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Altered calcium signaling in cardiac muscle
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During each cardiac action potential a smaft@glux enters from the extracellular space into

the myocyte cytosol. This initial Gaentry induces an additional €aelease from the
sarcoplasmic reticulum store which is the signal for muscle contraction. The ATP-dependent
Ca*-pump and the NaCa&* exchanger allow muscle relaxation by decreasing the level of
cytosolic C&*. Heart failure is a complex disorder associated with a severe loss of the cardiac
contractile function. Since @ais the contractility signal, the €aregulatory proteins are of
potential interest as a target for gene therapy. The loss of cardiac myocytes via programmed cell
death or apoptosis is also believed to play an important role in the progression of heart failure.
The use of anti-apoptotic drugs with inhibitory action on specific mitogen-activated protein
kinases and on the caspase family of cysteine proteases may be of therapeutic interest. These
novel approaches may have clinical relevance in the next future.

Malignant hyperterm, a syndrom caused from disturbs in the cellular homeostasis
of C&*in the skeletal muscle
Luis Fernando Plenge, Javier Vargas Medrano y Joaquin Rodrigo Garcia................ 17

Malignant hyperthermia (HM) is a disorder of the skeletal muscle in which certain anesthetic agents
trigger a sustained elevation in the myoplasmi¢ @mcentration. This Gaconcentration activates

a metabolic and contractile activity. Different studies have identified that the skeletal muscle
sarcoplasmic reticulum €aeleases a channel gene known as ryanodine receptor (RyR1). The RyR1

is considered the defective site. A mutation in this protein results in an alterated exitation-contraction
coupling. In concrete, this disorder is caused by the change from Cys to Arg in the position 615. This
change can result in an alteration of the regulating myoplasmicc@acentration. Since the
myoplasmic C& concentration controls muscle contractile and metabolic activity, it is evident that
even under an alteration in the control of myoplasmiti@aivocould have significant physiological
consequences. These alterations could consist in cellular metabolism like anaerobic metabolism,
taquichardian, respiratory acidosis an other types of alterations. The individual susceptibility could
release an episode of HM in the presence of volatile anesthetics such as halothane and other related
compounds. Several studies in humans and animals suggest that dantrolene sodium is a depolarizing
muscular relaxant commonly used as an antidote during an episode of HM. Dantrolene causes an
nonmasive release of €drom the reticulum sarcoplasmic cisterns. In consecuence, the normal
levels of C& myoplasmic of the sarcoplasmic reticulum are then reestablished.
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Supression of paternal centrosomes during oocyte meiosis
José Luis Stephano and Meredith GOuld ..............oooviieiiiiiiiiiieeeeee e 29

There are four lines of evidence that MAP kinase (MAPK) suppresses sperm centrosome
development during meiosis in the marine worm Urechis caupo.1 The period of MAPK activation
during meiosis coincides with the period of sperm centrosome suppression.2 When MAPK
activity decreases after meiosis, the sperm aster grows and migrates towards the center of the
oocyte.3 When MAPK activation is inhibited with U0126 or PD98059 the sperm aster grows
prematurely during meiosis, and the sperm nucleus is dragged towards the center of the oocyte.4
When MAPK activation is inhibited by a different method (a pH change), sperm centrosomes
also form asters prematurely and the sperm pronuclei migrate towards the oocyte center.5 When
MAPK activation is inhibited in oyster and starfish oocytes, the same effects are observed.6 A
review of the literature reveals that MAPK is also active from germinal vesicle breakdown until
formation of the second polar body in human, bovine, mouse, Xenopus, tunicate, and clam
oocytes, and the sperm asters (oocyte asters in mouse) grow during or after second polar body
formation. On the basis of these data and the experimental data from Urechis, oyster and starfish,
we propose that sperm centrosome suppression by MAPK is a universal mechanism.

Enzyme and Chemical disaggregation of rabbit zona pellucida embryos
Héctor Serrano, Yolanda Gutiérrez Ramirez, Ismael Fuentes Mascatrro......... 33

For a long time, one of the most difficult Assisted Reproduction strategies has been the
optimization in the number of offspring's obtained form a single embryo. Techniques such as
embryo cutting, multiovarian embryo transfer, nuclear transfer (cloning) or simply hormone
ovarian stimulation have been used to reach this goal. Unfortunately, all this techniques are time
consuming and requires either specialized equipment or a well-trained technician. Here we
report a simple method that implies the zona pellucida dissolution that can be applied even to
mucin covered embryos. GnRH-primed female rabbits were mated with a fertile buck and embryos
were collected. Excised reproductive apparatus from ovaries to the uterus were washed with
warm PBS. Embryos were then separated into 6 treatment groups: NaOH-TC199 medium, alkalibe
TC199 medium, TC199 medium added with fresh NaOH, Trypsin treatment, chymotrypsin
treatment or pronase-treated embryos. Neither trypsin nor chymotrypsin was able to dissolve
the mucin coat without blastomere damage. Alkaline medium are able to dissolve the mucin coat
as efficiently as freshly added NaOH but it affects blastomere viability. Only NaOH saline
dissolves all embryo coats in a time that do not affects embryo viability. Zona-free blastomeres
can be isolated by mechanical disruption of the unions between them.

The nutrional importance of plant antioxidants chemical composition absorption,
metabolism and Biological activity

Joaquin Rodrigo Garci&gaspar Ros Berruezo, Maria Jesus Periago Caston,
Francisco Molinar Holguin, Fernando Plenge Tellechea

e Isabel Martinez ValVerde..........ooiiiiiiiie e e 37

Key words: Antioxidants, phenolic compounds, cardiovascular and oncogenic diseases

In present times, human nutrition has become more relevant in the welfare and prevention of
different diseases. Therefore, there are more studies on the benefits of diets rich in phenolic
compounds and the prevention of cardiovascular and oncogenic diseases. This phenolic
compounds are found in vegetables, fruits and red wines and should be an important part of the
human diet. Their appropriate levels must be maintained in the blood stream to obtain the
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expected benefits. Different studies in Mediterranean countries where the diet is rich in vegetables,
fruits and red wine, have shown that the incidence of these diseases are much lower than in
countries where the diet is rich in carbohydrates and fat. Similarly, there are other important foods
with high levels of this compounds like berries, onions, tea beverages and apples. The state of
Chihuahua is one of the largest producers of apples in México. The authors believe that the
regular consumption of apples would represent a benefit in the food habits and therefore in the
potential reduction of cardiovascular and oncogenic risks.

The erythrocyte membrane fluidity in childrens with protein-calorie malnutrition
Carolina Campos Mudiz, Pablo Rangel Silva, Miguel Ramos Motilla
Y JOSE LUIS GOMEZ OlIVAIES ...eiiiivieieiiiiei ettt e et e s tae e e e e st e e st e e e enae e e sraeaesnreeas 45

The aim of the present study was to investigate the changes on erythrocyte membrane fluidity in
childrens with protein-calorie malnutrition. The determination of membrane dynamic (by
fluorescence polarization) showed decreases due principally to an increase in the intramembrane
cholesterol/phospholipid ratio. This study suggest that protein-calorie malnutrition has a marked
effect on the dynamic and the lipid composition of erythrocyte membranes, which could affect cell
functions.

Relationship between impared glucose tolerance and some risk factors

to type 2 diabetes mellitus

Gloria Ruiz Guzman, Alma Guadalupe Arellano Meneses, Marta Ruiz,

Arturo Preciado Lopez y Arturo Acevedo GOMEZ.......ccccccvvvevieeiiiee e 53

The diabetes mellitus is one of the most important diseases in the world and in our country. It is
consider as a major public health problem due its medical, economical and social consecuences.
Type 2 diabetes mellitus is the most frequent type of diabetes and it is estimated that approximately
10 to 15 % of the mexican population is affected by this. It has been proposed that there are some
factors that can accelerate the beginning of the disease, therefore the study and modification of
these factors in asymptomatic subject can delay its development and offers a better life to the
patients. In this study we analyzed the importance of some risk factors in relation to the glucose
tolerance in an asymptomatic population. We found that the hereditary antecedents of diabetes,
over weight, sex, age, diet, stress and physical activity can affect the glucose tolerance.

General aspects of the polymerase chain reaction
Ma. Teresa Mata, Ricardo Lépez Romero, Genaro Patifio,
Maria Dolores Garcia Suarez, HECIOr Serrano..........cccuvvviieiieiieenieesee e 59

Polymerase chain reaction (PCR) is one of the commonly used techniques in Molecular Biology
laboratories. Even when theoretically simple, it can be used for many different goals ranging from
simple gene isolation and sequencing to complex problems (differential gene expression, genetic
susceptibility, and physiological responsiveness. Here we review the more general characteristics
and necessities for a PCR to consider.
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Chemical Communication in Organisms
Jesis Montemayor, Mohammed Badii, Adriana Flores
Y CarloS AQUIIBIA .......ociiiee et 65

The organism'’s life requires, in a fundamental manner, the precise reception of environmentally
based multiple traits and variations. In response to this end, during the path of the evolution,
organs sensible sensible to different chemical substances that could be transported in both air
and water or sensitive to the temperature, light and sound have been developed.

Clonal propagation of Agarita (berberis trifoliata moric): a commercially-feasible
chihuahuan desert shrub

Francisco Molinar, Wayne A. Mackay, Marisa M. Wall,

Joaquin Rodrigo Garcia y Manuel CArdenas...........cccevvvereeiieeieesie e e sieeneeens 71

Key words: micropropagation, agarita, woody plant media, plant hormones.

Experiments were conducted to develop a clonal propagation system for agarita (Berberis
trifoliata Moric). Actively growing agarito shoots were collected from a mature plant at the
Texas A& M University Research and Extension Center in El Paso and successfully established
on a basal medium consisting of woody plant medium (WPM) salts and Murashige and Skoog
vitamins, sucrose at 30 g L-1, and 0.8% Phytagar supplemented with 11.1 pM BA. Cytokinins
(benzyladenine, kinetin, and thidiazuron), subculture period, and age of cultures were tested.
The optimal shoot proliferation conditions were WPM basal medium supplemented with 5.5
UM BA and a subculture period of 4 weeks. Culture age did not affect shoot proliferation but
did affect rooting. Preliminary experiments with 1.0 11.1uM NAA resulted in nearly 100%
rooting of microshoots < 6 months old. Shoots from 21 month old cultures had to be placed on
a cytokinin-free medium before successful rooting. On basal medium supplemented with NAA
(5.4 uM), 68% of the microshoots rooted with an average of 1.2 secondary roots per microshot.
Chemical names used: N-(phenylmethyl) 1H purin-o-amine (BA); 1-naphtaleneacetic acid (NAA);
N-Phenyl-N-1,2,3-thydiazol-5ylurea (thidiazuron or TDZ); 6 furfulaminopurine (kinetin).

Flow cytometric analysis of thymocyte subpopulations in severely malnourished
rats during lactation

Rocio Ortiz Muiiiz, Leticia Cortés Martinez, José Luis Gomez Olivares,

Cristina Gonzalez Torres, Edith Cortés BarbDereNa..........uweueeeeeeeeiiinnnns 77

Malnutrition is widely distributed throughout the world. Experimental models have been
useful to study the effects of malnutrition at different levels and ages. The thymus is crucial to
T cell development. Thymus atrophy is a consequence of nutritional deprivation. The aim of
this study was to determine if severe malnutrition is associated with an altered representation
of thymocyte subsets in experimentally malnourished rats during lactation. Thymuses were
obtained from malnourished rats at weaning. The cells were identified by flow cytometry using
two simultaneous surface markers: CD4 and CD8. The results obtained in this study indicate
that malnutrition is associated with a significant increase in double negative subset (CD4-
CD8-) and with a significant decrease in double positive subpopulation (CD4+ CD8+).
Nevertheless, the percentages of single positive thymocytes CD4+ and CD8+ were similar in
both groups of animals.
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Presentacion

Luis Fernando Plenge Tellechea*

Cuando el Consejo Editorial de Revistas de nuestra entorno podremos conseguir una mayor calidad en el
Institucion me invit6 a participar como coordinador de esteaprendizaje cientifico y cultural.

volumen de la reciente creada reviStancia en la Es bien conocido que hasta las distintas células de los
Frontera fue para mi un motivo de orgullo. tan variados tejidos que nos conforman interacttan entre si

Por mi formacion como joven investigador en el &rea de para llegar a realizar un bien comdn dentro de las distintas
las Ciencias Biomédicas, decidimos que este volumen fueractividades de la célula. Por ejemplo, nuestra sangre
encaminado hacia el rea de la Biologia Experimentaly  transporta los distintos elementos nutritivos que necesita-
Biomedicina. No solo nos dimos a la tarea de recabar mos para vivir, sin embargo, el higado los transforma para
articulos de revision sobre temas diversos, sino que para nuestro lenguaje metabdlico y para que puedan ser utiliza-
elevar ain mas la calidad de esta revista, decidimos agregaos por los diversos tejidos, la sangre los retoma'y los
articulos cientificos de caracter experimental directo en el rifiones sanean la sangre de los desechos que se produje-
laboratorio. Con esto no so6lo conseguimos nuestros ron en el metabolismo de los nutrientes. Con la ciencia
objetivos, sino que los ampliamos incluyendo articulos  sucede lo mismo, es necesario que miremos hacia afuera e
provenientes del extranjero y de distintas instituciones de interactuemos con los cientificos del exterior de nuestra
reconocido prestigio nacional, lo cual, sin dudavienea  Universidad, intercambiando ideas y opiniones que
enriquecernos con diversas formas y métodos de trabajar enriquezcan sin duda, nuestra forma de pensar y de trabajar.
en un laboratorio cientifico. México me brindd por medio deDNACYT la oportunidad

Quizés podemos hacernos la siguiente pregunta: ¢,por qdé cursar mis estudios de posgrado en el extranjero y alli es
tanta insistencia en ir mas all& pudiendo generar nuestrosdonde comprobé la necesidad que tenemos de enriquecer-
propios articulos? La respuesta a mi juicioy con base en mos de la forma de pensar en otras latitudes y generar
experiencia en el ramo, es que interactuando con nuestro investigacion de buen nivel y de cémo también los cientifi-

* Profesor-investigador del Centro de Investigacion del Instituto de Ciencias Biomédicas, UACJ. Correl: fplenge@uacj.mx.
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cos del exterior requeriran del conocimiento a partir de la  De este modo hacemos posible la internacionalizacion de
ciencia que generamos en nuestra Institucion, que sin dudmiestra revista de ciencias, es decir, nos acercamos mas a
también tenemos mucho que ofrecerles. los lectores.

Durante visitas a distintos centros de investigacion Por Gltimo, quisiera enfatizar que es precisamente la
cientifica de nuestro pais, comprobé que la ciencia bioméduventud de hoy la que heredara nuestros conocimientos,
ca que se genera es de muy alto nivel comparado con  ellos tendran que ser motivados en nuestro tiempo presente
paises que se distinguen en ello. Sin embargo, dichos  para que el dia de mafiana puedan realizar este tipo de
centros aun son escasos Yy la mayoria estan en el centro eiencia mediante el buen ejemplo que hoy les demos con
la republica. Por ello me siento muy orgulloso de que esta nuestro esfuerzo y dedicacion a la investigacion cientifica.
Institucion se esté encaminando a dar este paso decisivo Quisiera comentar que la ciencia es Unica, a ella se le
por medio de la divulgacion de la ciencia en la frontera, es suele definir en estos dos términos: basica y aplicada.
decir, en la frontera cientifica y cultural de paises vecinos Pienso que el fin de la investigacion es llegar a descubrir
disimbolos pero con necesidades de investigacion semejarada vez mas lo que somos y los que nos rodea, ello
tes. motivado por la curiosidad y la creatividad, sin ellas

Es en la frontera norte donde vivimos mas frecuentemengeanzaremos muy poco 0 nada, no me explico por tanto,
este movimiento cultural. Dice un gran proverbio “Cono-  como la ciencia aplicada no sea bésica y la basica sin
ciendo nuestro alrededor, nos conoceremos a nosotros aplicar, ambas van de la mano, ya que buscan descubriry
mismos”, es la ciencia precisamente la que nos va acercarsolucionar un bien coman.
do a formar una cultura Unica en donde haya comunicacion Agradezco ala Universidad Autonoma de Ciudad Juarez
sin importar el idioma, la cultura y origen de cada pais. Es a la cual estoy orgulloso de pertenecer, el haberme
bien conocido que la lengua oficial de divulgacion cientificgproporcionado la oportunidad de coordinar este volumen
es el idiomainglés, pero ello en el fondo encierra un encaminado precisamente a la Biologia Experimental y
acercamiento, que es el contenido de lo que pretendemosBiomedicina, que sin duda alguna nos enriquecera a los
divulgar. Por ello, en este volumen incluimos articulos tantgue laboramos en ella y a todos en particular poniendo
en inglés como en espafiol, ademas, en todos hay un  nuestro granito de arena con el fin de construir un mundo
resumen escrito en ambos idiomas, con ello pretendemos mejor, donde exista la verdadera paz y la armonia a través
dar facilidad tanto al hispanoparlante como al que no lo esdel conocimiento cientifico. Muchas gracias a todos.
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ALTERACION DE LA SENAL DE

Calcio en musculo cardiaco

Fernando Soler y Francisco Fernandez-Belda

En este trabajo se describen los mecanismos y moléculas implicadas en el contrét teteCan el citoplasma, que

es la sefial reguladora de la contraccion del masculo cardiaco. Alteraciones en ese control dan lugar a diferentes
respuestas celulares que conducen a un descenso en la capacidad contractil de las células asi como al niUmero de

éstas. El conocimiento de los mecanismos de regulacion éelyCaaplicacion de tratamientos basados en
técnicas de manipulacién genética y en el uso de nuevos inhibidores, abren la posibilidad a una futura
actuacion terapéutica con objeto de corregir las consecuencias de esa alteracion.

LA SENAL DE C&* Intercambiador Na-Ca
La salida de Cainducida por C# es la base del mecanismo Sarcolema PMCA

de excitacion-contraccién que opera en el masculo cardiaco

(Fabiato, 1985). El proceso consiste en que canales#e Ca Canal L

gue hay en la regién de tubulos T de la membrana plasmatica
se activan durante el potencial de accion para permitir la en-
trada al citoplasma de una pequefia cantidad d¢&¢ Ca SR
extracelular. Esto activa al receptor de rianodina o canal RyR

intracelular de Ca que se abre y da lugar a la salida al cito;

; L PLB SERCA
plasma de Caalmacenado en el reticulo sarcoplasmico.
La salida de Cadesde el depdsito intracelular hace que la
concentracién en el citoplasma que es de 0.1 uM se eleve | — |
hasta aproximadamente 1 pM. Esa elevacion dé&legSano- Tabulo-T
mentanea y sirve como sefial para activar la contraccién mus- |
cular. La relajacion diastélica se produce cuando la concen- Proteinas contractiles

tracion de C& vuelve al nivel basal. En este proceso ir":erVie'FIGURA 1. Representacién esquematica de flujos y transportadores de
ne fundamentalmente la ATPasa dé*@ea la membrana del Ca* implicados en la actividad contractil de un miocito cardiaco. El

. - . . . potencial de accién abre canales de Ca?* de tipo L en la regién de los tibulos
reticulo sarcoplasmlc(SERCAZa) y en menor extension el T del sarcolema (membrana plasmética). Entra una pequefia cantidad de Ca?

intercambiador NaC&* de la membrana plasmatica. La ATPasaal citoplasma que activa al receptor de rianodina (RyR) y se produce salida
+ Ati Ca? almacenado en el reticulo sarcoplasmico (SR). El Ca* liberado

de C&' de la membrana plasma_tlca (PMCA) Se encarga dﬁjuce la contraccion de las miofibrillas. El estado de relajacion se produce
mantener el nivel basal de®d a figura 1 muestra un esque- por el bombeo de Ca?* al interior del SR que realiza la ATPasa de Ca?
ma de los ﬂUjOS de Gay las moléculas que controlan su (SERCA) que hay en esa membrana. Cuando fosfolambano (PLB) esta sin
L , fosforilar interacciona con SERCA y hace que la capacidad catalitica del

transporte en un miocito de corazon. transportador sea baja. El intercambiador Na*-Ca?* de la membrana plasmatica

Laisoforma 2ade la proteina SERCA, que es especiﬁca a@he un papel complementario. La ATPasa de Ca? de la membrana plasmatica

. L PMCA d t | nivel de Ca* do la célul ta
miocardio, juega un papel clave en el control dét.@aruna (s 5 enea9® de mantener el nivel de Ca cuando fa celula esta en

parte asegura una relajacion adecuada de la fibra muscular al

permitir que baje la concentracion deé"Ga el citoplasmay cial para que se produzca el siguiente ciclo de contraccion.
se restablezca el nivel basal. Al mismo tiempo rellena los de- La actividad de SERCA2a se regula a través de su interac-
pasitos de Cadel reticulo sarcoplasmico, lo que resulta eseneién con fosfolambano (Koss y Kranias, 1996), un polipéptido
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de la membrana del reticulo sarcoplasmico cardiaco cuya fatero progresivo de la funcién cardiaca que puede desembo-
ma activa tiene estructura pentamérica (22 kDa). Cuandmr en muerte subita. La caracteristica esencial desde el punto
fosfolambano esta sin fosforilar interacciona con SERCA2age vista funcional es un descenso drastico en la capacidad
hace que disminuya la afinidad de unién d& @ldransporta- contractil del miocardio que se debe a un descenso en las
dor. Por tanto, fosfolambano ejerce un efecto inhibidor de lelevaciones de Gaque actllan como sefial para la contrac-
actividad SERCAZ2a a bajas concentraciones d& Ca  cién. En esta situacion patologica se observa un menor nivel
fosforilacion de fosfolambano en su serina-16 hace que sie expresién de algunos genes entre los que se encuentran
disocie de SERCA2ay eso produce un aumento en la velods que codifican a SERCA2a y al receptor adrenélbgiGdra
dad de entrada de €al reticulo. Es decir que la disociacién observacion relacionada con este estado es un descenso en
de fosfolambano fosforilado desinhibe a SERCA2a y acelemnivel de acumulacion del intermedio fosforilado de SERCAZ2a,
la relajacion. La fosforilacién de fosfolambano esta controlde que implica un descenso en la capacidad para transportar
da por la ruta de activacion adrenérgica (Kethl, 1995). C&*al interior del reticulo sarcoplasmico.
Esto explica en parte que las catecolaminas aumenten la fuerzaa dificultad del C& para inducir un ciclo 6ptimo de con-
del latido cardiaco, es decir que produzcan un efecto inotrépitaccidn-relajacién pone en marcha un mecanismo de com-
positivo. pensacion en el que participan las catecolaminas. Estas pro-
El receptor adrenérgidoes una proteina que contiene sie-ducen activacion de la ruta adrenérgica, lo que da lugar a la
te hélices atravesando la membrana plasmética. La unién dédsforilacion de fosfolambano y a la activacion de SERCAZ2a.
agonista que se produce en la cara extracelular del recepior realidad lo que se produce es una sobreestimulacién del
activa a la proteina Gue se localiza en la cara interna de laeceptor adrenérgicb y eso origina la activacion de una
membrana. La subunidadde G unida a GTP activa a otra quinasa que fosforila al receptor adrenérgidésta respues-
proteina de membrana, adenilato ciclasa, que cataliza la fornta-celular hace disminuir la afinidad de unién del agonista
cion de cAMP a partir de ATP. Por Gltimo interviene la quinasécatecolaminas) al receptor en un proceso que se denomina
A de proteinas que se activa en presencia de cAMP y llevarsensibilizacién. La respuesta celular también incluye un des-
cabo la fosforilacion de fosfolambano (figura 2). censo en el nimero de receptores adrenérgigda apari-
cién de desacoplamiento en los receptores que quedan
RA (Rockmaret al, 1998).

Sarcolema

APOPTOSIS

Quinasa
RA , . . . ’ .
La pérdida de miocitos a través de apoptosis o muerte celular

ATP cAMP ,
programada es un fendmeno que se observa en el curso de
PLB SERCA distintos tipos de cardiopatias entre los que se incluye el fallo
PKA cardiaco (MacLellan y Schneider, 1997). Este proceso esta

relacionado con situaciones de estrés celular tal como lo de-
muestra el hecho de que la activacion de la proteina p38, que
es un tipo de quinasa de proteinas MAP (quinasas que se
activan por mitégenos), conduce a la apoptosis de

SR

FIGURA 2. Mecanismo de activacion de SERCA2a a través de la ruta
adrenérgica. La interaccion de catecolaminas con el receptor adrenérgico
(RA) b de la membrana plasmatica (sarcolema) activa a la proteina G_ que a
través de su subunidad a activa a adenilato ciclasa (AC). Esta enzima de
membrana cataliza la formacién de AMP ciclico que a su vez activa a la
quinasa A de proteinas (PKA). Esta quinasa fosforila a fosfolambano (PLB)
a partir de ATP. La forma fosforilada de fosfolambano no interacciona con la
ATPasa de Ca?* (SERCA) y eso aumenta la capacidad de transporte de Ca?*
al interior del reticulo sarcoplasmico (SR). El fallo cardiaco da lugar a un
descenso en la afinidad de unién de catecolaminas al receptor (insensibiliza-
cion). Este efecto se debe a una sobreestimulacion del receptor adrenérgico
que induce su fosforilacién por una quinasa (quinasa RA).

FALLO CARDIACO

cardiomiocitos (Wangt al, 1998). A este respecto cabe se-
fialar que la apoptosis parece ser un balance dinamico entre
rutas catalizadas por distintas quinasas de proteinas MAP.
Las rutas en las que intervienen p38 y JNK (quinasa del extre-
mo NH, de jun), que se activan por estrés celular e inducen
apoptosis y la ruta en la que interviene ERK (quinasa que
responde a sefial extracelular) que se activa por factores de
crecimiento y tiene efecto inhibidor de la apoptosis €Xal,
1995).

La apoptosis es una respuesta celular complejay en ella puede
actuar el C3 como inductor, tal como se observa en distintos
tipos de células y tejidos. El papel det@amo activador de la

El fallo cardiaco es un sindrome clinico complejo que surge @poptosis se puso de manifiesto por primera vez al tratar timocitos
una combinacion de factores de tipo genético, fisioldgico nmaduros con glucocorticoides (Kaiser y Edelman, 1977). La
ambiental y que aparece en el curso de la evolucion de algaresencia de glucocorticoides induce una elevacién‘ercel

nas cardiomiopatias. Tiene un caracter gradual ya que los séitoplasma y eso da lugar a una activacién de endonucleasas
tomas se van agravando con el tiempo y eso produce un datelulares y a la fragmentacion del material genético. En este caso,
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la apoptosis se puede inducir en ausencia de glucocorticoidESTRATEGIAS DE INTERVENCION
afadiendo un ionéforo especifico pard'Cain embargo, este
efecto del C4 no se observa en todo tipo de células. Hay casdsl conocimiento de los mecanismos de control dél €ael
en los que la elevacion deCaroduce el efecto contrario. Esto musculo cardiaco ha permitido disefiar una serie de estrate-
es lo que ocurre en células hematopoyéticas madre que sufgias que pueden llegar a ser de utilidad como tratamiento
apoptosis cuando se elimina interleuquina-3 del medio de culterapéutico. Algunos de los procedimientos experimentales
vo. La adicién del ion6foro A23187 produce un bloqueo de lanas recientes se basan en técnicas de ingenieria genética. Asi
apoptosis debido a que origina una elevacion dedbe esti- por ejemplo, utilizando ratones transgénicos en los que se
mula la produccién de interleuquina-4. Las células no muestrancorpora el transgen SERCA2a se puede conseguir una
actividad endonucleasa activada pot'@a estas condiciones. sobreexpresién del transportador SERCA2a en cardiomiocitos.
El uso de inhibidores de la ATPasa dé'CBERCA) es otra  Esto se traduce en un aumento de la contraccioén y relajacién
herramienta experimental utilizada para estudiar procesos qdel masculo cardiaco (Het al., 1997). La transfeccién de
son dependientes del Tébre en el citoplasma. Estos com- adenovirus conteniendo el gen de parvalbimina a
puestos vacian los depdsitos intracelulares y activan la entreardiomiocitos ha sido otra de las estrategias. Parvalbimina
da de C#& extracelular. Asi, la adicién de tapsigargina aes una proteina con capacidad para urfir @iee esta presen-
timocitos de rata (Jiangt al, 1994), o a células tumorales te en el masculo de peces. La afinidad de parvalbumina para
humanas de préstata (Furwtal, 1994) o higado (Kanekoy unir C&" es mayor que la de SERCA2a pero menor que la de
Tsukamoto, 1994) induce la fragmentacién del material genétidooponina C, por eso la incorporacién del gen de parvalbimina
y la activacién de mecanismos caracteristicos de la apoptos# . misculo cardiaco y la consiguiente sobreexpresion de esta
Otro inhibidor como es el 4cido ciclopiazdnico también induproteina, sirve de complemento a la accidn transportadora de
ce apoptosis en células secretoras de insulina (hal, SERCAZ2a. Parvalbimina ayuda a bajar el nivel deddeel
1998) o en células S49 (Biat al, 1997). El inhibidor citoplasma que es esencial para conseguir una adecuada rela-
tapsigargina también produce activacién en fibroblastos dacién muscular. De esta forma, la incorporacién de
ratén de la expresién de c-fos y c-jun que son componentparvalbimina al miocardio mejora el ciclo de contraccién-rela-
del factor de transcripcion AP-1 (Schongalal 1991). En  jacién (Wahet al, 1999).
relacién con esto, se ha visto que la transcripcion de c-jun La eliminacion del gen de fosfolambano o la modificacion
esta controlada por la ruta de la JNK en la que participan ate su secuencia mediante mutagénesis dirigida, han sido otras
cascada una serie de quinasas de proteinas (Kyebkls de las actuaciones a nivel molecular para conseguir una
1994). Es importante sefialar que esta ruta se activa en sitpatenciacion del ciclo de contraccion-relajacién cardiaco. En
ciones de estrés celular y para ello se requiere la presenciaamlquiera de los dos casos lo que se consigue es eliminar la
Ca* (Knighty Buxton, 1996). interaccién de fosfolambano con SERCA2ay por tanto permi-
El efecto de tapsigargina al igual que el de un ionéforo der que aumente la actividad del transportador (Minamisdawa
Ca* no siempre es el de inductor de apoptosis. Asi por ejenal., 1999).
plo tapsigargina induce apoptosis en neuronas inmaduras deLa manipulacién de la ruta de activacion adrenérgica que
cerebelo pero no en neuronas maduras (Lentiek, 1995). fosforila a fosfolambano con objeto de aumentar la actividad
Un trabajo reciente (Lotert al, 1999) muestra que com- de SERCA2a ha sido otro de los caminos que también ha
puestos que movilizan €atales como A23187 o tapsigargina, proporcionado resultados satisfactorios. Asi por ejemplo, la
pueden inducir o bloguear la apoptosis en un mismo tipo debreexpresion del receptor adrenérgigen3ejido cardiaco
célula. Estos agentes inducen apoptosis si las células de ratones transgénicos permite alcanzar el mismo nivel de
sobreexpresan la proteina p53 y sin embargo bloquean dativacion de la ruta adrenérgica en ausencia de catecolaminas,
apoptosis si las células sobreexpresan p53. Ambas respugae cuando se estimula con isoproterenol a animales control
tas dependen de una elevacion dé*@ae activa a una que carecen del transgen (Milagtaal,, 1994). Por otra parte,
fosfatasa de proteinas, calcineurina, por eso si se afaldesobreexpresion en musculo cardiaco de un péptido inhibi-
ciclosporina A que es un inhibidor de calcineurina se suprdor de la quinasa del receptor adrenérgico R utilizando rato-
men los efectos. También se muestra que la induccion dendas transgénicos, evita la insensibilizacién del receptor que
apoptosis esta relacionada con la activacion de la ruta enpeovoca la presencia de catecolaminas (Akétex., 1999).
gue interviene p38, una quinasa de proteinas MAP. Otra de las intervenciones ha consistido en aumentar la expre-
Todas estas observaciones revelan la complejidad de Ie&n de adenilato ciclasa en ratones transgénicos que presen-
mecanismos de degradacion celular. En este sentido no ta@ cardiomiopatia dilatada. Esta intervencién también consi-
conoce con detalle el papel dePGamo efector de apoptosis. gue contrarrestar la insensibilizacion del receptor adrenérgico
El efecto que induce una elevacién prolongada dedfeel 3 en respuesta a catecolaminas con lo que mejora la funcién
citoplasma parece depender del tipo de activacion genéticardiaca (Rotlet al, 1999).
gue produzca y eso varia con cada tipo de célula o tejido. A pesar de que todas estas manipulaciones moleculares per-
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miten una mejora de la funcién cardiaca a corto plazo en animales
de laboratorio, se desconoce si pueden llegar a tener una aplica-
cién terapéutica en humanos. Hay que tener en cuenta que la
potenciacion a largo plazo de alguno de los procesos implicados
en el control del Capuede dar lugar a la aparicion de otrag
alteraciones tales como descompensacion cardiaca o arritmias.
La apoptosis que es un proceso fisiolégico a través del
cual se controla el numero de células de un 6rgano o tejido
también puede ser objeto de intervencion, en este caso
farmacoldgica. La pérdida de tejido asociada a fallo cardiaco o
en general a enfermedades degenerativas es una alteracién
relacionada con el control de la apoptosis. Dentro de las dro-
gas antiapoptéticas disponibles podemos destacar a Ips
inhibidores de quinasas de proteinas MAP que se activan por
estrés celular (figura 3). Estas moléculas tienen una afinidad
por la quinasa correspondiente que esta en el rango nanomolar
y muestran distinta estructura quimica asi como especificidad
de accién. Entre |OSInthId9I.‘e.S fe_sp.emflcos de laqumasa p%—ﬁ;URA 3. Inhibidores especificos de quinasas de proteinas MAP
los hay con estructura de piridinilimidazol. Este es el caso d@uinasas que se activan por mitégenos) y que de forma indirecta
SB203580 (4-(4-f|uorofeniI)-2-[4-(metiIsquiniI)feniI]-5—(4- bloquean_ la apoptosis. ngajo del nompre de cada inhibidor se anota entre
piridinil)imidazol), SB202190 (4-(4-fluorofenil)-2-(4- PHeMests | auinasa que miben (p38 6 JNO.
hidroxilfenil)-5-(4-piridinil)imidazol) 6 L786134 (4-(4- antiapoptéticos constituyen nuevas herramientas que pue-
trifluorometilfenil)-2-(4-piperidinil)-5-(4-piridinil)imidazol. ES-  §en revolucionar en los proximos afios el tratamiento de di-
tos compuestos son inhibidores competitivos del ATP en glersas patologias. El conocimiento de los procesos patoldgi-
centro activo de la quinasa (Lisnaatial, 1998; Kumaetal,  ¢os g nivel molecular es la base para la aplicacion de esos
1999). Otros inhibidores de p38 como L167307 y L167782 tiep,evos tratamientos terapéuticos.

