que, bajo circunstan-
cias naturales, habria ocurrido pero que, al
bloquearse, evita la formacion de posibles produc-
tos aneuploides no viables).

En la serie de experimentos que eventualmente
dieron origen a Cumulina, se hicieron un total de
1407 transplantes nucleares; de ellos, 800 embrio-
nes fueron implantados en hembras receptivas, na-
ciendo un total de 17 animales de los cuales sobre-
vivieron 10. Cumulina fue el primer animal sobrevi-
viente en nacer. Nuevamente, es pertinente sefialar
que todos estos animales fueron clonados a partir de
nucleos de células foliculares y de que ningun
transplante realizado a partir de nticleos de células
neurales o de Sertoli progreso mas alla de la fase de
morula-blastocisto. Como apuntan los mismos au-
tores, esto indica que no basta que una célulaesté en
fase G, para que el intento de clonacion resulte
exitoso. Adicionalmente, Yanagimachi y sus cola-
boradores han demostrado que, ademas de ser fer-
tilesy de tener descendencianormal, Cumulinay sus
hermanas pueden donar células de la coronaradian-
te de las que se han clonado 7 animales actualmente
vivosy normales. Sonlas primeras clonas de clonas
y demuestran que la manipulacion ensino afectaen
modo alguno al proceso de clonacion. Enresumen,
sies un hechorealla clonacion de mamiferos a partir
de niicleos de por lo menos algunos tipos de células
somaticas adultas.
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TABLA 1

EVENTOS PARADIGMATICOS EN LA CLONACION
DE ORGANISMOS

1876 Roberto Koch realiza los primeros experimentos de
clonacion celular utilizando diferentes tipos de bac-
terias.

1952 FC Steward y su grupo reportan la clonacién de un
organismo vegetal: la zanahoria.

1962 JB Gurdon logra la clonacién del primer organismo
animal: el sapo afficano (X. laevis).

1983 D Solter logra clonar por vez primera a ratones a
partir de nticleos de células embrionarias.

1986 SM Willadsen reporta la clonacion de ovejas a partir
de embriones reconstituidos.

1994 M Sims y NL First clonan por vez primera a organis-
mos bovinos a partir del nicleo de células del
embrioblasto.

1997 1 Wilmut y su grupo clonan g Dolly, una oveja
FinnDorset, a partir del niicleo de células somaticas
adultas.

1997 1 Wilmut vy sus colaboradores clonan a Polly, la pri-
mera oveja transgénica.

1997 Advanced Cell Technology, una compafiia biotec-
nolégica estadounidense, clona a los primeros bece-
108 transgénicos.

1997 R Yanagimachi y sus colaboradores clonan a
Cumulina, el primer raton clonado a partir de ni-
cleos de células somaticas adultas.

CLONACION DE PRIMATES

Con base a la informacién presentada hasta ahora,
¢Cual podria ser una respuesta razonable a la pre-
gunta sobre la posibilidad de clonacion de un ser
humano? Desde el punto de vista técnico, los
problemas continian siendo formidables. Pero,
ignorando momentaneamente los aspectos éticosy
morales, 1a hipotética clonacion de un ser humano
probablemente se centraria, por varias razones, en
tornoal empleo de células somaticas no embrionarias
y preferencialmente adultas como donadoras de
nucleos. Ello requeriria, ante todo, que €l nucleo
somatico no embrionario sea, efectivamente,
totipotencial. Asumiendo que realmente lo fuera,
uno de los problemas inmediatos a resolver seria el
de la compatibilidad nucleo (somatico) citoplasma
(6vulo). Como ya se menciono, en los mamiferos en
general los ovocitos maduros se encuentran deteni-
dos en la metafase II (diploide), en espera de que
ocurra la fecundacion, de manera de que, si se
utilizan como receptores de niicleos provenientes de
células que se encontraban en fase S o G, del ciclo
celular, posiblemente ocurrira una incompatibilidad
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nucleo-citoplasma. Consecuentemente, un hipotéti-
coexperimento de clonacion humana también debe-
ria partir de células donadoras que de manera
natural se encuentren en fase G, o G /G,. Adicio-
nalmente, la estrategia disefiada por Yanagimachi
para traumatizar lo menos posible a la célula recep-
tora pero, sobretodo, el tiempo de activacion de la
célula después de realizado el transplante, también
debera de ser considerada.

A pesar de todos estos posibles problemas
metodoldgicos y de que desconocemos la potencia-
lidad del nicleo de células somaticas humanas adul-
tas, resulta sumamente significativo el reporte de
Thomsony colaboradores con relacidn al estableci-
miento de una linea celular de células progenitoras
embrionarias de primate (14). En este caso, se trata
de una linea celular iniciada a partir de células de
blastocisto de mono rhesus que se ha mantenido en
cultivo por mas de un afio, permaneciendo las célu-
las indiferenciadas de acuerdo a criterios
morfolégicos pero sobretodo bioquimicos y conser-
vando un cariotipo XY sin ninguna alteracion apa-
rente. Este ha sido el primer reporte acerca del
establecimiento de una linea de células madres
embrionarias de primate y ciertamente nos acerca a
la posibilidad de llegar a clonar, a partir de células
embrionarias, a un primate bastante cercano anoso-
tros.

Como puede verse, desde el punto de vista técni-
co la pesibilidad real de clonar a un ser humano a
partir de células somaticas adultas no parece ser
factible en un futuro préximo atin cuando personas
como ¢l fisico de Chicago, Richard Seed, quien
trabaja de manera personal, estén dispuestasa inten-
tarlo. Pero, independientemente de ello, ;Porqué
inquieta tanto a la sociedad esta posibilidad? La
pregunta tiene multiples respuestas y varias de ellas
son inherentemente obvias. La posibilidad de que
individuos francamente negativos desde el punto de
vista social (dictadores, lideres corruptos, empresa-
rios inmorales, etc.) pudieran llegar a perpetuarse o
incluso a multiplicarse es algo que a nadie halaga.
Este temor es, sin embargo, relativamente infunda-
do ya que no toma en cuenta que todo ser vivo, el
hombre incluido, es el resultado de la interaccion de
2 fuerzas: la genética y el medio ambiente (nurtura
y natura). Es claro que por mas que nos esforcemos,
jamas podremos reproducir el medio ambiente pre-
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ciso en el que un individuo crecid y se desarrolld
hasta alcanzar la edad adulta. En ese sentido, cada
ser humano es un experimento Unico e irrepetible de
la naturaleza.

Otra fuente de preocupacion e incluso de franco
temor es la de que este tipo de manipulaciones llegue
alesionar profundamente la dignidad del ser huma-
no como otro tipo de experimentos cientificos o
seudocientificos lo han hecho en el pasado. Sibien
el propio ser humano ha sido voluntaria o
involuntariamente un modelo experimental en mul-
tiples ocasiones enel pasado, con frecuenciaesto ha
sidollevadoaexcesosinadmisibles. Eneste sentido
y aun teniendo muy presente la verdad de que la
historia la escriben los vencedores, es imposible
negar la existencia de lasatrocidades que en nombre
de laciencia se cometieron enmuchos de los campos
de concentracion alemanes durante la II Guerra
Mundial. Es posiblemente a raiz de estos aconteci-
mientos relativamente recientes que al hombre ac-
tual no le parece una fantasia lo que el hombre es
capaz de llegar ahacer consigo mismo silas circuns-
tancias lo permiten. Precisamente poresos crimenes
experimentalesel 9 dediciembre de 1946 seiniciden
Nuremberg el Juicio de los Médicos en el que 23
médicos que realizaron experimentos en prisioneros
de guerra fueron juzgados. De ellos, 16 fueron
declarados culpables condendndoselesa muertea 7;
5 recibieron la pena de cadena perpetua, 2 fueron
condenados a 25 afios de prision, 1 a 15 afiosy otro
a 10afios (15). Perolo masimportante deeste juicio
fue, sin lugar a dudas, el surgimiento del Cédigo de
Nuremberg, el cual, aun sin tener vigencia legal per
se en ningun pais del mundo, ha sido el punto de
partida para establecer legislaciones que regulen la
investigacion en seres humanos. El Codigo consta
de 10 principios centrados todos ellos en torno al ser
humano y el primero de ellos indica textualmente
que "el consentimiento voluntario del individuo
(para convertirse en sujeto de experimentacion) s
absolutamente esencial". Asimismo, el principio 9
especifica que "el individuo tendra la libertad de
terminar el experimento si considera que ha alcanza-
do un estado fisico o mental en donde la continua-
ciéndel experimento le resulte imposible”. En pocas
palabras, el Codigo de Nuremberg sistematizaen 10
principiosexplicitos lamaxima hipograticade primum
non nocere, es decir, el respeto a la vida, a la
integridad yaladignidad de los seres humanos (15).
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Bajo esta perspectiva, ;Quién esta capacitado para
tomar decisiones éticamente validas sobre si clonar
010 a un ser humano? ;Qué principios y condicio-
nes podrian justificar este tipo de manipulacion
experimental? ;Qué explicacionesy justificaciones
podrian brindarsele a una hipotética clona humana
adulta sobre su propia existencia? O, dicho de otra
manera, ;Como justificaria el hombre a si mismo
este tipo de experimentos? Aunque por ahora este
tipo de preguntas puedan parecer excepcionalmente
complejas, también es posible que el dia de mafiana
pudieran tener respuestas claras y precisas al igual
que muchos otros problemas que finalmente hemos
superado exitosamente.
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RESUMEN

Las metalotioneinas (MT) constituyen un grupo de
proteinas ampliamente distribuidas en los organis-
mos. Se caracterizan por tener un alto contenido de
grupos sulfhidrilo provenientes de los aminoacidos
cisteinas capaces de unir metales esenciales y no
esenciales. Varios metales, asi como una gran can-
tidad.de factores fisiologicos y patologicos inducen
la sintesis de las MT. En la actualidad, la funcion de
estas proteinas no ha sido aclarada completamente,
sin embargo, se ha postulado que pueden tener un
papel importante en los procesos de detoxificacion
de metales pesados, regulacion del metabolismo del
zinc (Zn) y el cobre (Cu), estabilizacion de mem-
branas celulares, activacion de apoenzimas, captu-
ra y eliminacion de radicales libres, asi como en la
modulacion de la expresion de algunos genes.

PALABRAS CLAVE: Metalotioneinas, metalo-
proteinas, bioelementos, metales pesados,
detoxificacion, radicales libres.

ABSTRACT

Metallothioneins (MT) constitute a group of
proteins broadly distributed in the organisms. They
are characterized by a high content of tiols from
cisteine residues able to bind a variety of essential
and non-essential metals. MT synthesis is easily
induced by metals, hormones, as well as
physiological and pathological factors. At present,
MT function has not been completely clarified,
however, it has been proposed that these proteins
can have an important role in the detoxification of
heavy metals, regulation of zinc and copper
metabolism, stabilization of cellular membranes,
apoenzymes activation, scavenger of radical ions and
expression regulation of some genes.

KEY WORDS: Metallothioneins,
isometallothioneins, metalloproteins, bioelements,
heavy metals, detoxification, radical 1ons.

INTRODUCCION

Las metalotioneinas (MT) fueron descubiertas por
Margoshes y Vallee en el afio de 1957, cuando se
aislaron de la corteza renal de los equinos y se iden-
tificaron como proteinas capaces de unir cadmio
(Cd). En un principio, se considero que la presencia
de estas proteinas estaba relacionada con un meca-
nismo de detoxificacion del Cd acumulado en el te-
jido renal de estos animales.

Las MT son proteinas conjugadas con una baja
masa molecular, capaces de ligar una variedad de
metales. La quimica de coordinacién exhibida por
la union de los metales a la proteina, la estructura
quimica de las MT y la falta de similitud con otras
moléculas bioldgicas de los organismos, hace su-
poner que estas metaloproteinas constituyen
biomoléculas con caracteristicas unicas en los sis-
temas biologicos.

DEFINICION Y LOCALIZACION

Las MT han recibido este nombre con base en su
union de metales y la abundancia de grupos sulfhidrilo
provenijentes de los aminoacidos cisteina. Estas pro-
teinas se han identificado en el reino animal, asi como
en plantas superiores, microorganismos eucariotos y
algunos procariotos. En los mamiferos, las MT se
encuernitran presentes en todos los tejidos, exhibien-
do su mayor concentracion en higado, rifidn, pancreas
e intestino. A nivel celular, las MT se localizan prin-
cipalmente en el citoplasma, sin embargo, algunos
estudios han mostrado su presencia en el interior de
los lisosomas y en el nicleo celular.

En los seres vivos, la concentracion de las MT
varia ampliamente, lo que depende de la influencia
de vartos factores como el tipo de organismo, el
tejido, el edad, el estado de desarrollo, el régimen
dietético, la historia de exposicion a metales y se-
guramente la presencia de otros factores aun por
identificar (1).
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Las MT, aisladas de higado humano, contienen
en sumolécula casi exclusivamente Zn, mientras que
las MT aisladas de rifion, contienen Cd y Cu. Pro-
bablemente las diferencias en los metales que con-
tienen reflejan la exposicion de las MT a los dife-
rentes 1ones metalicos, asi como la expresion dife-
rencial de algunas formas moleculares o isometalo-
tioneinas (1,2).

CLASIFICACION

La clasificacion mas empleada se basa en las caracte-
risticas estructurales de las MT e incluye tres cla-
ses:

La clase I comprende a las MT aisladas de los
mamiferos, e incluye a todos aquellos polipéptidos
conlas siguientes caracteristicas:

e Alto contenido de metales pesados (4-12 ato-
mos/mol), unidos a las proteinas exclusivamen-
te por enlaces “tiol” y formando dos agrupa-
mientos 0 dominios metalicos.

e Alto contenido de cisteinas (tipicamente del
23 al 33%), con una localizacion constante en
la secuencia primaria de los aminoacidos de la
proteina, ausencia de aminoacidos aromaticos
e hidrofobicos.

e Baja masa molecular, menor a 10,000 Daltones.

e Homologia estructural o funcional relaciona-
da con las MT aisladas de los mamiferos.

En general, las MT de clase I comparten las si-
guientes caracteristicas: son péptidos con 61 a 62
aminoacidos, 20 de ellos corresponden al amino-
acido cisteina, 6 a 8 lisinas, 7 a 10 serinas y una
metionina acetilada en el extremo amino terminal,
no se ha descrito la presencia de histidinas ni de
aminoacidos aromaticos (1,3).

La clase Il comprende a las MT con una secuen-
cia de aminoacidos diferente a la presentada por las
MT aisladas de mamiferos. En esta clase, la distri-
bucién de los aminoacidos cisteina no correspon-
den a la localizacion de las cisteinas en las MT de
clase I. Estas MT han sido encontradas en eucariotos
unicelulares como las levaduras y ciertos procariotes
como las cianobacteiias.

Las MT de la clase [ y II se caracterizan por ser
proteinas de cadena sencilla (3).
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Las MT de clase III son polipéptidos formados
por larepeticion de 2 a 11 unidades glutamil-cisteinil.
Reciben el nombre de fitoquelatinas cuando el
amineacido carboxilo terminal corresponde a la
glicina, u homofitoquelatinas, cuando el aminoacido
terminal corresponde a la B-alanina. Las fitoquela-
tinas son sintetizadas a partir del glutation median-
te la enzima fitoquelatina sintetasa. Estas MT son
estructuras oligoméricas formadas por 2 o mas ca-
denas polipeptidicas de longitud variable (4).

POLIMORFISMO

La mayoria de los tejidos de mamiferos expresan
dos formas moleculares o isoformas de MT clase |,
las que separadas mediante cromatografia de inter-
cambio 10nico, se han denominado MTIy MTIIL. A
pH neutro estas isoformas difieren en una sola car-
ga negativa. En ungulados y primates, las MTI y
MTII:sometidas a cromatografia liquida de alta re-
solucion se separan en varias formas moleculares
adicionales, estas han sido designadas con letras
minusculas: MTla, MTIb, MTIc, MTlla, etc. (1,2).

Cada una de las isoformas exhibe diferencias
en sus afinidades de union por cada metal y aln
por un mismo metal, particularidad que puede es-
tar relacionada con las funciones biologicas de las
MT (5).

Las MT humanas presentan el polimorfismo
genético mas complejo; se ha descrito la existencia
de al menos 12 genes que dan origen a diferentes
isoformas, algunas de ellas caracteristicas de algiun
tejido en particular (6).

Ademas de las isoformas [ 'y II de las MT, recien-
temente se han descrito otras dos formas
moleculares, las MTIIl y MTIV.

La MTIII se localiza especificamente en cere-
bro, contiene 68 aminoacidos, 38 de los cuales son
idénticos a los encontrados en las isoformas con-
vencionales aisladas de otros tejidos. No obstante
que el alineamiento de las cisteinas se encuentra
perfectamente conservado, esta MT exhibe dos di-
ferencias importantes; una insercion del aminoacido
triptofano en la posicion 5 y la insercion de 6
aminoacidos en la posicion 55 de la éstructura pri-
maria de las MT de clase I. Se ha descrito que la
MTIII posee una actividad inhibitoria del crecimien-
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to celular en cerebro y debido a que su sintesis dis-
minuye en pacientes con enfermedad de Alzheimer,
se ha implicado en la etiologia de este desorden
neurologico (7).

La MTIV se localiza en los tejidos corneos,
estratificados y escamosos de la piel, asi como enla
lengua, la parte superior del tracto digestivo y la
vagina. AL parecer, durante la formacion de estos
tejidos se dispara la expresion de la MTIV, por lo
que varios autores sugieren que esta isoforma pue-
de jugar un papel importante en el proceso de dife-
renciacion de estos tejidos (8).

UNION DE METALES

POR LAS METALOTIONEINAS

Las MT son proteinas capaces de ligar tanto meta-
les esenciales (Zn y Cu), como no esenciales (Hg,
Au, Pb, Cd, etc.). Cuando se saturan con sales de
7n o Cd, fijan 7 atomos del metal por molécula de
proteina. Los metales se agrupan en dos dominios;
el dominio denominado o (C-terminal), contiene 11
cisteinas capaces de fijar 4 atomos del metal, el do-
minio B (N-terminal) con 9 cisteinas, fija 3 metales.
Los iones metalicos divalentes como el Zny el Cd
se coordinan tetrahédricamente con cuatro cisteinas
(Figura 1) (1,2,9).

Dominio o

Figura 1. Estructura de las metalotioneinas. El figura muestra los
dominios o y B saturados con cuatro y tres dtomos metalicos
divalentes respectivamente (circulos obscurds)

La union de iones monovalentes a las MT pre-
sentan una estequiometria bastante diferente a la
presentada cuando esta proteina tiene unidos iones
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divalentes, se ha descrito que cada molécula de MT
es capaz de unir 12 metales monovalentes. Emplean-
do técnicas de protedlisis parcial para separar los
dominios de las MT, se ha encontrado que cada uno
de éstos fija 6 atomos del metal monovalente. Ac-
tualmente no se conoce la estructura tridimensional
de 1as MT con iones metalicos monovalentes, sin
embatgo, los complejos cisteina-metal forman en-
laces de coordinacion trigonales (10).

INDUCCION Y SINTESIS

La sintesis de las MT es facilmente inducida por
una gran cantidad de factores ambientales, fisiolo-
gicos y patologicos.

En el afio de 1964 Piscator describio por prime-
ra vez que los conejos expuestos a Cd mostraban
incrementos en los niveles de MT hepatica (3). Es-
tudios posteriores han puesto de manifiesto que la
administracion de sales de Zn o Cd a animales de
experimentacion producen la acumulagion de las MT
en higado, rifion y otros tejidos. Durnam y Palmiter
en el afio de 1981 demostraron que la acumulacion
de las MT ocurre mediante una activacion
transcripcional de los genes de las MT por los iones
metalicos. A nivel del genoma se han descrito dos
regiones de control que responden a metales y es-
tan involucrados en la induccion de I3 sintesis de las
MT, entre estas dos regiones y para el gen de la
MTIIa, existe una region de guaninas que se han
relacionado con la regulacion basal de estas protei-
nas. Ademas, esta region contiene las secuencias
tipicas tiamina-adenina-tiamina-adenina, al parecer
relacionadas con el sitio de reconocimiento para la
RNA polimerasa (1).

Los genes que codifican la sintesis de las MT
son activados cuando las células se exponen a la
presencia de metales divalentes (M*') como el Cd*,
Zn?'y Cu®"; esta activacion requiere de secuencias
de bases especificas, que se han denominado ele-
mentos regulados por metales (MREs). Las secuen-
cias estan constituidas por repeticiones de aproxi-
madamente 17 pares de bases (1,5,11).

En el proceso de induccion de la sintesis de las
MT, participa ademas una proteina nuclear, deno-
minada proteina regulada por metales (MRP). Al
parecer, la MRP es capaz de reconocer a los MREs
y actuar como un factor de transcripcion positivo
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cuando se encuentra presente un M**. El mecanis-
mo mediante el cual la MRP ejerce su accion de
factor regulador positivo aun no esta aclarado, se
ha propuesto que los M?' pueden cambiar la confi-
guracion de la proteina inicialmente inactiva (no
unida al ADN), a un estado de configuracion acti-
va, capaz de unirse al ADN (11). Séguin (1991) ha
mostrado que una de las secuencias de bases conte-
nidas en el gen de las MT (MREA), se une a una
proteina que requiere de un metal para adquirir una
conformacion adecuada que le permita unirse al
ADN, al parecer, el Zn?' es el inico metal capaz de
producir esta conformacion (12).

La induccién de la sintesis de las MT en los dife-
rentes organos depende del metal y de los diferen-
tes sistemas biologicos.

Ademas de la induccién de la sintesis de las MT
por.diferentes metales, una gran variedad de facto-
res fisioldgicos y experimentales han mostrado ser
inductores de la sintesis de las MT. Algunos de es-
tos factores se resumen en la tabla I.