nen un anillo central de pirrol en lugar del anillo de imidazol.
También se conoce un inhibidor semisintético con estrucCtUrBEFERENCIAS
de indolcarbazol denominado CEP1347 6 KT7515 que es es-
pecifico de la quinasa JNK y cuyo mecanismo de inhibicién se
desconoce por el momento (Maroreal, 1998). Akhter, S. A Eckhart, A. D., Rockrr_lan_, H_. A Shotwell, K.,
Otro de los niveles con posibilidad de intervencion es el de las ~ Lefkowitz, R. J.y Koch W. J. “In vivo inhibition of elevated
proteasas de cisteina o caspasas que estan implicadas en la semyocardial beta-adrenergic receptor kinase activity in
Ralizacion y degradacion celular. Los inhibidores mas potentes  NyPrid transgenic mice restores normal beta-adrenergic
que se conocen tienen estructura de oligopéptido con distintas  Signaling and function”. Circulation 100, 1999. Pp. 648-
secuencias que reconocen el centro activo de la enzima y por 653
tanto muestran especificidad para las distintas caspasas (Gar@gan, X., Hughes, F. M. Jr., Huang, Y., Cidlowski, J. A. y Putney,
Calvoet al, 1998). La inhibicion se hace irreversible cuandose  J. W. Jr. “Roles of cytoplasmic £and intracellular Ca2+
afade a la secuencia un grupo quimico reactivo como stores in induction and suppresion of apoptosis in S49
fluorometilcetona, clorometilcetona o aminometilcumarinaaun-  cells”. Am. J. Physiol. 272, 1997. C1241-1249.
gue esto aumenta su capacidad de reaccion y disminuye la espe- . e . I
cificidad. Asi por ejemplo, acetil-Trp-Glu-His-Asp-aldehido (Ac- abl_ato, A '_I'|me and (_:alcu_Jm dependence of actlyatlon and
WEHD-CHO) es un potente inhibidor reversible de caspasa-1 inagtivation of C?"C'“f_“"”duced rele_ase of caI_C|um ”OT“
mientras que benciloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona (Z- the sar COplfsm'C retlculum of a skinned canine cardiac
VAD-fmk) es un inhibidor irreversible de caspasa-1 6 caspasa-2. Purkinje cell”. J. Gen. Physiol. 85, 1985. Pp. 247-289.
El tetrapéptido acetil-Asp-Glu-Val-Asp-aldehido (Ac-DEVD- Furuya, V., Lundmo, P., Short, A.D., Gill, D. L. e Isaacs, J. T.
CHO) se suele utilizar como inhibidor reversible de caspasa-3 “The role of calcium, pH and cell proliferation in the
aungue en realidad es inhibidor de la polimerasa de poliADP- programmed (apoptotic) death of androgen-independent
ribosa gque a su vez se activa por caspasa-3. Un inhibidor directo prostatic cancer cells induced by thapsigarg®éncer
de caspasa-3 es acetil-Asp-Met-GIn-Asp-aldehido (Ac-DMQD-  Res54, 1994. Pp. 6167-6175.
CHO) mientras que acetil-Leu-Glu-His-Asp-aldehido (Ac-LEHD-
CHO) es inhibidor de caspasa-9.
La aplicacion de terapia génicay la utilizacién de farmacos
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D. W.y Thornberry, N. A. “Inhibition of human caspasas
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HIPERTERMIAMALIGNA , UN SINDROME OCASIONADO PORDISTURBIOSEN LA HOMEOSTASIS

Celular del C4 en misculo esquelético

Luis Fernando Plenge Tellecheg Joaquin Rodrigo Garcid, Javier Vargas Medrand

La hipertermia maligna (HM) es una enfermedad relacionada con un mal funcionamiento del can&l de Ca
conocido como receptor de rianodina, (RyR1). El RyR es un canal?tdéo€alizado en las cisternas terminales
del reticulo sarcoplasmico de células musculares. Durante un funcionamiento regular del RyR se produce la apertura
del canal mediante una sefial a través de la membrana plasmatica que da lugar a la salidadel@acompartimien-
tos del reticulo sarcoplasmico y como resultado de ello se produce el fenémeno de la contraccién muscular. Un mal
funcionamiento en el RyR llevar4 como consecuencia disturbios en la homeostasis celuldrateeCatsculo. Concre-
tamente, durante una crisis de HM se produce una salida masiva?tde@aconllevara a una sostenida contraccién del
musculo esquelético y por tanto, a un desorden metabdlico, entre los cuales se destacan la acidemia muscular, elevacion
de la temperatura, taquicardia, entre otros, pudiendo ocasionar la muerte. Se ha demostrado que los individuos que
padecen este mal (tanto el hombre como ciertos animales) son genéticamente susceptibles. Estas personas susceptibles
la HM pueden desarrollar una crisis al inhalar anestésicos de tipo volatiles como el halotano y otros compuestos relacio-
nados. También se ha demostrado que las personas susceptibles pueden desencadenar una crisis de HM por motivos de
estrés. Los estudios del R yR a nivel molecular confirman la presencia de una mutacién puntual en la secuencia cADN que
codifica para el RyR, la cual resulta en la sustitucién de una Cys por la Arg en la posicidon 615 de dicha secuencia.
También se ha demostrado que el relajante muscular despolarizante dantrolene sédico, es una droga muy
eficaz para el tratamiento de una crisis de hipertermia maligna. Esa droga administrada a tiempo evita
la salida masiva de Cadurante una crisis de HM, estableciéndose de esta forma
los niveles de Caen el citoplasma y posteriormente la salud del individuo.

INTRODUCCION proponen evaluar discusiones extensas o s6lo los mas impor-
tantes temas clinicos. El panorama general unificante de la
La hipertermia maligna (HM), como su nombre lo indica, eHM que ha sido desarrollado en los Ultimos 30 afios es la
una enfermedad poco comun pero muy peligrosa que puegeesencia de una anormalidad fundamental en la capacidad
ocasionar la muerte del hombre y de algunas especies anintiel musculo susceptible a la hipertermia maligna (SHM) para
les. Se le conoce clinicamente como una miopatiaegular adecuadamente su concentracion &fer@aplasmica.
hipermetabdlica similar al estado de choque. Es desencadgebido a que la concentracién deGaioplasmico controla
nada en individuos genéticamente susceptibles tanto por mi@-contraccién muscular y la actividad metabdlica, es evidente
tivos de estrés y por lainhalacion de anestésicos o de relajantpge una alteracion sutil en el control det@aioplasmican
musculares despolarizantes (Fragexl., 1988). vivo podria ocasionar significativas consecuencias fisiologi-
La hipertermia maligna ha sido reconocida desde la décadas.
de 1960 como una reaccion metabdlica inusual a ciertos agen-La finalidad de esta revision es recabar los aspectos identi-
tes anestésicos que ocasionan frecuentemente desordefiegdos como alteraciones bioquimicas y fisiologicas de la
del musculo esquelético de tipo hereditarios (Mickelson yhipertermia maligna por medio de estudios en los individuos
Louis, 1996). Los aspectos clinicos mas frecuentes de la HYlanimales que presentan SHM que pudieran presentar una
han sido objeto de un gran nimero de libros y revisionealteracion en la regulacion mioplasmica dé& (ara explicar
desde las primeras descripciones de este sindrome y nolae alteraciones en la regulacion dé*@Gascular en tejidos
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VOCABULARIO CLAVE: Ca’’-ATPasa: ATPasa dependiente de Ca’'IDHPR: Receptor de dihidropiridina /HM: Hipertermia maligna /Min:
Minutos /Ms: Milisegundos /RyR: Receptor de rianodina /RS: Reticulo sarcoplasmico /SHM: Susceptibilidad a la hiperthermia maligna.
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SHM, es necesario hacerlo a un nivel molecular. Un enfoqueUADRO CLINICO
comun es el estudio de las alteraciones en la regulacién del
calcio mioplasmico de musculo esquelético SHM del cerdo, lbos ataques de la HM pueden ser caracterizados como fulmi-
cual llevé a la identificaciéon de una mutacién en el gen delantes, sobreviviendo en cualquier momento durante la anes-
receptor de rianodina (RyR) de reticulo sarcoplasmictesiay hasta tres horas después de la interrupcion de la expo-
(Mickelson y Louis, 1996). De la misma forma se discute Isicion del agente desencadenante. Este cuadro, o
evidencia para anormalidades asociadas con la regulacién bipermetabolismo se expresa en forma de rigidez muscular,
Ca* en masculo SHM de humano, donde a pesar de que haymento del consumo de oxigeng)(@ acumulacion de CO
ciertamente muchas mutaciones RyR en muchas familias, taproduce en consecuencia acidemia respiratoria y metabdlica,
bién hay una significativa heterogeneidad génica (Mcintostaquicardia, entre otros sintomas. No en todos los casos la
etal, 1977; MacLenneast al, 1995). Aparentemente, se co- fiebre es una manifestacion inicial o predominante en la HM.
noce menos sobre las bases de defectos en la regulacién(@emes do Amara, 2000).
Ca* mioplasmico en SHM de humano. Actualmente hay una Una reaccién causada por un anestésico no comun se ha
discordancia entre los investigadores del SHM, es decir, questimado que ocurre de aproximadamente 1 caso por cada
las alteraciones secundarias en la estructura y funcién muk2,000 pacientes, mientras que en uno de uso comun se da
cular, resulta del defecto genético primario en el RyR u otro$ caso por cada 40,000 (Britt y Kalow, 1970; Kalow, Britt y
genes candidatos. También se ha revisado la interacciéon dedhan, 1979; Ording, 1985). Por ello se piensa que el verda-
cafeina en tejidos SHM y musculo normal, el cual ayuda dero nimero de individuos susceptibles podria ser consi-
formar las bases para el exaniervitro para determinar la derable, ya que muchos pacientes han pasado anterior-
susceptibilidad a la HM (Ellis y Harriman, 1973; Kaletal., mente por severos momentos un episodio clinico de anes-
1970). tesia (Britt y Kalow, 1970; Gronert, 1994; Ording, 1985). Un
En este trabajo también se incluye una breve revisién ddndrome idéntico fue identificado en cerdos alrededor del
los efectos de agentes anestésicos en el misculo esquelétaig 1966 (Halkt al., 1966; Harrisoret al., 1968), desde
gue discute las diferencias entre SHM y musculos normalentonces, los cerdos han servido de modelo para estudiar
gue podrian resultar en la iniciacién y mantenimiento de lokas bases moleculares de la HM.
episodios de HM en individuos susceptibles. Durante un episodio de HM se presenta una rapida y sos-
Los cerdos son los animales principalmente afectados, petenida elevacién de la temperatura corporal (tanto c66Y&é 1
se han reportado casos en caballos, perros, gatos, ciervosn en humanos susceptibles) que podrian excederi@s 43
pollos, conejos, ganado bovino (sindrome de musculo dobl€gronert, 1994), asi como un extraordinario incremento en el
y en el hombre (Fraset al, 1988). De ahi que se conozca quemetabolismo aerdbico y anaerdébico, taquicardia, elevacién de
en el cerdo la susceptibilidad a la hipertermia maligna (SHMR concentracion arterial de G@cido lactico y la contraccion
estd mas ligada a las concentraciones de calcio presentesderios musculos esqueléticos, acompafado de trastorno mus-
el masculo esquelético. cular (Groneret al., 1986). El paciente podria fallecer sino se
Como se menciond anteriormente, la salida d& Cainicia inmediatamente una terapia. Recientemente se ha desa-
intracelular se vuelve anormal y como consecuencia su nivelollado una técnica de escala clinica gradual que permite a los
podria elevarse (Enzmaanal., 1998). De esta forma los mus- clinicos predecir con una mayor realidad, si una respuesta
culos SHM podrian presentar prolongados tiempos de relajausual a la anestesia no ha estado relacionada con un caso
cion y bajas frecuencias de contraccion, lo cual se podride HM (Larachet al, 1994). De los anestésicos utilizados
incrementar debido a la inhibicién de la actividad enzimaticauya aplicacion induce a la HM, son los més volatiles como el

de la C&-ATPasa del reticulo sarcoplasmico. halotano, enflurano, isoflurano, desflurano y el sevoflurano
(Gronertet al,, 1994; Harrisowet al, 1968).
INCIDENCIA HM También se ha propuesto que la despolarizacion del muas-

culo se produce por agentes relajantes como la succinilcolina
La HM se presenta en virtud de la exposicién a agentegie desencadenan los efectos de la HM por la via neuronal y
desencadenantes de un sindrome de naturaleza genéticaplaica motora, mientras que los anestésicos volatiles actian
incidencia varia en las diferentes poblaciones estudiadas. Eabre canales de iones o bombas de iones (ambos de membra-
general la incidencia es de entre cada 1/50,000 de las anesta} que participan directamente en el complejo de excitaciony
sias suministradas. También se ha observado que genemdntraccion del misculo esquelético (Mickelson y Louis,
mente la HM se presenta en individuos de raza blanca y amk896).
rilla. La susceptibilidad ocurre igualmente en ambos sexos. Hay reportes de que el estrés fisico o0 emocional, la ansie-
Por otra parte, las crisis son mas comunes en individuos addiad o cambios subitos de la temperatura ambiental, también
tos que en nifios (1/1000 anestesias), y son raras en anciapasden iniciar un proceso de HM en algunos pacientes sus-
(Gomes do Amaral, 2000). ceptibles (Gronest al.,, 1980).
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FISIOPATOLOGIA DIAGNOSTICO

Una crisis de HM se debe principalmente a una elevacién dg diagnéstico de la HM no se fundamenta propiamente como
la concentracion de €antracelular. De este equilibrio ibnico un cuadro clinico (como radiografias, rayos X, etc.). Para una
depende una gran cadena de eventos iniciada por el fen6nmeayor utilidad de los exdmenes complementarios, se debe ha-
no de la contraccidon muscular rigida, hiperactividad metabdlicger una evaluacién de las complicaciones en respuesta al tra-
(producto del calor, gran consumo de oxigeng--O tamiento. Una capnografia (registro cuantitativo del aire expi-
anaerobiosis y acidemia lactica), hipercarbia, lisis celular (parado por medio de un capndografo) tiene un gran valor como
introduccién de sustancias intracelulares como K, Cajiagnéstico precoz de la HM, que avala la respuesta al trata-
creatinocinasa y mioglobina), activacion de procoagulantesyiento. De hecho, en cagabninantes se observa la presencia
etcétera. de elevadas acentuanes de C{gaseosao expirado (E/CQ

De acuerdo a la informacién mencionada anteriormente, han torrente sanguineo venoso (Pyyarterial (PaCQ) en
claras evidencias de que la falla causante de la HM se encueomparacion del CQenoarterial regular. Sin embargo, pue-
tra en el masculo esquelético. Se ha propuesto que la reaccifen ser atenuadas por una hiperventilacion en casos de crisis
de activacién de la HM causada por un agente desencadenamiederadas. También los procesos se destacan por un aumen-
resulta como consecuencia de un incremento de la concentta-de potasa, creatino-fosfoquinasa (CPK; de 12 a 24 horas
cion de Cé& en el citoplasma de musculo esqueléticodespués o al inicio de la crisis), creatinonemia, asi como dis-
(sarcoplasma). La rigidez muscular es casi patognomonica pdtabios de la homeostasis celular. Fuera de crisis, una suscep-
la HM y la hipertermia al parecer depende de la contraccidtibilidad a la HM se puede confirmar mediante un estudio
del masculo (Gronest al, 1980). Estas respuestas puedenealizado con una biopsia de tejido induciendeitro una
ser explicadas por una activacion dependiente dlal€am-  posible respuesta con concentraciones crecientes de halotano
bos metabolismos: aerébico y anaerdbico, resultando en conpeafeina (Gomes do Amaral, 2000).
secuencia una acidosis respiratoria y metabélica. Se ha con-
firmado que se produce un aumento en la concentracién @dagndstico diferencial
Ca*sarcoplasmatico en el tejido SHM durante una exposikas manifestaciones clinicas de la HM no son especificas y
cion a halotano, utilizando tanto un electrodo d& @amola  podrian presentar los siguientes sintomas: como neurolépticos
tincién fluorescente de €glaizzoet al, 1988; Lopeztal, Yy litio (sindrome neuroléptico maligno) taquicardia, taquipnea,
1988), Groneret al (1986) demostraron eficazmente que elhipercarbia, acidosis respiratoria, rigidez muscular generaliza-
defecto causante de la HM reside en el mlsculo esquelétiatg, arritmias, hiperpotasemia, elevacion de la temperatura, ines-
desarrollando una preparacién aislada de las extremidadebilidad hemodinamicay alteraciones relacionadas con la coa-
posteriores de cerdo. Estas preparaciones de musculatura giglacion, las cuales podrian confundirse con diversas situa-
lada reaccionaron a los agentes desencadenantes de HMcames clinicas. Diversas drogas pueden desencadenar mani-
manera similar a como lo hubieran hecho directamente en cdestaciones semejantes a las de la HM tales como: (Sindrome
dos, por lo tanto, el misculo SHM tiene una respuesta andvaligno Neuroléptico), inhibidores de monoaminooxidasa,
mal a los agentes desencadenantes de HM, indicando gaefetamina, cocaina, antidepresivos triciclicos, antropina,
este tejido es el principal foco etiolégico para la hipertermialicopirrolato, metoclopramida, cetamina, etc. (Gomes do
maligna. Ciertos estudios realizados con dantrolene sddicéymaral, 2000).
un relajante muscular despolarizante, revelaron que el miscu-
lo esquelético es el principal tejido afectado y es donde $&rueba del halotano en cerdos
presentan los episodios tipicos de HM (Britt, 1987), ademag]| halotano (2-Bromo-2-cloro-1,1,1-trifluroetano) es un anes-
las bajas concentraciones sarcoplasmicas ie@@alsculo tésico aplicado por inhalacién, no inflamable, ni explosivo,
(Gronertet al,, 1986). Este agente se considera generalmenpmtente, ampliamente utilizado, caracterizado por un inicio de
como relajante del masculo esquelético debido a que inhibe &tcion y reversién rapida. Los efectos colaterales incluyen
proceso de la salida de €desde el reticulo sarcoplasmico, disminucion respiratoria y cardiovascular, asi como sensibili-
aunque el mecanismo preciso de accién todavia no se conatad a las arritmias inducidas por adrenalina (Stedrhah,
con precision. La determinaciéon del sitio de accion y del993).
mecanismo de accion de dantrolene podria contribuir paraLa prueba del desarrollo de la contraccién muscular de la
una mejor comprension de la regulacion de la salida ¢fe CaHM humana puede inclusive ser usada para diagnosticar la
intracelular del masculo esquelético y estudiar con méas detbHM en cerdos. Este reconocido ensayo nos sirve para validar
lle una posible solucién al problema de la HM. Hay datogl examen en pacientes humanos. Esta prueba se considera
recientes que indican que el dantrolene se une con gran afiodmo un ensayo positivo debido a que en el cerdo puede
dad a la fraccion de la membrana muscular en las cisternealidarse subsiguiente a la estimulacién con anestegizo
terminales del reticulo sarcoplasmico (Parness y Palnitkacpnocida como “prueba de estimulacién por halotano”. Du-
1995). rante esta prueba los animales inhalan 3% de halotano a tra-
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vés de una mascarilla. Esta prueba es tipica en animales SH\optara este criterio, seria menor controversia sobre las po-
los cuales comunmente exhiben un musculo rigido a los $ibles asociaciones entre la HM y otra enfermedad del miscu-
minutos, mostrando taquicardia, cianosis e incrementos enlay una presentacion clinica donde intervienen los anestésicos
temperatura corporal (caso del cerdo) de 0.5l durante 10  (Mickelsony Louis, 1996).
a 20 minutos, alcanzando un aumento hasta los %3 atles Uno de tantos trabajos nos explica como se llevan a cabo
de la muerte (Allest al, 1990; Gronert, 1980; Gronert, 1986, este tipo de procesos, como por ejemplo, la investigacion
Gronert, 1994). Los animales normales no muestran rigidezalizada por Enzmann et al. (1998), quienes sometieron pa-
muscular o una temperatura elevada cuando son sujetogj@etes de células musculares de cerdo SHM intactas y de
una exposicion de anestesia, de igual forma cuando se acooerdos normales a un enfriamiento que produjo como conse-
pafia con succinilcolina, la cual induce dramaticamente el desuencia una baja frecuencia de estimulacién. Como resultado
encadenamiento de las contracciones en un musculo SHd#& lo anterior, se observd una elevacién de la contraccion
(Mickelson y Louis, 1996). muscular y una prolongada relajacion, siendo ésta mas signi-
La fuerza de la contraccién del masculo esquelético se dativa en células SHM que en células de musculos normales
en funcion de la liberacion de €a&n el mioplasma, lo cual (p. €j. 34+/- 4% versus 16 +/- 4% de contraccion, y 82.4 +/- 9.4
demuestra que el aumento en la contractilidad del muscutnin versus 43.2 +/- 7.8 min del tiempo medio de relajacion,
SHM se da en respuesta al halotano y a la cafeina (estimuladanto para musculos SHM como para musculos normales).
te cardiaco y neuroldgico). El halotano provoca la elevaciékllo en comparacion a la inhibicién TATPasa inducida por
de los niveles de Gamioplasmico con un efecto directo en la &cido ciclopiazénico. También indican que el enfriamiento
membrana celular del masculo (sarcolema), mientras que thurante una crisis de HM podria causar un aumento en la
succinilcolina causa de esta forma fasciculaciones en el mufgterza de las contracciones musculares. Este tipo de estudios
culo (Gallowayet al,, 1986). Al incrementar la contractilided y de muchos mas viene a confirmar la afeccion directa sobre el
vitro por medio de halotano y cafeina, nos provee de un@ceptor de rianodina (RyR) y por tanto, la bomba de calcio
prueba especifica para identificar la susceptibilidad a la HMCa*-ATPasa) de células musculares.
(Kalowetal, 1970; Elliset al, 1971). De acuerdo a los datos expuestos anteriormente, es nece-
Si una biopsia de muslo se expone a halotamiroy por  sario explicar lo mas esencial acerca de estas dos proteinas
separado se expone a distintas concentraciones crecientesrimlucradas directamente en el proceso de la homeostasis
cafeina, las contracciones del musculo se podrian incremetelular de C# antes de discutir el proceso afectivo a nivel
tar en pacientes que son susceptibles a HM. Hoy en dia esg&lular y molecular de la hipertermia maligna.
nueva prueba se esta usando para identificar la susceptibili-
dad a la HM; los cuales presentan una reaccion al inhal®ENAL DE C&"
anestésicos halogenados y/o suxametonio que estan identifi-
cados como posibles agentes desencadenantes de la HMEIlion C&* es una de las sefiales bioquimicas mas importantes
que intervienen en el control de la actividad celular (Tsien y
Discrepancia de las pruebas Tsien, 1990; Berridge, 1993; Pozzdmal, 1994). Su participa-
Una prueba positiva de contraccidnvitro es un excelente cién se ha podido demostrar en todo tipo de células desde las
patrén para diagnosticar la susceptibilidad a la HM. En lanas sencillas, las procariéticas, hasta las eucariéticas mas
actualidad, se han venido usando dos diferentes protocolaspecializadas como las neuronas (Ghosh y Greendberg, 1995).
En los laboratorios europeos se emplea el protocolo propuddna caracteristica habitual en la generacidon de sefiales
to por Ellis y Leeds (Grupo Europeo Hiperpyrerexia Malignapioquimicas es que la sintesis y degradacion de las moléculas
1984) donde utilizan pruebas que consisten en incrementosguladas estén controladas por sistemas enzimaticos. Esto
de dosis adecuadas de halotano y de dosis de cafeina. garmite a la célula ajustar en cada momento los niveles de
Estados Unidos y en el laboratorio de John Curtin y colaboraegulador que necesita. La concentracion déri@ese puede
dores, usan una dosis propia de halotano al 3% e incrementegular de esa forma. El control de su concentracién en el
sucesivos de dosis de cafeina. Los dos protocolos presentatoplasma exige un complejo dispositivo de moléculas que se
los mismos resultados esenciales. Ocasionalmente existe werecargan de su union y transporte. La concentracién®e Ca
discrepancia entre las contracciones causadas por halotaniibye en el citoplasma cuando la célula esta en reposo es de
cafeina. Segun Mickelson y Louis (1996) los europeos hacd®0 nM, mientras que en el medio extracelular alcanza un valor
alusion a tales resultados como “confusos”; los norteamenmpréximo a 2 mM. Este importante gradiente de concentracion
canos y su grupo los clasifican como “susceptibles”. Parpermite que el Capueda actuar como sefial (Plenge-Tellechea,
evitarnos confusiones, ninguno de los casos ilustrados en¥998; Fernandez-Belad al, 1998).
articulo de John Curtin presenta resultados “erréneos”, y las Para que una molécula o ion actlie como sefial intracelular
medidas tomadas en las contracciones producidas pes necesario que su concentracién pueda variar al menos en
halotano y con cafeina son incluidas por todos. Si algunon orden de magnitud y que tenga capacidad para unirse con
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gran afinidad a moléculas diana (habitualmente proteinas). kel reticulo endoplasmico o sarcoplasmico, segun el tipo de
todos los iones presentes en medios bioldgicos,2k€a&l célula (Putneyy Bird, 1993; Clapham, 1995). Este mecanismo
mas adecuado para cumplir funciones de regulacién dadpsrmite la entrada de €aesde el medio externo al citoplas-
sus caracteristicas de radio i6nico y carga eléctrica. El iama y sirve para recargar los depdsitos intracelulares (Plenge-
Ca"* se puede unir fuerte y selectivamente a proteinas debidellechea, 1998; Fernandez-Betdal, 1998).

a su capacidad de coordinacién con atomos de oxigeno de

glutamato, aspartato y asparragina (Kretsinger, 1980). Su uni@anales intracelulares de €a

a proteinas puede producir cambios con formaciones de graa salida de Cadesde los dep6sitos intracelulares se realiza
magnitud que actlan como sefiales de regulacién (Ferném-ravés de dos tipos de canales que muestran similitudes
dez- Beldat al, 1998). estructurales y funcionales.

La concentracion de €dibre en el citoplasma es en cada Elreceptor de rianodina, presente en la membrana del reticulo
momento, el balance entre los flujos de entrada y salida é&doplasmico/sarcopldsmico, que es especialmente abundante
este ion (Carafoli, 1987). Los sistemas de transporte mas iran células excitables y el receptor dgiifositol trisfosfato) que
portantes que controlan el nivel de?Gan el citoplasma son se localiza mayoritariamente en la membrana de reticulo

los siguientes: endoplasmico y es tipico de células no excitables (Berridge, 1993).
Los receptores de rianodina son canales intracelulares liberadores
Canales de Cade la membrana plasmatica de C&' originalmente descritos en reticulo sarcoplasmico (RS)

La membrana plasmatica dispone de canales que permitend@ muasculo esquelético (receptor tipo 1) o de musculo cardiaco
entrada selectiva de €alesde el medio externo (Clapham, (receptor tipo 2), y en el Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER) en
1995). Se clasifican en: células no musculares.

a) Canales sensibles a voltaje. Abundan de forma muy es-Se denominan receptores de rianodina desde que fueron
pecial en células excitables (neuronas, células muscularepgimeramente aislados sobre la base de su habilidad de unir
endocrinas) y se activan tras una despolarizacion de la mem@anodina, un alcaloide de plantas. El canal Inositol 1, 4, 5-tri-
brana plasmatica (McClesley, 1994) y son de apertura temptosfato (IR)-liberador de C4 o receptores |[Pconstituyen una
ral ya que tienden a cerrarse

espontaneamente. La entrada ATP ADP+P. ATP ADP+P.
de C&" a través de estos ca- ca - Na¥ bl Na2* Ca* '
nales puedg activar directa- e transversal I

mente la salida de €alesde |sarcolema Sarcolema
depositos intracelulares. Esto Canal Ca** Ca* Caz [ Canal Ca**

ocurre en algunas células Ca* T 3 Ca*

excitables como en el mlscu- - wTEP ‘ ¥ * . by

lo cardiaco y en neuronas, y| RS ri. 8 % T RS

su actividad puede estar re-
gulada por algunos agonistas
o reguladores intracelulares| Calsecuestrina
como el cAMP (Adenosin 5'- %
monofosfato ciclico). Can g

b) Canales sensibles a
ligandos. La apertura de es-
tos canales se produce por g SERCA
unibn de un agonista
extracelular que generalmen-

te es un neurotransmisor. Es-

tos canales son especial menFIGURA 1 En esta figura se puede_n _apreciar cIaramen_te el complejo de proteinas que participan en el fenémeno de la
te importantes en masculo liso contraccion muscular  (figura original tomada de Mickelson y Louis, 1996, modificada por Fernando Plenge y Javier Vargas).

y neuronas.

c) Canales activados por agotamiento por reservasegunda clase, separada de canales intracelulare denca
intracelulares (store-operated chanels), también conociddss clases son responsables de la liberacion tie dealos
como: CRAC (corriente de entrada de?’Cactivada por la  reservorios intreelulares, y por consiguiente, del incremento
salida), o entrada capacitativa de*C&stan presentes en de la concentracion de €aitosolico observado durante la
gran variedad de células y su activacion esta controlada pwansduccion siguiente a muy diferentes estimulos extracelulares,
el nivel de C& almacenado en los depositos intracelularegncluyendo hormonasryeurotransmisores (figura 1).

Calsecuestrina

Lo
L Ca?t

L
r L 5 £ E:
H - i SERCA
i - )
Triadina \/_ ’ Triaaina i Caz"

L ATP ADP+P.

Caz*
ADP+P, ATP E-nlir
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La salida de Ca a través del receptor/canal de rianodinavertebrados. Para su estudio cominmente se aisla en mem-
esta controlada en vertebrados por el potencial de membrali@nas de eritrocito libres de calmodulina y hemoglobina.
de los tubulos T (Meissner, 1994; Schneider, 1994). Estudios La otra bomba se conoce como ATPasa dependiente’tde Ca
farmacolégicos han demostrado (Rios y Brum, 1987) la exisle reticulo endoplasmico o sarcoplasmico (SERCA). Se encarga
tencia de una proteina denominada “receptor dde bombear Cadesde el citoplasma al interior del reticulo
dihidropiridina (DHPR) que se localiza en los tubulos T y queendoplasmico o sarcoplasmico. También estan codificadas por
detecta cambios en el potencial de membrana durante el pgenes distintos (tres) que presentan distinto grado de expresién
ceso de excitacién-contraccion. Esta proteina es un canal dependiendo del tejido y del estado de desarrollo de organismo.
Ca*sensible a voltaje (Campbetial, 1998; Caterrall, 1991). Estas son SERCA1 que presenta dos isoformas: 1a (neonatal) y
La activacion del RyR en vertebrados responde también kb (adulto) y es la mas abundante en muasculo esquelético de
factores endégenos. La activacion pot'Ga le conoce como contraccién rapida, el resto son SERCA2 ay by SERCAS3 (abun-
salida de Cainducida por C4 siendo un mecanismo opera- da en musculo liso y en tejidos no musculares como intestino,
tivo al menos en musculo cardiaco (Fabiato, 1983). estbmago, cerebro y pancreas (Bratdil, 1987; Burket al,

1989 —Tomado de Fernandez-Baidtial, 1998-).

Bombas de Cacitoplasmico
Las células de vertebrados poseen dos tipos de bombas@ENETICA
Ca*, también llamadas ATPasas dependientes dg Qe
pertenecen a lo que denominan bombas de tipo P (Pederselnag irregularidades inherentes al misculo SHM, se sitdan en
Carafoli, 1987) (figuras 1y 2). Se caracterizan por formar uta regulacion del Camioplasmatico. EI RS es el primer alma-
compuesto covalente enzima-fosfato durante su funcion&én de C& en el mlsculo esquelético, y esté'@s liberado
miento. Estas bombas de?Cposeen similitudes estructura- por el complejo excitacidon-contraccién (complejo E-C), la cual
les y funcionales aunque estan codificadas por dos famili&s controlada por al menos tres proteinas estructurales espe-
distintas de genes y presentan diferente localizacion subceluldalizadas localizadas en el tibulo transversal (tabulo-T), en
(Inesi y Kirtley, 1992). Estas son la ATPasa de membrankas membranas del reticulo sarcoplasmico. La hipertermia ma-
plasmatica conocida como PMCA que segun algunos estligna es desencadenada por una rapida y sostenida liberacién
dios se sugiere su participaciéon como moduladora de pequae C&* en el mioplasma.
flas concentraciones de2Caitosolico. Esta se encarga de Larianodina, es un alcaloide que se encuentra en las plan-
bombear iones de @adel nivel intracelular al medio tas que afectala liberacion de?Gael reticulo sarcoplasmico
extracelular. Existen distintas formas enzimaticas (PMCAL(Sutkoet al, 1985) se liga en la regién del receptor de rianodina
PMCA2, PMCA3 y PMCAA4), las cuales son codificadas po(RyR) responsable de la liberacion de calcio (Zoreasl,
distintos genes segun el tipo de tejido en que se encuentff90). Este receptor tiene una funcionalidad tanto estructural
practicamente se les encuentra en todo tipo de tejidos enmo de acoplamiento (McPherson y Campbell, 1993). Las
mutaciones en el gen codificador del RyR se encuentran con-
sideradas en primer plano como candidatos causantes de la
HM. Una anormalidad puntual (mutacién de sélo un codén
que codifica para un aminoacido en particular) en la secuencia

fosforilacion

as a4

Dominio B %~ alJuz oS del RyR del masculo esquelético de cerdo produce el fenéme-
°® no de la HM (Fujiiet al, 1991). Esta anormalidad es debida
ﬁ&iﬁﬁ ® ~DP  Dominio de unio r concretamente a una mutacién puntual en la secuencia del

cADN que codifica para el RyR, la cual resulta en la sustitu-
cion de la Cys por la Arg en la posicion 615. Ahora es posible
establecer la diferencia real de un individuo portador a un
individuo normal heterocigético, y el genotipo de la HM
porcina (Otstet al, 1992). En la HM humana, la genética es
mas complicada. Aunque en el linaje de la HM en los
cromosomas analogos de algunas familias, se ha demostrado
LUMEN DEL RS (MacLennaret al, 1990) (McCarthyet al., 1990) que este
defecto esta presente en menos del 5% de los pedigries afec-
tados por la HM, (Deufedt al, 1992) y las mutaciones en el
gen del RyR del musculo esquelético humano, cuentan para
FIGURA 2. Modelo estructural de la ATPasa dependiente de Ca2+ de menos del 20% de los casos estudiados de la HM. (@ane
reticulo sarco(endio)plasmico  (Green y Stokes, 1992). al., 1994). Se ha demostrado inclusive una relacién entre el
RyR y la enfermedad central del corazén (Hetaal, 1990).
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REGULACION DEL MUSCULO ESQUELETICO Experimentos de marcaje de tipo “photo-cross-linking” ana-
lizados por geles electroforéticos SDS-PAGE y posteriormen-
* El masculo esquelético asi como el sito de la primera anote analizados por medio de una fluorografia de tritio

malidad. ([*H]Acidodantrolene), visualizaron una banda de proteina
* Evidencias de que el musculo esquelético contiene un déle aproximadamente 160 kDa. Esta proteina se sugirié como
fecto. un posible receptor intracelular de dantrolene sddico. Ade-

mas, se comprobé que esta proteina foto marcada comigra en

Se ha propuesto que anticipando una reaccién de HM puvestern blots con otra proteina en una reaccién inmunol6gica
medio de la activacion de un agente, produce como consge entrecruzamiento (cross-reactive) hacia un anticuerpo
cuencia un incremento en la concentracion dedbeel cito-  policlonal antirreceptor de rianodina de masculo esquelético
plasma del musculo esquelético. La rigidez muscular es cade conejo. De esta forma, el dantrolene sddico podria estar
patognomaénica (caracteristicas o indicativos de una enfermeelacionado con el receptor de rianodina de musculo esquelé-
dad) para la HM, y al parecer depende de la contraccion dito (Palnitkaet al, 1999). Mas tarde, el equipo de Palnitdar
musculo (Gronert, 1980). Esta repuesta se puede explicar @dr (1999) demostrd que el dantrolene sédico se une especifi-
una activacion dependiente de’Cy tanto el C& como  camente al NHterminal del fragmento de 160 kDa del recep-
metabolismos aerébicos y anaerdbicos, producen como caotor de rianodina y sugieren un papel de regulaiciéivo en
secuencia una acidosis metabdlica y respiratoria. Los estla interaccién de dantrolene con el RyR por medio de cortes
dios realizados con un electrodo de*Ca colorantes enzimaticos con la actividad n-calpaina, asi como la interven-
fluorescentes de €amuestran que hay un incremento de laxioén del ATP (Paul- Pletzet al, 2001).
concentraciones de €anioplasmico de musculo esquelético
SHM durante la exposicion a halotano (laiztal, 1988; CAMBIOS METABOLICOS EN EL MUSCULO
Lopezet al, 1988). SUSCEPTIBLE A LA HIPERTERMIA MALIGNA (SHM)

Gronert et al. (1977) demostraron que efectivamente, el de-
fecto de la HM reside en el musculo esquelético. Ello mediarHall y Lucke (1983) demostraron en una simple biopsia de
te una preparacion aislada de la pata trasera de un cerduaisculo de cerdo sujeta a cambios drasticos de temperatura
Estas preparaciones aisladas respondieron al desencadguma- medio de un proceso de congelacién-descongelaciéon
miento de la HM por medio de agentes de forma similar a la desando una pizca de nitrégeno liquido, que no hay diferen-
cerdos intactos. De este modo, los masculos SHM tienen ukés significativas en el metabolismo basal del musculo SHM
respuesta anormal a la HM ocasionada por la activacion mg-musculos normales en estado latente. Hay reportes previos
diante agentes en ausencia de otros factores, indicando oyuee indican diferencias de metabolitos en misculos SHM y
este tejido es el principal foco etioldgico de la HM. musculos normales, probablemente como resultado del co-

También se ha comprobado que las biopsias aisladas @so de los metabolitos después de congelar el tejidodEllis
musculos esqueléticos de especimenes SHM demuestran @hal1984; Isaacs y Heffron, 1975).
creciente sensibilidad o al principio contracciones decrecien- Inclusive no se encontraron diferencias en los niveles de
tes por la exposicion a varias drogas o analgésicos que adtsfocreatina, creatina, ATP, o lactato de biopsias de musculo
van el fenédmeno de la HM incluyendo a la cafeinagxtraidas de personas SHM y de personas normales(Vita
succinilcolina, y al halotano. El misculo esquelético es el sitial., 1991). Antes de la exposicidén de los agentes activadores,
primordial de la anormalidad. Es el sitio adecuado para la ade registran cambios rapidos entre los metabolitos
ministracién del dantrolene sdédico por el que se muestrantramusculares de cerdos SHM (Hall y Lucke, 1983) debido a
ademas, los tipicos episodios determinantes de la HM y dellamasiva estimulacién del metabolismo aerébico y anaerébico
regulacién del nivel de Gamioplasmico en el masculo SHM (Gronertet al, 1986; Gronerty Theye, 1976). Los niveles de la
(Gronertet al,, 1986). El dantrolene sédico, es considerad@reatina fosfato bajan acompafnados de los de ATP, se con-
por tanto, como un agente relajante del misculo esquelétiserten en unién de creatina como el glucégeno y la creatina,
por la inhibicion del proceso de liberacion dé'@el reticulo  ambos consumidos. Eventualmente, la acidosis, la hipercarbia,
sarcoplasmico, pero esta apreciacion del mecanismo de acun incremento en los niveles de catecolaminas circulantes
cion no estd aun del todo establecido. Un reporte recientmnllevan procesos de taquicardia, arritmias cardiacas, inclu-
indica que el dantrolene sédico tiene una alta afinidad a Ilsive hasta la muerte.
membrana del musculo, fraccién enriquecida del RyR en la Hay estudios que demuestran que descansando el flexor de
cisterna final del RS (Parness y Palnitkar, 1995). Estudios mugs musculos del antebrazo en individuos SHM presentan
recientes realizados con una molécula similar al dantrolenena significativa alza de los niveles de fosfato/fosfocreatina,
denominada acidodantrolene demuestran que se une conataciones que se utilizan como controles normales cuando
un ligando de gran afinidad hacia las membranas del miscudon medidas por medio de espectroscopia de resonancia mag-
esquelético. nética nuclear RMNIP (Olginet al, 1988).
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En contraste, Robees al (1983) no reportaron diferencias mente llamadas “receptores de dihidropiradina” (DHPR) (figuras
en los niveles de fosfocreatina y de ATP, entre los masculo$y 3). EI DHPR de misculo esquelético de conejo esta conforma-
de un cerdo normal y los masculos de un cerdo SHM usandia de varias subunidades de masas moleculares de 170, 150, 52y
espectroscopia RMRIP. Por otra parte, Kozat al (1991)  de 32 kDa, determinadas comag b y g respectivamente, y se
reportaron que el pH intracelular, la fosfocreatina, y la rela-encuentran en una relacion de 1:1:1:1; ademas, una quinta
cion fosfocreatina/fosfato disminuyo6 en proporcion al mus-subunidad d que se derivada dg@ar un proceso proteolitico
culo SHM de un cerdo. (Campbelket al, 1988; Catteral, 1991). La subunidatiene una

En consecuencia, por no profundizar en los tejidos en ehctividad de canal y se une a los bloqueadores®eaQaismo
plano de los estudios por RMN, no se han podido esclarecdiempo las otras subunidades cooperan para modular estas acti-
del todo estas diferencias en el nivel de reposo de metabolitegdades. Un cambio estructural en el DHPR, es detectado como
en los musculos SHM y en los normales. un movimiento intramembranal asociado a carga, acompafiado

de un cambio en el potencial de membrana, para activar los nive-
VISION GENERAL DEL ACOPLAMIENTO EXCITACION-  lesy la aparicién necesaria dé@arasu salida del RS (Adams
CONTRACCION Y LA REGULACION DE C&EN EL etal, 1990; Ohinishiy Onhishi, 1993; Tanatel, 1988) (figura
MUSCULO ESQUELETICO 1). EIRS es el principal responsable de la regulacién de la concen-

tracion de Cdsarcoplasmatico (Mickelson y Louis, 1996).
El complejo excitacién-contraccion del misculo
esquelético es un proceso por el cual|la | | | | S
despo!arlzacmn Qe la s_u,perf|0|e de la membranaVembrana de P gﬁfigf;;;r?;na
se da junto con liberacién de €del RS. Aun- —_— — — — —
gue una comprensién de las anormalidades pre-
sentes en el midsculo SHM requiere de un enten-
dimiento del complejo de excitacidn-contraccion
(Mickelsony Louis, 1996). Hay un sinnimero de

Estructura

. . . de pie
excelentes articulos publicados relacionados ¢on
el tema (Michelson y Louis 1996; Ashleyal.,
1991; Melzeet al, 1995; Riogt al, 1991; Riosy
Pizarro, 1991). Una amplia red membranal que HOOC A ~COOH
conforma la cadena del los tdbulos transversos  ~Reticulo | [ ¢— Canalde
(ttbulos-T) invagina del sarcolema hacia la fiora ~ endeplasmico calcio

Interior ?- mtervalos reQUIares_y sirve p.a,ra de%:'IGURA 3. 2Fgepresentacién esquematica del canal de ca” y del receptor de dihidropiridina. El
plegar rapldamente un potenC|aI de accién hacianal de ca”™ del RS (receptor de rianodina) y el receptor de dihidropiridina de los tibulos-T

el interior de la fibra muscular (figura 1). Inclus _?gggan actuar de manera acoplada durante el proceso de excitacidn-contraccién (Otsu et al.,
ve estas membranas actian como una barrer de’
Ca* extracelular milimolar, asegurando el resta-
blecimiento del Ca sarcoplasmico remarcado en un interva- TRATAMIENTO
lo nM. Este fen6meno también se presenta en la membrana
plasmatica de otros tipos de células. Tanto el sarcolema contel dantrolene sddico fue sintetizado como un posible antidoto
las membranas de los tabulos transversos presentan trar®enborough, 1998). El principio bajo el cual se eligié esta droga
porte dependiente de €acuya funcidn es liberar €dacia  se baséd en un estudio realizado en ratones donde se demostré
fuera de la fibra muscular (Ervastial, 1989; Mickelsoret que inyectandoseles induce la flacidez del masculo, y por tanto
al., 1987). Ademas, se ha descrito la actividad delse dedujo que este efecto remarcable se debe a la inhibicion del
intercambiador NdCa&* en la superficie de las membranas complejo E-C (complejo excitacidon-contraccion) en el misculo
del musculo esquelético (Ervastial,, 1989; Mickelsoret esquelético (Ellis y Bryant, 1972) sin un efecto sobre la transmi-
al., 1986) sién neuromuscular o las propiedades eléctricas del musculo.
Los tubulos transversos tienen una alta densidad de canalBara un eficaz tratamiento de una crisis de HM en humanos y
de Cé&'sensibles a voltaje, ausentes en el sarcolema (Sanchezgrdos se deben usar concentraciones de dantrolene que sean
Stefanl, 1978), por lo que su activacion es lenta durante un pdetectables en sangre, tener archivos clinicos de los pacientes,
tencial de accién, resultando en un flujo d& @mto desde la asi como de las caracteristicas propias a las crisis: Causas com-
pared interna de reticulo sarcoplasmico hacia fuera de la memletas de la crisis, asi como a la mano las drogas y herramientas
brana externa. Estas proteinas son receptoras para varias impageesarias para el tratamiento, reactivos necesarios para las prue-
tantes clases de bloqueadores de canales®jeicluyendo  bas de deteccion de la SHiWvitro como son la cafeina, halotano
las dihidropiridinas, (nitrendipina o PN200-110), fenilalquilaminas, y sustancias de relajacién (Austin y Denborough, 1977; Harrison
(verapamil 0 D600), y benzodiazepinas (diltiazem), y son comint975; Kolbet al, 1982).
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Diversas drogas pueden desencadenar manifestaciones geafias sélo se tocan los aspectos fisiol6gicos convenciona-
mejantes a la HM: neurolépticos, colapso circulatorio, arritmiakes, por lo que nos vimos en la necesidad de recopilar lo mas
cardiacas, disturbios en la homeostasis (coagulacion vascutetevante sobre el tema, principalmente en aspectos generales
diseminada), insuficiencia renal aguda. Las manifestaciones fyl-con la facilidad del idioma espafiol.
minantes frecuentes y eventuales contribuyen a agravar la HM.Las causas por las cuales los individuos puedan presentar

una susceptibilidad a la HM, no estan del todo claras, sin
Tratamiento de una crisis de HM (Gomez do Amaral, 2000embargo, se han logrado importantes avances, tales como la
posibilidad de salvar vidas; mas no debemos ser conformis-

1. Interrupcion a la exposicion de los agentes tas con lo que ya se ha logrado, y buscar dia con dia la posi-
desencadenantes. bilidad de prevenir los efectos de este temible mal en indivi-
2. Hiperventilacion con oxigeno al 100%. duos susceptibles.
3. Dantrolene sédico: hasta 10 mg/Kg fraccionados en do- Esperamos de antemano que este sencillo trabajo de revi-
sis de 2 mg/Kag. sion sirva para orientar un poco a todas aquellas personas
4. Control de las complicaciones: gue dediquen su tiempo a este tipo de estudios, especialmen-
a) Acidemia: bicarbonato de sodio (2-4 mEq/Kg/IV), te a estudiantes y profesores de las areas biomédicas que
hiperventilacion. desconocen el tema, y asi abrir la posibilidad de que algunos

b) Hiperpotasemia: CaCb (10cclV), glucosa (50%, 50 cc)se interesen en el area de su investigacion, para que pacientes
insulina (5-10 UIV), bicarbonato, hiperventilacién. susceptibles tengan la posibilidad de seguir viviendo durante

¢) Insuficiencia renal aguda: Hidratacion, diuréticos. la aplicacién de alguna anestesia. Ademas, cabe mencionar el

d) Arritmias cardiacas: antiarritmicos, correccion deimpacto econémico de esta enfermedad debido a que ciertas
hiperpotasemia. especies animales de importancia econdmica para el hombre,

e) Estado de choque: dragas cardiotdnicas yresentan HM.
vasoactivas.

5. Prevencion de la crisis:
a) Observacion en el centro de terapia intensiva. BIBLIOGRAFIA
b) Dantrolene sédico 1mg/Kg IV cada 6 horas, durante

48 horas. Adams, B. T., Tanabe, A., Mikami, S. y Beam, K.
“Intramembrane charge movement restored in dysgenic
Prevencion (cuidados con susceptibilidad confirmada) muscle by injection of dihydropyridine receptor

complementary DNAs'Nature Lond1990. Pp. 346, 569-
1. Cuando sea posible, considerar confirmacion del diag- 572.

5 néjt:fe(flzgfé?érr?l;s;:u;anrt)és desencadenantes Allen, G. C., Fletcher J. E., Huggins, F. J., Conti, P. A. y
3' Monitorichién de ca gno rafia de la tem eratur'a Rosenberg, H. “Caffeine and halothane contracture
' bhog P ' testhing in swine using the recommendations of the north

4 G,arantlzar la d|spc.)n|bll|.d,ad '””?‘?d"?“a del dantrolene american malignant hyperthermia groufiesthesiology
sédico. Una administracién profilactica de dantrolene res- 72,1990. Pp. 71-76

tringida a situaciones excepcionales.

a) Historia personal del paciente que ingresa con uAshley, C. C., Mulligan, |. P.y Lea, T. J. “Leal®Cand activation

episodio de HM desencadenada por motivo de es- mechanisms in the skeletal musci®:.Rev. Biophis24,
trés. 1991. Pp. 1-73.

b) Disfuncién cardiocirculatoria o renal que torne al Pa-austin. K. L y Denborough, M.A. “Drug treatment of

ciente incapaz de tolerar la fase inicial de un episodio malignant hyperpyrexia. Anaestfiitens. Care3, 1977.
de la HM. Pp. 207-213.

PRONOSTICO Berk, S. E., Lytton, J., MacLennan, D.H. y Shull, G. E. “cDNA
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reducirla a menos del 10%. Berridge, M. J. “Elementary and global aspects of calcium
signalling”.J. Physiol, 449, 1993. Pp. 291-306.
Brandl, C. J., DeLeon, S., Martin, D. R. y MacLennan, D. H.

Este trabajo se realizé con la finalidad de disponer de informa- “Adult f(?’rms_of the C&-ATPase of sarcoplasmic
cién sobre la HM, ya que como es comdn en diferentes biblio- ~ reticulum”.J. Biol. Chem262, 1987. Pp. 3468-3474.

COMENTARIOS

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ 25



Britt, B. A. “Dantrolene: an up date”. InMalignant  Fabiato, A. “Calcium-induced release of calcium from the

Hyperthermia edited by B. A. Britt. Boston, Mass: cardiac sarcoplasmic reticulun®&m. J. Physiol245, 1983.
Martinus Nijhoff, 1987. Pp. 325-368. Pp. C1-CA4.

Britt, B. A. y Kalow, W. “Malignant hyperthermia: a statistical Fernandez-Belda, F., Plenge-Tellechea, F., Fortea, . Y Soler, F.
review”. Can. Anesth. Sod. 17, 1970. Pp. 293-315. “La sefial bioquimica del calcioAn. Vet(Murcia, Spain)

Burk, S. E., Lytton, J., MacLennan, D.H. y Shull, G.E. “cDNA (1997-1998) 13-14, 23-34.
cloning, funtional expression, and mRNA tissueFraser, C. M., Mays, A., Huebner, R. H. etElmanual de
distribution expresion of a third organellar’fQaump”.J. Meck de Veterinarialercera edicion espafiola. Inc. USA.
Bio. Chem.264, 1989. Pp. 18561-18568. Edit. Centrium, 1988. 1918 pp.

Campbell, K. P., Leung, A. T. y Sharp, A. H. “The biochemestryFuiii, J., Otsu, K., Zorzato, F., De Leon, S., Khanna, V. K., Weiler,
and molecular biology of the dihidropyridine sensitive J. E., O'Brien, P. J. y MacLennan, D. H. “Identification of

calcium channelTrends. Neurol. Sci1, 1988. Pp. 425- a mutation in porcine ryadodine receptor associated with
430.Carafoli, E. “Intracellular calcium homeostasi&hn. malignant hyperthermia'Science Wash253, 1991. Pp.
Rev. Biochen®6, 1987. Pp. 395-433. 448-451.

Catterall, W. A. “Funtional subunit structure of voltage-gatedGhosh, A. y Greengerg, M. E. “Calcium signaling in neurons:
calcium channels'Science Wash. D@53, 1991. Pp. 1499- molecular mechanisms end cellular consequences”.
1500. Science 268, 1995. Pp. 239-247.

Clapham, D. E. Calcium signalingell 80, 1995. Pp. 259-268. Gomez Do Amaral, J. L. “Hipertermia malign&Iirtual Med

Denborough, M. “Malignant Hyperthermia”. Lancet, 352, 1998. News, www.vmed.com.br/hiper.httr3. 2000.

Pp. 1131-1136. Gronert, G. A. “Malignan hyperthermia&nesthesiolog§3,

Deufel T, Golla A, lles D. et al. “Evidence for genetic 1980. Pp. 395-423.
heterogeneity of malignant hyperthemia susceptibility”.Gronert, G. A. “Malignant hyperthermia”. INtyology; edited
Am. J. Geneb0, 1992. Pp. 1151-1161. by A. G. Engel and B. Q. Banker. New York: McGraw Hill,

Ellis F. R., Harriman D. G. F., Keaney, N. P., Kyei-Mesah, K. y 1986. Pp. 1763-1784.
Tyrrell, N. J. H. “Halothane induced muscle contractureGronert, G. A. y Theye R. A. “Halothane-induced porcine

as a cause hyperpyrexi&t. J. Anaest43, 1971. Pp. 721- malignant hyperthermia: metabolic and hemodynamic
724, changes”Anesthesiologyl4, 1976. Pp. 36-43.

Ellis, F. R. y Harriman, D. G. F. “A new screening test forGronert, G. A. y Theye, R. A. “Halothane induced porcine
susceptibility to malignan hyperpyrexi@r. J. Anaesth, malignant hyperthermia: metabolic and hemodynamic
45,1973 P.638. changes’Anesthesiology7, 1976. Pp. 411-415.

Ellis, F. R., Halsall, P. J., Allam, P. y Hay, E. “A biochenical Gronert, G. A., Ahern, C . P. y Milde J. H. “Treatment of
abnormality found in muscle from unstressed malignant  porcien malignant hyperthermia: lactate gradient from

hyperthermia susceptible humaBiochem. Sod.2, 1984. muscle to blod”Can. Anaesth. Soc. 33, 1986. Pp. 729-
Pp. 357-358. 736.

Ellis, K.O. y Bryant. S.H. “Excitation-contraction uncoupling Gronert, G. AMyology, edited by A. G. Engel and C. Franzini
in skeletal muscle by drantolene sodiurNaunyn- Amstrong. New York: MacGraw-Hill, 1994. Pp. 1661-1668.

Schmiede Arch. Exp. Pathol. Pharmagl’4, 1972. Pp. Gronert, G. A., Milde, J. H. y Theye, R. A. “Role of zympathetic
107-109. O . ; -
activity in porcine malignant hyperthermia”.
Enzmann, N. R., Balog, E. M. y Gallant, E. M. “Malignant Anesthesiolog¢7, 1977. Pp. 411-415.
hyperthermia: effects of sarcoplasmic reticulurff @amp Gronert, G. A., Thomson R. L. y Onofrio, B. KHuman

inhibition”. Muscle Nerve1, 1998. Pp. 361-366. ; . . .
malignant hyperthermia: awake episodes and correction
Ervasti, J. M., J. R. Mickelson y Louis, C. F. Transverse tubule by dantrolene”Anesth. Analgs9, 1980. Pp. 377-378.

;?(I)?#é?n Eg;ﬁ;g&;nlgggg;ﬁrngYggéthermmCh' Haan, E. A., Freemantle, C. J., McCure, J. A., Friend, K. L.y
' B ’ Mulley, J. C. “Assignament of the gene for central core
European Malignant Hyperpirexia Group. “A protocol for the disease to chromosome 18fum. Genet86, 1990. Pp.
investigacion of hyperpyrexia (HM) suceptibilityBr. J. 187-190.
Anesth56, 1984. Pp. 1267-1269.

26 Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



Hall, G. M. y Lucke, J. N. “Porcine malignant hyperthermia”. Maclennan, D. H., Phillis, M. S., y Zhang Y. “The genetic an
IX changes in the concentrations of intramuscular high-  dphysiological basis of malignant hyperthermia”. In:
energy phosphate, glycogen, and glycolytic Molecular biology and menbrana biology of membrane
intermediateBr. J. Anaesthb5, 1983. Pp. 635-640. transport disordersEdited by S. G. Schultz, T. E. Andreoli,

Hall, L. W., Woolf, M., Brandley, J. W. y Jolly D. W. “Unusual A.M. Brown, D. Fambrough, J. Hofiman, and M. J. Welsh.

reaction to suxamethonium clorid®t. Med. J 2, 1966. New York: Plenum, 1995.
P. 1305. MacLennan, D.H, Duf, C. y Zorzato, F. et al. “Ryanodine

Harrison, G. G. “Control of malignant hyperpyrexia syndrome receptoris a candidate for predisposition to malignant
in MHS swine by dantrolene sodiunBr. J. Anaesth., hyperthermia’Nature 343, 1990. Pp. 562-561.
1975. McCarthy, T. V., Healy, J. M. S. y Heffron, J. J. A. et al.
: . “Ryanodine receptor is a candidate for predisposition to
Harrison, G. G., Biebuyck, J. F., Terblanche, J., Dent, D. M., . .
Hickman R. y Sa}:mders, S. J. “Hyperpirexia during malignant hyperthermiaNature 343, 1990. Pp. 562-564.

anaesthesiaBr. Med J. 3, 1968. Pp. 594-595. McCleskei, E. W. “Calcium channels: cellulars roles and
laizzo, P. A., Klein y Lehmann-Hort F. “Fura-2 detected molecular mechanismsCurr. Opin. Neurobiol.4, 1994.
PR y Pp. 304-312.

myoplasmic calcium and its correlation with contracture
force in sckeletal muscle from normal and malignantMcintosh, D. B., Berman, N. C. y Kench J. E. “Characteristics
hyperthermia susceptible pigs”. P. Fuegénsh. 411, of sarcoplasmic reticulum from slowly glycolysing and
1988. Pp. 648-653. from rapidly glycolysing pig sckeletal muscle post

Inesi, G. y Kirtley, M. R. “Structural features of cation transport mortem”.Biochem.). 166, 1977. Pp. 387-398.
ATPases”J. BioenergBiomembr24, 1992. Pp. 271-283. McPherson, P.S. y Cambell, D.P. “The ryanodine receptor/

Isaacs, H. y Heffron, J. J. A. “Morfological and biochemical Ca* release channel). Bio. Chem22, 1993. Pp. 44-56.

defects in muscle of human carriers of the malignanMeissner, G. “Ryanodine receptor/Ceelease channels and

hyperthermia syndromeBr. J. Anaesth47, 1975. Pp. their regulation by endogenous effector&hn. Rev.
475-481. Physiol 56, 1994. Pp. 485-508.