TABLA |

FACTORES FISIOLOGICOS Y EXPERIMENTALES QUE
INDUCEN A LA SINTESIS DE METALOTIONEINAS (3)

Iones metalicos: Cd, Zn, etanol

Ca, Hg, Au, Ag, Co, Ni, Bi

glucocorticoides cloroformo
progesterona tetracloruro de carbono
estrogenos inanicion

glucagon infeccion
catecolaminas inflamacion
interleucina 1 laparatomia

interferon estrés fisico

butirato irradiacion por rayos-x

ésteres de forbol
endotoxinas

alta tension de O,
diabetes

Para algunos de los factores mencionados en la
tabla I, el denominador comun es un incremento de
glucocorticoides. En el afio de 1981, Karin y Hersh-
man demostraron que los glucocorticoides promue-
ven la biosintesis de las MT en cultivos de células
HeLa por un mecanismo independiente al de los me-
tales; aunque al igual que éstos ultimos, la induc-
cion ocurre a nivel de la iniciacion de la transcrip-
cion. El modelo de induccion parece iniciarse con
la unién de la hormona a su receptor, el cual a su
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vez, estimula la transcripcion de las MT mediante
una interaccion directa con las secuencias de con-
trol contenidas en el ADN nuclear (1). Otras hormo-
nas importantes en la regulacion de la sintesis de
novo de las MT son la epinefrina y la norepinefrina

(3)

Recientemente han aparecido una serie de traba-
jos que describen la induccion de las MT por
interleucinas (IL-1 e IL-6), factor de necrosis
tumoral (TNF), interferon (IFN) y otros mediado-
res de la inflamacion. AGn no se ha descrito si estas
citocinas favorecen la sintesis de las MT por una
interaccion directa con los genes de las MT, o si
actian.de manera indirecta. Con ayuda de diferen-
tes modelos de inflamacion experimental, se ha pues-
to de manifiesto que la IL-1 y el TNF promueven la
liberacion de IL-6 a partir de macrofagos y células
polimorfonucleares en el sitio de la inflamacién, al
parecer esta IL-6 induce finalmente la sintesis de
las MT (13).

EI IFN también se ha relacionado con la modula-
cion de la sintesis de las MT, se ha descrito que los
genes de las MT contienen secuencias de bases que
reconocen a esta citocina (1).

Klassen y Lehman-McKeeman, describieron en
1989, que la sintesis de las isoformas de las MT
depende del agente inductor presente en el medio
celular. Su trabajo muestra que la administracion
de Cd a ratas, dispara la sintesis de las isoformas 'y
1T de las MT. Al emplear Zn como agente inductor,
la sintesis de cada isoforma varia respecto a la can-
tidad del metal administrado; “bajas” cantidades de
Zn producen la induccion hepatica de una mayor
proporcion de la MTII respecto a la isoforma I. La
administracion de mayores cantidades de Zn, pro-
ducen una sintesis equiparable de las dos isoformas.
En contraste con los metales, la administracion de
glucocortioides solo tiene efecto sobre la sintesis
de la isometalotioneina II (14).

FUNCIONES PROPUESTAS

PARA LAS METALOTIONEINAS

No obstante que el descubrimiento de las MT data
desde hace 4 décadas, en la actualidad su funcion
fisiologica alin permanece sin CONOCErse Con exac-
titud. Inicialmente, y debido a su facil induccion por
diferentes metales, se propuso que estas proteinas
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podian actuar como un sistema “especial” de
detoxificacion en los organismos expuestos a meta-
les. Trabajos recientes sugieren que ademas, pue-
den desempefiar otras funciones de gran importan-
cia en el metabolismo. Varios autores sostienen que
las MT juegan un papel importante en la regulacion
del metabolismo del Zn y Cu, estabilizacion de las
membranas celulares, captura de radicales libres y
modulacion de la expresion genética.

Vallee (4) ha propuesto que la molécula
funcionalmente activa corresponde a la tioneina (la
proteina libre de metales), al parecer los grupos
sulthidrilos de las tioneinas son los responsables de
algunas funciones propuestas para las MT (4).

Metalotioneinas y metales. Dependiendo del
metal presente en la molécula de las MT, éstas pue-
den desempefiar mas de una funcion. Los iones me-
talicos Cd, Cuy Zn, observados “naturalmente” en
estas proteinas, interaccionan de diferente manera
con las funciones biologicas de los organismos. El
Cd es altamente toxico y no es un metal esencial. El
Cu ionico, no obstante la elevada toxicidad, es re-
querido como un cofactor para la actividad de algu-
nas enzimas. El Zn es un metal esencial, relativamen-
te no toxico, con importantes funciones de estabili-
zacion estructural en multiples proteinas y es cofac-
tor de una gran cantidad de enzimas relacionadas
con la mayoria de los procesos metabolicos (4).

Los complejos MT-metal muestran diferentes
constantes de estabilidad, lo cual depende del metal
presente en las MT. La estabilidad del complejo MT-
Cu es aproximadamente 100 veces mayor que la
exhibida por el complejo MT-Cd, a su vez, la cons-
tante de estabilidad del complejo MT-Cd es 1 000
veces mayor que la del complejo MT-Zn (1).

Con base en lo anterior, se ha postulado que las
MT pueden desempefiar al menos tres funciones
distintas en los sistemas biologicos, las cuales de-
penden del metal contenido en las MT.

Cadmio. El Cd es un componente “natural” de
los minerales de la tierra, por lo que es inevitable su
absorcion por los seres vivos. Se ha postulado que
las MT juegan un papel fundamental como un siste-
ma de proteccion celular contra la toxicidad del Cd.
La elevada afinidad de las MT por el Cd y la vida
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media prolongada del complejo, hacen que estas
proteinas sean sumamente adecuadas para esta fun-
cion. Las MT también son capaces de fijar otros
metales no esenciales como: Hg, Pb, Bi, Ag, Au,
Pt, etc. Aligual que con el Cd, las MT funcionarian
proporcionando un sistema de protgccion en los
tejidos de animales expuestos a metales pesados (3).

Cobre. En los sistemas biologicos el Cu es mas
abundante que el Cd, ademas tiene funciones esen-
ciales al actuar como cofactor de algunas enzimas
involucradas en reacciones de oxido reduccion.
Debido a que en su forma ionica el Cu es un ele-
mento muy toxico, se ha propuesto que las MT
pueden tener funcién importante al fijar el Cuionico
y asi mantener baja su concentracion intracelular.
Algunes autores consideran que el complejo MT-
Cu puede transferir el metal a las apoenzimas de-
pendientes de Cuy permitir su activacion catalitica.
Existen algunas controversias respecto a este tlti-
mo punto. Al parecer, el complejo de las MT-Cu
solo juega un papel menor respecto al metabolismo
del Cu, ya que bajo condiciones “normales” su union
a las MT es demasiado fuerte como para permitir
una transferencia del metal a las apoenzimas, al pa-
recer la funcion de activacion enzimatica es ejerci-
da por otros ligandos o proteinas atun por identifi-
car. Bajo condiciones de alta exposicion a Cu, las
MT sintetizadas de novo pueden funcionar como
un sistema efectivo de detoxificacion, dada su ele-
vada afinidad por los iones cobre libres.

Zine. El Zn es un bioelemento ampliamente dis-
tribuido en los sistemas bioldgicos, este metal es
considerablemente menos reactivo y toxico que el
cobre y 2l cadmio. Las enzimas dependientes de Zn
catalizan un nimero considerablemente mayor de
reacciones, que las enzimas dependientes de cobre.
Las metaloenzimas dependientes de Zn estan
involucradas en una gran cantidad de procesos de
anabolismo, catabolismo y transferencia de infor-
maci6n genetica. Se ha postulado que las MT hepa-
ticas pueden tener un papel importante en la modu-
lacion y control de muchos de estos procesos. El
mecanismo supone que las bajas constantes de afi-
nidad antre las MT y el Zn permiten que este com-
plejo funcione como una fuente 1abil de Zn, per-
mitiendo que el metal sea utilizado para la activa-
cion de apoenzimas en diferentes organos. La ac-
tivacion enzimatica puede ocurrir de manera di-
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recta con apo-enzimas inactivas, o indirecta, me-
diante la regulacion del zinc libre en el interior
celular (Figura 2).

Mecanismo 1. Activacién enzimatica indirecta

apo-MT
++ i
(Zn)-tioneina /——— Zn ——“,__[__’ Holoenzimas

apoenzimas

Mecanismo 2. Activacién enzimatica directa

(Zn)-tioneina ———— Holoenzimas + apo-MT

apoenzimas

Figura 2. Mecanismos propuestos de la transferencia de Zn a dife-
rentes apoenzimas

Lo anterior se ha demostrado en parte, por el
hecho de que los complejos MT-Zn pueden trans-
ferir al metal a diferentes apoenzimas in vitro, bajo
condiciones de pH y fuerza ionica similares al me-
dio celular. Las apoenzimas de aldolasa, termolisina
de levadura, fosfatasa alcalina de £. coli y la
anhidrasa carbénica de eritrocitos de bovino, son
rectivadas en la presencia del complejo MT-Zn (9).

Metalotioneinas y radicales libres. Durante los
procesos inflamatorios, la activacion de neutrofilos
y macrofagos por citocinas, lleva ala liberacion de
radicales hidroxilo (OH") y radicales superoxido
(O,”). Durante los procesos infecciosos, los radica-
les libres facilitan la destruccion de células infecta-
das con bacterias, parasitos y virus, sin embargo,
son extremadamente citotoxicos y causar dafios se-
veros en el hospedero. Para contrarestar los efec-
tos téxicos de los radicales libres, las células han
desarrollado mecanismos especiales para su
inactivacion, el sistema mas conocido lo constituye
la superoxido disimutasa (SOD).

Las MT han mostrado ser sumamente eficientes
en la captura e inactivacion de radicales hidroxilo
in vitro, no asi contra los radicales superoxido. El
mecanismo de inactivacion no es conocido, sin em-
bargo, se ha sugerido que los grupos tiol de las
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tioneinas pueden ser los responsables de la captura
e inactivacion de los radicales libres. Otros autores
suponen que la captura de radicales libres por las
MT permite que se libere el Zn de estas proteinas,
el cual puede ser captado por las membranas celu-
Jares. Esta hipotesis esta de acuerdo con la resis-
tencia al dafio de las membranas celulares durante
la peroxidacion lipidica cuando esta presente el Zn
(5,15). No obstante que a la fecha ne se tienen evi-
dencias de una inactivacion de radicales libres in
vivo por las MT, su elevada sintesis, inducida por
hormonas y citocinas, hacen suponer que estas pro-
teinas pueden participar como un mecanismo de
proteccion alterno en contra de los radicales libres

(15).

Metalotioneinas y Modulacién de la Expre-
sion Genética. La MT son moléculas dinamicas que
tienen la capacidad de intercambiar metales entre
los dominios de la misma molécula, transferir meta-
les a estructuras quimicas como el glutation y las
tioneinas y captar metales de otras proteinas. Como
se ha descrito anteriormente, esta versatilidad qui-
mica depende de las constantes de afinidad entre el
metal y la tioneina, siendo sumamente util en el con-
trol de muchos procesos bioquimicos. Varios tra-
bajos han descrito que las tioneinas pueden despla-
zar al Zn de varios factores de transcripcion (SP1y
TFIIIA) y donar el metal a otros. Lo anterior ha
llevado a suponer que la presencia de tioneinas y
las MT pueden modular algunos procesos genéticos
activando o inactivando factores de transcripcion
por medio de la redistribucion del Zn entre estas
proteinas (4).