Kalow, W., Britt, B. A. y Chan F. Y. “Epidemiology and Melzer, W., Hermann-Frank, A.y Luttgav, H. C. “The roles of
inheritance of malignant hyperthermi#it. Anesthesiol. Ca* ions in excitation-contraction coupling of skeletal
Clin.17,1979. Pp. 119-139. muscle fibers”Biochim. BiophysActa. 1241, 1995. Pp.

59-116.

Kalow, W., Britt, B. A., Terreau, M. E. y Haist, C. “Metabolic
error of muscle metabolism after recovery from malignanMickelson, J. R., Ross, J. A., Reed, B. K. y Louis, C. F. “Enhaced
hypethermia”Lancet Pp. 895-898. Ca&*induced calcium release by isolated sarcoplasmic

reticulum vesicles from malignant hyperthermia suscep-

tible pig muscle”Biochim. BiophysActa. 862, 1986. Pp.

318-328.

ickelson, J. R., Thatte, H. S., Beaudry, T. M., Galant, E. M. y
Louis, C. F. “Increased skeletal muscle ace

Kolb, M.S., Horne, M. L. y Martz, R. “Dantrolene in human
malignant hyperthermiaAnesthesiology56, 1982. Pp.
254-62.

Kozar-Reiss, G., Desmoulin, F., Martin, C. F., Monin, G., Renou’}/I
J. P., Canioni, P. y Cozzone, P. J. “In vitro correlation

betxeen force and energy metabolism in porcine malignant Lylch(t)r:mestf:l\r/lasel a,\<l:t|V|t1yO |r119é370r|;:m;:2;n7azll79nant
hyperthermic muscle estudied B¢ NMR". Arch. yperihermia vuscie INerveLo, -FP thel

Biochem287, 1991. Pp. 312-319. Mickelson, R. J. y Louis, Ch. F. “Malignant hyperthermia:
exitation-contraction coupling, €aelease channel, and
cell Ca2+ regulations defects”, 76, 1996. Pp. 537- 592.

Larach, M. G. et al. “A clinical grading scale to predictOthh" i T ydOhnlimilgtnanéplgaﬁeigg gge;e;lzcg
malignant hyperthermia susceptibilit®nesthesiology membrana deseassoca Raton, F. " TP Lroed.
80, 1994. Pp. 771-779. Olgin, J., Argov, Z., Rosemberg, H., Tuchler, M. y Chance, B.

Lopez, J. R., Allen, P. D., Alamo, Jones, D. y Sreter F. A. Non-invasive evaluation of malignant hyperthermia

“Myoplasmic free [C&] during a malignant hyperthermia susceptibility e:nd pho’sph(t)hroqsl nucgealrgsr;réalganetlc
episode in swine’'Muscle Nervgll, 1988. Pp. 82-88. resonance spectroscopfinesthesiology6s, - P

507-513.

Kretsinger, R. H. “Structure and evolution of calcium modulated
proteins”.CRC Crit. Rev. BiocherB, 1980. Pp. 119-174.

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ 27



Ording, H. “Incidence of malignant hyperthermia in Denmark”.REFERENCIAS

Anesth. Analg 64, 1985. Pp. 700-704. Rios, E., Ma, J. y Gonzales, A. “The mechanical hyphothesis
Otsu, K., Philips, MS., Khanna, VK., DeLeon, S.y MacLennan  of excitation-contration (EC) coupling in the skeletal
DH. “Refinement of diagnostic essays for a probable cau- muscle”J. Muscle Res. Cell Motill2, 1991. Pp. 127-135.

sa mutatlpn for porcine and human mallgnantRios, E., y Gonzales, A. “Involvement of dihydropyridine

hyperthermia”Genomics 13, 1992. Pp. 835-37. receptors in excitation-contraction coupling in skeletal
Otsuy, K., Willard, H. F., Khanna, V. J., Zorzato, F., Green, N. M.,  muscle”.Nature Lond325, 1987. Pp. 717-720.

y MacLennan, D. H. “Molecular cloning of cDNA

encoding the Carelease channel (ryanodine receptor)

of rabbit cardiac muscle sarcoplasmic reticuluiBiol.

Chem1990, 265, 13472-13483.

Palnitkar, S. S., Bin, B., Jimenez, L. S., Morimoto, H., Williams,
P. G., Paul-Pletzer, K. y Parness, J. “[3H]Azidodantrolene:
synthesis and use in identification of a putative skeletal

muscle dantrolene binding site in sarcoplasmic reticulum”. : :
3. Med. Chem42, 1999, Pp. 1872-1880. clear Magnetic Resonancefnesthesiology59, 1983.

A230.
Parness, J.'y Palnitkar, S. S. "ldentification of dantrOIen.%anchez,J.yStefani, E. “Inward calcium current in twich muscle

binding sites in porcine skeletal muscle sarcoplasmic . " : 3
reticulum”.J. Biol. Chem 270, 1995. Pp. 1846518472 fibers of the frog”J. Physiol. Lond283, 1978. Pp. 197-209.
Schneider, M. F. “Control of calcium release in functioning

Paul-Pletzer, K‘; Palnitkar, S. S., Jimenez, L S Morimc_)to, H Y skeletal muscle fibersAnn. Rev. Physiol56, 1994. Pp.
Parness, J. “The skeletal muscle ryanodine receptor identified 463-484
as a molecular target of [3H]Azidodantrolene by photoaffinity '
labeling”.Biochem 40, 2001. Pp. 531-542. Stedman et aDiccionario de ciencias médicas ilustradzb
ed. Médica Panamericana, 1993.

Rios, E., y Pizarro, G. “Voltage sensor of excitation-contraction
coupling in skeletal muscleRhysiol. Revr1, 1991. Pp.
849-906.

Roberts, J. T., Burt, T., Gouylai, L., Chance, B., Sreter, F. A.y
Ryan, J. F. “lImmediate uncoupling of high energy oxidative
phosphorylation in muscle of malignant hyperthermia
swine determined noninvasively by whole bt Nu-

Pedersen, P. L. y Carafoli, E. “lon motive ATPases. |. Ubicuity,
properties, and significance for cell functioWrends  Sutko, JL., Ito, K. y Kenyon, JL. “Rianodine: a modifier of
Biochem. Scj12, 1987. Pp. 146-150. sarcoplasmic calcium realease in striated mustde.

Plenge-Tellechea, L. F. “Mecanismos moleculares de inhibi- Proc., 1985. Pp. 2984-88.
cion de ATPasas transportadoras d&Caesis de Doc- Tanabe, T., Beam, K. G., Powell, J. A.y Numa, S. “Restoration
torado en Ciencias Bioldgicas. Universidad de Murcia,  of exitation-contraction coupling and slow calcium current
Espafia, 1998. Pp. 1-42. in dysgenetic muscle by dihydropyridine receptor

. . DNA”". Nature Lond 336, 1988. Pp. 134-139.
Pozzan, T., Rizzuto, R., Volpe, P. y Meldolesi, J. “Molecular ¢ ature Lon P

and cellular physiology of intracellular calcium stores”. Tsien, R. W. y Tsien, R. Y. “Calcium channels, stores, and

Physiol. Rev74, 1994. Pp. 595-636. oscillations”.Ann. Rev. Cell Biol§, 1990. Pp. 715-760.
Putney, J. W., Jr. y Bird, G. S. J. “Calcium influx and its controMita, G. M., Fletcher, J. E., Tripolitis, L., Rosenberg, H. y Conti,

by calcium releaseCurr. Opin. Neurobiol.3, 1993. Pp. P. A. “Altered PH]ryanodine binding is not associated

368-374. with malignant hyperthermia susceptibility in terminal

Quane, KA., Keating, KE., Manning BM, gt al. “Detectionora_ igéifg?)%%ﬁg%éﬂons from swind@iochem. Int 23,

novel common mutant in the ryanodine receptor gene in

malignant hyperthermia: implications for diagnosis andZozato, F., Fujii, J., Otsu, K., Phillips, M., Green, N. M., Lai, F.

heterogeneity studiesHum. Mol. Genet.3, 1994. Pp. A., Meissner, G.y MacLennen, D. H. “Molecular cloning

471-76. of DNA encoding human and rabbit forms of the'Ca
release channel (ryanodine receptor) of skeletal muscle
sarcoplasmic reticulum?. Biol. Chem.265, 1990. Pp.
2244-2256.

AGRADECIMIENTOS

A Dios por toda la ayuda que me ha brindado para la realizacién de este material. A mi esposa Martha por apoyarme en todp daomen
los animos para salir adelante. A mi comunidad de la Parroquia Nuestra Sefiora de la Luz. A la UACJ por su apoyo y fottakEtimien
formacién. Al Dr. Francisco Fernandez Belda. Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (proyecto 30111-N).

Luis Fernando Plenge

28 Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



Ciencia en la frontera: revista de ciencia y tecnologia de la UACJ, Registro en tramite
Biomedicinay biologia experimental, vol. 1, nim. 2, pp. 29-32, 2000/ Impresa en México Derechos Reservados © 2000, UACJ

SUPRESIONDE CENTROSOMASPATERNOSDURANTE

La melosIS en ovocitos

José Luis Stephano y Meredith Gould

Hay algunas evidencias en el gusano matirechis caupale que la MAPK suprime al centrosoma masculino
durante la meiosis en los ovocitos.1.- Cuando sube la actividad de la MAPK durante meiosis, es el tiempo exacto
en que permanece suprimido el centrosoma del espermatozoide.2.- Cuando baja la actividad de la MAPK es cuando
termina la meiosis y crece el aster del centrosoma paterno y se moviliza hasta el centro del ovocito.3.- Cuando se inhibe
la actividad de la MAPK con U0126 y PD98059 el aster masculino crece prematuramente durante la meiosis y el prontcleo
masculino es arrastrado hacia el centro del ovocito.4.- Cuando se inhibe la MAPK por un método diferente (cambios de pH),
los centrosomas del espermatozoide se liberan de su supresién y forman asteres prematuramente, asi como se movilizan los
nucleos masculinos hacia el centro del ovocito.5.- Cuando se inhibe la MAPK en ovocitos de ostién y estrella de mar durante
la meiosis, se observan los mismos efectos.6.- Cuando se revisa la literatura se encuentra que la MAPK se activa durante
la meiosis desde la ruptura de la vesicula germinal hasta el segundo cuerpo polar en humanos, bovikenaias,
ascidia, almeja y los asteres masculinos (femeninos en ratén) crecen durante o después de la formacién del segundo
cuerpo polar. Con base en estos datos y los experimentaléedigis ostion y estrella de mar, se puede proponer
que el mecanismo de supresion del centrosoma del espermatozoide es debido a la MAPK, y es universal.

Desde el siglo pasado es conocido (Wilson, 1928) que en lps
animales que se fecundan antes de que termine la meiosis
tabla 1), el espermatozoide (centrosoma y nucleo) tienen g
esperar en la periferia del ovocito hasta terminar la meiosi
(formacién de dos cuerpos polares). Esta supresién del esp
matozoide es muy importante para que no interfiera con |a
meiosis.
Cuando termina la meiosis, el centrosoma del espermat
zoide forma un &ster grande y el nlicleo se mueve al centro ¢
ovocito para fusionarse con el prontcleo femenino para con-
tinuar con el desarrollo de un nuevo organismo. Sin embarg
el mecanismo que mantiene al espermatozoide y su centrosoma . .
. . . . FIGURA 1. Inmunocitoquimica de ovocitos te-
en espera reprimidos en la periferia mientras los centrosomasiidos con antitubulina (B,0) y bisbenzamida
del ovocito estan activamente formando husos y asteres en elC.E) (ver métodos) a los 30 min (B,C) y 44
mismo citoblasma. fue desconocido min (D,E) después de la fecundacién. En (B),
. p ’ . ' . . los asteres femeninos se han movido a la periferia. (C) es el mismo
Al Igual que en otros anlmales, en el gusano méiiechis ovocito que en (B) pero tefiido con bisbenzamida (que tifie DNA). Como
” se puede ver en (C) si esta presente en la periferia el prondcleo
Cau.po_el ndcleo pgterno ysu centro§oma permanecen_ _en Iamasculino (m), pero carece de aster (ver B). F, cromosomas femeni-
periferia del ovocito y no crece su &ster y no se movilizan nos en metafase | de meiosis. (D,E) telofase de meiosis II. El aster
hasta que termina la meiosis. A continuacion en las siguie n- masculino es claramente visible en todos los ovocitos estudiados (D).

. . . La cromatina paterna (E,m) aparece mas periférica que el aster del
tes flguras presentamos las evidencias de este hecho. espermatozoide (D) y mas alargada como si empezara a ser arrastrado

por su aster hacia el centro del ovocito. (E) Note que es telofase de
meiosis Il cuando el aster del espermatozoide crece.

! Profesores e investigadores del Instituto de Biologia Celular y Molecular, Universidad Autonoma de Baja California, Ensenada, B.C., C.P. 22800. A.P. 2921.
angould@faro.ens.uabc.mx
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Evidencias erUrechis caupale que la MAPK (enzima DEMOSTRACION DE QUE EL U0126
cinasa de actividad mitogénica) es la responsable de mar¢ PD98059 INHIBEN MAPK

tener suprimidos al nlcleo paterno y su centrosoma durant;

la meiosis.

Evidencia 1.La MAPK aumenta su actividad antes de la
RVG (Ruptura de la Vesicula Germinal) y disminuye su activi
dad durante la formacion del segundo cuerpo polar (ver figur
2, tabla 1). Durante este tiempo el centrosoma masculino pe
manece suprimido en la periferia del ovocito a la esperade q
éste termine la meiosis. En conclusién, el tiempo que se man-
tiene activa la MAPK durante la meiosis, esté correlacionad
con el tiempo exacto de la supresion del aster masculino.

160
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FIGURA 2. Tiempo y actividad de la MAPK durante meiosis en
Urechis caupo (B) Inmunotransferencia (ver metodologia) de ovocitos
antes y después de la fecundaciéon. Note que la MAPK no se activa
durante los primeros 4 minutos, tiempo en que entra el espermatozoide
al ovocito, por lo que no hace sentido suprimirlo si no esta adentro. (C)
Ovocitos activados con espermatozoides a pH 8. Tiempo 0, ovocitos
no fecundados. La RVG se llev6 a cabo a los 7 min. y los cromosomas
femeninos se congregaron a los 20 min. Meta (30 min.), metafase I;
cpl (45 min) se forma el primer cuerpo polar; cp2) 55 min.) segundo
cuerpo polar. A los 60 min migran los prondcleos masculinos y femeni-
nos y a los 75 min. se fusionan. M-Al es metafase-anafase de la
primera segmentacion; M-A2, de la segunda segmentacion.
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FIGURA 3. (A) Los ovocitos se incubaron en 5 6 50 uM de U0126
(diluidos de soluciones madre 1000X en DMSO) o en DMSO sé6lo (diluido
1:1000) por 5 min, posteriormente se fecundaron y se tomaron mues-
tras a los 10 y 30 min (ver método de inmunotransferencia) (C) Efec-
tos del PD98059 (10 y 50 uM) y la emetina (E, inhibidor de sintesis de
proteinas) sobre la activacion de la MAPK. La activacién se inhibe
parcialmente con 10 pM y completamente con 50 pM. No se inhibe por
emetina, lo cual nos indica que ambas, la MAPK y MEK estan presentes
en el ovocito no fecundado. U, no fecundado; C, control.

Evidencia 2.Cuando se inhibe la MAPK con U0126 o
PD98059 (inhibidores especificos de MEK, la enzima que
fosforila y activa la MAPK) después de la fecundacién, los
asteres masculinos crecen inmediatamente y el nlcleo pater-
no se moviliza hacia el centro del ovocito para intentar fusio-
narse con los cromosomas femeninos (ver figuras 4 y 5).

FIGURA 4. Ovocitos
de Urechis caupo 30
min. después de la fe-
cundacién fijados en
7% de formaldehido en
agua de mar, después
lavados y tefiidos con
bisbenzamida. En (E)
ovocitos control, ob-
serve que todos los
espermatozoides es-
tan detenidos en la pe-
riferia del ovocito en espera de que se termine la meiosis. Durante este
tiempo esta activa la MAPK. (Normalmente se recibe un solo esperma-
tozoide por ovocito para el desarrollo normal, pero en este caso los
ovocitos son polispérmicos). En (F) ovocitos con inhibicion de la MPAK
con PD98059 (50 pM; agregado a los ovocitos 10 min. antes de la
fecundacion). Observe que los espermatozoides se movilizan prema-
turamente y se acercan a los cromosomas femeninos (flecha) en el
centro del ovocito.
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Encontramos los mismos resultados que en el gusano mari-
no. Los inhibidores de la activacién de la MAPK hacen que el
centrosoma masculino crezca prematuramente y que el
pronucleo masculino se movilice hacia el centro del ovocito,
lo que nos permite concluir que la MAPK se encarga de supri-
mir el centrosoma masculino mientras el ovocito termina la
meiosis. Una vez que esta terminada, la MAPK se inactiva
para permitir el crecimiento de asteres a partir de centrosomas
(verfiguras 7y 8).

FIGURA 5. Efecto de la inhibicion de MAPK por PD98059 (50 uM,;
agregado 10 min. antes de la fecundacion). (A) 30 min. después de la
fecundacion se observan grandes asteres paternos cerca de los asteres
maternos (flechas). Uno de los &steres paternos (X) se ve claramente
doble. (B) EI mismo ovocito tefiido con bisbenzamina. Los cromosomas
femeninos aparecen tirados y se ven 5 pronicleos masculinos. (Com-
pare con la figura 1 B,C, 30 min. después de la fecundacion sin inhibi-
cién de la MAPK). También se detectaron asteres masculinos grandes a
solamente 10 min. después de la fecundacion (datos no mostrados).

Evidencia 30tra evidencia de que la MAPK es la respon
sable de suprimir el centrosoma masculino viene de expe
mentos donde no se utilizaron los inhibidores. En estos exp
rimentos nosotros transferimos los ovocitos a agua de m
pH 7 después de fecundarlos a pH 8 (el pH normal).

Por este método, la liberacién de protones se interrumpe
el ovocito no alcanza el aumento en pH intracelular requeric
para activar la MAPK aunque hay RVG. En estos ovocito
también los asteres masculinos se forman prematurame
(figura 6). En conclusion se puede decir que por un métog
enteramente diferente de inhibicion de la MAPK, también ¢
aster masculino crece prematuramente.

ri-
e-
ar

)
yFIGURA 7. Efecto del inhibidor
O U0126 en ovocitos de estrella
s de mar (Asterina miniata). (E) ovocito control 43 min. después de la
fecundacion. Esta en metafase | de la meiosis, un pequefio aster del
T[eespermrs\tozoide es visible. (F) Ovocitos tratado con U0126 del mismo
10 experimento a los 43 min después de la fecundacién. Un aster grande
[ masculino parecido a un cometa estd muy cerca de los centrosomas

del ovocito.

Figuras con el permiso de Academic Press.

FIGURA 8. Efecto de la inhi-
bicién de MAPK por U0126 so-
bre el desarrollo del aster en
ostion. (A) Huso de metafase
| en un ovocito control 25 min.
después de la fecundacion te-
fiido con antitubulina. No se
observa un aster masculino.
(B) Cromosomas del ovocito
en (A) tefiidos con bisben-
zamida (f). m, prontcleo del
espermatozoide. (C) ovocito

FIGURA 6. Ovocitos fecundados a pH 8 y transferidos a pH 7, 2 min.
después, tratamiento que inhibe la activacién de la MAPK. Posterior-
mente fueron fijados a los 30 min. y tefiidos con antitubulina. Compare
con las figuras 1B,C y 5, A,B. Flechas, centrosomas maternos.

tratado con U0126 del mismo
lote de arriba, 25 min. des-
pués de la fecundacién. Se
observa un aster masculino

bien desarrollado a un lado del huso del ovocito. (D) Cromosomas
femeninos y prondcleo masculino tefiidos con bisbenzamida del mis-

Evidencias en otros organismd3ado los resultados de _
mo ovocito en (C). Barra 20 pm.

este descubrimiento encontrado @rechis nosotros nos
preguntamos si este mecanismo de supresion de asteres mas-

culinos era universal, para lo cual realizamos experimentos enSi se revisa la literatura, se encuentra que en todas las espe-
especies evolutivamente distintas, un molusco (ostiénies estudiadas, la MAPK se mantiene activa desde la RVG has-
Crassostrea giggy un equinodermo (estrella de ndaterina  ta la formaciéon del segundo cuerpo polar, tiempo en que los
miniata). centrosomas de los espermatozoides se mantienen suprimidos
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en la periferia del ovocito (tabla 1). También en todos estos orga-En ratones, donde la herencia del centrosoma es materna,
nismos, el centrosoma paterno forma asteres durante o despnésse forman asteres hasta después de la formacién del se-

de la formacion del segundo cuerpo polar (tabla 1).

gundo cuerpo polar (tabla 1). En conclusién, se puede decir
que la inhibicién del centrosoma paterno (0 materno en el

3 TABLA 1 o caso de roedores) por MAPK durante la meiosis es un meca-
MAPK y Supresion de centrosomas paternos durante la meiosis nismo universal. Sin embargo habria que demostrarlo en el
resto de las especies no estudiadas (ver tabla 1).
Profase Metal| 1o CP  Meta Il 20 CP
A - Gould, M. C. y J. L. Stephano. “MAP kinase, meiosis and
Organismo | Fecund Act MAPK Inact MAPK | Crece aster . .
sperm centrosome suppressionUnechis caupd.
Humano | Meta Il A Meta Il b2ecp |D2°CP Developmental Biolog16, 1999. Pp. 348-358.
Bovi Meta Il A Meta Il D 2° CP D 2° CP « - .
ovine eta eta Stephano, J. L. y M. C. Gould. “Parthenogenesis in Urechis
Cerdo Meta i ¢? e? D 2% CcP caupo (Echiura). |. Persistence of functional maternal
Raton Meta Il D RVG D 20 CP ng‘;efrf’o) asters following parthenogeness without meiosis”.
Developmental Biolog¥67, 1995. Pp. 104-117.
Xenopus Meta Il D RVG 2° CP 2° CP
Ascidia Meta | A Meta | 20 CP 20 cp ---. “MAP Kkinase, a umv_ersgl suppressor of sperm
Estrell Veta | b RVG 2o cp 2o cp centrosomes during meiosisPevelopmental Biology
strella eta
222,2000. Pp. 420-428.
Camaron Meta | ¢ ? o ? 2° CP ) ) )
Urechis Profase A RVG 20 cp 2 cp Wilson, E. B. “The Ce_II in Development and Heredity” 3a. ed.
New York, Macmilla Co., 1928. Pp. 394-449.
Ostién Profase A RVG 2° CP 2° CP
Spisula Profase A RVG 2° CP 2° CP
METODOLOGIA
Thr Glu Tyr
MAPK inactiva
I:lMAPK cinasa
INMUNOCITOQUIMICA INMUNOTRANSFERENCIA
Thr Glu Tyr
MAPK activa

Fijar y permeabilizar

Fluorescencia colocar sobre porta

verde (518 nm)

Excitacién azul
(488 nm) v

t 1 Incubar con antitubulina
v

Fluoresceina anti
ratéon antitubulina
tubulina

Lavar, incubar con fluoresceina-
anti-ratén

\4

Lavar

\ 4

Microscopia de fluorescencia
confocal

Disolver en detergente

v
Electroforesis en geles

de poliacrilamida ,
Pelicula de rayos X

s/ :

LUz
- +

]
Producto excitado

Sutrato LJ

Iil Peroxidasa
. Anti-conejo
Anti-MAPK
v MAPK
{J

Electrotransferencia
a filtro PVDF

Incubar filtro con anti-MAPK

Lavar, incubar con peroxidasa-
anti-conejo

Lavar, incubar con sustrato
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ENZYME AND CHEMICAL DISAGGREGATIONOF RABBIT

Zona pellucida embryos

Héctor Serrano, Yolanda Gutiérrez Ramirez, Ismael Fuentes Mascorro, Maria Dolores Garcia Suarez

Desde hace varios afios, una de las estrategias de Reproduccion Asistida ha sido la optimizacion del nGmero de crias
o productos a partir de un solo embridén. Técnicas como la diseccién de embriones, la transferencia multiovarica de
embriones, la transferencia nuclear (conocida también como clonacién) o simplemente la estimulacién hormonal de
los ovarios se han utilizado para este fin. Desgraciadamente estas metodologias son lentas y requieren ya sea de
técnicos altamente especializados o de equipo sofisticado. Aqui reportamos una metodologia simple que implica
disolver la zona pellcida y que puede ser aplicada aun a embriones cubiertos de mucina. Conejas hembra
estimuladas con hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) se aparearon con machos de fertilidad probada y
se colectaron los embriones. Los aparatos reproductivos aislados se lavaron con solucion salina de fosfatos (PBS).
Los embriones colectados se colocaron aleatoriamente en alguno de los siguientes seis grupos: NaOH-medio
TC199, medio TC199 alcalino, medio TC-199 recién adicionado con NaOH, tratamiento con tripsina, tratamiento
con quimiotripsina o tratamiento con pronasa. El tratamiento con tripsina o quimiotripsina fue negativo, ya
gue no pueden disolver la capa de mucina alrededor del embrién sin afectar su viabilidad. El medio alcalino
disuelve la capa de mucina al igual que el NaOH agregado justo antes de ponerlo en contacto con el
embrién, aunque el primero afecta su viabilidad. Solo la solucion salina con NaOH es capaz de
disolver las cubiertas del embrion sin afectar su viabilidad. Los blastdmeros aislados
pueden ser aislados por separacion mecanica de sus uniones.

INTRODUCTION offspring to more than one individual. One approach is embryo
sectioning to obtain two halves embryo ready for embryo
The zona pellucida is the acellular coat surrounding the egzulture or transfer into a surrogate foster mother (rad,
and preimplantation embryo. After fertilization, the fertilized 1989). Beside this approach, cloning of somatic cells into an
egg liberates the content from the cortical granules during tregppropriate oocyte environment can lead to genetically
cortical reaction. The discharge on the perivitelline space aridentical offspring’s, as has been demonstrated by Wilehut
activation of the proteases induces the zona reaction as ah(1997) and several others thereafter.
important vestment modification in order to avoid In oligoaztenozoospermic humans, one approach to solve
supernumerary spermatozoa to enter the egg in a permanémé infertility problem is to directly insert sperm into the
polyspermy blockade mechanism (Moller and Wassarmarerivitelline space by zona drilling. In this case, zona
1989. Serranet al, 1993). Early embryo development occursdissolution is done by protease treatment or by using diluted
in the space delimited by the zona pellucida. Occasionally, thecidic solutions. Some authors have seen the egg activation
forces driven by the division of the blastomeres broke thafter zona dissolution with acidic Tyrod solution indicating
zona and permit the development of identical twins (Edwardthe undesirable activation of the oocyte.
and Beard, 1999). In order to combine both increase in yielding of individuals
In economically important species, the implementation offter a single insemination and avoid of the abnormal activation
assisted reproductive techniques sometimes has the limitatiofiblastomere metabolism, we have studied the effect of some
that only by superovulation, artificial insemination and embrygroteases and NaOH-alkalinized solutions on the dissolution
transfer, one genetically selected individual can increase it the coats that surround rabbit embryos.

*Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Autdnoma Metropolitana-Iztapalapa. Av. Michoacan
y Purisima, Apartado Postal 55-535, Mexico, D. F., 09340.
PALABRAS CLAVE: Embrién, zona pellcida, blastémeros, tratamiento enzimatico, embriones libres de zona peltcida.
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MATERIAL AND METHODS embryo zona pellucida initiates to dissolve, degeneracy arrives
first in a two hour and 50 minute period before complete zona
Rabbit embryos were obtained at different times from Femaldissolution takes place.
adult NZW rabbits that were injected with 0.8 mg GnRH The most efficient enzyme treatment is by using pronase.
(Conceptal, Intervet, Mexico) prior to be caged with a probedVith this enzyme, all 32 embryo were freed from both the
fertility male. Female reproductive tracts were obtained aftemucin coat ant the zona pellucida. Complete mucin dissolution
cervical dislocation sacrifice, washed with warm PBS (10 mMakes from 22 to 40 minutes with no correlation between time
Phosphate buffer, 0.15 M NaCl, pH 7.2) added with 4 mg/méxposure and embryo stage. In less than one and a third hour
BSA (Fraction V, Sigma Chem. St. Louis, MO). Tubal fluid wastime period, zona pellucida was completely removed from all
collected in a petry dish, embryo collected with a hand operatesmbryos. Mainly, after both the mucin coat and the zona
micropipette and evaluated for quality and developmental st&nvelope were dissolved, blastomere survival was more than
tus 50 % in all tested embryo stages suggesting a mild embryo
Zona digestion was done by adding directly trypsin (GIBCCdamage.
Life Sciences, ), chymotrypsin (Sigma Chem. St. Louis, MO) By using basic NaOH solutions, embryo covers are easily
or Type XIV protease (Pronase, Sigma Chem. St. Louis, MO)emoved in a lesser time than the enzyme treatment. When the
to the TC199 medium (GIBCO Life Sciences) and after gentleulture medium is alkalinized before the embryo, mucin and
mixing, embryos were added. Coat dissolution was followeaona dissolution takes longer tan when concentrated solutions
by phase contrast microscopy. After each treatment, cedlre added to the embryo-containing medium. Embryo viability
viability was assessed by trypan blue exclusion. Embryo weneas not affected by the alkali treatment since trypan blue
maintained at 3T in a 5% CQin air incubator at high humidity exclusion test does not show dead blastomeres after the short
to avoid medium evaporation period treatment.
Basic solutions were obtained by adding sterile 1M NaOH
to the medium until pH 11 was reached. In one experimenDISCUSSION
embryos were incubated in this medium whereas others were
firstincubated in pH7.0 medium and an equivalent amount aZona dissolution is a more or less standardized technique
NaOH was added to the medium. In both cases, embrywow used inin vitro fertilization procedures. Some authors
vestment dissolution was followed as for the enzyme zondissolve parts of the Zona pellucida by using acidified Tyrode
digestion. solution in order to drill holes through the zona to permit
All chemicals and plasticweare were of the highest qualitgapacitated spermatozoa to fertilize the egg. Unfortunately,
available. Animals were housed, handled and maintainethis treatment also induces nuclear fragmentation or cleavage

according to International regulations. (Johnsoret al,, 1990).
Alkalinized solutions have also been used to dissolve the
RESULTS zona (Dunbaet al, 1980) but the extreme pH needed has

diminished their use. Berger and co-workers (1989) have used
From the three enzymes used, only trypsin does not dissolasic solutions to analyze the rate of sperm penetrating the
neither the mucin coat nor the zona pellucida (fig. 1). Thizona at different times. In early embryonic stages, the physical
could be due to the very low capacity of trypsin to digest theesistance of the zona is believed to be greater than in the
mucin coat components. This coat actually protects the embrymfertilized egg, a phenomenon known as Zona hardening
from protease attack or bacterial contamination (Lagoat, (Wassarman and Albertini, 1994; Yanagimachi, 1994). This
1999). From all treated embryos, all degenerate or shophenomenon has been associated with both chemical
blastomere darkening. The most easily damaged status is framodification of the zona proteins and the deposition of cortical
8 through the morula status. Eight cell embryos initiate t@ranule material.
degenerate at 20 min after enzyme incubation, morula becomesHardened zona is more resistant not only to chemical but
degenerate after 28 minutes in the enzyme-containing mediuabso to enzyme treatment, as has been shown by Drobnis and
whereas 6 cell embryos could survive as long as two hourséb-workers (1988). In the case of the rabbit embryo, an additional
proper conditions are maintained. barrier is the mucin coat. This outer coat is made of
Chymotrypsin does dissolve partially the rabbit embryoglycosaminglycans that protect the egg from proteases from
covers, but also promotes degeneracy and embryo darkenirdmacteria due to its low protein content. In our case, the mucin
All embryos were freed from the mucin coat in less than tw@oat was effectively removed by basic solutions. In the
hours. Mucin dissolution has a two-component behavior. In frotease treatment, trypsin does not remove the mucin coat
cell embryos, mucin clearance is rapid (less than 10 min); 6 cellhereas chymotrypsin and pronase do dissolve this coat.
embryos maintains their mucin coat for up to an hour as the Ithere were also differences in the time needed to dissolve the
celled embryos does. Eight cell embryos maintain the mucimona, whereas the chemical approach is rapid and so do not
layer for more than one and a third hour period. Whereas in alamage the embryo, enzyme treatments are quite long
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permitting not only the enzyme action but also diminishes thdohnson, M. H., Pickering, S. J., Braude, P.R., Vincent, C., y
cell viability. We propose that for an effective embryo coat  Cant, C. J. “Acid Tyrode’s solution can stimulate
removal, one simple and very rapid approach is to use either parthenogenetic activation of human anda mouse
alkalinized culture medium or to add a base amount that could oocytes” Fertil. Steril.53.1990. Pp. 266-270.

bring the medium to low pH. L'agow, E., DeSouza, M. M., y Carson, D.D. “Mammalian

Blastomere |s_,olat|on can be madg Just after_ zonaremova reproductive tract mucindiuman Reprocb.1999: 280-292.
by hand or micromanipulator-guided devices. These

approaches have to take care of to neutralize the har§shmell, E.D., Gulyas, B.J.y Hedrick, J.L. “Egg surface changes

environment in which the blastomeres are collected. We are during fertilization and the molecular mechanism of the

currently interested in the development of isolated  blockto polyspermy”. En: J.F. Hartmann (eMchanism

blastomeres in culture medium. and Control of Animal FertilizartionAcademic Press
(New York): 1983. Pp 365-413.

Serrano, H., Ortiz-Galicia, C.A. y Flores-Herrera, H. “Mouse
oocytes liberates proteases and peroxidases after
chemical activation'Mol. Biol. Cell 5.1993:69a.
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LA IMPORTANCIA DE LOS ANTIOXIDANTES VEGETALES. COMPOSICIONQUIMICA

Absorcion, metabolismo y actividad biologica

Joaquin Rodrigo Garcia! Gaspar Ros Berruezd,Maria JesUs Periago CastorFrancisco Molinar Holguin,*
Fernando Plenge Tellechea Isabel Martinez Valverdé

En la actualidad, la nutricion ocupa mayor relevancia como factor de bienestar y prevencion de enfermedades
para nuestra sociedad. Por ello cada vez existen mas estudios sobre su beneficio en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y de tipo degenerativo como el cancer. Este es el caso de sustancias pertenecientes a los compuestos
fendlicos que se encuentran en productos vegetales y algunas bebidas como el vino, que tienen gran importancia en
la prevencion de este tipo de enfermedades. Estas sustancias deben de formar parte de la dieta como un componente
habitual para mantener niveles plasmaticos constantes y asi conseguir el efecto deseado. Diversas investigaciones
llevadas a cabo en paises mediterraneos, donde la alimentacién es rica en verduras, frutas y vino, indican que la
incidencia de estas enfermedades es mas baja que en otros paises con dietas mas ricas en grasa y carbohidratos y
gue presentan incidencias superiores en infartos de miocardio. Dentro de los alimentos con mas contenido en estas
sustancias estan las frutas del bosque (muy consumidas en paises escandinavos), las cebollas, el té y las manzanas.
Estas Ultimas tienen especial importancia para nosotros, ya que Chihuahua es un importante productor.
El consumo regular de estas frutas representaria una mejora de la alimentacion y por consiguiente una
reduccion potencial de riesgos a sufrir enfermedades cardiovasculares y de tipo degenerativo.

NATURALEZA QUIMICA que son un grupo de sustancias de diversa estructura y ca-
racteristicas quimicas y que aparecen de forma normal en
Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen uno diutas, vegetales, semillas, flores y frutos secos (nueces) for-
los grupos de sustancias mas numerosos y extendidos pom@ndo parte de la dieta humana (Middleton y Kandaswami,
reino vegetal (a excepcion de las algas y los hongos) con m&893). Estos componentes presentan bajo peso molecular y
de ocho mil estructuras conocidas (Harborne, 1986). Losu estructura principal aparece graficamente en la figura 1.
polifenoles pueden variar desde simples moléculas como I&sta consiste en dos anillos aromaticos unidos a través de
acidos fenolicos hasta estructuras poliméricas como es el caso
de los taninos (por encima de 30 mil daltons). Normalmente
aparecen en forma conjugada con un azlcar. Estos azUcares
pueden ser monosacaridos, disacaridos e incluso
oligosacaridos. La glucosa es el azdcar que mas frecuente-
mente aparece ligada, aunque la galactosa y otros azlcare$
también son comunes (Bravo, 1998).
Dentro de los polifenoles se encuentran los flavonoides

FIGURA 1. Estructura basica de los flavonoides.
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tres carbonos que normalmente forman un anillo heterocicliddéndez, 1994; Leet al, 1995). La col roja posee antocianinas
oxigenado. Los flavonoides pueden aparecer ocasionalmer{téakataniet al, 1987; Ikedat al, 1987) y las cebollas rojas
en las plantas en su forma libre sin unién a azlcares, perodontienen flavonoides —quercetina y Kaempferol— (Bédyk
mas frecuente es encontrarlos en su forma glucoderivada.al., 1984) y antocianinas (Fuleki, 1971). Se conoce que los

La quercetina es la mas comun de las moléculaflavonoides poseen una alta capacidad antioxidantedt.ee
glucosiladas y ha sido objeto de numerosos estudios por sdr, 1995), pero segun los estudios de Fuetita (1997) no
el flavonoide predominante en la dieta. Estas estructuras seristen evidencias definitivas de que este pigmento posea la
hidrolizadas en el intestino por la flora microbiana para produnejor actividad antioxidante. Los diferentes pigmentos pue-
cir la estructura libre del azlcar y biolégicamente activa. En lden presentar actividad antioxidante aislada o bien mostrar
siguiente figura podemos observar diferentes estructuras daa accion sinergista entre ellos.
presentacién de esta molécula en los vegetales. La formacion de fenoles y derivados fenélicos glicosilados
estd muy ligada a la presencia de luz, por lo que las mayores
concentraciones se encuentran en las zonas mas externas de
los vegetales o frutas.
oH Las manzanas y los citricos son ricos en acidos fenélicos y
flavonoides y las mayores concentraciones de componentes
fendlicos aparecen en la piel de las frutas (Bagchi, 1999).

La presencia de polifenoles en cereales secos es menor del
Quercetin-4'- 0-8-D-glucoside (Il 1%, mientras que su contenido en legumbres de variedades
pardas tales como las del tipo “rifién rojo” o alubias negras es
L on considerablemente mayor. Los frutos secos por su parte son
) ricos en taninos y el aceite de semillas también posee acidos
fendlicos.

La catepsina y proantocianidinas aparecen en las porcio-

o nes lignificadas de los racimos de las uvas.
g\ m El aceite de olivo contiene ambos componentes, acidos
0 oHToH/ L IN-OH fendlicos y taninos hidrolizables. Finalmente el contenido de
Quercetin-3-0--D-galactoside () Quercetin 3-0-B-rutinoside (IV) polifenoles en los zumos de frutas fluctua en un intervalo de
: : . 5-500 mg/ml. En particular el té verde contiene una cantidad
o S e e eecios i) | significativa de derivados de la catepsina, mientras que el té
manzanasy d) rutina. negro contiene grandes cantidades de polifenoles oxidados
tales como las teaflavinas y tearubiginas. Por su parte los
granos de café contienen &acido clorogénico.
PRESENCIA EN ALIMENTOS Y BEBIDAS En general y segun datos de la bibliografia cientifica, unas
de las fuentes principales de flavonoides para la dieta son en
La presencia de estos componentes estd ampliamente distiden decreciente el té, las cebollas y las manzanas (léértog
buida en cereales, vegetales, frutas, legumbres, semillas y fal-, 1993a; Hertogt al, 1993b; Kneket al, 1996; Kneket al,
tos secos. También aparecen en bebidas tales como el t€, caff7).
cervezay vinos. Los polifenoles son parcialmente responsa-Con relacion a las principales fuentes de antioxidantes en la
bles de las caracteristicas nutricionales y sensoriales de \dieta, debemos tener en cuenta que México destina el 5.8 por
getales, tales como la astringencia y el sabor amargo. Adeiento de su superficie agricola a las producciones frutales y
mas, su presencia en alimentos de origen vegetal es muy ique el 65 por ciento de la produccion nacional de frutas se
portante debido a su efecto antioxidante sobre los lipidoslgcaliza en los estados de Michoacéan, Veracruz, Sonora, Oaxa-
protege del deterioro de los alimentos, su seguridad, colara, Chihuahua y Chiapas.
aromay textura (Kinsellet al, 1993; Noguchét al, 1994). La produccién de manzana (una de las fuentes destacadas

Varios autores han observado que la coloracién de los difde flavonoides en la dieta) y de durazno es especialmente
rentes tipos de productos vegetales puede influenciar la acdtinportante en el estado de Chihuahua. La superficie de culti-
vidad antioxidante de los mismos. Asi, los extractos de piro de manzana se ha mantenido mas o menos estable desde
miento amarillo y rojo, la col rojay las cebollas rojas presentah985 (52,000 hc) con ligeros incrementos desde 1988. Ade-
mayores actividades antioxidantes que las encontradas B1és, la produccién de manzana en miles de toneladas en 1992
los cultivos verdes y blancos. La diferencia en sus capacidfie el séptimo cultivo mas importante con una produccion
des antioxidantes puede ser debida a los pigmentos. Los pital de 598 mil toneladas. Debemos de tener en cuenta que
mientos amarillos y rojos poseen flavonoides (quercetina) gon sé6lo un 5.8 por ciento de la superficie total de cultivo, la
carotenoides (capsantina) (Minguez-Mosquera y Hornerananzana representa un valor del 18.5 por ciento del PIB. Este

HO OH ™OH

38 Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



valor es cercano al obtenido con los cereales (26.6 por cientplasma en menos de 0.7 horas tras la ingestion de cebollas y
el cual representa un 46 por ciento de la superficie total dmra las manzanas tras 2.5 horas y para la forma rutinosida tras
cultivo (INEGI, 1994). 9 h. La vida media en sangre fue de 28 horas para las ingestas
Finalmente, también debemos tener en cuenta que este tipmcedentes de la cebolla 'y 23 para las manzanas.
de sustancias se encuentran no sélo en frutas y verduras sin&l corto tiempo de absorcién de los derivados de la glucosa
también en los vinos tintos. sugiere que la absorcion ya comienza en el estémago y des-
El efecto del vino ha sido observado en estudiogpués en el intestino delgado, mientras que en los demas casos
epidemioldgicos en los cuales aparecia baja incidencia de da-absorcién tenga lugar a nivel del colon (Hollngdral.,
fermedades cardiacas en ciertas regiones de Francia y di897).
han sido descritos como la “paradoja francesa” (Renaud y Estos estudios realizados sobre biodisponibilidad fueron
Logeril, 1992). Estos habitos de consumo de vino en la dietonducidos desde el punto de vista de una dosis o ingesta
diaria forman parte de la “dieta mediterranea”, que se caractdiaria repartida durante toda la dieta y no como una Unica
riza por el consumo de grandes cantidades de vegetales, y posis. En dichos ensayos se utilizaron nueve individuos, cin-
lo tanto de una dieta con baja concentracion de grasas, y commujeres y cuatro hombres de una edad comprendida entre
el aporte del vino como complemento diario. Este régimeB0 y 47 afios y se suplemento su alimentacion por un periodo
alimenticio ha sido asociado con una baja tasa de incidendie cinco dias con diferentes tipos de quercetina: la conjugada
de enfermedades coronarias en contraste con las dietas mén glucosa, presente mayoritariamente en cebollas, con man-

al oeste del Mediterraneo (Formica y Regelson, 1995). zanas que contienen derivados con glucosa y con otros azU-
) cares y otro grupo con quercetina ligada a la rutinosa que es
ABSORCION Y METABOLISMO el derivado que mayormente aparece en el té.

En cuanto a la influencia de los polifenoles en la

A pesar de los efectos significativos de los flavonoides sobdigestibilidad de los macronutrientes, se conoce que interfie-
las enfermedades cardiacas (De Whadkegl, 1990) lainfor-  ren en la absorcion de las proteinas ya que se unen a ellas y
macién que existe sobre la absorcion, metabolismo y excréas precipitan. Aunque esta capacidad de unién a las protei-
cion de cada uno de los flavonoides, es escasa. Algunaas es comun a los polifenoles debido al alto grado de
estudios consideran que son absorbidos tras una administhédroxilacién, los fenoles de bajo peso molecular (como es el
cion oral (Das, 1971), otros defienden que son pobrementaso de los flavonoides) son incapaces de precipitar las pro-
absorbidos y que no llegan a la circulacién general de forntainas. Los taninos altamente polimerizados son los mas efec-
mesurable (Guglast al, 1975). Pero estos estudios llevados &ivos en la precipitacion de proteinas (lstel., 1995). En
cabo han tomado las dosis de estas sustancias como wanto a los minerales, también pueden interferir en su absor-
dosis Unica farmacoldgica mas que como una ingesta diar@n ya que pueden formar complejos con determinados mi-
incluida en la dieta (Hertogt al.,, 1993) por lo que la nerales, en especial con cationes metalicos tales como el hie-
extrapolacién de estos datos no es apropiada para explicaria (Hurrell et al., 1998).
absorcién y metabolismo del aporte de flavonoides en la dieta
diaria. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los flavonoides estan presentes en los alimentos como
complejos ligados a azlcares que son llamados glucésidosEstos compuestos han sido descritos como sustancias con un
general o mas especificamente glucdsidos (para glucosanplio espectro de actividades biolédgicas, incluyendo efectos
rutindsidos (para rutina) etc., dependiendo de la variedad dahtibacterianos, antiviricos (Hanasakial, 1994), antiinfla-
azUcar. matorios y antialérgicos (Middleton y Kandaswami, 1993;

El enlace del azlcar con el flavonoide es un erdegle-  Hanasaki et al., 1994; Hopeal, 1983) y efectos vasodilatadores
cosidico el cual es resistente a la accion de las enzim@3uarteet al, 1993). Ademas este tipo de sustancias inhibe la
pancreéticas. Por ello se pensaba que los glucésidos no peroxidacion lipidica (Ratty y Das., 1988; Salvayia, 1988), la
dian ser absorbidos. agregacion plaquetaria (Gryglewslial, 1987; Tzengt al,

Sin embargo, cuando es medida la quercetina fecal en indi991; Robalet al, 1988), permeabilidad y fragilidad capilar (Torel
viduos ileostomizados, se encuentra que la absorcion humei-al, 1986; Budavaet al, 1989) y la actividad enzimatica de
na de quercetina b-glucésido procedente de las cebollas (tistemas como el de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Middleton
gada a la glucosa) es de un 52 por ciento, mientras que y&andaswami, 1993; Hogeal, 1983; Robakt al, 1988; Hodnick
guercetina sin azucar, las llamadas agliconas y la quercetieial, 1988). Los flavonoides presentan estos efectos como
b-rutinosidos (ligada a la rutinosa) fueron absorbidas sélo eamtioxidantes, protectores frente a radicales libres (Haretsaki
un 20 por ciento. Por ello estos datos sugieren que el residab, 1994; Pignoét al, 1988; Cavallingt al, 1978) y quelantes de
de glucosa favorece su absorcién a nivel intestinal (Hollmaoationes divalentes (Afanas’eval, 1989). Por ello, su capaci-
etal, 1997). dad antioxidante previene la formacién del complejo LDL oxida-

Ademas, los picos de concentracion fueron detectados el que esta asociado con el envejecimiento celular y enfermeda-
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des cronicas tales como la arteriosclerosis (Mo, 1990; Goldsteinet al. (1979) fueron los primeros en demostrar in
Rankinet al, 1993). vitro que la LDL modificada quimicamente es reconocida por

Los acidos grasos poliinsaturados que aparecen en lesceptores especificos en los macrofagos. Por ello, las LDL
membranas celulares son oxidados por via enzimatica o peiodificadas son fagocitadas con mayor facilidad y rapidez
procesos autooxidativos y por las reacciones en cadena gge la molécula nativa de LDL cargandose los macréfagos de
los radicales libres (Toret al, 1986). Un exceso de radicales colesterol y formandose las células espumosas Yy las placas
libres puede provocar una reaccion en cadena descontrolagtaromatosas (Kodaneaal, 1990).
de lipooxidacion (Kaukt al, 1993) traduciéndose en un esta-  Por otro lado, la presencia de flavonoides tiene un efecto
do patologico que puede inducir a arteriosclerosis y canc@thibidor en la agregacion plaquetaria (Hollneaml, 1997;
(Moraet al, 1990). Bagchi, 1999), el cual esta directamente relacionado con la

El proceso de lipooxidacion comprende tres fases: 1) la dermacion de trombos y la arteriosclerosis (Metral, 1990;
iniciacion, donde se capta un hidrégeno desde los acidos gragegenget al, 1991). Sin embargo la accion de los flavonoides
y se forman los radicales del lipido, 2) la de propagacion, & la inhibicion de la agregacion plaquetaria no es debida a un
donde el radical lipido reacciona con el oxigeno molecular pagblo mecanismo bioquimico, sino que posee diferentes rutas
formar el radical peroxi del lipido, el cual se rompe generando masetabdlicas (Tzenet al, 1991; Elliottet al, 1992) como es la
radicales que reaccionarian a su vez formando una cadena 3hlaibicion de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa im-
de terminacion, en la que los radicales libres reaccionan entre gjlitadas en el metabolismo del 4cido araquidonico dentro de
con antioxidantes para formar productos inertes (Edral, las plaquetas. También presentan un antagonismo en la for-
1986; Coultate, 1990; Niki, 1987). macién del tromboxano y en sus receptores (Tadngj.,

Por ello los antioxidantes tienen la funcion protectora frente 2991). Uno de los mecanismos mas importantes en la inhibi-
los radicales libres, ya que bien inhibirian la fase de iniciacion¢ién de la agregacion plaquetaria es incrementando la con-
bien acelerarian la fase de terminacion. Los flavonoides actuarieentracién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) bien por
donando hidrogenos (figura 3) al radical peroxi de los lipidogstimulacion de la adenilatociclasa o bien por la inhibicion de
formandose un radical flavonoide y terminandose la reaccion éa AMPc fosfodiesterasa (Duar¢ al, 1993; Kuppusamy y
cadena (Toredt al, 1986; Robak y Gryglewski, 1988). También Das, 1992).
este tipo de sustancias antioxidantes ac-
tian inhibiendo la reaccién de Fenton y

Haber-Weiss que es una fuente importante Biology - of - quercetin
de radicales libres. Ayl arachidony] Arachidonyl
phosphatidyl  choline phosphatidyl  inositol
ROO + PPH—ROOH + PP Alkyl  arachidonyl Arachidonyl
glycerophosphate  choline phosphatidyl ethanolamine

RO + PPH—ROH + PP

FIGURA 3. Reaccién de donacion de
hidrégenos de los polifenoles.
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Lipoxygenase

n

Generacion y disposicion del acido araquidénico (Formica y Regelson, 1995)
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EPIDEMIOLOGIA Ensayos ultravioleta
Un gran namero de estudios se han realizado para desarrollar

El Gnico estudio epidemioldgico publicado que examina laécnicas rapidas de cuantificacion de compuestos fenélicos me-
relacion entre la ingesta diaria de flavonoides en la dietadiante ensayos ultravioletas. Cada grupo de compuestos
las enfermedades coronarias es el estudio Zutphen Elderfgndlicos se caracteriza por tener una o varias absorbancias maxi-
en el cual se valoré la ingesta de flavonoides de 805 hommas a distintas longitudes de onda dentro del espectro ultravioleta
bres con una edad comprendida entre 65 a 84 afos. hahidi y Naczk, 1995). Asi, los fenoles simples tienen una
observé que una ingesta de 19 mg/dia de flavonoides estbsorbancia maxima entre 220 y 280 nm (Owatlag 1958),
ba asociada con una mortalidad por enfermedadeasientras que los compuestos fendélicos mas complejos presen-
coronarias de 18.5 por mil personas y afio, mientras quan una amplia variacién en la longitud de onda a la cual presen-
una ingesta de 30 mg/dia estaba asociada a una mortalidad la absorbancia maxima. Una de las técnicas mas empleadas
de un 7.8 (Hertogt al,, 1993). Por tanto se encontré unadentro de este grupo es la determinacion del &cido clorogénico,
relacion inversa entre la ingesta de flavonoides y las enfeel cual es cuantificado tras su extraccion con alcohol etilico y
medades coronarias y también aunque mas débil, una dimsterior lectura de la absorbancia maxima a una longitud de
minucién de la incidencia de infartos de miocardio. Laondade 325-328 nm (Daoy Friedman, 1992).
ingesta media de esta poblacién fue de unos 26 mg/dia y
los alimentos que mayores contribuciones realizaron a [Bécnicas cromatograficas
dieta fueron el té con un 61 por ciento, las cebollas con use han desarrollado diferentes técnicas cromatogréaficas para
13 por ciento y las manzanas con un 10 por ciento. la separacion, aislamiento, purificaciéon e identificacion de

Diferentes autores realizaron estudios sobre el efecto beempuestos fenélicos. Sin embargo, las técnicas de cromato-
neficioso de la ingesta de manzanas sobre la salud debidmfia liquida de alta resolucion (HPLC) son las mas emplea-
a la presencia de este tipo de sustancias, en concretodas actualmente para la separacion y cuantificacion de mez-
guercetina. Los resultados obtenidos indicaban que ladas complejas de compuestos fendlicos. Existen varios so-
componentes antioxidantes presentes en los extractos pertes y fases moviles que permiten el analisis de
frutas disminuian hasta un 38 por ciento la oxidacién de lantocianidinas, proacianidinas, flavonas y acidos fendlicos.
LDL (Pearsoret al.,, 1999; Paganget al., 1999). Justesen El desarrollo de la fase reversa ha mejorado significativa-
et al, (1998) muestran datos similares realizados con lmente la separacion por HPLC de diferentes clases de com-
poblacién holandesa y en Finlandia de la Edad Media. Epuestos fendlicos (Hostettman y Hostettman, 1982). Igual-
dicho estudio, de nuevo se resalta la importancia de lasente, la utilizacion del detector de photo-diodo array facilita
manzanas en la dieta por su aporte en quercetina. Es puasieteccion de estos compuestos por HPLC, al utilizar de
importante la realizacién de un estudio en la poblaciéforma conjunta para la identificacién de los picos el tiempo de
mexicana y observar dentro de nuestra dieta cuales son Iatencion y el espectro ultravioleta (Bartoloetél, 1993).
alimentos que potencialmente pueden elevar o aportar ldsi, mediante la utilizacién de HPLC podemos determinar un

mayores cantidades de antioxidantes. gran nimero de polifenoles de interés nutricional, como fenoles
) ) ) simples, acidos fendlicos y sus derivados, y los distintos
TECNICAS DE DETECCION Y CUANTIFICACION flavonoides, aunque esta técnica requiere la utilizacion de

método de extraccion optimizados a cada uno de los com-
La gran diversidad de compuestos fendlicos dispersos guuestos que se vayan a analizar (Shahidi y Naczk, 1995).
los tejidos vegetales, asi como sus diferentes estructurasEsta técnica cromatogréafica ha sido utilizada por diferentes
guimicas, ha traido consigo la necesidad de desarrollar @antores (Liet al, 1993; Justesest al, 1998) para el estudio y
gran nimero de técnicas analiticas para su identificacidnguantificacién de compuestos fendlicos en manzanas con una
cuantificacion. Las primeras técnicas desarrolladas fuerosensibilidad de deteccién de hasta 0.02 mg/kg y empleando dife-
espectrofotométricas, que si bien tienen interés desde mntes métodos de deteccion, ultravioleta visible o foto diodo
punto de vista del control de calidad, no aportan la sufiarray. La técnica consiste en una extraccién mediante metanol y
ciente informacidon desde el punto de vista nutricional. Poetil acetato de los extractos de frutas y posteriormente una sepa-
ello ha sido necesario recurrir a técnicas mas precisas, comaxion con una columna C18 de fase reversa. Se obtiene una
las cromatograficas que permiten la identificaciénresolucion mayor de 1.23 en todos los compuestos estudiados y
individualizada de cada uno de los polifenoles de interéla correlacion obtenida para los estandares esta entre r =0.983 y
nutricional. 1. El tiempo medio de cada analisis es de unos 30 minutos.
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LA FLUIDEZ MEMBRANAL EN ERITROCITOSDE

NINOS severamente desnutridos

Carolina Campos Mufiiz ! Pablo Rangel Silv& Miguel Ramos Motilla®y José Luis Gomez Olivare’s

El propdsito del presente estudio fue investigar los cambios en la fluidez membranal en los eritrocitos de nifios con
desnutricién energética proteica severa (DCPS). La fluidez membranal (determinada por polarizacién
de la fluorescencia) mostré una disminucién por un aumento en la relacion colesterol-fosfolipidos. En este estudio
se sugiere que la desnutricidn severa tiene un efecto profundo sobre la dinamica y composicion lipidica
en las membranas de los eritrocitos, que podrian alterar sus funciones celulares.