CONCLUSIONES

Las MT son biomoléculas que pueden funcionar
como un sistema de detoxificacion de metales pe-
sados, captura y neutralizacion de radicales libres,
asi como un sistema de regulacion homeostatica para
el ion Zn. Varias isoformas con diferentes afinida-
des por el metal Zn pueden modular el transporte
de éste a diferentes compartimientos intracelulares
activando apoenzimas e interactuactuando con
apoproteinas, permitiendo su estabilidad estructu-
ral. Las hormonas y otros inductores tanto en con-
diciones fisiologicas como patologicas, pueden con-
trolar la expresion de los genes de las MT y de esta
manera modular estados metabolicos celulares, cam-
biando la distribucion y disponibilidad del zinc.
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LIPOPOLISACARIDOS: EXTRAORDINARIAS
MOLECULAS ACTIVADORAS DE SENALES
DE TRANSDUCCION CELULAR

Carolina Higashida-Guerrero y Gloria Gutiérrez-Venegas. Laboratorio de Bioquimica, Division de Estudios de Posgrado
de 1a Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Auténoma de M¢xico.

RESUMEN

Los lipopolisacaridos son los componentes mayo-
ritarios de la membrana externa de las bacterias gram
negativas y entre sus funciones preponderantes sin
duda alguna es su participacion en el mantenimien-
to e integridad de estos microorganismos. Se con-
sidera que los lipopolisacaridos también denomi-
nados endotoxinas son los agentes causales del
shock séptico. Su estructura consiste en tres regio-
nes: el antigeno O, el nucleo intermedio y la region
hidrofébica interna denominada lipido A. La res-
puesta de las células a lipopolisacaridos es mediada
a través de receptores de la superficie celular, esta
asociacion conduce a la activacion de factores de
transcripcion como NFkB, expresion de genes como
TNFa, pero el mecanismo el transduccion intrace-
lular comienza a ser estudiado. Este articulo con-
siste en una revision de lipopolisacaridos.

PALABRAS CLAVE: lipopolisacarido, LPS,
endotoxin, lipido A.

ABSTRACT

Lipopolysaccharides (LPS) are located on the outer
membrane of gram negative bacteria. It is essential
for maintaining the integral form an function of
bacterial cell. The endotoxin (lipopolisacharide) of
gram negative bacteria is believed to be reponsable
of septic shock. Their structure consists of three
regiones: o antigen, the intermediate core and the
hidrofobic inner region called lipid A. LPS
stimulation of cells is mediated through receptor
interaction, gene transcription (TNFa) and
transcription factor activation (NFkxB). The early
intracellular events that mediate LPS response have
begun to be explored. This article reviews the recent
information found about lipopolysaccharides.

KEY WORDS: lipopolysaccharide, LPS,
endotoxin, lipid A.

INTRODUCCION

Debido a sus profundos efectos sobre las sefiales
de transduccién en las células eucarioticas, los
lipopolisacaridos (LPS) han 1do ganando espacio
dentro del campo de la investigacion en la ultima
década.

El nombre quimico “/ipopolisacdrido™, se utiliza
como sinonimo de endotoxina bacteriana. Las
endotoxinas son compuestos bioldgicamente acti-
vos presentes en la membrana externa de bacterias
gramnegativas. Inicialmente se les llamo endotoxi-
nas debido a que se pensaba que las sustancias toxi-
cas estaban dentro de la célula bacteriana y que solo
podian ser liberadas por digestion o ruptura de la
célula. Por masde 100 afios, la endotoxina ha sido
descrita como la toxina letal de bacterias gram-ne-
gativas. Sin embargo, hace unos 55 afios, fue ais-
lado el lipopolisacarido, y se encontro que era espe-
cificamente el lipido A de su estructura el responsa-
ble de la actividad endotoxica (1).

BIOQUIMICA DE LAS ENDOTOXINAS
ESTRUCTURA

La composicion quimica basica de los lipopolisa-
caridos (LPS) se conoce desde hace unos 30 afios.
Localizado en la superficie externa de la membra-
na externa de las bacterias gram-negativas, el LPS
es una molécula anfifilica con 3 regiones: una re-
gion interna hidrofobica, llamada lipido A; un poli-
sacarido central que contiene heptosa y un
polisacarido O-especifico'que actia como antigeno
serologicamente activo. La estructura de LPS mi-
nima requerida para el crecimiento de Escherichia
coli y otras bacterias gram-negativas (llamada Re
LPS), consiste en el lipido A y dos unidades de la
octosa 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO) (figura 1).
La estructura interna del LPS estd formada por
KDO y heptosa. Las cepas bacterianas que po-
seen los Re LPS minimos son hipersensibles a
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Figura 1. Representacion de la envoltura celular de E. coli.

detergentes y antibidticos hidrofébicos, lo cual
sugiere un avance evolutivo hacia las formas com-
pletas de LPS.

La especificidad serologica de los LPS radica en
el polisacarido O-especifico, mientras que el centro
bioactivo o endotoxina como tal, corresponde al
lipido A, que en un extremo tiene acidos grasos y
en el otro grupos fosfato, por lo cual es anfifilico;
cuando los LPS estan aislados, forman micelas
biolégicamente activas.

BIOSINTESIS

Biosintesis del lipido A

La mayoria de las actividades bioldgicas de los LPS
se atribuyen a la region del lipido A, debido a que
posee actividad endotéxica por si mismo. El lipido
Aanclaal LPS ala membrana celular. La estructura
basica del lipido A es comun entre bacterias gram-
negativas, incluyendo enterobacterias, neisserias,
pseudomonas y otras que presentan propiedades
endotoxicas (figura 2).

Recientemente se descubrieron varias enzimas en
L.coli capaces de convertir a los precursores UDP-
GlIcNAc, R-3-hidroximiristoil-ACP, ATP, CMP-
KDO, lauroil-ACP y miristoil-ACP a Re LPS v se
han encontrado enzimas similares entre varios gram-
negativos patogenos.

El primer paso en la biosintesis de la endotoxina
es la acilacion de la UDP-GlcNAc¢ con R-3-
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hidroximiristato, catalizado por la proteina codifi-
cadaen el gen /pxA4 (1). UDP-GlcNACc esta situado
en un punto de bifurcacion en el camino metabdlico,
puesto que también se utiliza para la biosintesis de
peptidoglicano. R-3-hidroximiristoil-ACP, localiza-
do en otro punto de bifurcacion, puede ser elongado
a palmitoil-ACP e incorporado a los glicerofosfoli-
pidos. Se han observado al menos 2 genes para la
biosintesis de Rel.PS (/px4 y IpxB), los cuales es-
tan contenidos en un operon en el cromosoma de
FE.coli.

UDP-3-0O-(R-3-hidroximiristoil)-GlcNAc es
desacetilado y luego es N-acilado con un segundo
R-3-hidroximiristato, generando al nucledtido UDP-
2 3-diacilglucosamina. Tanto O- como N- aciltrans-
ferasa exhiben una especificidad muy precisa por el
R-3-hidroximiristato.

UDP-2,3-diacilglucosamina es el precursor inme-
diato para la unidad no reductora de lipido A, pero
una parte es unida por una pirofosfatasa especifica
para generar uiia molécula muy inestable que ha sido
designada como lipido X, el cual es el precursor
directo del extremo reductor del lipido A. El pro-
ducto del gen /pxB cataliza la formacion de
disacarido, y después una cinasa especifica incor-
pora al 4’-monofosfato, generando al lipido VA,
un intermediario que posee algo de bioactividad,
por lo cual tiene utilidad en la deteccion de protei-
nas receptoras de endotoxina en células animales.

Antes de que se complete el lipido A, la enzima
codificada por el gen kdtA incorpora dos residuos
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|
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M//
0 Pv 0— :
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Figura 2. Estructura de los lipopolisacaridos.
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de KDO estereoquimicamente distintos. Finalmen-
te se incorpora un residuo de laureato y uno de
miristato al extremo no-reductor del lipido A (figu-
ra 3).

UDP-GlcNAc

R-3-Hidroximiristoil-ACP
ACP

EQEU
H,0

_<8

lpxA

—E.-o_ét-vu

R-3-Hidroximiristoil-ACP
ACP

Lipido TV,
Figura 3. Biosintesis de los lipopolisacaridos.

Se desconoce el mecanismo par medio del cual
el LPS se exporta desde su sitio de biosintesis en la
superficie interna de la membrana interna hacia
la superficie externa de la membrana externa.

Las variaciones menores en la estructura del
lipido A modifican sus sefiales biologicas. La re-
mocion de todos los acidos grasos resulta en la
pérdida completa de actividad biologica. También,
la ausencia de solo uno de los grupos fosfatos, ya
sea en C1 0 C4, resulta en la pérdida significativa
de toxicidad.

Higashida-Guerrero C y Gutiérrez-Venegas G

Biosingesis del polisacarido central

Esta porcion une al lipido A con el O-polisacarido.
Es menos variable entre géneros y especies que €l
O-polisacarido. Esta compuesto por 5 aziicares: un
amino azucar (N-acetilglucosamina), glucosa,
galactgsa, L-glicero-O-manoheptosa, y la octosa 2-
ceto-3-desoxioctonato (KDO). El polisacarido cen-
tral se separa en 4rea interna y area externa. El area
interna contiene heptosa, fosfato y 4cido 2-ceto-3-
desoxioctulosénico (KDO), el cual esta unido cova-
lentemente al lipido A por uniones cetosidicas aci-
do-1abiles. Las bacterias mutantes incapaces de sin-
tetizar KDO no son viables.

Biosintesis del O-polisacdrido

El O-polisacarido determina la especificidad
antigénica de las bacterias y sus LPS. Los constitu-
yentes del polisacarido O-especifico varian entre
especies y aun entre cepas, pero los miembros de
un serogrupo tienen al menos uno de los determi-
nantes O-antigénicos en comun con miembros de
un serogrupo distinto.

El analisis bioquimico del O-polisacarido ha re-
velado la existencia de una secuenciade 10a 100 0
mas unidades de oligosacaridos repetitivas compues-
tas de 3 a 4 monosacaridos. Cuando las condicio-
nes del medio son estresantes, como temperaturas
muy altas, bajo pH, bajos niveles de fosfato o
magnesio o altos niveles de sales, pueden darse ca-
denas mas cortas. Los siguientes monosacaridos han
sido aislados de distintas bacterias: pentosas, 4-ami-
nopentosa, hexosas, 2-aminohexosas, 3.6-desoxi-
hexosas, 6-desoxiazucares, etc. Las bacterias
entéricas que producen O-antigenos con un grupo
amino altamente hidrofobico (g¢j: didesoxi-azucares),
tienden a ser mas patogenos.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL LPS

Los efectos patologicos y biologicos de los LPS en
los humanos y animales reflejan la activacion de
linfocitos y macrofagos..El lipido A es un biomo-
dificador pleiotropico potente, que causa muchos
de los efectos fisiopatologicos asociados a la infec-
cion por bacterias gramnegativas. La respuesta al
LPS depende de la especie, la dosis, el sitio o ruta
y la velocidad de liberacion a sistema circulatorio.
Dosis pequefias, no letales de LPS causan cambi0s
drasticos en la temperatura corporal, el sistema he-
matoldgico, el sistema inmune, el sistema endocrino
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y en el metabolismo. Una dosis letal puede provo-
car hipotension, coagulacion intravascular disemina-
da, choque irreversible y finalmente la muerte.

Fiebre

La fiebre ocasionada por los lipopolisacaridos se
debe a la accién de estos agentes sobre el centro
termorregulador en el cerebro, o més probablemen-
te, a la accién indirecta del LPS sobre los leucocitos
sanguineos o sobre otros tejidos, que liberan un
pirdgeno endogeno inductor de la produccion de
mediadores como prostaglandinas (PGE,), las cua-
les actiian directamente sobre los centros de con-
trol de temperatura en el cerebro. Otros pirogenos
enddgenos son interleucina-1(IL-1), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6(IL-
6), cuya sintesis es inducida por LPS.