INTRODUCCION El flujo de iones tiene un papel primordial en el metabolis-
mo, que puede aumentar o disminuir en respuesta al suminis-
Al iniciar este nuevo milenio, una poblacion cercana a los 80¢g de nutrientes (Kaplay, 1978). El transporte a través de la
millones de personas padecen algin tipo de desnutricion, ggmbrana plasmatica depende del funcionamiento 6ptimo de
los cuales 200 millones corresponden a nifios que presentas enzimas que en ella se encuentran embebidas, en el que el
un peso corporal por debajo del esperado para su edadmitroambiente lipidico circundante puede tener un papel im-
alrededor de 70 millones presentan sintomas de desnutricigartame_ En nifios que sufren DCPS, se han descrito cambios
energética proteica severa (DCPS) (lyengar y Nair, 2000). en la composicién de los fosfolipidos, y se ha informado la
Esta enfermedad se produce como consecuencia de @stencia de diferencias entre las membranas procedentes de
deficiente ingestion y/o utilizacion de dietas con bajo contenifios con deficiencia nutricional tipo kwashiorkor y marasmo
nido proteico. Es durante la edad temprana cuando la DCRSuevas-Covarrubiast al, 1994).
produce sus efectos mas profundos y devastadores, debido feniendo en cuenta que la desnutricién severa es un sin-
las elevadas necesidades en nutrientes para el intenso crgggme que impide a los nifios en edad temprana la ingestion
miento corporal (Cravioto, J. y Arrieta, R. 1985). adecuada de nutrientes, influye ademas de manera negativa
En nuestro pais, la desnutricion energética proteica sevesa el ptimo suministro de elementos estructurales esenciales
tiene una elevada incidencia en zonas suburbanas y ruralggra conseguir un crecimiento celular idéneo.
Recientemente, en el estado de Chihuahua, Monarrez y Mar{ a membrana plasmatica es el primer sitio de contacto de la
tinez (2000) determinaron que en la poblacion tarahumara eg8ula con su exterior y su correcto funcionamiento depende
sindrome tiene una elevada prevalencia entre los niflos menf ensamblado e interaccién adecuados entre sus distintos
res de cinco afios, siendo predominante en los de dos afiog@gponentes estructurales. Por tanto, al analizar la fluidez
edad. membranal, el contenido de fosfolipidos, colesterol, y la acti-
La deficiencia energética proteica severa produce altergigad de varias enzimas membranales (ATPas#Ng 5 -
ciones estructurales y funcionales sobre las membranas celycleotidasa), procedentes de eritrocitos de nifios que sufrie-
lares de diversos tejidos (Krishnaswamy, 1989). En Iogn desnutricion energética proteica severa, se observé que
eritrocitos de nifios que padecen DCPS tipo kwashiorkor, $g comparar los resultados obtenidos entre los distintos para-
ha informado un aumento en la resistencia a la lisis Osmétiqﬂetros con aque”os que se determinen en membranas de los
y enla actividad enzimatica implicada en el mantenimiento d&itrocitos de nifios testigo, encontraremos diferencias signi-
la tonicidad celular (Kaplay, 1978). ficativas.
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MATERIAL Y METODOS ajustaron a 2 ml con disolucién salina amortiguadora de fosfa-
tos a pH 7.5, a la que se le adicioné el volumen necesario de
El presente trabajo se realizé en 20 nifios con edades quea mezcla concentrada de difenil-hexatrieno (Sigma, EU) di-
fluctban entre los 6 y los 24 meses. Al momento de la toma aeielto en dimetilformamida (Merck, México) para obtener con-
muestras de sangre, los nifios permanecian internados ercehtracion final a 2 uM de DPH. La intensidad de fluorescen-
Hospital de Rehabilitacion Nutricional Cruz Blanca, ubicadacia se estimé a 28 y en agitacién constante, en un
en la Delegacion Coyoacan en la Ciudad de México. Los nespectrofluorémetro, marca SLM-AMINCO (EU) equipado con
flos se agruparon en eutréficos o testigos (n = 10) y nifios c@olarizadores especiales, para esto se usaron 365 nm de longi-
DCPS tipo marasmo (n = 10). El estado nutricional, el nivel yud de onda emisiéon y 430 nm como longitud de onda de
grado de deficiencia nutricional se determiné comparando elxcitacion (Shinistzky, 1974).
pesoy latalla de cada nifio respecto al sexo y edad cronolégi-Para determinar el contenido de colesterol en las membra-
ca, segun las tablas de medidas somatométricas para la poblas eritrocitarias, se colocaron alicuotas de las fracciones
cibn mexicana (Ramos-Galvan, 1976). Adicionalmente, se lleenriquecidas en tubos de ensayo. A cada tubo se adiciond 1
v0 a cabo un analisis quimico plasmatico, en el que se detem de mezcla de anhidrido acético (6.33 mM/l) en acido acético
minaron el contenido de proteinas totales, albimina, lipido®9%). Esta disolucién se incubo a una temperatura ambiente
totales, colesterol y urea (Sharma, y Mahajan, 1987), esto derante 30 minutos, y después se afiadieron 0.2 mJ3ig,H
realizé mediante equipos comerciales (Wiener Lab. Argentif97%), los tubos se colocaron en un bafio de agua a 25 °C y
na). posteriormente, la absorbancia se ley6 530 nm. Este mismo
Por cada nifio se colectaron 3 ml de sangre periférica pprocedimiento se realiz6 para los tubos correspondientes a la
puncién venosa con jeringa humedecida con heparindisolucién patrén de colesterol (concentracién de 300 mg/dl)
(Microlab, México). La sangre se colocé sobre la superficie d@Niener, Lab. Argentina) (Dittmer, 1969).
una disolucién de Ficoll-Hypaque (Microlab, México), que se En relacion con el analisis de fosfolipidos, primero fue ne-
centrifugd a 1000 g durante 15 min permitiendo una clara seesaria su extraccion (Bligh, 1959). Un volumen de la suspen-
paracion del plasma, los linfocitos y los eritrocitos. El precipisidn membranal se coloc6 en un tubo de ensayo, al que se
tado eritrocitario se lavé por dos ocasiones en solucidn salirslicionaron 5 ml de una mezcla con cloroformo: metanol (2:1
amortiguadora isotonica (150 mM NaCly N&@,5mMapH  v/v), esta mezcla se mantuvo en agitacion constante durante
7.4), centrifugandose bajo las condiciones anteriormente dekd min. Posteriormente, se centrifugd a 550 x g a temperatura
critas. Lo cual fue realizado con el fin de eliminar restos dedmbiente durante 10 min con el propdsito de eliminar las pro-
plasma y otros contaminantes. teinas precipitadas y otros residuos celulares. El sobrenadante
Las membranas de los eritrocitos se obtuvieron siguiendse transfirié a otro tubo de ensayo, donde se adicionaron 1.25
el procedimiento propuesto por Dodge et al. (1963) (Sharmal de cloroformo y 0.5 ml de agua desionizada. Esta disolu-
y Mahajan, 1987). Los eritocitos fueron lisados, al momentgion se mezclé y se volvié a centrifugar en las condiciones
de incubarlos en una disolucion hipotonica (BB, 5 mM a  anteriores para obtener la fase organica. Los disolventes se
pH 7.4) a 4C, luego se centrifugaron en un rotor 70Ti (Beckmangvaporaron bajo atmésfera de nitrégeno, para realizar la sepa-
E.U.A.) a 100,000 g, @@ durante 1 h. El precipitado enrique- racion de los fosfolipidos.
cido en membranas de eritrocitos se lavé por dos ocasionesEste paso se realizé mediante una cromatografia en capa
adicionales en las condiciones descritas anteriormente. El pfiaia en dos dimensiones (Rouser, 1970). Para ello se emplea-
cipitado del ultimo lavado se ajusté a un volumen conocidoon placas de vidrio con dimensiones de 20 x 20 cm (ancho por
con solucién amortiguadora de lavado y con un céctel diargo) y una capa de 0.25 mm de espesor de silica gel Sephadex
antiproteasas (1:25 v/v). Todas las muestras procesadasG&0 (Merck, Alemania). En la primera dimension se utilizé
almacenaron en un congelador a’8fasta el momento de una mezcla con cloroformo: metanol: hidréxido de amonio
realizar las distintas determinaciones. (65:25:5 vivlv), la camara cromatografica se saturé durante
El contenido de proteina en las membranas aisladas se @gun tiempo prudencial y entonces se realiz6 la separacion.
termind siguiendo el método sugerido por Lowry y modifica-La placa se expuso al vacio durante toda la noche y posterior-
do por Markwell et al. (1978) (Markwe#f al, 1978), se em- mente se realizé la segunda dimensién empleando clorofor-
pled albuimina sérica bovina (BSA) (Sigma, EU) como proteinano: acetona:metanol:acido acético: agua (30:40:10:10:5 viviv/
estandar. La mayoria de los analisis posteriores se refierervé). La identificacion de los fosfolipidos se llevé a cabo des-
contenido de 1 mg de proteina. pués del revelado con vapores de yodo 1% en metanol (p/v),
La dindmica en las membranas de eritrocitos, se determiyécomparando migraciones relativas de los fosfolipidos es-
mediante la incorporacién del difenil-hexatrieno (DPH), la metdndares que se separaron paralelamente, y en las mismas
dicién de la intensidad de fluorescencia en dos distintos plaendiciones.
nos, y por ultimo, el calculo de la polarizacion de la fluores- Posteriormente, las zonas sefalizadas en la silica gel para
cencia. Para ello se colocaron en tubos de ensayo 200 pgadela uno de los fosfolipidos, se rasparon y colocaron en tu-
las fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas, yls@s de ensayo, a los cuales se adiciond 1 ml de &cido perclérico
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(Merck, México). La mezcla se incub6 a 80°C durante toda lanergética proteica severa (DCPS) o de tercer grado. En ella, el
noche. Después, el hidrolizado se recuperé por centrifugarganismo casi ha agotado todas las reservas para su sobrevi-
cion a 1000 x g, a temperatura ambiente durante 15 min. Eéncia, y el déficit de peso llega a ser mayor al 40% del promedio
volumen recuperado se ajusté a 1 ml con agua desionizadag@respondiente a su edad. En este grado de desnutricion, exis-
inmediatamente se afiadieron 0.25 ml de una disolucion cden dos variantes, una en que el déficit corporal es menor del
molibdato de amonio (2.7%) y de$0, (2.5N). Luego de agi- 40%, y se presenta edema, denominado kwashiorkor y otro, en el
tar, se afiadieron 0.065 ml de una disolucién de acido 1,2,4ue el déficit puede ser mayor a este porcentaje, que se conoce
aminatftol sulfénico al 8%. Paralelamente se prepard una cure@mo marasmo. Tomando en cuenta tal division, podemaos consi-
patron de fosfato bajo las mismas condiciones experimentaldsrar que los nifios empleados en este estudio correspondieron
gue las muestras problemas y se ley6 la absorbancia a 660 ahsegundo grupo.
(Dittmer, 1969). Los porcentajes se obtuvieron del cociente No obstante, se considera que el déficit peso-talla, no pro-
del contenido de fésforo por cada fosfolipido. porciona indicios sobre una posible deficiencia nutricional en
Para medir la actividad de la ATPasa(lK&), se empleé el calidad (Polbergeet al, 1990). Por tanto, para un mejor diag-
volumen de membranas aisladas que contenia 200 ug de pndstico, y conocer el grado de avance de las terapias alimen-
teina (Swann, 1975). A este volumen se adicioné una disolticias en el estado nutricional de un nifio que padece desnutri-
cion de reaccion conteniendo 3mM Mg@mM ATP, 130mM  cién severa en alguno de sus grados, se hace indispensable la
NaCl, 20mM KCI; 30 mM histidina a pH 7.5 (37°C), en los determinacién de los parametros bioquimicos adicionales. Que
tubos problemas se afiadié ouabaina para que quedase a ignalmente podrian auxiliar al médico en el establecimiento
concentracion final al ImM. La mezcla se incub6 durante Beal del grado de déficit nutricional, y por otro lado, en la
min a la misma temperatura, y la reaccién se disparé con ATdtagnosis temprana de la desnutricion.
gue duré 5 min (lapso en el cual se considera que corresponEn este trabajo realizamos la determinacion del contenido de
de, a menos del 10% del ATP total). La actividad se interrundistintos componentes séricos con el propésito de establecer
pié cuando se afadié 0.1 ml de TCA al 50%, los tubos sdiferencias organicas entre los nifios que han sufrido deficiencia
transfirieron a un bafo de hielo. La actividad se determiné p@evera en nutrientes, y aquellos que estaban cabalmente sanos.
la medicion de fésforo inorganico liberado. Para esto se skn el cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos, donde se
gui6é el mismo procedimiento que se ha descrito para labserva que en los nifios que sufrieron DCPS hubo una disminu-
cuantificacién de los fosfolipidos. cién significativa en el contenido de proteinas (25%), este efecto
En el caso de la 5" nucleotidasa, se utilizé el mismo contenidestuvo asociado con una reduccion en el contenido de la albumi-
de proteinas que en la actividad anterior. A cada tubo de ensay (30%), todo esto cuando realizamos la comparacion con los
de las muestras a analizar, se adicioné amortiguador Veronal dbtenidos en nifios testigos.
mM a pH 7.5 con Mg 10mM, y como sustrato AMP 1mM, se
incubaron 10 min a 3C (Bermeyer, 1965). Los tubos problemas CUADRO 1. Contenido de distintos componentes
se incubaron con cloruro de niquel como inhibidor de fosfatasas. en el plasma de nifios

La actividad se (_jgtermlno por el,contemdo de fésforo liberado Nifios desnutridos Nifios testigos
por hora 'y por miligramo de proteina.
Todas las pruebas se realizaron por triplicado, y los datps Caracteristicas
obtenidos fueron analizados con la prueba estadistica de t|d&o. de nifios 10 10
Student para establecer el grado de significancia. Edad (meses) 6-24 6-24
Sexo F—M 2—8 4—6
. Déficit en peso
RESULTADOS Y DISCUSION corporal Superior al 40% sin déficit

En la actualidad, los indices antropométricos se consideranComponente plasmatico
indispensables para estimar el estado nutricional y de Creci- proteinas totales

miento del nifio (Suskindt al, 1990). La altura correspon- | (9/100 mi) 5.06 £ 0.10 6.75 £ 0.10
diente a una edad cronoldgica proporciona informacion ast- apamina
ciada al crecimiento lineal, mientras que la relacion entre el (g/100 m)) 2.88 + 0.10* 4.10 £ 0.12
pesoy la altura refleja la armonia del crecimiento, que es par-, .
ticularmente sensible a disturbios en el crecimiento (@his, | (g/ 100 mi) 1.39 £ 0.11* 0.65+ 0.13
al., 1993). —

n . . L. Lipidos totales

Los nifios considerados como desnutridos mostraron un défi- (mg/100 mi) 476.50 + 181.70 366.60 + 128.70
cit en peso corporal superior a un 40%, en tanto los nifios testi pT—
. . olestero

gos no mostraron diferencias en peso y talla de acuerdo a S{ng/100 m 145.10 + 18.7% 192.91 + 200
edad cronoldgica. Segun las tablas de valores somatométricos,

. i L, *t=7.4, gl 18; p < 0.001.
por el déficit corporal de los nifios, presentaban desnutricion F = femenino, M = masculing
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Algunos estudios han demostrado que durante la desntelacion con la pérdida de peso (Noakes y Clifton, 2000).
tricion se da una disminucion en la sintesis de albimina y Los radicales libres se han implicado en el desarrollo de
otras proteinas (Dramaigt al, 1993). Igualmente, se conside- muchas enfermedades, igualmente podrian verse involucradas
ra que existe una intima relacion entre la disposicion de protdés deficiencias en los compuestos antioxidativos. A este res-
nas, la ganancia en peso y el crecimiento. Cuando baja la tamecto se considera que en la desnutricién severa se producen
de crecimiento, ocurre una baja de ganancia en peso, y pordoomalias en el sistema de proteccion por dafio oxidativo a
tanto existe una baja disposicion de proteinas (Waterlow, J.@avés de radicales libres o especies reactivas derivadas del
1973). Enindividuos que padecieron desnutricién energéticaxigeno. En esta enfermedad se ha informado que existe una
proteica severa, se ha descrito la presencia de hipoalbulinentiisminucion significativa en los niveles de glutation peroxidasa
en suero, que podria deberse a una disminucién en la sintess®ciada al bajo contenido de selenio, ademas de una dismi-
de proteinas hepaticas (Sharma y Mahajan, 1987), o biennacidn en las concentraciones de vitamina E (Thurman, 1990;
una disminucién en la vida media de la proteina (Polbexger, Albretch y Pélisser, 1995).
al., 1990). La disminucién en el contenido en esta proteina En la patogénesis del edema y anemia que frecuentemente
puede generar alteraciones en la presion coloidal-osmétice describen en nifios que padecen desnutricién energética-
del plasma, asi como una alteracién en el transporte de coproteica severa tipo kwashiorkor, se ha propuesto que ambos
puestos a través del torrente sanguineo (Dramtzak, 1993).  signos clinicos bien podrian deberse a un desajuste entre la

Una alteracion semejante se observé sobre el contenido geduccion de radicales toxicos y su vida media (Ashatur,
urea (ver cuadro 1), cuya disminucion en su contenido podré., 1999).
deberse a una baja disponibilidad de compuestos Teniendo en cuenta la descripcién de las distintas deficien-
nitrogenados, que provocaria una reduccion en la sintesis cias en elementos basicos para conformacién de estructuras
proteinas (Bauet al, 1991), o bien, un catabolismo excesivo,celulares, y que las membranas plasmaticas podrian ser el
induciendo una redistribucién de elementos basicos para casitio blanco ideal para la actuacion de los radicales libres. En
formar proteinas. A este respecto, existen indicios en alguntess membranas de eritrocitos de nifios con desnutricion seve-
individuos en los cuales hay una pobre disposicidn de protefa, se han descrito alteraciones en la composicion lipidica en
nas y pobre ganancia de peso, son capaces de mantenesus membranas, que de alguna manera podrian influir en su
crecimiento 6ptimo y lineal. Se han sugerido varias alternatezapacidad de transporte de gases respiratorios, o bien, con su
vas para explicar este comportamiento. Una de ellas, considgeda media (Balduinit al, 1976; Graham, 1982).
ra que las proteinas se redistribuyen entre los tejidos, es decirCon todo lo anterior, en una primera instancia se determiné
los aminoacidos necesarios para realizar sintesis de proteitagolarizacion de la fluorescencia de la sonda hidrofobica, el
se desplazan de 6rganos viscerales hacia el misculo y esqdéenil-hexatrieno, como una medida de la dinamica en las
leto (Waterlow, 1973). Otra alternativa contempla que la desnembranas de eritrocitos de nifios. Como se muestra en el
nutricién severa afecta al metabolismo de aminoacidos, impguadro 2, los valores de polarizacion calculados para las mem-
diendo o alterando los sistemas de aminoacidos, por ejempliranas procedentes de nifios que sufrieron desnutricion se-
el transporte de alanina dependiente de sodio (Gomexera, fueron significativamente mayores que los resultados
Angelatset al., 1995). obtenidos para las membranas de los nifios testigos.

Sobre el contenido de lipidos séricos, como podemos ob-

servar en el cuadro 1, no hubo diferencia entre ambos grupos

de nifios. Noakest al (2000) consideran que una modifica- CUADRO 2. El efecto de la desnutricién energética-proteica severa

cion en el perfil de lipidos plasmaticos podria relacionarse can sobre la polarizacién de fluorescencia del difenil-hexatrieno en las

una modesta pérdida de peso, resultante de la imposibilidad™empranas de eritrocitos de nifios

de llevar a cabo la sintesis enddégena de algunos lipidos, entre Pardmetro de polarizacién (unidades arbitrarias)

ellos, el colesterol, contribuyendo a una disminucién en el Nifios Nifios

contenido de lipidos circulantes (Noakes y Clifton, 2000). Desnutridos Testigos
Nuestros resultados sobre el contenido de colesterol mues-

tran que hay un disminucion en el plasma de nifios severamente 81822 3153‘1‘

desnutridos (ver cuadro 1). Esta alteracion podria estar asociada 0.1035 0.1310

con algunas anomalias hepéticas (higado graso), que se han o 10e PR

observado en nifios que padecen esta enfermedad. 0.1076 0.1440
Cabe sefialar que el tiempo en que se lleva a cabo la medi- 818;2 gi"gg

cion de lipidos en el paciente, y la composicién de la dieta 0.1148 0.1483

durante la estrategia alimenticia para la rehabilitacién 0.1166 0.1778

nutricional, son dos de los factores que deben contemplarse 0.1074 * 0.005* 0.143 * 0.014

para la interpretacién del perfil de lipidos plasmaticos y su *t= 7.29, 4118, p <0001
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La alteracién en la dinamica de los Iipidos en la membranaCYAPRO 3. La variacién en el contenido de los principales lipidos en
L. . . . . . | las membranas de eritrocitos de nifios
plasmatica puede tener implicaciones de tipo estructural, bien
podria deberse a algunos cambios en la composicién de|la (Fosfolypidos ttot,a'e)s (Colesi;em' totta', )
. nmol/m roteina nmol/m roteina
membrana en respuesta a la falta de nutrientes. Igualmente op 9P
podria relacionarse en parte a una mayor susceptibilidad de
: : : P : ifos Nifios Nifios Nifios
Iasteml:_)ran_as entrocngrlas de I.os ninos desnutndo; a IJ,esnutridos testigos desnutridos testigos
dafios oxidativos, a través de radicales libres o especies qui-
micas reactivas derivadas del oxigeno, y depender de un des- jgg 222 8;; 822
ajuste entre compuestos pro y antioxidativos. 473 4.28 0.92 0.69
Sive et al, (1993) encontraron en eritrocitos de nifios g?g ig% 238 8;2
kwashiorkor, un aumento significativo en el contenido de sus- ¢, 455 108 072
tancias reactivas con el acido tiobarbitlrico, sustancia que 545 4.65 1.10 0.73
H H H [ : P4 P 5.67 5.40 1.10 0.74
sirve como un indicador de lipidoperoxidacion (Siteal., 620 =50 1 0.77
1993). 6.40 5.63 1.36 0.83
Es |.mportante sefialar, que e,n.nuestro _e;tudm, las mgmb g;_}l T o079 7100 Lol 1016 0712 0.06
nas aisladas por choque osmético permitieron determinar

nivel de desorden de los fosfolipidos, debido a que reflejari t = 4.81, gl 18, p < 0.001
un estado in situ de la membrana. Ya que la determinacién fiesfolipido especifico, mismo que puede ser esencial para su
la polarizacién de la fluorescencia en eritrocitos completoincionamiento, en el caso de ser una enzima, para lograr su
tiene la desventaja que ocurre el fenémeno de dispersién défgima actividad catalitica.
luz ajudicable a que la hemoglobina no permite el paso de luz,En el cuadro 4, se muestran los valores porcentuales en los
impidiendo medir con cierto grado de precision la fluorescerdistintos fosfolipidos cuantificados después de la cromato-
cia del difenil-hexatrieno, conduciendo a resultados falsagrafia bidimensional. Como se puede observar en las membra-
(Dickens et al, 1988). nas eritrocitarias de nifios con desnutriciéon severa tipo ma-
En general, podemos considerar que las membranas @&smo, hubo un aumento en el contenido en la fosfatidilserina
eritrocitos de nifios severamente desnutridos, no se encu¢h5%), en relacién con los porcentajes obtenidos en las mem-
tran en un estado completamente fluido, y que la dinamica branas de nifios testigos. Este efecto diferencial sobre el con-
sus membranas, podria depender en parte de la relaciéon dettosdo de fosfatidilserina, no coincide con hallazgos anterio-
componentes lipidicos que la constituyen. res sobre los efectos de la deficiencia severa de nutrientes.
Al analizar el contenido de los principales lipidos estructu-

rales de las membranas bioldgicas. Como se muestra en e , N
. L, . . CUADRO 4. El contenido porcentual en algunos fosfolipidos en las
cuadro 3, la desnutricion severa no produjo cambios en |el membranas de eritrocitos de nifios
contenido total de fosfolipidos en los organulos procedentes o o
. . . Inos Inos
de eritrocitos. En tanto que el contenido total de _cole;te_rol desnutridos Testigos
fue significativamente mayor en las membranas eritrocitarias
i ; < Fosfatidilserina 12.15* 9.50
de los nifios seV(_e,ramente degnutrldos_(_1.01 nmol/mg protei- o e amina | 2780 28 18
na) en comparacion, al contenido cuantificado en las membra- rostatidilcolina 29.00 27.60
nas de nifios testigos (0.71 nmol/mg proteina). Teniendo en F‘t’féi“d"'”os”o' 2'59?5 623'7920
cuenta que el colesterol produce un efecto condensante en eP ' '
interior de las membranas biolégicas, permitiendo una mayor Lota' ;—JOO 200
., . "
compactacion de las cadenas de acidos grasos, y por ende,; —5 45 p<0.02.

una disminucién en el desplazamiento lateral de los compo-
nentes en el plano de la membrana. Podemos considerar quEn membranas de eritrocitos en nifios con desnutricion tipo
la modificacién en la relacion entre los componentes lipidicdswashiorkor, donde se ha informado que hay una disminu-
en las membranas de eritrocitos de los nifios severamentén en el contenido en la fosfatidilcolina (Thurman, 1990). A
desnutridos, podria estar relacionada con la disminucién endate respecto, debemos tomar en cuenta que los nifios em-
polarizacion de la fluorescencia del DPH, calculada en las mipleados en este estudio mostraron signos y sintomas clinicos
mas membranas. gue describen al tipo marasmo, y por lo tanto, las alteraciones
Otro punto que decidimos conocer fue el contenido poestructurales reflejadas al parecer son distintas. Bien podria-
centual de distintos fosfolipidos, teniendo en cuenta que ahkhos suponer que las diferencias entre los organulos de am-
gunos de éstos tienen un papel importante en la interaccibos tipos de nifios desnutridos, podria asociarse a una distin-
lipido-proteina. En algunos casos, cuando las proteinas tdesusceptibilidad al ataque oxidativo a sus respectivas mem-
membrana se purifican, se les encuentra asociadas a hnanas celulares.
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Un Gltimo punto para analizar fue la actividad en dos enzitipo marasmo (Dipplet al, 1982).
mas. En las membranas de eritrocitos de nifios desnutridos, Ia0tro punto importante a destacar, es el hecho que el ambiente
actividad de la ATPasa NK* mostré valores inferiores (casi lipidico que circunda a un sistema enzimatico membranal, puede
al doble), que la actividad determinada en aquellas membrafluir en su actividad. En células de nifios desnutridos tipo
nas que se aislaron de los nifios testigos. EI mismo efeckavashiorkor, se ha observado un aumento en la dindmica
inhibidor se observo sobre la actividad de la 5 nucleotidasaembranal que se asocia con una intensificacion en la actividad

(ver cuadro 5). ATPasa NaK* (Waterlow, 1973). Por otro lado, la actividad de
esta misma enzima en eritrocitos humanos, se puede modificar
CUADRO 5. La Influencia de la desnutricién energética-proteica severa bajo un tratamiento con fosfolipasa, y reactivar por la adicion de
sobre la actividad de algunas enzimas en eritrocitos de nifios fosfatidilserinayécido fosfatidico (Krishnaswamy, 1989).
ATPasa Na+/K+ * 5'-Nucleotidasa ** En el caso de la actividad 5’ nucleotidasa, en algunos
(umol/h/mg proteina) (umol/himg proteina) transtornos metabdlicos se ha sugerido que en su
Nifios Nifios Nifios Nifios microambiente lipidico requiere de los esfingolipidos circun-
desnutridos testigos desnutridos | testigos dantes para que la enzima presente una 6ptima actividad
295 5.25 0.389 1.16 catalitica (Bauret al, 1991). No podriamos descartar que en la
2.75 5.50 0.391 1.26 desnutricidn severa tipo marasmo, los cambios en el conteni-
o o1 oo pe do de fosfatidilserina estén implicados en modificaciones en
3.30 6.55 0.425 1.45 las propiedades fisicas de la membrana y en la definicion del
gig 2;; g;‘gg igg microambiente lipidico idéneo, y por ende en la disminucion
3.60 750 0.648 1.96 en la actividad, determinada en las membranas de eritrocitos.
3.75 8.00 0.662 2.24 A este respecto, Lopez-Garahal., (1994) sugieren que
450 950 0.900 289 los diacilgliceroles y la fosfatidilserina alteran la estructura de
331+061 | 672+ 132 053%047 | 170 + 0.53 membrana para la activacion interfacial de distintas enzimas.
*t= 743, gl, 18; p < 0.001 Estos autores proponen que la activacién enzimatica por am-

"= 6599l 18:p < 0.001 bos lipidos requiere del sinergismo entre las interacciones

Nuestros resultados del efecto de la desnutriciébn sevelipido-proteinay las propiedades fisicas de la membrana (L6-
sobre la actividad de enzimas membranales de eritrocitos g@ez-Garciagt al, 1994). Esto se podria ajustar al caso de la 5'-
veramente desnutridos tipo marasmo, coinciden con otrasicleotidasa, dadas las anomalias observadas.
autores. Willis y Golden (1988) encontraron una menor activic Como hemos sefialado, queda patente que la desnutricién
dad en la ATPasa Ni&*, en nifios con este nivel de desnutri-energeticoproteica produce anomalias en la composicién y
cion. Se sugiere que tal anomalia se debi6 a una disminucipropiedades fisicas de los componentes membranales, y que
en el estado de transicion de la bomba metabdlica (Willi€stos influyeron en la funcionalidad de algunas enzimas
1988). membranales. Igualmente, como se discutio, hay claras dife-

En los nifios kwashiorkor, a pesar de padecer el mismo greencias en los mismos parametros y repercusiones entre las
do de desnutricién, las anomalias funcionales producidasembranas eritrocitarias de nifios severamente desnutridos
sobre este sistema enziméatico membranal son distintas. Hpo marasmo, y aquellas procedentes de nifios testigo y aun
eritrocitos de nifios que padecieron este grado de la enfernmmsn los informes de los estudios realizados en membranas de
dad, Kaplay y Ramanadham (1978) determinaron un aumentdfios kwashiorkor.
en un 100% en la actividad de la ATPas&/Ka( Kaplay y Como hemos visto, el estudio en la dinamica y composicion de
Ramanadham, 1978). Posteriormente, Ramanadham y Kapliag membranas bioldgicas es complejo, dadas las anomalias mul-
(1982) informaron que sus anteriores observaciones podritiples que pueden producirse en respuesta a factores ambienta-
relacionarse con un aumento en el contenido de la enzimales. No obstante, algunos hallazgos pueden permitir establecer
las membranas de los eritrocitos. una relacién causa-efecto, como es el caso de modificaciones

En el caso de nuestros resultados, estos podrian estar asstructurales asociadas con alteraciones funcionales.
ciados a otro tipo de respuesta por parte del organismo a laEn el futuro seria importante estudiar en las membranas de
deficiencia energéticoproteica severa. En nifios severamerggtrocitos de nifios con desnutricién severa tipo marasmo,
desnutridos tipo kwashiorkor, se ha determinado un aumentos niveles de esterificacion de los acidos grasos, de com-
en la insaturacion de acidos grasos, que se correlaciona qmestos oxidativos, y de los sistemas de proteccion hacia
un aumento en la relacion de acidos grasos insaturados/satsgtos Ultimos, y la posible recuperacién en los distintos para-
rados (Vajreswarkt al,, 1990) que bien podria ligarse con lasmetros fisicos y bioquimicos, una vez que los nifios severa-
variaciones en el contenido de algun(os) acido(s) graso(shente desnutridos ingresen a una estrategia de rehabilitacion
como es el caso del &cido araquidénico. En las membranasmigtricional. Estos estudios serian prioritarios, dada la impor-
eritrocitos de nifios tipo kwashiorkor existe un mayor contenitancia que tiene la membrana plasmatica en la funcion fisiol6-
do de este lipido que en las membranas de nifios desnutridgisa que el eritrocito cumple en el organismo.
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RELACION ENTRELA INTOLERANCIA A LA GLUCOSAY ALGUNOS FACTORESDE

Riesgo a la diabetes mellitus tipo 2

Gloria Ruiz Guzman,' Aima Guadalupe Arellano Menese$ Marta Ruiz Luis, ®
Arturo L. Preciado Lopezy Arturo E. Acevedo Gome2

La diabetes mellitus es una de las enfermedades con mayor prevalencia tanto a nivel mundial como nacional,

y es considerada como un problema de salud publica debido a sus consecuencias médicas, sociales y econémicas.
La diabetes mellitus tipo 2 es el tipo mas frecuente y se ha determinado que aproximadamente de un 10 a 15 por ciento
de la poblacién mexicana la padece. Se ha propuesto que existen algunos factores que pueden acelerar la aparicion de
la enfermedad, por lo que el estudio de esos factores en individuos asintomaticos puede permitir que se adopten medidas

preventivas que retrasen su aparicion y, en consecuencia, permitan a los pacientes tener una mejor calidad de vida. En el
presente estudio se analizé la importancia de algunos factores en relacion con la tolerancia oral a la glucosa en sujetos
asintomaticos. Los resultados muestran que factores como los antecedentes familiares de diabetes, el sobrepeso, el
sexo, la edad, el tipo de dieta, el estrés y la actividad fisica estan relacionados con la intolerancia a la glucosa.

INTRODUCCION muerte en el pais, aunque para ciertos grupos de edad se
considera como la primera.
Tanto a nivel nacional como en paises en desarrollo y enDespués de considerar la heterogeneidad en los métodos
grupos étnicos especificos que han sufrido cambios reciediagnosticos y las caracteristicas de las poblaciones en los
tes de estilo de vida, ha sido posible observar un incrementistintos estudios, se estima que la prevalencia de diabetes
en la frecuencia de diabetes mellitus (DM) y, en particular den el pais es de aproximadamente 8 por ciento cuando se
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o no dependiente de insulinancluyen individuos mayores de 15 afios y alrededor de 10 por
Numerosos estudios epidemiol6gicos en poblaciones ruralegento cuando se incluyen inicamente mayores de 30 afios.
y urbanas con individuos genéticamente semejantes, asi comaComo consecuencia de las complicaciones mas frecuentes,
otros realizados en grupos humanos que han cambiado seshace necesaria la atencion especializada en diversas areas
habitos de ejercicio y de alimentacién aun permaneciendo ele la medicina, ya que en el pais es la primera causa de cegue-
la misma area geografica, han demostrado que estos factorasretinopatia, nefropatia y amputaciones, por un lado, y por
ambientales juegan un papel determinante en la expresion ai-otro, se incrementa la demanda de servicios, la generacion
nica de la DM2 en individuos genéticamente susceptibles. de un alto nimero de incapacidades e invalidez reflejada en
Existen suficientes datos epidemioldgicos para afirmar quen aumento en el ausentismo laboral que, junto con el costo
la DM2 se esta convirtiendo en forma muy rapida en uno dde la atencién médica, provoca un deterioro en la economia a
los principales problemas de salud publica del pais. Los estaivel individual, familiar y social que se incrementa afio con
dios disponibles demuestran un aumento constante de la pegio.
valencia y de la mortalidad debido a este padecimiento en losDebido al gran impacto que produce en las sociedades este
ultimos 10 afios. padecimiento, se han llevado a cabo investigaciones que en-
Actualmente la DM ocupa el cuarto lugar como causa dfocan aspectos etiopatogénicos, de diagnostico, tratamiento
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y prevencion, encaminados a conocer y descubrir los proagacion acerca de la relacion entre las anormalidades en la secre-
sos tanto individuales como colectivos que influyen en laiény enla accién de lainsulina para comprender adecuadamen-
enfermedad (O Brein y Corrall, 1988; Ferrannini y DeFronzag la DM2 (Stumvoll, Mitrakoet al).
1989). Es importante sefalar que es fundamental contar con ins-
La incidencia de la DM2 en la poblacion de adultos es altatyumentos que tengan un alto grado de sensibilidad y especi-
aumenta en ciertos grupos de riesgo. Los factores mejor idditidad y que permitan tener el menor nimero de predicciones
tificados que favorecen el desarrollo de diabetes son: mayfaisas, sobre todo en padecimientos que por su alta prevalen-
edad, obesidad, en particular la obesidad central, menor niv@é e incidencia son de particular interés para la salud publica.
socioecondémico y los cambios recientes en estilo de vida, enLa identificacion de la intolerancia a la glucosa es importan-
particular el cambio de vida rural a urbana (Rios, 1995). te ya que los individuos con esta alteracion representan un
En el estado basal, la mayor parte (aproximadamente el géupo de alto riesgo de desarrollar diabetes en el futuro (se ha
por ciento) de la glucosa es captada por los tejidos indepetheterminado que aproximadamente el 25 por ciento de los in-
dientes de la insulina, principalmente el cerebro y por lo tanttglerantes desarrollan diabetes). Esto refuerza la necesidad de
el principal factor responsable de la hiperglicemia en ayunasilizar la curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) en la
es la produccién hepatica incrementada de glucosa. Despugsntificacion de riesgo y por lo tanto, en la aplicacion de
de la ingestion de glucosa, los tejidos insulinodependientesedidas de prevencion.

(principalmente el misculo y el higado) se vuelven mas impor- La CTGO como método de diagnéstico puede interpretarse de
tantes en el manejo de una carga de glucosa. acuerdo a diferentes criterios aceptados actualmente (The Expert
Se ha descrito que los individuos con alteracion de la tol&ommittee on the Diagnosis and Classificaton of Diabetes

rancia a la glucosa se caracterizan por: una respuesta tempviellitus, 1998; American Diabetes Association, 2000) en la que
na disminuida de insulina al estimulo de la glucosa; respuedtes parametros mas importantes que se buscan son el pico
total de insulina normal o aumentada; reduccién de la unidriperglucémico, el tiempo en que la glucemia recupera la concen-
de insulina a su receptor; alteracion de la supresion de la ptteacion basal, el area bajo la curva y la concentracién media de
duccidn hepatica de glucosa y disminucién de la captacidgiucosa durante el tiempo de la prueba. La CTOG se lleva a cabo
periférica de la glucosa. También pueden encontrarse alter@®n la administracion oral de glucosa a razon de 1.75 g/kg de
ciones posreceptor en la utilizacién de la glucosa. Al empegeso corporal o de 75 g para hombres adultos y mujeres no
rar la respuesta de la insulina a la glucosa, apareeebarazadasy con intervalos de medicion de la glucemia cada 30
hiperglicemia en ayunas. La naturaleza progresiva de la ananinutos durante 3 h. Esta prueba ha demostrado ser una excelen-
malidad de la secrecién de insulina puede ser el resultado e herramienta de diagndstico temprano de alteraciones
varios factores: metabdlicas como puede ser la intolerancia a la glucosa y la DM.
El objetivo para realizar este trabajo fue determinar la frecuencia
1) La historia natural del defecto de las células B del de alteraciones en la tolerancia a la glucosa en una poblacion
pancreas, que puede estar genéticamente determinasintomatica para la DM, asi como determinar el peso que tienen
do diferentes factores considerados como de riesgo a la DM sobre
2) Hiperglicemia persistente, que puede tener efectos esas alteraciones.
perjudiciales sobre las células B y causar una
alteracion progresiva en la secrecion de insulina ~ METODOLOGIA
3) Alguna otra alteracién metabdlica todavia no
identificada, que se encuentra en el ambiente Se realizaron pruebas de tolerancia oral a la glucosa en suje-
diabético. tos que no se supieran diabéticos, se encontraran
asintomaticos respecto a la diabetes mellitus y en el caso de
La DM2 es un trastorno heterogéneo caracterizado por la dlas mujeres, que no se encontraran embarazadas al momento
minucion de la sensibilidad de los tejidos (higado y muscula)el estudio. Se excluyeron aquellos sujetos que al inicio de la
a la insulina y alteracién de las células b. Existe gran contrprueba presentaran una glucemia superior alos 126 mg/dl, ya
versia en relacién a cual defecto constituye la lesion inicial egue este valor es diagndstico de DM. Todos los sujetos que
la patogenia de este tipo de diabetes (alteracion en la seqgparticiparon firmaron una carta de consentimiento informado
cion de la insulina o alteracién de la accién de la insulina). y se les proporcionaron de manera oral y escrita las indicacio-
En afos recientes se ha acumulado una cantidad significativandss a seguir antes de la aplicacién de la misma.
evidencias que sefialan que los defectos en la secrecién de I8e pidié a los participantes que tres dias antes de la prueba
insulina pueden conducir a la resistencia a la insulina y viceverensumieran un minimo de 250 a 300 gramos adicionales de
sa. Por lo tanto, una vez que el sindrome diabético florido se tarbohidratos y se presentaran con un ayuno de entre 8y 16
establecido, es imposible identificar en un determinado indiviroras.
duo si el defecto primario se origin6 en las células 3 o en losLos pacientes fueron canalizados desde el inicio de la prue-
tejidos periféricos/hepaticos. Obviamente se necesita mas infbia por puncién en la vena basilica previa asepsia y antisepsia
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y se mantuvo una via permeable con solucidn isotonica de - Formulario de factores de riesgo. Entorno psicosocial,

cloruro de sodio. Se afadié al equipo de venoclisis una llave antecedentes familiares de diabetes e hipertensién, alco-
de tres vias, por medio de la cual se obtuvieron las muestras holismo, tabaquismo, antecedentes ginecoobstétricos,
cada 30 min. Los valores de glucemia se determinaron con el actividad fisica, tipo de dieta.

sistema electroquimico Precision QID (Medisense de Abbott) - Somatometria. Peso, talla, didmetro de cinturay cade-
y se interpretaron de acuerdo con los criterios del Comité ra.

Experto para el Diagnéstico y Clasificacion de la Diabetes

Mellitus para sangre venosa (The Expert Committee on the Con los valores somatométricos se calcularon el indice de
Diagnosis and Classificaton of Diabetes Mellitus) (tabla 1). masay la relacién cintura/cadera (RCC) y se determind si los
sujetos tenian riesgo mediante la evaluacion de cada uno de

TABLA 1 los factores estudiados.
Criterios de clasificacion para las curvas de tolerancia oral a la Una vez realizados los estudios de laboratorio. los resulta-
lucosa de acuerdo con el Comité Experto para el . "

giagnéstico y Clasificacion de la DiabZtes n?ellitus. dos obtenidos d_e las curvas d.e glucosa se_r(.alauon.aro.n con

los factores de riesgo por medio de un analisis multivariado
Normal Diabética Alterada de discriminantes

En ayunas <110 mg/dl | > 126 mg/dI Entre 110 y 126 mg/dl

A los 30, 60 0 RESULTADOS Y DISCUSION

90 min de la

carga de glucosa| <200 mg/dl | 3 200 mg/dl | 3 200 mg/dI

Alas 2 hdela La poblacién estudiada estuvo formada por 121 hombres y

carga de glucosa| <140 mg/dl | 3 200 mg/dl | entre 140 y 200 mg/dl 184 mujeres, con un rango de edad de 17 a 64 afios (x =27.9 =

9.6). Se consideraron como factores de riesgo positivos el
Se determiné la glucemia en ayuno y si ésta era menor a 1@&her un IMC mayor de 25, una RCC mayor de 0.79 para las
mg/dl se procedi6é a administrar una carga oral de 75 g deujeres y de 0.99 para los hombres, el tener antecedentes

glucosa disuelta en 250 ml de agua y posteriormente se detéamiliares de DM directos (padres) o indirectos (abuelos y

miné la glucemia a los 30, 60, 90, 120y 150 min. tios tanto maternos como paternos), el consumir una dieta
Las curvas representativas de cada uno de estos tiposram en carbohidratos (mas de 12 puntos en la evaluacioén ali-
muestran en la gréafica 1. menticia), el tener mayor puntuacion en las esferas estresantes

que en las correspondientes a los soportes, y una relacién
actividad/sedentarismo que favorecia a este ultimo. El alco-

. GRAFICA 1 holismo y tabaquismo, asi como los antecedentes

ipos de curvas de tolerancia a la glucosa de acuerdo con los . L.

valores establecidos por el Comité Experto para el Diagndstico glnecoobstetrlcos se evaluaron de acuerdo con la encuesta
y Clasificacién de la Diabetes mellitus nacional de enfermedades cronicas y se considero que existia

riesgo cuando alguno de estos factores se evaluaba como
positivo. Los resultados relacionados con la presencia de fac-
tores de riesgo se muestran en la tabla 2.

) TABLA 2
r Frecuencia de factores de riesgo
g encontrados en la poblacion estudiada
Factor Frecuencia total Hombres Mujeres
total (n=305) (n=121) (n=184)
| ‘ ‘ ‘ ‘ Antecedentes de DM 172 70 102
0 30 60 90 120 (56%) (58%) (55%)
Tiempo (min)
— Dieta rica en carbohidratos 144 69 75
—m—Normal —<—Diabética —e—Alterada (47%) (57%) (41%)
Relacion cintura/cadera 110 4 106
. . . 36% 3% 58%
Adicionalmente se evaluaron diferentes variables (s6%) %) (58%)
somatometricas y factores_ de riesgo por me_d|o de un cuestiosy, actividad fisica % 3 53
nario realizado para este fin. Los cuestionarios constan de |as (31%) (36%) (29%)
siguientes secciones: Estrés 74 25 49
- Ficha de identificacién. Datos generales (nombre, di- (24%) (21%) (27%)
reccion, edad, sexo, ocupacion), escolaridad, anteceSebrepeso (3162%) (130 " (2164%)
dentes personales patologicos).
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Los factores alcoholismo, tabaquismo y antecedente&bles analizadas, indicaAndonos los coeficientes estandari-
ginecoobstétricos presentaron una frecuencia demasiado bagalos producto de este analisis que los factores de mayor
como para poder ser incluidos en el analisis, lo cual es debigeso son los antecedentes hereditarios, el sexo y la edad, y
a las caracteristicas de la poblacion estudiada, especialmegte los factores alcoholismo, tabaquismo y dieta no tienen
en lo referente a la edad de los sujetos en estudio. una influencia importante como factores de riesgo en la po-

Es importante notar que un porcentaje alto de los sujettdacion estudiada. A pesar de que el sobrepeso, el ejercicio y
estudiados presenta antecedentes familiares de DM, aundas demas factores no son los mas importantes, adquieren
podriamos considerar que este porcentaje podria ser algo selevancia cuando se relacionan con los antecedentes, el sexo
perior si consideramos que los padres de muchos sujetos sda edad, por lo cual es fundamental determinar si las perso-
aun jévenes y no han desarrollado la enfermedad. Tambiénress presentan riesgo por éstos para llevar a cabo medidas que
interesante el hecho de que los hombres consuman diethsminuyan ese riesgo y en consecuencia, el inicio de la enfer-
mas ricas en carbohidratos y realicen menos actividad fisicanyedad, como lo han propuesto diversos autores (Rivadeneyra,
sin embargo la frecuencia de sobrepeso y riesgo por la RAQ70; Rimm, Manson, Stampfetral, 1988).
son menores que en las mujeres, lo cual puede ser debido a ld3e acuerdo con nuestros resultados, el tener antecedentes
diferencias hormonales. hereditarios, ser mujer y menor de 40 afios pueden ser consi-

Con relacién a la tolerancia a la glucosa se encontrd udarados como los factores de mas peso en la evaluacion del
frecuencia de intolerancia del 10 por ciento, siendo ésta méssgo de presentar alteraciones en la tolerancia a la glucosa.
frecuente nuevamente en el sexo femenino (12.5 por ciento)
gue en el masculino (6.6 por ciento). Aunque no se ha repor BLIOGRAFIA
do la frecuencia de intolerancia a la glucosa, estos resultados
son similares a los reportados para DM2 en cuanto a la fre-
cuencia tanto global como por sexos. American Diabetes Association. “Screening for type 2 diabe-

Para determinar las edades de mayor aparicion de intoleran- tes”.Diabetes Cargvol. 23, supl. 1, 2000.

cia a la glucosa, se agruparon los sujetos alterados por deﬁfdrntorp P. “Efficacy of training in obese diabetic patients”.

nios y se encontré que la mayor frecuencia corresponde al pigpetes Careyol. 15, num. 11, 1992. Pp. 1783-1786.
grupo de edad de 20 a 29 afios, seguido por el de 30 a 39, como ' ’
puede observarse en la grafica 2. Bogardus C., Lillioja S. y Bennett P. “Pathogenesis of NIDDM

in pima indians.Diabetes Careyol. 14, num. 7, suppl. 3,
] 1991. Pp. 685-690.
GRAFICA 2

Frecuencia de intolerancia a la glucosa en relacién con la edad Cassano P.. Rosner B. y \okonas P. “Obesity and body fat
distribution in relation to the incidence of non-insulin-

121 dependent diabetes mellitus: a prospective cohort study
10a 19 of men in the normative aging studpin J Epidemiolog,
o 20229 vol. 136, hum. 12. Pp. 1474-1486.
S 30239 Ferrannini R. y DeFronzo A. “The association of hipertension,
=] . - .
3 40249 diabetes and obesity.” A revielNephrol,vol. 1, 1989. Pp.
T 315,
50 a 59 _ _ _
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1992. Pp. 321-328.
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vol. 30, 1983. Pp. 33-41.
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GENERALASPECTSF THE

Polymerase chain reaction

Ma. Teresa Mata; Ricardo Lopez Romero’ Genaro Patifio? Maria Dolores Garcia SuareZHéctor Serranc

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una de las metodologias fundamentales utilizada en los laboratorios

de biologia molecular. A pesar de su sencillez teérica, en muchos casos las pequefias variaciones aumentan los costos y

dificultades. Una vez salvados los contratiempos y bajo condiciones estandarizadas, tiene multiples aplicaciones. Aqui
revisamos las necesidades generales a considerar cuando se trata de implementar la técnica en el laboratorio.

INTRODUCTION makes a short (30 to 50 nucleotides long) primer. In the natural
process, the action of the replicating DNA polymerase is not
Polymerase chain reaction (PCR), is a basic Molecular Biologsestricted to a single gene but to a more larger zone called the
technique developed in the mid 1980 by Kary Mullis, andREPLICON or replicative unit that is duplicated in a single
because of his discovery, he was awarded in 1993 the Nobaplicative event. In vitro, the separation between primers de-
Prize in Chemistry. This technique involves thermal cycles fotermines the DNA segment that will be synthesized. This
the enzyme synthesis of a DNA segment. In the first step, arségment could be a single gene, part of it, or even the flanking
after a primer sequence binds to his complementary stretchiiagions that will control the extent of that gene is expressed.
the DNA template chain, it is elongated by an enzyme. The
last step in each cycle is termination due to the physicalHE FUNCTIONAL BASE OF THE POLYMERASE
separation of the two strands of the DNA template. AftetCHAIN REACTION
several cycles of binding, elongation and termination, it is
possible to obtain billions of copies of the segment in only &ynthesis of a complementary strand gives after a PCR cycle
few hours. After the first publication in the scientific literature, two full length strands (the original template and the newly
there are an increasing number of papers using some variatisynthesized) in such a way that for the next cycle it actually
of the basic technique. In the very same year that Mullis wasegins with two template chains obtaining four chains at the
awarded with the Noble prize, one of the most importanend of the cycle and so on giving as a final theoretical result
multidisciplinary journals, Science magazine took the PCR athat after “n” cycles, the reaction tube will contaid@uble
the most important discovery and the Taq polymerase enzynséranded DNA chains that are copies of he original DNA
as molecule of the year prophesizing the Nobel award teegment comprised between the two initial primers. The
Mullis. second important characteristic of PCR is that the amplification
The technique is based in some global characteristics @ highly specific. Initial reactants for a successful PCR
the DNA replication process (Watson, et al., 1993). In E. coliamplification is DNA containing the sequence to be amplified.
the replicative enzyme (DNA polymerase) uses a singlé is not necessary to isolate the segment to be amplified since
stranded chain as template in order to synthesize thieis actually defined by the chosen primers. The DNA amount
complementary chain after it is bound to a double strandet initiate the PCR amplification is quite low. Less than a
stretch produced by another enzyme, the DNA primase thaticrogram of total genomic DNA is enough to be used. A
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classical PCR mixture includes the initiating primersSince one of the main goals when we are performing a PCR
complimentary to the sequence to be amplified, the enzymarotocol is to obtain an error-free sequence, if the chosen
(DNA polymerase), a mixture of the four triphosphateDNA polymerase includes some mistakes, its utility is lower
nucleotides, and solutions that will maintain pH, ionic forcethan other that includes only a few or no mis-incorporation
and cofactor concentrations in a proper range for an optimakr cycle. Also, the capability of the DNA polymerase to
enzyme activity, as shown in table 1. synthesize long segments is sometimes used as extra criteria
for enzyme selection. Some of the most remarkable

o characteristics of the most widely used thermostable DNA
TABLE.1. Most commonly used concentrations in PCR. In all cases, .
it is taken from stock solutions. Always you have to determine the polymerases are shown in table 2.
optimal concentrations of each component for a specifc sequence
to be amplified
TABLE 2. Characteristics of some DNA polymerases most commonly
COMPONENT FINAL CONCENTRATION used in PCR. In all cases, the enzymes were isolated from the
archaeobacteria in parentheses and, except for KlenTaq, all are native
Enzyme buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.4 with not modified enzymes. NA= Not available
50 mM KCI
MgCl_ (from a 50 Enzyme MWwr Errors Km T optimal
b . (10°Daltons) (10° bases) (nt/sec/enz) (°c)
mM stock solution) 1-4 mM
) ’ Taq (Thermus
10 mM dNTP Mix 200 pM each nucleotide aquaticus) 94 285 150 72
Primers (forward and KlenTag (Ther-
reverse) 02alpM mus aquaticus)
N-terminal
Template DNA Plasmids:<0.1 ng deletion NA NA 230 72
Genomic: 0.05 a 1 pg
Vent (Thermoco-
Enzyme 25 mU/ul reaction ccus litoralis) NA 57 230-250 70-80
Pfu (Pyrococcus
furiosus) NA 20 230-260 70-90
Initially, the reaction was done by using DNA polymerases -~
eplinasa

that were inactivated by the denaturing temperature as the rhermys flavis)|  NA 125 NA
DNA polymerase from E. coli, that from the T4 bacteriophage
and the modified DNA polymerase of the T7 phage (7). But,
since these enzymes were denatured when the temperatt®@€R STEPS AND THE THERMAL PROFILE
was raised up to 92 in order to separate the two DNA strands
it was necessary to add enzyme after each denaturation st&pPCR cycle involves three different temperatures related to
This detail made very expensive to proceed trough thithe phenomena we want to induce to the amplification mixture:
approach so, if somebody will go to produce higher DNA
amounts the only alternative was to use a thermostable DNlA
polymerase. Fortunately, Brock and Freeze in 1969 isolated an
Archeobacteria namethermus aquaticus, microorganism
capable to live and reproduce in hot waters at temperatures as
high as 75°C. Ten years after the discovery of Brock and Freeze,
Chien and co-workers isolated the thermostable DNA
polymerase: Taq polymerase that has been the most widely Alignment of the initiator primers. This temperature is the
know polymerase (mentioned in Gelfand, 1989). Even whenis most variable of the whole thermal profile. It depends on
the most publicized thermostable DNA polymerase is far from  the primer characteristics, mainly its base composition
being the only and by now there are many labs that uses a Taq (GC content, length, and number of non-classical bases).
clone instead of the native enzyme. One of the most remarkable In general, this step lasts from 30 seconds up to one
characteristics of most DNA polymerases is their capacity to  minute and the most used temperatures are between 50 to
remove the last nucleotide he has incorporated into the nascent 65°C.
strand. If the local double helix topography is altered due t
the incorrect spacing between the opposed nucleotides and if
they do not form properly the interchain hydrogen bonds.
This proofreading activity is called an exonuclease activity.
One of the main aspects we have to take care when we are
looking for a DNA polymerase is related to his error rate.

70-80

Denaturation. The goal of this step is to separate the two
strands of the double helix. This is achieved by incubating
the mixture at 9%C several minutes, depending of the
sample origin and the use we will give to the amplified
segment.

Elongation step. During this step of the thermal cycle,
the synthesizing activity of the DNA polymerase is make
to the full. Temperature varies depending mainly of the
chosen polymerase. We have to note that a higher
temperature may damage the 3-dimensional structure of

60 Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



the enzyme lowering its efficiency. Taq polymerase, forexample, a sequence in which the G+C content is high, in order to
example is an enzyme that losses 10% of its activity whehe fully linearized, it has to be heated to a higher temperature
exposed to &€ for times up to 40 minutes. At 100 on  than other primer that has the same legth but its G+C content is
the other hand, Pfu polymerase has no loss in activitiower than the former, as is shown in the next table.

even after one hour at that temperature. Since most PCR

labs use some kind of .Taq. polymerase, a good startingsp uer SEQUENCE G/C CONTENT | MELTING
temperature for elongation is2 TEMP. (:C)
ADN for PCR is most of the times belonging to the genome GCATCGATTCGAACTTA 7/18 55
of the cell after homogenization or from lised bacteria. Howeve}, g GCACCGATTCGAACTTA 8/18 57
and except for DNA sequencing reactions, PCR do not need a ¢ GCACCGATTCGAACCTA 9/18 59

highly purified DNA. We can use all liberated DNA obtained

after we have dissolved the cell membrane. This method also h the diff . | bstituted b bold
can be used to study the expression pattern of a selectFLén each case, the difference is only a substituted base (bo

gene. Starting from the messenger ribonucleic acid (MRNA ters). Towet:/eghﬁttzlngle SUbStt't(l;t'On mcrleast?[z t.hezrgtz)ltmg
contained by a group of cells under specific characteristics, {amp;ara urethy . € Squfs ?t : prlme_rblent% tlt?] ac-j d
is possible to synthesize a complementary DNA (cDNA) byses, more than in ourexampie, It IS possibie that the neede

using a reverse transcriptase enzyme that uses the mRNArggltmg temperature is as high that will surpass the optimal

template. This cDNA can then be used for PCR ampIiﬁcationterm)erélture for the polymerase to work making difficult the

DNA or RNA used as template for the amplification reactionprtljfpt":]r resultt_acqglsn;on.b timal lting t i f
can be obtained from several sources: from root hair cells € reaction 1S at suboptimal meiting temperatures for

sperm cells or biopsies, even isolated DNA from patholog lignment, the required specificity is lost since some primers

lab records, extinct animal or plant fossils can be used in thid © not fully available to interact with the target sequence and

way (Hans, 1989). One main feature of PCRis its high sensibilit(f/OUId be complimentary to other DNA regions.

since it can be amplified a single sequence can be amplifi
from a 16-1(F cells. PCR products can be visualized by ethidiurfCR APPUCATlON.S ' .
bromide stain in an agarose gel. Its length can also be deduce re are three main fleld.s when PCR are used today. We wil
depending on the primer alignment separation (Hans, 1989)9'\/e only small examples in each field.
Primer design is a very important feature in PCR since the%uman genetics
do actually define the amplification region so it is important o .
both its se)(/]uence as well zl;s its concen?ration. Primerzeque Eethls field, PCR s u_sed to detect DNA fragments. that are
usually has these characteristics: !mportant for several diseases detected for prenatal Q|agn05|s as
is the case of muscular dystrophy when attending to the
«  They are complimentary to the extremes they will bealterations of the sttrqphin gene. It is possible to detec_t in a
attached to. sample the glteranons in the hqt spots cpmmonly found in the
mature protein or the RNA maturing alterations usually associated
« They do not have to have tridimensional structures.  to this disease. This diagnostic can be done in samples from the
« They have to present a concentration balance betwednniotic fluid from the fetus, the mother and sister of an affected
C+G and A+T. G+C content of a typical primer variesindividualin order to detect the possible transmitters of the defect
between 40 to 75%. gene and give a proper genetic advise.
o , i . Another example is the forensic identification working with
Whenever it is possible, avoid one base repetition (e%amples from a dead corps or from physical evidences from a
AAAA or GGGGG tracks). crime scene or suspects. In this case, since each individual
has a unique genes array, it is possible to identify it from a set
Some of these characteristics have obvious connotationsf samples by using genetic markers, mainly microsatellites
If primers are the binding sites for the enzyme, they have to libat are amplified by PCR (Caetano, 1997).
coupled to the template chain and positioned in a proper way As mentioned above, PCR amplification has also being used
so the 3’ OH termini has to be exposed toward the segmentto show gene structural lesions as in Duchenne muscular
be amplified. If there are some self complimentarity in the pridystrophy in individuals that are lacking some protein-coding
mer sequence, or they do hybridize with each other, then if wegion or even the lost of a intervening sequence (intron) that
add all reaction components we will have amplification everare responsible of a non-translatable messenger RNA as is
in the reaction lacks a template DNA since the complimentarthe case of the lost of the exon | of the dystrophin gene. Less
region of both primers can be elongated in opposite directiorfsequently, PCR has been used in human genetics for sex
making the also known as “primer dimer” artifact. determination by amplifying the sex determining region in the
Another aspect of the primer is regarding its base content. F¥rchromosome: Sry.
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Clinical investigation concentration in a 100 pl reaction PCR is typically 2 U even
Clinical uses of PCR are mainly focused to the detection andhen we can obtain some results in the 1 to 4 concentration
study of infectious diseases and Cancer. Acute lymphocyti@ange.
leukemia and chronic myeloid leukemia are detected by PCR Regarding to the amplification cycle optimization, this refers
when they are the result of a chromosomal translocation (Holzew the temperatures and time the reaction spent in each one.
and Lazarus, 1997). Insufficient denaturation due to less tharP@0s a common
Biopsies of human cervical tissue have been used to detdeilure source. As we noted earlier, primer G+C content deter-
one of the more than 50 different types of the human papillomaines the annealing temperature. In optimizing the annealing
virus (HPV), the etiologic agent associated with the femaléemperature a 50 to 6C is a good starting point for 20 bp
cervical cancer. Hepatitis B virus can also be detected in serupnimers containing 50% G+C. Conditions such a¥2985 to

samples. 30 seconds for denaturation, alignment atG%or 15 to 30
seconds and primer extension at°C2 are the most used
Molecular biology thermal profile when used all mentioned reactants described

Applications in this field are focused mainly to gene cloningabove (Mullis, 1989; Saiki, 1989).

gene and genomic library screening, to obtain the sequence

both of some important gene as well as whole organistRCR VARIANTS

genomes including the human, fruit fly, mouse, worm andAsymmetric PCR

several microorganisms including the biochemists andThis variation is used when single strand amplification is

molecular biologists work horse: Escherichia coli. required, as is the case of single strand sequencing. The basic
Basic gene research is not the only field when PCR hgsrocedure is used but primer concentrations are not equal

been applied. By using PCR in a well planned fashion, it igliffering in a 100 factor toward the strand it is used as template

possible to change just one aminoacid from a determineshd, even when amplification is only linear, there are enough

protein and, in a similar way than the classical PhysiologistBNA is synthesized to be used in a sequencing gel.

in the classical times, see the functional alteration this change

made; this can be called molecular functional protein mappinBeverse PCR (RT-PCR).

made by site-directed mutagenesis. RNA-based DNA synthesis is done previous to DNA
Most of the practical uses made with PCR are focused tamplification. This step is performed by using an RNA based

molecular biology techniques such as the rapid probBNA polymerase or reverse transcriptase. This enzyme

preparation by amplification incorporating an specificsynthesizes DNA reading the sequence of a RNA template.

nucleotide that has been labeled both chemically with biotinAs in the case of DNA polymerases, this enzyme needs a

or carrying some fluorescent label. These probes can be ugadmer in order to bind the DNA-RNA hybrid.

in other techniques like hybridization (Southern and Northern There are some reverse transcriptases isolated from

blots), automated sequencing, or in situ hybridization. retroviral sources. The most commonly used are those isolated
from Avian myeloblastosis Virus- infected cells and those from
PCR optimization the Moloney Murine Leukemia virus-infected mouse cells.

As mentioned above, a classical PCR amplification include$his two enzymes has also an intrinsic RNAse activity that,
deoxynucleotides, specific primers complimentary to the targetfter DNA synthesis cuts the RNA moiety leaving a sort of
sequence a thermostable DNA polymerase, buffer and DNAarimer that is then used for the DNA polymerase as binding
Even when there are variations in the enzyme buffer, it usuallyoints.

contains 50 mM KCI, 10 mM Tris (pH 8.4) and 1.5 mM MgCI2. An alternative is to use a novel DNA polymerase that under
This last component shows the most variable effect on theertain experimental conditions such as the presence?f Mn
reaction specificity. Optimal concentrations may depend oibns show a reverse transcriptase activity: the thermostable
the amplified sequence and primer characteristics. Most dNA polymerase fronThermughermophylugTth). If there

the cases use concentrations varying from 0. 5 to 1.0 mM frég a quelating agent in the buffer such as EGTA, and in a
MG for genomic sequences. A typical 200 mM of each dNTRBecond reaction are added enoughi*Mmns, then the enzyme

is enough to obtain results up to 20 ug DNA in a 100 pul reactiomcts as a DNA polymerase.