Fenomeno inmunolégico

El O-polisacarido es un antigeno potente que en
concentraciones de microgramos puede estimular
la sintesis de anticuerpos en animales. De 3 a 4 dias
después de una inyeccion intravenosa de LPS, los
anticuerpos circulantes contra LPS son detectables
y son predominantemente IgM, IgG e Ig A. La es-
tructura O-antigénica del LPS controla la activa-
cion del complemento por la via alterna. Como con-
secuencia, las bacterias adquieren C3b de superfi-
cie que interactian con los receptores a C3b de cé-
lulas fagociticas del huésped.

RECEPTORES

La naturaleza de la interaccion entre LPS y sus cé-
lulas blanco ha sido materia de mucha especulacion.
En un principio se penso que el amplio espectro de
actividades del LPS, se debia a su estructura
anfipatica, por lo que se sugirio que el LPS actuaba
inespecificamente via la interaccion hidrofobica del
lipido A con los lipidos de membranas celulares blan-
co. Sin embargo, la activacion selectiva por LPS de
linfocitos B en vez de linfocitos T, la existencia de
varias lineas de ratones que presentaban respuestas
inmunoldgicas y fisiologicas disminuidas aLPS, la
existencia de mutantes y la identificacion de anta-
gonistas a la bioactividad de la endotoxina (2), su-
girieron la presencia de un receptor o receptores de
membrana especificos para el lipido A del LPS. Sin
embargo, los estudios de la unién a receptores se
han visto dificultados debido al estado incierto del
lipido A y de las endotoxinas en agua.
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Papel de CD18 en la unién de macrofagos a
eritrocitos cubiertos por LPS

Los antigenos CD18, también conocidos como inte-
grinas -2 o integrinas leucociticas, unen a LPS
cuando se presentan en la superficie de eritrocitos
cubiertos por LPS o bacterias. Sin embargo, no es
probable que las moléculas CD18 jueguen un papel
importante en la transduccion de sefiales, puesto que
leucocitos de pacientes con deficiencia congénita
de CD18 sintetizan TNF-a en respuesta a los LPS.
También se ha demostrado que en monocitos nor-
males, los anticuerpos contra CD18 no previenen
la sintesis de TNF en respuesta a LPS (3).

LBP: Proteina de unién a LPS

El descubrimiento en 1986 de una proteina plasma-
tica llamada LBP (lipopolysaccharide binding
protein), fue el evento mas importante para desci-
frar los mecanismos de activacion celular inducidos
por LPS. La proteina LBP es una glucoproteina
sérica de 60-kDa, presente en el suero normal a con-
centraciones menores a 0.5 pg/ml, y que se eleva
hasta 50 ug/ml después de una respuesta de fase
aguda. LBP es sintetizada en los hepatocitos como
un polipéptido sencillo de 50-kDa y luego es libera-
da en plasma como la forma glucosilada de 60-kDa
(4). Después de una inyeccion con LPS, hay un
aumento de 20 veces sobre la expresion basal de
los niveles de RNAm en hepatocitos, lo que sugie-
re que el LPS estimula la expresion de LBP.  Se
sugiere que la sintesis de LBP por los hepatocitos
es controlada por LPS, IL-1, TNF, IL-6 y
glucocerticoides y que el pretratamiento con LPS
predispone a los hepatocitos a responder a LPS,
TNF e IL-1 para la sintesis de LBP.

La union especifica de la LBP al LPS se da a
través del lipido A. La caracterizacion de la fun-
cion de LBP como determinante de las respuestas
celulares a LPS revel6 un mecanismo para la acti-
vacion celular inducida por LPS que involucraba
un receptor de membrana para los complejos LPS-
LEE.

Se han sugerido dos funciones para LBP:
opsonizacion de particulas unidas a LPS y aumento
de la sensibilidad de leucocitos a LPS. LBP funcio-
na como opsonina al unirse a bacterias gramnega-
tivas o a eritrocitos cubiertos por LPS (5). Des-
pués, los monocitos, macrdfagos y neutrofilos pue-
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den unirse con alta afinidad a la particula resultante
cubierta por LBP. El pretratamiento con LBP de
eritrocitos cubiertos por LPS permite su unién a
los macrofagos; pero el pretratamiento de macré-
fagos con LBP no tiene efecto alguno. Por otra par-
te, los macrofagos no reconocen a eritrocitos cu-
biertos con LBP a menos que también se haya afia-
dido LPS, lo que sugiere que la interaccion de LBP
con LPS resulta en un cambio conformacional de
LBP, que permite el reconocimiento por los
macréfagos. Parece ser que la LBP participa como
las opsoninas clasicas, IgG y C3, en la liquidacion
de bacterias, aunque ain no se ha reportado alguna
demostracion de esto in vivo.

LBP puede tener importancia en la movilizacion
de defensas del huésped para combatir infecciones
por gram-negativos. En los neutrofilos, la LBP par-
ticipa en la produccion del anion superoxido indu-
cido por ésteres de forbol (6). Los complejos LBP-
LPS son mil veces mas activos que el LPS por si
solo en la induccion de TNF y de ILp.

La estructura primaria de LBP fue deducida al
secuenciar cONAs clonados. El cDNA humano de
LBP codifica una proteina con una secuencia de 25
residuos hidrofébicos que preceden a la proteina
madura de 452 residuos. La proteina madura tiene
cuatro cisteinas y cinco sitios de glucosilacion po-
tenciales (7). Con la clonacion del cDNA se confir-
mo la hipotesis de que LBP esta relacionada a otra
proteina union a LPS presente en los netutrofilos:
la BPI (bactericidal/permeability increasing protein).
Aproximadamente un 44% de los residuos de amino-
acidos de la LBP y la BPT humana son idénticos, y

LPS

LBP
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ambas comparten identidad de secuencia con otra
proteina, la proteina transportadora de ésteres de
colesterol del plasma.

CD14: receptor para los complejos LPS-LBP
Al caracterizar la funcion de LBP como determi-
nante de las respuestas celulares a LPS, se revelo
un mecanismo de activacion celular que involucraba
un receptor de membrana para los complejos LPS-
LBP. El segundo gran avance se hizo cuando se iden-
tifica a este receptor como CD14, una glucoproteina
de 55-kDa originalmente descrita como un antigeno
de diferenciacion de monocitos y macrofagos Hoy
se sabe que CD 14 juega un papel clave en la activa-
cion celular inducida por LPS.

CD14 puede encontrarse como una proteina
sérica soluble (sCD14) y también puede estar an-
clada a la membrana de células mieloides a traves
del glucosilfosfatidilinositol (GPI) (mCD14).
mCD14 participa en la activacion de células
mieloides, mientras que sCD14 participa en la acti-
vacion de células no mieloides, como células
endoteliales o epiteliales, que normalmente no ex-
presan mCD14 (8.9).

Al entrar el LPS ala circulacion, la proteina LBP
se le une rapidamente, y los complejos LPS-LBP
resultantes son reconocidos por el receptor CD14
de células mononucleares. Este, unido al comple-
jo, puede activar la sintesis de TNF en estas células,
va sea de manera directa o indirecta, transportando
al LPS a la superficie celular, de manera que otras
proteinas son estimuladas (figura 4). En cualquiera
de los 2 casos, el mecanismo de accion entre CD14

CELULAS
ENDOTELIALES

Y EPITELIALES ACTIVACION

'CELULAR

MONOCITOS
POLIMORFO-
NUCLEARES

Figura 4. Interaccion entre la proteina LBP y la proteina CD14 con los lipopolisacaridos. La interaccion del lipopolisacérido con la proteina
CD14 (LPS-CD14) promovera la activacion de células endoteliales v epiteliales. La asociacion lipopolisacarido con la proteina LBP promo-

vera la activacion de los monocitos.
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y LBP difiere de los mecanismos usuales por medio
de los cuales las células eucarioticas responden a
otros agonistas, como hormonas o linfocinas. La
union del agonista (LPS) es mediada por una pro-
teina soluble, en vez de una proteina unida a mem-
brana. Unicamente después de la formacion de un
complejo soluble, es posible que el LPS se asocie
con un receptor de membrana.

La union de LPS-CD14 en fagocitos mononu-
cleares promueve la sintesis de varias citocinas,
como IL-1 que estan involucradas en la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, CD14 no tiene un domi-
nio transmembranal y varias lineas de evidencia re-
ciente sugieren que la funcion de CD14 es la de
unirse y amplificar las respuestas a LPS, pero que
en realidad no transduce una sefial transmembranal.
En el estudio de Takasuka, et al. (10), se llego a la
conchusion de que ni CD14 ni PKC estan involucra-
das en la activacion y supresion de la expresion
génica de TNF-o inducida por LPS.

Se ha sugerido la existencia de otras proteinas de
superficie que actuan como receptores para LPS;
aunque CD14 es la unica proteina de estructura bien
definida que se une a LPS y es el mediador de la
activacion celular inducida por LPS (11), se tiene
evidencia que existen caminos alternativos coexis-
tentes. Parece ser que CD14 es el receptor a LPS
que predomina en los monocitos periféricos y es el
que esta mayormente involucrado en las respuestas
agudas de citocinas ante gramnegativos. Sin em-
bargo, se ha visto que CD11/CD18, un miembro de
la familia de integrinas leucociticas, también fun-
ciona como un receptor de sefial transmembranal
para LPS. Estas glucoproteinas transmembranales
se expresan en la superficie de monocitos, macro-
fagos y granulocitos y participan en numerosas
interacciones célula-célula y célula-sustrato.

Por otra parte, algunos estudios sefialan que los
acidos grasos de los lipopolisacaridos son esencia-
les para activar células B y macrofagos, por lo que
se ha sugerido que el LPS podria activar a estas
células directamente al insertarse en la membrana,
en vez de unirse a un receptor de superficie.

TRANSDUCCION DE SENAL
El camino completo de sefiales inducidas por LPS
que resultan en la activacion de la expresion y se-
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crecion de citocinas aun no estad completamente
caracterizado.

En las lineas anteriores se han mencionado los
aspectos funcionales de la interaccion LPS-LPB-
CD14; sin embargo, el disparo de las sefiales
intracelulares probablemente esté mediado por la
interaccion con un receptor adicional. Weinstein y
colaboradores (12) encontraron que el LPS induce
fosforilacion de tirosinas de una proteina de 74-kDa
que es estrictamente dependiente de CD14. Por otro
lado, anticuerpos anti-CD14 bloquearon la fosfori-
lacion de tirosinas inducida por LPS de proteinas
de 41 y 42-kDa a concentraciones de LPS menores
a 100 ng/ml, pero no hubo bloqueo cuando se uti-
lizaron concentraciones mayores de LPS. Estos ha-
llazgos sostienen la existencia de un camino depen-
diente de CD14 y otro camino independiente de
CD14 para la secrecion de citocinas inducida por
LPS,

La secrecion de TNF-a y de IL-1f estimulada
por LPS en monocitos humanos es dependiente de
la actividad de dos enzimas de transduccion: la pro-
teina cinasa C (PKC) y la proteina iirosin-cinasa
(PTK) (13). La activacion de la transcripcion génica
de las citocinas puede involucrar varios caminos de
transduccion. El primero de ellos es una cascada de
cinasas, comenzando por la activacion de PKC y
seguido por la activacion de PTK. Sinembargo, la
fosforilacion de tirosinas alcanza su maximo a los
15 minutos de la estimulacién con LPS y declina a
los 30 minutos, mientras que la activacion de PKC
alcanza su maximo solo después de 30 minutos.
Ademas, la fosforilacion de tirosinas en monocitos
estimutados con LPS no puede ser mimetizada por
la activacion directa de PKC. Otro mecanismo po-
sible involucra a receptores de LPS que estan uni-
dos a PTK, que a su vez activan a PKC. Esta hipo-
tesis fue probada utilizando un ensayo de actividad
de PKC, un inhibidor especifico para PTK y un
anticuerpo contra CD14. Los resultados mostraron
que a pesar de que LPS causa actividad transitoria
de PKC, ni la inhibicion de PTK ni el bloqueo de
CD14 alteraron la activacion de PKC inducida por
LPS, lo cual sugiere que es posible que el LPS ac-
tive a PKC a través de un receptor que no esta uni-
do a PTK ni a CD14. Esta hipdtesis esta apoyada
por la existencia de mas de un tipo de sitio de union
a LPS en la membrana de los monocitos (14).
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La herbimicina A, un inhibidor de la PTK,, inhibe
la secrecion de TNF-a, lo cual sugiere que una PTK
sensible a herbimicina A esta involucrada tanto en
el camino dependiente de CD14 como en el camino
independiente de CD14. De hecho, se ha sugerido
que tres de las PTK-s de la familia scr son activadas
por los LPS, pero solo una de ellas (p53/565" )esta
directamente asociada a CD14. En otro estudio se
determiné que la inhibicion de PKC redujo los ni-
veles de RNAm para [L-6, pero que no afecto los
niveles de IL-1P ni de TNF-a. Por otra parte, la
inhibicién de PTK disminuye la activacion inducida
por LPS del factor transcripcion NF«xB. Este factor
de transcripcion esta involucrado en la transcrip-
cion de los genes de 1L-6 y de TNF-a. Estos datos
nos llevan a concluir que diversas PTKs estan
invelucradas en el camino de sefales celulares in-
ducidas por LPS.

Eltratamiento con LPS de un tipo celular defini-
do causa tres cambios principales en el nucleo: 1)
Hay un cambio rapido en la sensibilidad de la re-
gion de umiodn ala DNAsa I, lo que sugiere que se
esta abriendo la configuracion de la cromatina del
gen determinado. 2) Aumentan 2 factores nuclea-
res: NFkB que se une al sitio ExB en la region
promotora intronica, y OTF-2, que se une a un
octamero en la region promotora.

El siguiente paso en la cascada de transduccion
de sefiales inducidas por LPS es la activacion de
NFkB, factor de transcripcion que se encuentra en
citoplasma formando un complejo inactivo unido a
la proteina inhibidora IxB. Una de las cinasas que
fosforila directamente a IxkB es la PKC. Cuando IxB
es fosforilada, NFxB se disocia y se transloca al nu-
cleo en una forma activa que se une al DNA, per-
mitiendo la transcripcion génica y la sintesis de TNF-
ayde IL-1B.

Otro camino intracelular de sefiales activado por
el LPS es el de la MAP cinasa (mitogen activated
protein kinase pathway). La MAP es una proteina
asociada a los microtubulos del citoesqueleto, y a
través de ella, el LPS podria afectar la fisiologia
celular al perturbar el sistema de cinasas y fosfatasas
asociadas con el citoesqueleto, un organelo que tie-
ne efectos profundos sobre transcripcion génica,
sintesis de proteinas, transporte intracelular, endo-
citosis, secrecion y forma celular. Varios ligandos

Higashida-Guerrero C y Gutiérrez-Venegas G

extracelulares, como el factor de crecimiento epi-
dermal, el factor de crecimiento nervioso, ésteres
de forbol e insulina pueden estimular el camino de
la MAP cinasa. Entre los miembros de este camino
esta una familia de protein-cinasas de serina/treonina
de 40-45-kDa, llamadas ERKSs (exiracellularly
regulated protein kinases). Al menos tres diferen-
tes miembros de las ERKs, ERK1, ERK2 y otra
proteina de 38-kDa son activadas por la fosforilacion
de tirosinas en monocitos después de la estimulacion
con LPS (15).

El LPS es un reactante oxidante. El tratamiento
de c€lulas con reactantes oxidantes como el H,O,y
el LPS activa al factor de transcripcion NF-xB. De
hecho, con el tratamiento de células con LPS se
produjo H,O, y 1.5 horas después, se transcribieron
los protooncogenes fos y jun (13).

CONCLUSIONES

Los LPS son moléculas que han ido ganando espa-
cio en ¢l campo de la investigacion durante los ulti-
mos aflos debido a sus multiples efectos sobre la
fisiologia celular y su participacion determinante en
procesos infecciosos.

El conocimiento de sus mecanismos de accion,
ha llevado a dilucidar varios caminos de activacion
celular, contribuyendo asi a descifrar incognitas en
los mapas de sefiales de transduccion celular. El pro-
fundizar en su estudio conducird a la identificacion
de todas las proteinas y receptores transductores de
sefiales de las células animales que al reconocer a
los LPS desencadenan la sintesis de proteinas especi-
ficas, lo cual hara posible la caracterizacion bioqui-
mica de la transducion de sefiales mediada por LPS.
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BIOLOGIA FUNCIONAL DE LOS ANIMALES

Fanjul, M.L; Hiriart, M. y Fernandez de Miguel, F. (1998). SIGLO XXI Editores S.A México D.F.; ISBN: 968-23-

2136-0. Con un tiraje de 2000 ejemplares

A finales de 1998 el Dr Rafael Pérez Pascual, Di-
rector de la Facultad de Ciencias de la UNAM,
presento el libro: "Biologia Funcional de los Ani-
males", editado por la Dra Maria Luisa Fanjul,
profesora de la Facultad de Ciencias y la Dra
Marcia Hiriart y el Dr Francisco Fernandez de Mi-
guel, ambos investigadores del Instituto de Fisio-
logia Celular de la UNAM. El libro fue coeditado
por la Facultad de Cien-
cias de la UNAM y Siglo
XXI Editores SA.

A lo largo de 14 capi-
tulos los editores junto
con otros coautores re-
visan conceptos como la
establilidad interna (ho-
meostasis y homeorre-
sis), transporte a traveés
de membranas bioldgi-
cas, excitabilidad, neu-
rotransmision, funciona-
miento muscular, regu-
lacion neuroenddcrina,
sistemas sensoriales y vi-
suales, conducta y con-
trol motor, respiracion y
circualacion, regulacion
de la temperatura, ex-
crecion y osmoregula-
cion. Es por tanto un li- [Maria Lusia Fany:
bro de texto fundamen-
tado en la fisiologia y
desarollado con un enfo-
que biolégico, mas que
clinico o puramente ba-
$iCO, COMO Teconoce en
el prologo la Dra Herminia Pasantes, Investiga-
dor Emérito de la UNAM. En palabras de la Dra
Fanjul, el libro "se propone dar un panorama muy
general de la fisiologia de los diferentes amimales
dentro de un contexto ambiental". Se revisan los
mecanismos de control que dan sustento a la fi-
siologia y que hacen posible mantener un medio
interno estable y que al mismo tiempo permite

adaptarse tanto a cambios programados dentro
del ciclo de vida de los animales como a cambios
adaptativos a circunstancias inesperadas. Todo
esto hace que el libro sea de gran utilidad en cur-
sos de fisiologia como una lectura complementa-
ria 0 incluso como libro de texto. Adicionalmente,
muchos de los ejemplos discutidos pueden dar una
mejor comprension de la importancia biologica de
los procesos que se revi-
san en cursos de bioqui-
mica, por lo que el libro
también puede ser em-
pleado como material de
apoyo en cursos de bio-
quimica.

CONTENIDO:
Capitulo 1: La docto-
ra Maria Luisa Fanjul y la
Dra Marcia Hiriart revi-
san los conceptos de
homeostasis y adapta-
cion.
Capitulo 2: La Dra
Lourdes Massieu revisa
las estrategias que les
permiten a los animales
mantener el equilibrio en
el contenido de sales de
sus células y liquidos
corporales con su medio
ambiente.
Capitulo 3 y 4: El Dr
Francisco Fernandez de
Miguel revisa los meca-
-nismos electrofisiologi-

COS que permiten generar
actividad electrica espontanea o en respuesta a €s-
timulos. Y en un capitulo separado los mecanis-
mos que controlan la transmicion sinaptica eléc-
trica y neuroquimica.

Capitulo 5: La Dra Hortensia Gonzalez descri-
be las propiedades estructurales y funcionales de
la contraccion muscular y su interaccion con
neuronas motoras.




Capitulo 6: La Dra Marcia Hiriart describe los
elementos de los sistemas enddcrinos y neuro-
enddcrinos y los ejemplos mas relevantes en dis-
tintos tipos de animales.

Capitulo 7: La Dra Beatriz Fuentes y el Dr En-
rique Moreno describen las generalidades de los
sistemas sensoriales, los sistemas de receptores,
las vias aferentes y los sistemas de integracion.

Capitulo 8: El Dr Jorge Pérez Leon y la Dra
Rocio Salcedo revisan los elementos de recepcion
de luz y los sistemas de conducion e integracion
del estimulo visual en vertebrados y en inverte-
brados.

Capitulo 9: La Dra Hortensia Gonzalez y el Dr
Francisco Gonzalez de Miguel describen las simi-
litudes y diferencias en los tipos de redes y circui-
tos neuronales responsables de los patrones de
conducta motora.

Capitulo 10: La Dra Maria Luisa Fanjul descri-
be a nivel organistico los sistemas de intercambio
de oxigeno por bidxido de carbono y se discuten
algunos aspectos del metabolismo de diferentes
0rganismos.
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Capitulo 11: La Dra Marcia Hiriart describe la
estructura y regulacion del sistema que controla
la circulacion de fuidos.

Capitulo 12: La Dra Maria Luisa Fanjul des-
cribe los mecanismos fisiologicos que resuelven
el problema de mantener la temperatura corpo-
ral.

Capitulo 13: La Dra Beatriz Fuentes y el Dr
Enrique Moreno describen los sistemas de excre-
cion que permiten mantener el equilibrio 10nico,
el volumen corporal y las concentraciones de sa-
les que establecen el equilibrio osético, eliminar
los praductos finales del metabolismo y eliminar
productos extrafios.

Capitulo 14: La Dra Lourdes Massieu discute
algunos de los mecanismos que le han permitido a
diferentes animales mantener su balance osmotico
en distintos habitats.

Alejandro Zentella Dehesa
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México



38

UN AGRADECIMIENTO A LA SRA ELISA MORA DE SALLES

La finalidad de esta nota es la de hacer un reconoci-
miento a la Sra Elisa Mora por ¢l tiempo dedicado
al Boletin de Educacion Bioquimica. Cada uno de
los miembros del Consejo Editorial ya le hemos ex-
presado personalmente diferentes motivos de agra-
decimiento, parte de ellos se refieren a su capaci-
dad profesional y a su entrega. Yo quise aprovechar
estas lineas para expresar un punto de vista perso-
nal y a la vez una visién mas humana de lo que ha
significado para mi el conocer y trabajar al lado de
la Sra Mora.

La Sra Mora siempre me ha brindado una amis-
tad que rebasa los ambitos laborales, me ha aconse-
jado, sin permitir que yo me dé cuenta de ello. Me
ha dado la inmensa ganancia de contrastar mis ideas,
sin hacerme sentir que me equivoqué, cuando ese
es el caso. Siempre encuentra un lado bueno a los
problemas y los hace parecer menos graves y hasta
encuentra las frases adecuadas para aminorar los
malos ratos. Siempre esta de buen humor y dispuesta
a conversar de todo. Nunca hay una queja abierta y
cruda, por el contrario, el planteamiento de una si-
tuacion problematica lo acompaifia de posibles so-
luciones. Me ha consolado cuando encontramos un
problema sin solucion y me alerta cuando la soltu-
cion puede ser otra. Tiene una fe inmensa en la ju-
ventud y en las instituciones y piensa que la mezcla
de entusiasmo y experiencia no tigne limites. Casi
siempre sabe lo que debe hacerse y de las necesida-
des de las otras personas, lo que le permite adelan-
tarse a miles de situaciones.

Pareceria que me estoy dedicando a decir sola-
mente cosas buenas; sin embargo, los que la cono-
ceny han trabajado con ella no me dejardn mentiry
de cualquier manera jyo qué gano con mentirles!
pere también tiene defectitos, por ejemplo: quién
como ella para pelear sutilmente con los impreso-
res, haciéndolos sentir que les pide un favor cuando
en verdad los esta criticando y forzando a hacer bien
su trabajo. Citando a los miembros del Consejo
Editorial, de manera elegante y amigable, pero de-
jando en claro la necesidad de su puntual asisten-
cia. Sirviendo de intermediario entre el editor en
jefe y los editores, presionando fuertemente al pri-
mero y apurando amigablemente a los otros. Offre-
ciendo con unos dulces y algunas galletas sus pun-

La sefiora Elisa Mora de Salles, en la Facultad de Medicins.

tos de vista contrastantes, como diciendo: “y esto
qué, ;no lo van a tomar en cuenta?”’. Armonizando
puntos de vista con una encantadora sonrisa y de-
jando ver con una mirada su desacuerdo o con un
leve gesto su aprobacion. Desapareciendo de ma-
nera imperceptible cuando no quiere dar un punto
de vista en alguna polémica y prefiere dejar, inteli-
gentemente, que las corrientes tomen su rumbo. Es
decir, haciendo su trabajo y haciendo trabajar a otros
con los multiples recursos de toda una dama.

Con todo lo mencionado anteriormente es evi-
dente que Ia voy a extrafiar caminando por los pasi-
los de su adorada Facultad de Medicina, teniendo
todo listo para las agradables juntas de trabajo en el
Departamento de Bioquimica y llamandome por te-
léfono para hacerme ver la belleza de 1a vida y des-
pués martirizarme poniéndome a trabajar por fax,
correo electrénico o mensajeria. Sin embargo, es-
toy seguro que no me privara del resto de sus ca-
racteristicas, porque me prometio que seguiremos
siendo amigos y tal vez hasta algln dia le pueda
robar una invitacion a comer para disfrutar de su
platica --y de la de su esposo, ya que toda su familia
es excelente anfitriona—-, donde seguramente me pre-
sumira de todas sus actividades, sus nuevos pro-
yectos y nuevas realizaciones, contagiandome un
poco de su alegria de vivir.

José Victor Calderon Salinas
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LA FALTA DE MOTIVACION COMO MECANISMO DE
SELECCION NATURAL EN EL PROCESO DE EVOLUCION
DENTRO DE LOS PROGRAMAS DE POSGRADO

Retomando el concepto de motivacion que se ma-
nejo en el editorial del nimero 4, volumen 16 del
Boletin de Educacion Bioquimica, yo tengo mi pro-
pia idga de este concepto: motivacion es algo que
anima a realizar algtn trabajo que nos interesa, con
las ganas de hacerlo bien y sobre todo disfrutar lo
que se esta haciendo. Creo que también tiene que
ver con la vocacion, concepto que es dificil de defi-
nir, y que desde mi particular punto de vista, consi-
dero que es primordial estar convencidos que lo que
hacemos, lo hacemos porque es 1o que nos interesa
y nos gusta para poder de verdad disfrutar de nues-
tro trabajo.

Desafortunadamente somos muy pocas las per-
sonas que podemos decir esto, ya que la mayoria de
la gente hace su trabajo porque no les queda de otra
y porque solo de esta manera pugden obtener in-
gresos para poder mantenerse, ellos y a su familia,
cuando ya tienen esa responsabilidad.

Pero regresando al tema de la motivacion en los
programas de posgrado, creo que en principio la
motivacion del estudiante, si existe, sobre todo de
los compaiieros que, como ellos mismos dicen, so-
brevivieron a las presiones, desanimos y desalien-
tos a los que tuvieron que enfrentarse. Desde que
empiezan los cursos uno sabe que ya no es como en
la licenciatura y que en el posgrado nos enfrenta-
mos a un nivel de complejidad mayor, que tenemos
que ser mas responsables, trabajar y esforzarnos
mucho para poder salir adelante en este ambiente,
pero lo curioso es que casi nadie nos lo dice, tal vez
porque los profesores dan por hecho que ya lo sa-
bemaos.

Creo que desde ahi se nota la falta de interés y de
motivacion. En el tiempo que llevo de cursos han
sido muy pocas las personas, incluyendo a los pro-
fesores, que nos han brindado un ratito de su tiem-
po para motivarnos, que nos han dicho que todo es
cuestion de esforzarse para lograr ¢l objetivo de
terminar el doctorado.

Nota enviada por la autora como una rcflexion, motivada por un
editorial y un articulo que aparecieron en el volumen 16 del Bole-
tin de Educacion Bioquimica.

Por si fuera poco, aparte de sufrir las presiones y
la falta de motivacion, tenemos que sobrellevar las
frustraciones. En lo personal, desde el principio de
los cursos del posgrado en el que estoy, no he visto
reflejado ese esfuerzo, no obstante que he puesto
todo el empefio en estudiar y de que estoy super-
convencida de querer terminar el doctorado, pero
sobre todo de dedicarme, al término de mis estu-
dios, a la investigacion.

Estoy totalmente de acuerdo que no solo con la
motivacion se puede llegar a la meta, porque no
por el simple hecho de querer hacer las cosas, se
van a realizar por si solas y aunque el dicho diga
que “querer es poder” se necesita trabajar muy duro
para poder salir adelante, sea cual sea el trabajo que
desempefiemos y por 1o que me he podido dar cuen-
ta, esto es mucho mas valido en el ambiente de la
investigacion.

Es verdad, la investigacion es una actividad muy
absorbente, muy demandante, en la que se nos exi-
ge mucho y aunado con la falta de motivacion y
mas que nada con la frustracion que muchas veces
el sistema educativo nos hace sentir, se convierte
en una carga realmente pesada. Por dar un ejemplo
de fallas en la motivacion e incremento en la frus-
tracion: muchos profesores creen que una califica-
cionrefleja de manera directamente proporcional el
conocimiento y, peor aun, la capacidad de una per-
sona; y'yo no estoy de acuerdo con eso, ya que esto
depende de multiples factores, que la mayoria de
las veces no son analizados.

Muchas veces, como ya lo he mencionado, aun-
que uno estudie, por cualquier circunstancia se pue-
de fallar y salir mal en un examen y tanto los com-
pafieros como algunos profesores piensan o por lo
menos nos hacen sentir que no podemos con el pa-
quete; tal vez esa sea la forma de motivar, es decir,
te hacen sentir mal y de esta manera o te esfuerzas
mas o si sientes que no puedes, tienes que renun-
ciar. Eso para mi es frustrante y he empezado a sen-
tir de verdad una gran desilusion y a dudar de mi
capacidad, pero me resisto a creer que no puedo.

Lo anterior me recordo lo que se menciona en el
articulo “La teoria de la evolucion no es un decre-
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t0”, que aparecio en el nimero 1, volumen 16 del
Boletin de Educacion Bioquimica: “solo sobrevive
el mas fuerte, el mas apto y capaz”. Estos comenta-
rios son muy personales, pero s¢ que muchos de
mis compafieros comparten mi opinion, esto no es
una queja, tampoco quiero parecer una martir, so-
bre todo porque sigo convencida (a pesar de los
descalabros) que esto es lo que quiero y si de lo que
se trata es de sobrevivir, espero tener la capacidad
suficiente, adaptarme al medio y después, no solo
sobrevivir sino sobresalir por mi trabajo en el am-
biente de la investigacion, solo pido al igual que
mis campafieros la oportunidad de poder demos-
trar nuestra capacidad y que no solo somos una ca-
lificacion, aqui es donde juegan un papel importan-
te los profesores en el proceso de motivacion y en
el proceso educativo en general.

Por otro lado, creo que es importante hacer algo
para cambiar el sistema educativo, sé que es dificil
porque se tendria que hacerlo desde los primeros
niveles (primaria y secundaria), mejorar los planes
de estudio, preparar a las nuevas generaciones para
que puedan solucionar los problemas a los que se
enfrentaran en el futuro.

Considero importante también que hay que em-
pezar a trabajar con los nifios, hacerles entender que
a pesar de las deficiencias de los recursos materia-
les y educativos del pais, somos capaces de compe-
tir y sobresalir y de algo que creo nos debemos de
deshacer es del malinchismo, al que desafortunada-
mente estamos tan acostumbrados, principalmente
del que se capta por la television, en donde hacen
pensar que, por ejemplo, determinado estilo de vida
(en especial el de los Estados Unidos de Norteame-
rica) es el ideal y que todo lo que se hace en México
no sirve o no vale la pena.

Desarrollar en ellos una conciencia critica de la
educacion que reciben, pero que no solo la criti-
quen, sino que la mejoren, que sean capaces desde

pequefios a razonar el por que de las cosas vy a
quitarles la mala costumbre de memorizar, para que
no les pase lo que a muchos de nosotros, que solo
cuando llegamos a niveles tan altos como el
posgrado, nos damos cuenta de las deficiencias que
traemos arrastrando v que ni el hecho de haber ter-
minado una carrera universitaria garantiza un buen
nivel educativo vy si, la mayoria de las veces, una
educacion mediocre.

Ademas de fomentarles la lectura y por que no,
una forrnacion autodidacta para complementar su
educacion, promocionar con ellos las carreras rela-
cionadas con el ambiente de la investigacion cienti-
fica, para que se enteren de lo interesante v fasci-
nante que tienen estas carreras, ya que si esto se
lograra, México tendria la capacidad de desarrollar
una cultura cientifica capaz de sobresalir mundial-
mente y estar a la vanguardia en la investigacion y
no retrasado y a expensas de otros paises como en
la actualidad.

Desafortunadamente, en la sociedad mexicana no
estamos acostumbrados a pensar en las carreras cien-
tificas como una opcion, ya que siempre nos deja-
mos intluenciar por la carrera que esta de moda, la
que nos asegura un trabajo sin necesidad de batallar
tanto en encontrarlo; pero sobre todo, de la que
podemos obtener un buen sueldo y, como es muy
bien sabido, la investigacion en México no es una
opcidn, ya que no es apoyada como se deberia, lo
que repercute en el bajo salario de un investigador.

Tal vez suene a utopia, pero tengo la esperanza
de que algun dia todo lo anterior pueda llevarse a
cabo y yo poder contribuir en algo para que se haga
realidad.

Adriana Hernandez Angeles
Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
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SEMANA DE EDUCACION BIOQUiMICA
del 9 al 13 de agosto de 1999

SEGUNDO AVISO SOBRE
EL XXVI TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA

A todos los profesores de Bioquimica del pais:

Se les informa que el proximo XXVI Taller de Actualizacion Bioquimica se realizara del 9 al 12
de agosto del afio en curso. Durante este Taller se cubriran los temas que se muestran en el calenda-
rio anexo. La sede es la Ciudad de México.

Atentamente
El Comité Organizador

Marco A. Juarez Oropeza (majo@servidor.unam.mx), Tel: 623-21-69
Juan Pablo Pardo Vazquez (pardov@servidor.unam.mx), Tel: 623-25-10
Sara Morales Lopez (saramolo@servidor.unam.mx), Tel: 623-21-68
Federico Martinez Montes (fedem@servidor.unam.mx), Tel: 623-24-08
Depto de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM

Fax: 616-24-19

RUMBO AL VII CONGRESO DE LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, AC

Segunda Convocatoria

En los acuerdos tomados en la sesion de negocios celebrada durante el VI Congreso de nuestra
Asociacion se convoca a los Profesores de Bioquimica y Areas afines a participar con trabajos libres
en el VII Congreso de nuestra Asociacion que se llevara a cabo el 13 de agosto, después del XX VI
Taller de Actualizacion Bioquimica, que organiza el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de 1a UNAM.

Informes:

Dr Alejandro Zentella Dehesa

Depto Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
AP 70-243 Mexico DF. 045010 México

Tel: (5) 622-56-09; FAX: (5) 622-56-11

email: azentell@ifcsunl.ifisiol.unam.mx
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XXVI TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA

VII Congreso de nuestra Asociacion
del 9 al 13 de agosto de 1999

HORA LUNES 9 MARTES 10 MIERCOLES 11 JUEVES 12 VIERNES
13
8:00 Inscripcion
9:00 a Los complejos respiratorios | Aspectos metabdlicos vy | Cinética de compartimientos. | Congreso
9:15 Inauguracion mitocondriales. Juan Pablo | genéticos del cancer. | Héctor Riveros Rosas de la
Pardo Vazquez Alejandro Garcia Carranca AMPB

9:15 | Ciclos hormonales en

a animales. Gabriela Morali
10:30

RECESO
10:45 | Accion diversa de las | La cadena respiratoria | Adhesion celular.  Felipe | Los farmacos como producto
hormonas estercideas. Josué | bacteriana. Edgardo Vadillo de la investigacion
a Garza Flores Escamilla bioquimica. Francisco Javier
Flores Murrieta
12:15
RECESO
12:30 | Sindrome de Inmuno- | Las bacterias fijadoras de | Los receptores adrenérgicos | Degradacién y metabolismo
deficiencia Adquirida. Enrique | nitrogeno. David Romero | vasculares en la hipertension. | de algunos farmacos.

a Soto Camarena Rafael Villalobos Molina Zurisadai Hernandez

14:00
RECESO PARA COMER

16:00 | Taller de Ras-Moly Taller de Ras-Mol y Taller de Ras-Mol y Taller de Ras-Mol y

a modelaje de moléculas por modelaje de moléculas por modelaje de moléculas por modelaje de moléculas por
19:00 | computadora. Juan Pablo computadora. Juan Pablo

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

computadora. Juan Pabio
Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

computadora. Juan Pablo
Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

Ceremonia de Clausura.
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POSGRADO DE
EN.

e 4

loquimica
Clinica

CONVOCATORIA

Departamento de Biologia
Facullad de Quimica, UNAM

C.P 04510
Tels: 622 3740 y 622 3696
Fax 622 3740

A LOS LECTORES DEL BQLETiN
DE EDUCACION BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 1999

El BEB entra en su décimo octavo afio de publicacion
y debido a las condiciones econdmicas imperantes en
México, nos permitimos solicitarles de la manera mas
atenta, el envio de un donativo extracuotas de $ 200.00
(docientos pesos) o bien $20.00 US dolares, que hara
posible continuar con la elaboracion y distribucion del
volumen 18 de nuestro Boletin.

El donativo puede hacerse medjante un deposito
bancario a la cuenta nimero 1153813-9 de Bancomer,
o de un giro bancario a nombre de la Asociacion Mexi-
cana de Profesores de Bioquimica, A C.

En espera de su comprension y colaboracion
aprovechamos para enviarles un cordial saludo.

Atentamente
El Comité Editorial

La Facultad de Quimica en colaboracion con la Secretaria de Salud, convoca
al programa de posgrado de Especializacion en Bioguimica Clinica para la
formacion de recursos humanos de alta nivel en el Laboratorio Clinico.

® REQUISITOS DE INGRESO

Titule de Quimico Farmacéutico Bidloge, Quimico Bacteridlogo y Parasitdlogo, _
Meédico, Bidlogo o de Carreras afines.

® ENTREVISTAS

Miércoles 2 v 9 de diciembre de 1998 a las 16:00 hs. Laboratorio /D, primer
pisa edificio "A”, Facultad de Quimica, UNAM.

® EXAMEN: 12 de enero de 1998,
Ciudad Universitaria México, D.F. @ INICIO DE CURSOS: 1o, de febrero de 1999,

(TE INTERESARIA SER CORRESPONSAL
DEL BEB EN TU LOCALIDAD?

Si eres miembro de la Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica A C o suscriptor del BEB y radicas fuera de la
Ciudad de México o de su zona conurbada, TU PODRIAS
SER UN CORRESPONSAL DEL BEB. Nos gustaria contar
con uno o varios corresponsales adscritos a las instituciones
de Educacion Superior de cada estado de la Republica Mexi-
cana que nos permitan saber quiénes conforman la comuni-
dad académica de la region y conocer las noticias y las
actividades mas relevantes que ocurran o vayan a ocurrir en
su localidad o regién {congresos, cursos, seminarios, necesi-
dades de recursos humanos y materiales y otras noticias o
acontecimientos de tipo académico). Queremos hacer exten-
siva esta invitacion a nuestros colegas de Centro y Sudamérica,
asi como de otros paises de habla hispana.

¢Te ha interesado esta invitacion? Entonces envianos
tu propuesta directamente al Coordinador de Correspon-
sales, Comité Editorial del BEB, Apartado Postal 70-281,
Meéxico 04510, D F, MEXICO. O bien al Fax (525) 616 2419
o al correo electronico sersan@servidor. unam mx.

Atentamente
Sergio Sanchez Esquivel, Coord. de Corresponsales
del Comité Editorial del BEB



BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA (B E B)
COMITE EDITORIAL

ACTUALIZACION DE LOS DATOS DE LOS SUSCRIPTORES

Por favor sea tan amable de llenarlo a maquina y enviarlo a la brevedad posible al APARTADO
POSTAL 70-281, Coyoacin 04510, D.F. o por FAX al siguiente niimero: 616-24-19

NOMBRE COMPLETO: Apellido paterno

Apellido materno

Nombre(s)
DOMICILIO: Calle Nimero _____ Apdo Postal —____

Colonia

Delegacién o municipio

Ciudad

Estado

Codigo Postal

Pais

TELEFONOS Y FAX: Domicilio

Oficina

INSTITUCION DONDE TRABAJA

Nombramiento

FIRMA FECHA:
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divylgacion de temas interesantes y refevantes en el campo de la Bioquimica y de dreas
afines. Est4 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. Serin bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras
comunicaciones. Se solicita a los autores que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

1)

2)

3)

4)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para computa-
dora, escrito en los procesadores de textos “Winweord”
o “Wordperfect”, con una extension maxima de 15
cuartillas a doble espacio (27 renglones por cuartilla y
70 caracteres por renglon). Es:e debera ir acompafiado
de tres impresiones del articulo.

Se debera incluir un resumen en idioma espafiol y uno
en inglés, de mas o menos diez renglones, que iran se-
guidos por conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se aceptara un maximo de quince referencias, tanto
especificas como de lecturas recomendadas, numera-
das entre parentesis en el texto de forma progresiva
conforme vayan apareciendo. Cada una debe contener:
Nombres de los autores, afio de publicacion entre pa-
réntesis, titulo del articulo, nombre oficial de la revista
abreviado como aparece en el Current Contents, nume-
ro del volumen en cursivas y antecedido por dos pun-
tos el namero de la primera y Gltimas paginas, de acuer-
do con lo que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P 1 (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricién y participacion en la prevencion de
ciertas patologias, Bol Educ Bioq (México) /4(1):12-17.

Los articulos en libros deberan citarse de la siguiente
forma:

Wood K J (1992) Tolerance to alloantigens. En: The
molecular biology of immunosuppression. Editor:
Thomson A W. John Willey and Sons Ltd, pp 81-104.

Los libros se citaran de acuerdo con este ejemplo y
podran incluir las paginas totales o las consultadas:

Lehninger A L, Nelson DL y Cox M M (1993) Principles
of Biochemistry. Worth Publishers, New York, NY,
USA, p 1013.

Se aceptaran como maximo seis ilustraciones, figuras
mas tablas, las cuales deberan estar dibujadas sobre
papel albanene con tinta china o bien impresiones laser
o presentarse como fotografias en blanco y negro so-
bre papel brillante, cuya localizacion debera estar sefia-
lada en el texto. La limitacién en el nimero de figuras,

5)

6)

1)

2)

3)

4)

de tablas y de referencias, obliga a los autores a que
se seleccionen aquellas que sean realmente importantes
e informativas. Las figuras se deberan numerar con
ardbigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los
pies de figuras se deberan adicionar en una hoja aparte.
Se debera considerar que las figuras y las tablas se
reduciran de tamafio, aproximadamente a la mitad 0 a un
cuarto de las dimensiones de una hoja carta; las letras
y nimeros mas pequefios no deben ser menores a los
dos milimetros. Las tablas se deberan presentar confor-
me alguna de las publicadas en los nimeros de 1995.

Se debera evitar hasta donde sea posible los pies de
paginas. Las abreviaturas poco comunes que se utili-
cen en el texto deberan enlistarse en la primera pagina.

Se recomienda revisar los niimeros recientes para fami-
liarizarse con el estilo de la revista.

I1. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resumenes de articulos interesantes, re-
levantes o significativos, informacion de tipo general,
avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de
trabajo, etcétera.

El contenido debera ser desarrollado en forma resumi-
da y de una manera explicita:

El trabajo debera enviarse igual que como se especifica
en el inciso I-1.

Se aceptara un maximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto segun el inciso 1-3. En caso
de que se juzgue necesario se podra incluir una figura
o una tabla, de acuerdo con las caracteristicas que se
indican en el inciso [-4.

Los manuscritos serdn leidos por tres revisores. Las
correcciones y sugerencias, asi como las pruebas de
pagina se enviaran al primer autor. En caso necesario
se recurrira a revisores externos al Comité Editorial.

El disco y las tres copias de los manuscritos se debe-
rén enviar al Boletin de Educacion Bioquimica, Apar-
tado Postal 70-281, México 04510, DF o bien por in-
termedio del corresponsal del BEB en su localidad.
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