Optimal conditions for a specific reaction varies depending In any case, the most usual primer template for the reverse
on primer sequence, target sequence complexity, templat@nscription is either oligo (d) T or small (six base long) primers
integrity and, to a lesser extent, on the target concentratiowith no specific sequence. These two primers permit the
Primer concentration varying from 1.0 to 1.0 uM gives resultalignment to the polyA tail that is common to most of the
most of the times. Primer excess can lead not only to specificigukaryotic messengers RNAs (mRNA) in the first or to other
loss but it can also permit artifactual amplification. Primer dimerénternal sequences in the case of the random hexamers.

are usually seen agarose gels as a strong band in the rangH there are gene specific primers in the double strand DNA
equivalent to the sum of the primer length. Enzymesynthesis, then the complimentary DNA is suitable to be
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amplified or cloned. RT-PCR is used mainly in gene cloningand material and in adequate amount in order to perform a
and, depending to the strategy; it can be directly cloned intolean manipulation. Usually this zone is ultraviolet light
prepared plasmid or phage vectors. However, this PCR variaintadiated in order to destroy any contaminating DNA that
is also used as a technique to analyze the differential expressioan be generated by the aerosol produced during a non-
of one specific gene has in a certain tissue under some exgmreful micropipette manipulation. By using positive
rimental condition. It is also used as a quantitative expressiatisplacement pipettes or barrier trapped tips, aerosol
tool if in the mixture is incorporated a quasi-similar primer thatontamination is drastically reduced. In this zone it is usually
could compete with the gene specific primer (Galindo, et allpcated the PCR machine so good space and connections in

1997). this zone are required.
The post-PCR zone is dedicated to the analysis and
PCR CONTAMINATION resolution of the amplification products. As in all previous

zones, here we have to have all required reagents and materials

False positives can be obtained as a contamination by produtti.obtain good quality results. In this zone, it is highly desirable
This false positive signal can be due to exogenous materitd have a DNAse free environment but it is necessary to mo-
contamination or contamination by the very same DNAnitor this area looking for some health risks due to the use of
sequences runs in a routine assay. To avoid these problemadioisotopes or mutagenic and theratogenic agents like
all materials that could be used in PCR are sterilized in order tthidium bromide or other intercalating reagents commonly
inactivate the enzymes capable to degrade our DNA duringsed to visualize the amplification products.
isolation or handling. All buffers deionized water, pipette tips, Good laboratory practices are, for example to make small
and microfuge tubes are autoclave sterilized. amount aliquots of concentrated solutions to avoid the

Physical separations of the manipulation areas are highhlgpetitive use of the full reagents. Glove use and constant
recommended. At least three different working areas shoulchange as well as wearing a clean laboratory coat and, in the
be designated: a sample preparation or pre-PCR area, tRER zone a frequently washed lab coat, reduces the chances
amplification or PCR area properly; and the analysis sectioto contaminate our samples with degrading enzymes or
or post-PCR area. There have to have enough amounts wfdesirable external or between sample contamination (Kitchin
material and specific solutions that have to be used in eaet al, 1990; Kwok and Higuchi, 1989).
respective area that are not shared in between. As we shall
see, Physical separation and good working behavior in ea€@ ONCLUDING REMARKS
area is of main importance to obtain reproducible and confidefitven when there is not an error prone rule that secure the
results in amplification work. successful in the set up, optimization and routine operation of

In the sample preparation area, that usually are the commaime PCR amplification technique, all described general rules
area of the laboratory, the initial steps of DNA preparation ardescribed gives at least to have a general, logical and simple
done, usually is the sacrifice area if the sample is obtainextenario in order to distinguish and to detect the most common
from living animals. Care should be taken in avoiding to userror sources for a first time PCR laboratory. It was not our
the pre-PCR area as the place when the oligonucleotides adea to give an encyclopedic knowledge of the PCR technique
synthesized since if there is a contamination in the DNA sourdsut to give some insights of the problems we usually found
with the same primers we will use, then it is possible that owvhen setting up the routine work. Several good reviews can
reaction will not work or if it works, the results are not so goodbe found on the web such as those listed below:
as should be. One strategy to avoid this source of http://www.lifetechnologies.com
contamination is to share with another groups the oligo http://www.ncbi.nlm.nih.org/Entrez
synthesis facility or to order the primer synthesis outside the
Institution.

The pre-PCR zone is the restricted zone where both tHREFERENCES
lasts steps in DNA purification as well as stock solutions,
except primers, are prepared. This zone has to be separateddaetano-Anollés, Gustavo. “Nucleic acid scanning by
a physical barrier by Plexiglas and has to have all required amplification with mini-hairpin and microsatellite
substances to have an adequate manipulation. Again, good oligonucleotide primers”. In: Caetano-Anollés. G., and
laboratory practices allow in the control of all undesirable  Gresshoff, P.M. (EdsPNA Markers. Protocols,
variables reducing the chance of an error. There are some Applications and Overviewllew York: Wiley-Liss, 1997.
commercially available restricted zones (clean room) that fits  Pp. 91-113.

almost all required necessities. They also have an uItravioIgalindo José E., Poiier, G.M.C., Guo, H., Huvar, A., Wagaman
source that can destroy any previously handed DNA. PC’ Zhu J Tenéh 'J ' V.\’/an J S” and I,Erlénder M G’

The PCR zone should be provided with all sterile solutions “Differential display of RNA". In: Caetano-Anollés. G.,
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and Gresshoff, P.M. (Ed)NA Markers. Protocols, Communications in Molecular Biology. “Polymerase

Applications and Overviewslew York: Wiley-Liss, 1997. Chain Reaction”"New York: Cold Spring Harbor
Pp. 225-236. Laboratory Press, 1989.

Gelfand, D.H. “Thermus aquaticus DNA polymerase”. In:Kwok, S. and Higuchi, R. “Avoiding false positives with PCR".
Erlich, H., Kazazian H.H. and Gibbs R. (ed€yrrent Nature339, 1989. Pp. 237-238.

Communications in Molecular Biology. “Polymerase
Chain Reaction”New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989.

Mullis, Kary B. “The polymerase chain reaction: Why it work”.
In: Erlich, H., Kazazian H. H. and Gibbs R. (edSurrent
Communications in Molecular Biology. “Polymerase

Hans, P.V. “The polymerase chain reaction: an improved Chain Reaction”.New York: Cold Spring Harbor
method for the analysis of nucleic acidsium. Genet Laboratory Press, 1989.

83, 1989. Pp 1-15. Saiki, R. K. “Optimization of the polymerase chain reaction”.

Holzer, Timothy, J., and Lazarus, HAmplification. The In: Erlich, H., Kazazian H.H. and Gibbs R. (E@sirrent
detection of rare events and Oncology.” In: O. Bagasra Communications in Molecular Biologyolymerase
and J. Hansen, (edd).situ PCR Techniquellew York: Chain Reaction.New York: Cold Spring Harbor
Wiley-Liss, 1997. Pp. 119-127. Laboratory Press. 1989.

Kitchin, P.A., Szotyori, Z., Fromholc, C., and Almond, N. Watson, James D., Gilman, M., Kitkowski, J., and Zoller, Y
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LA COMUNICACION

Quimica en los organismos

Jesus Montemayor, Mohammed Badii, Adriana Flores y Carlos Aguilera

La vida animal tiene una exigencia fundamental, la de percibir lo mas finamente posible las multiples caracteristicas
y variaciones del medio ambiente. Para ello, han aparecido progresivamente en el curso de la evolucion, desde los
protistas hasta los vertebrados, organismos sensibles a las numerosas sustancias quimicas que se transportan

en el agua y el aire, o receptivos a la presion, la temperatura, la luz y los sonidos.

INTRODUCCION

Los humanos captamos la mayoria de la informacién a travé

de la vista y los sonidos. Estos son nuestros mejores érgar
sensoriales, pero para muchos organismos el mundo es m
diferente, y para ellos las sefiales quimicas son la fuente pr
cipal de informacion. Es por esta razén, que especies tan di
rentes como la mosca y el elefante dependen de la habilid

TABLA 1

Definicién de las moléculas secretadas al medio
ambiente por organismos acuaticos (tomada
de Bauchau y Fontaine, 1984).

uy

SEMIOQUIMICAS

de deteccidén de sefiales quimicas para su sobrevivencia.
A las sustancias quimicas cuya recepcién esta implicad

iéfecto retardado que
modifica la fisiologia

en las relaciones entre los organismos se denomin&mel organismo recep-

semioquimicas (tabla 1). Las feromonas, al igual que Iqg

aleloquimicos forman parte de éstas. La particularidad de las

feromonas es que inducen respuestas intraespecificas y
dividen endisparadorasinductoras dependiendo del tiempo

en que tarda en presentarse el efecto y su implicacién en
fisiologia del organismo receptor. Contrariamente los

aleloquimicos, al ser secretados por individuos de una espe

cie al medio ambiente, pueden ser percibidos por organism

QOI’.

— Maduracién
AS _ inhibicion
Se- Agregacion
— Territorio

leaiRoMONAS
Beneficio para el or-
ganismo receptor.

If]:'EROMONAS ALELOQUIMICOS SINOMONAS

@ntraespecificos Interespecificos Beneficio para ambos
d organismos.
INDUCTORAS DISPARADORAS ALOMONAS

Efecto inmediato rever-
sible sobre el comporta-
miento del organismo re-
ceptor.

— Alarma

— Sexual

— Agregacion

— Territorio

Beneficio para el or-
ganismo emisor.

0s

de una especie diferente (respuesta interespecifica). Los

aleloquimicos a su vez se divideraégomonas, kairomonas

En la presente revision se enlistan ejemplos de como actta
sinomonasen funcion del beneficio que pudiera obtener ela comunicacion quimica en los diferentes grupos de seres

organismo emisor, el individuo receptor 0 ambos respectivagvos.

mente (Takahashi, 1982; Bauchau y Fontaine, 1984).

Funcionalmente las feromonas, como se dijo anteriormer@OMUNICACION QUIMICA EN ALGAS

te, permiten a los animales de la misma especie identificar a |

0s

congeéneres con los cuales se van a aparear y a sus compedis grandes masas del alga claf@inaria digitataen las

dores alimenticios (Dunhaet al, 1997), mientras que los costas del norte del Atlantico son las formas asexuales de
aleloquimicos son utilizados para evitar a los depredadoresegta alga. En su forma sexual liberan esporas microscépicas
alas presas potencialmente peligrosas e identificar el ambielftamadas gametofitos. Los gametos de los hembras (huevos)
te adecuado para desarrollarse. liberan una feromona que atrae a los gametos masculinos (es-

1Doctores—Investigadores de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL. Correo electronico respectivo: jmontema@ccr.dsi.uanl.mx;
mbadii@ccr.dsi.uanl.mx; caguiler@ccr.dsi.uanl.mx
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perma). Una vez que ocurre la fusién de gametos, el cigotm reina o que produzcan reinas rivales. Si una colmena pierde
pierde su capacidad de atraer a otros gametos machos (Muldeia reina, las obreras notaran su ausencia muy rapidamente y
etal, 1971). Elembrién producido mediante esta unién puedse agitaran. Poco después comenzaran a agrandar las celdas
crecer dentro de las hojas espesas y el tallo de la forma asexdallos obreros para formar celdas de emergencia para reinas y
En este caso el mensajero y el receptor de los mensajas larvas, en las celdas agrandadas, alimentadas con la dieta
feromonales son sélo dos células capaces de dar origen aespecial, cualquier larva diploide tratada de esa manera se
organismo completo (Muller, 1989). transformara en reina (Wheeler & Eickwort, 1984).

COMUNICACION QUIMICA EN HONGOS COMUNICACION EN CRUSTACEOS

El hongoAllomycescrece sobre plantas o animales en riosl.as hembras de jaiba az@allinectes sapidydiberan una
estanques o lugares humedos. Su ciclo de vida es complica@oomona sexual cuando ellas se encuentran en etapa recepti-
ya que involucra fases de reproduccion sexual y asexual. Una. Esto representa una ventaja evolutiva ya que la feromona
fase de su existencia consiste de formas con gametangias,dadiberada a través de la glandula de la orina, cuando la hem-
cuales son estructuras llenas de gametos (tanto masculirtirs se encuentra en la etapa blanda (recién mudada) atrae a un
como femeninos). Cuando la gametangias son cubiertas pmacho, quien detecta la feromona por medio de las células
agua, liberan los gametos a través de pequefios poros situ@eeptoras presentes en sus antenas, para que la proteja de
dos en sus paredes. Ya en el medio acuético, la funcién de ke depredada y tiempo después, generalmente 2 6 3 dias, se
células masculinas y femeninas es la de juntarse en pardieya a cabo la cpula (Gleeson et al., 1987).
fusionarse y formar un cigoto, constituyendo asi una nueva El cortejo en esta especie involucra una secuencia de com-
generacion dentro del ciclo de vida. En la unién de las célulgmrtamientos que se extienden por varios dias, comenzando
participa activamente una feromona liberada por los gameta®n la percepcién de las feromonas sexuales por parte del
femeninos. Esta hormona es conocida c8inenin Ademas macho, quien en ese instante exhibe un comportamiento de
existe evidencia de la presencia de una feromona masculinartejo distintivo que se caracteriza por la extensién de las
gue atrae a los gametos femeninos. Dicha feromona se purifitielas en una posicion lateral, extension de los apéndices
c6 parcialmente y se denomiRarisin(Pommerville, 1981).  locomotores (del segundo al cuarto pereidopodo) y movimien-

tos ritmicos laterales de los apéndices natatorios (quinto
COMUNICACION EN INSECTOS pereiépodo).

En respuesta, la hembra permanece pasiva 0 se mueve alre-

Varias son las formas que usan los insectos para comunicaedor del macho hasta colocarse debajo de él. El macho en-
se, por ejemplo sonidos, luz, sustancias quimicas, etc., que teaces abraza a la hembra, lo que puede durar varios dias,
permiten realizar varias de las actividades normales paralt@sta que la hembra muda completamente y se lleva a cabo la
supervivencia, alimentacién y reproduccién. Sustancias prdecundacion (Bauchau, 1986; Gleeson, 1991).
ducidas por ellos mismos o detectadas de otros organismos
son ejemplos de ello. Actualmente se conocen cientos d@OMUNICACION EN PECES
dichas sustancias, las cuales han sido clasificadas en grupos

diferentes (Jacobson, 1972). El papel quimiosensorial y los sistemas de sefiales quimicos
en los peces pueden estar limitados, pero se han hecho ade-
Abejas mieliferas lantos dramaticos en el estudio de las feromonas sexuales

Una sociedad de abejas mieliferapié melliferg tienen ha-  desde 1980 (Liley, 1982). El estudio mas amplio describe un
bitualmente una poblacion de 30 mil a 40 mil obreras y unaistema feromona hormonal en la carpa dorada. Una revisién
reina adulta. Las reinas son criadas en celdas especiales gliedos avances desde una perspectiva, coloca a la carpa dora-
tienen mayor tamafio que las celdas ordinarias y tienen uda como un modelo. Estos estudios determinan las hormonas
forma semejante a la de la cascara de un cacahuate. Auncaxuales y el papel que controla la fisiologia reproductiva y la
todos los huevos tienen un potencial genético para produaionducta de la carpa dorada.
reinas, las nuevas reinas aparecen sélo en ciertas épocas y0s peces parecen ser capaces de reaccionar selectivamente
bajo circunstancias especificas. De acuerdo con algunas ewila percepcion olfativa y gustativa de sustancias (aminoacidos
dencias, las reinas se transforman en tales gracias a una did¢aivados de esteroides biliares y sexuales, etc.) producidos
generalmente mas nutritiva en su estado larvario, especigdor determinados organismos, congéneres, presas y
mente rica en proteinas (Free, 1987). depredadores, y de sustancias procedentes del medio. Estas
La reina ejerce influencia en sus subditos por medio de lasspuestas comportamentales son desencadenadas por con-
feromonas, de las cuales parece haber varias. La influenciackntraciones muy pequefias de compuestos activos del or-
una de las feromonas, la sustancia real, inhibe el desarrollo den del nanogramo por litro (Staatyal., 1994).
los ovarios de las abejas obreras y evita que se transformerPor ejemplo el atinrhunnus albacargsaumenta su velo-
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cidad de natacién en respuesta a una dosis de 10 moles [@w de la piel de los anuros secretan diferentes compuestos,
litro de triptéfano, amino&cido presente en el extracto de suscluyendo péptidos biolégicamente activos. Por ejeraplo
presas. En la trucha arcoiris, el fluido ovarico de la hembraspléndidaexuda varios péptidos de las glandulas parétidas
atrae a los machos a concentraciones de 0.1 mg /I. y rostral (situados en la parte trasera y frontal de la cabeza,
Durante los tres ultimos decenios, el desarrollo de las técniespectivamente) incluyendo el amplio espectro antimicrobial.
cas de andlisis ha permitido aportar una multitud de informain embargo no se han reportado feromonas de anuros aparte
cion sobre el origen, la identidad y el papel comportamentale una posible feromona de alarma en el renacuajo del sapo
de sustancias quimicas en los peces. Ademas, este campd@déu bufu
investigacion presenta un gran interés para el desarrollo de la
acuicultura, la puesta a punto de métodos de pesca mas sel@O@MUNICACION EN REPTILES
tivos y el control de los desplazamientos de las poblaciones
en el medio natural. La poca informacién disponible sobre feromonas en reptiles
Todos los peces estudiados hasta ahora emiten feromor{aéoras y lagartijas), se refiere al movimiento rapido de la
sexuales en el momento de la reproduccion. La primera demosti@agua de estos organismos, lo cual presumiblemente les ayu-
cién convincente de este hecho la aporté Tavolga (1956) condd a recibir sefiales quimicas. La deteccion se lleva a cabo por
pez globoBathygobius soporathrpez de las zonas litorales del medio de un prominente 6rgano llamado 6rgano vomeronasal
oeste del Africa y del este del Pacifico. Este investigador constéGrews & Garstka, 1982).
t6 que una corriente de agua procedente de un acuario que cor-a serpiente rojdhamnophis sirtaliparietalis posee una
tiene una hembra que esta ovulando, induce, en los segundesomona que permite a los machos reconocer a las hembras.
siguientes, el comportamiento de cortejo del macho (efecto indtomo ya se menciond, en este caso también interviene un
tador). Posteriormente, este efecto se ha observado en una gdgido movimiento de la lengua de los machos, la cual trans-
rentena de especies muy diferentes desde el punto de vistafilele las sefiales feromonales de la hembra hacia el érgano
comportamiento y de la clasificacién. vomeronasal (Mason & Crews, 1986).
Las feromonas liberadas por las hembras de Guarami azul
(Trichogaster trichopterys inhiben la agresividad de los COMUNICACION EN AVES
machos e incrementan en éstos las actividades de construc-
cion del nido, el cual se realiza con burbujas de aire, aglomeraa evidencia de la presencia de feromonas en las aves esta
das con una secrecién bucal (Degani & Schreibman, 1993). Decompleta y so6lo se han estudiado pocos casos. Los machos
hecho, la comunicacion quimica entre los peces se revela mdgl patocAnas platyrhynchusufren una considerable inhibi-
compleja, ya que la actividad de las feromonas sexuales puxén del comportamiento sexual después de que se le seccion6
de depender de las caracteristicas de acondicionamiento sbnervio olfatorio, sugiriendo esto que el olfato juega un pa-
cial de los progenitores. pel importante en el proceso de reproduccién (Wenzel, 1986).
Las feromonas sexuales de los peces influyen tanto en liateresantemente la composicion de la secrecion de la glan-
apariciéon y la sincronizacion de las actividades reproductorakila uropygial cambia durante la temporada de reproduccion,
masculinay femenina y ademas participan en la regulacion ger lo que existe la posibilidad de que esta glandula sea una
las densidades de poblacion de los padres. En la mayoriaflente deatractantessexuales u otras sefales reproductivas.
los casos, el ovario es el principal lugar de produccién de la
feromona sexual de la hembra. Esta sustancia se emite corC®MUNICACION EN MAMIFEROS
fluido ovérico durante la ovulacion en las especies oviparas
(que es el caso mas comun), y justo después del nacimieritos mamiferos pueden percibir las sefiales quimicas a través
de los jévenes en las especies ovoviviparas estudiadds sus 6rganos olfativos o del érgano vomeronasal presente
(poecilidos). En los machos, la feromona puede ser produci@a una gran variedad de ellos. Las sefiales quimicas son libe-
por los testiculos (gobidos), la vesicula seminal (claridos) yadas generalmente mediante secreciones y excreciones; par-
en algunos casos por glandulas situadas sobre el cuerpo tielilarmente importantes sin las orinas, heces y productos de

pez (blenidos, caracidos) (Bardach & Todd, 1970). glandulas en la piel; las sefales sirven para atraer al sexo
) opuesto, delimitar el territorio, alarma, etc.
COMUNICACION EN ANFIBIOS Las especies de mamiferos mas estudiadas con respecto a

la presencia de feromonas son los roedores, principalmente
Se sabe poco acerca de feromonas de anfibios. Se ha dedos-hamstersMesocricetus aurejsCuando las hembras es-
bierto y caracterizado una feromona que atrae hembras, tén receptivas, liberan feromonas a través de descargas
cual es secretada de las glandulas parétidas de la rana mackaginales (Melroset al, 1971). Los machos de esta especie
Esta feromona, la cual se ha denominado espiendiferina, esjae no pueden detectar las sefiales quimicas fallan para res-
primera feromona de un anuro en ser identificada. Las glandpender ante las hembras receptivas (Murphy, 1973).
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FEROMONAS EN EL HUMANO Lo que resulté aun mas sorprendente, ya que propiciaba que
los machos de la primera especie cruzaran la barrera especifica
En la actualidad existen compafiias que ofrecen a la venyase aparearan con hembras de otra especie.
“poderosos” perfumes creados a partir de feromonas, los cua-Al haber fallado al primer mecanismo de aislamiento por
les ayudan a las personas a atraer al sexo opuesto. Las cangaarsa de engafio y la instintiva de los cientificos, se encontr6é
flas publicitarias las realizan generalmente en revistas populaa segundo mecanismo, los miembros de la segunda especie
res y Ultimamente por Internet. Lel®ganspublicitarios ase-  difieren en la forma de sus genitales, estas diferencias minus-
guran que el éxito de algunas personas hacia el sexo opuestdas no evitan la copulacién, pero una vez que se lleva a
no es mas que una sobredosis de feromona que secreta haabo no pueden separarse nuevamente, de tal manera queda
ralmente. Un ejemplo de este tipo de publicidad se presentatrapado en un abrazo mortal. Los entomélogos del Departa-
continuacion: mento de Agricultura fueron cautos, pero encontraron en este
“No se frustre si otra persona consigue siempre obtener ‘alaos sexual” un método efectivo de control de insectos.
sexo opuesto, sabiendo que usted es tan bueno como él €omo estos, existen una gran cantidad de ejemplos que
ella. Quizds esa persona tiene una super abundancia demuestran la importancia en el conocimiento de la comunica-
feromonas. Las feromonas son olores quimicos naturales qci®n quimica entre los organismos de todas las clases, ya sea
el cuerpo produce para atraer el sexo opuesto. Estas se utilara el control bioldégico de plagas (Takahashi, 1982), como
zan por todo el reino animal y en los humanos no es tan difpara asegurar la reproduccién de especies de importancia tan-
rente. Muchos competidores ofrecen feromonas que se eto-comercial como ecolégica.
traen de cerdos 0 monos. Nosotros tenemos fragancias que
aromaticamente son los atrayentes sexuales mas poderosdEFERENCIAS

VENTAJAS DEL CONOCIMIENTO

DE LA COMUNICACION QUIMICA Bardach, J. E. & J. H. Todd . “Chemical communication in

fish”. In: Communication by chemical signalidited by
J. W. Johnston, D.G. Mouton & A. Turk. New York:

Desde hace mas de dos décadas se estan aprovechando IOSAppIeton-Century-Crofts, 1970

conocimientos adquiridos sobre la comunicacion quimica con
la finalidad de desarrollar nuevas herramientas y estrategi8&uchau, A. G. “Sex pheromones in crustac&dsevier
para minimizar el dafio a las cosechas, reducir los riesgos ala Science Publishers B.V. Advances in invertebrate
fauna como resultado de las practicas agricolas e industriales, reproductior4. M. Porchet, J.C. Andries and A. Dhainaut
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o comercial (Shorey, 1976). ’

) ; . comportement de reproduction chez crustad@sanis
Un ejemplo de lo anterior son las larvas del lepidéptero 10(2), 1984. Pp. 151-168.

Heliothis zeay H. Virescengjue constituyen una de las pla-

gas mas destructivas de la agricultura en los Estados Unidégews, D. & W. R. Garstka. “The Ecological physiology of
ya que atacan al algodonero y a las plantas de tabaco, entre Garter Snake'Scientifican Americar£47, 1982. Pp. 159-
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totalizando casi mil millones de ddlares por afio. Dunham, D., K. A. Ciruna & H. H. Harvey. “Chemosensory
Actualmente se les controla por completo con insecticidas,  role of antennules in the behavioral integration of feeding
con la desventaja que estos causan la muerte de otras espe-py the crayfish”.Cambarus bortoni. J. of Crustacean

cies de insectos, incluyendo aquellos que se alimentan del Bjglogy, 17(1), 1997. Pp. 27-32.
géneroHeliothis es decir, los depredadores de estas plagas.

Otro ejemplo es el ocurrido en Estados Unidos, cuando £&€€, J. BPheromones of social bedsondon: Chapman &

utilizé un método alternativo para controlar a los insectos Hall, 1987.

dafiinos con el uso de feromonas sexuales para llevar a lggeeson, R.A., M. A. Adams & A. B. Smith. “Characterization
machos hacia su muerte. En 1982 los cientificos del Departa- of a sex pheromone in the blue crab, Callinectes sapidus:
mento de Agricultura estaban experimentando con feromonas Crustecdysone studiesJournal of Chemical Ecology
sexuales sintéticas, buscando compuestos que atrajeran a las 10(6), 1984. Pp. 913-921.

larvas del macho dd. virescens trampas o que bloquearan o .

sus receptores de modo que no pudiesen encontrar hemb%geson’ R. .P' _Intr|nS|c Factors Med|aF|ng Pheror_’non?
receptoras. Mientras los cientificos estaban probando una de Communication in the b!ue craps, Callinectes sapidus’”.
estas feromonas en el campo, descubrieron que era particular- In Crustapean sexual b|oIogE_d|ted_ by T Bauer and
mente efectiva de un modo inespecifico, ya que engafiaba J.W. Martin. Ney York: Columbia University Press, 1991.
tanto a los machos ¢ zeacomo a los machos e virescens
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PROPAGACIONIN VITRODE AGARITA BERBERISTRIFOLIATAMORIC) UN

Arbusto nativo del desierto chihuahuense

Francisco Molinar,' Wayne A. Mackay? Marisa M. Wall, * Joaquin Rodrigo Garcid y Manuel Cardena$

Diversos experimentos fueron llevados a cabo para desarrollar un protocolo de propagacién clonal deEeydnetias(
trifoliata moric). Retofios en pleno crecimiento fueron colectados de una planta madura en el Centro de Investigacién y
Extensién de la Universidad Texas A&M en El Paso. Los retofios fueron establecidos exitosamente en medio basal para plantas
lefiosas (WPM) y vitaminas Murashige y Skoog, 30delsacarosa y Fitoagar al 0.8% suplementado con 11.1 uM BA. Las
pruebas incluyeron la aplicacion de citokininas (benzyladenina, kinetina y thydiazuron), periodo de subcultivo y edad de
los cultivos. Las condiciones Optimas para la proliferacién de los retofios fueron medio basal WPM suplementado con 5.5 BA
y un periodo de subcultivo de cuatro semanas. La edad de los cultivos no afecté la proliferacién de los nuevos retofios pero si
su capacidad para producir raices. Los experimentos preliminares con 11.1 uM NAA resultaron en casi un 100% de
enraizamiento de los retofios con menos de seis meses en el medio de cultivo. Los brotes con 21 meses en WPM tuvieron
gue ser colocados en medio libre de citokininas para tener un enraizamiento exitoso. Asimismo, el 68% de los brotes produje-
ron raices en medio basal suplementado con NAA (5.4 uM), resultando en un promedio de 1.2 raices secundarias
por brote. Los nombres quimicos utilizados $tiiphenylmethy) 1H purin-o-amina (B4 1-acido naftalenoacetico
(NAA); N-phenyl-N1,2,3-thidyazol-5ylurea (thidiazuron o TDZ); 6 furfulaminopurina (kinetina).

La agarita es un arbusto perenne que alcanza hasta 2 mettasapariencia densa, flores y frutos de color atractivo y resis-
de altura en condiciones naturales. La planta se desarrolla@mcia a la sequia y enfermedades. Sin embargo, agarita es
medio ambiente &rido y suelos alcalinos como los que constlificil de enraizar utilizando técnicas tradicionales y por lo
tuyen el desierto chihuahuense. Asimismo, agarita es urianto puede ser propagada solamente por semilla con las con-
opcion econdmicamente viable para usos ornamentales siguientes variaciones genéticas no deseadas (Nokes, 1986).
zonas aridas, ya que esta bien adaptada a las condicioneka propagaciom vitro (micropropagacion) permite la mul-
climatoldgicas adversas (Cross y Wiederman, 1983). La cortéplicacion rapida y en gran escala de clones superiores y por
za contiene un alcaloide llamado berberilaurina, el cual es utanto, el potencial para aumentar la produccién comercial y el
lizado por los nativos de Chihuahua, Nuevo México y Arizonastablecimiento de plantas de élite en lugares donde el sumi-
para curar enfermedades relacionadas con la sangre (Weberistro de agua y labores culturales son una limitante. La pro-
LeRay, 1992). pagacion de otra especie de agdBtarberis thunbergiDC)

Las poblaciones nativas propagadas por semilla presentha sido reportada con éxito utilizando BA para inducir la pro-
caracteristicas y variaciones no deseables en aspectos cdiferacion de retofios. El enraizamiento de estos retofios se
morfologia de las hojas, color y forma. Plantas superiores skevé a cabo en medio de cultivo libre de auxinas después de
leccionadas presentan caracteristicas deseables tales camgeriodo de induccién de siete dias en completa oscuridad
coloracion brillante perenne, hojas con terminacion puntiagieon IAA o 1H-acido indole-3-butiricdIBA) (Karhu y Hakala,

! Doctor en filosofia, investigador nacional, profesor de ecologia de zonas aridas, Departamento Pecuario, Universidad Auténoma de Ciudad Juérez,
Chihuahua. El primer autor pertenece al area de Biologia Experimental y recibe sus comentarios en: fmolinar@uacj.mx
*Doctor en filosofia, investigador residente, laboratorio de biotecnologia, Centro de Investigaciones y Extensién Agricola de la
Universidad de Texas A&M, Dallas.
® Doctor en filosofia, profesor de horticultura, New Mexico State University, Las Cruces.
“Doctor en bromatologia, profesor e investigador titular de bromatologia, Departamento de Ciencias Bésicas, Universidad Autbnoma de Ciudad Juarez.
°Doctor en filosofia, profesor emérito de estadistica, New Mexico State University, Las Cruces.

PALABRAS CLAVE: propagacion clonal, agarita, medio de cultivo, fitohormonas.
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1991). El objetivo de nuestra investigacion fue desarrollar ueritos anteriormente fueron sembrados en medio basal suple-
protocolo para la propagaciémvitro de un genotipo supe- mentado con kinetina (5.8, 11.6, 23.2, 46.0 uM), TDZ
rior de agarita, examinando las variables que afectan la prolifé3.005,0.05,0.23, 0.45 uM) 0 BA (5.5, 11.1, 22.2, 44.0 uM) resul-

racion, crecimiento y enraizamiento de los retofios. tando en 12 tratamientos. Tres brotes (submuedtrag)n
colocados en cada frasco con 5 frascos (repeticiones) por

MATERIALES Y METODOS tratamiento.

Establecimiento y cultivo de los explantes Efecto de la edad de los cultivos-Experimento 2

Se recolectaron durante el verano brotes apicales en cre€en la finalidad de probar si la produccion de brotes axilares
miento activo de 2 cm de longitud de una planta de élite maddeclina con la edad de los cultivos, los brotes fueron cose-
ray en etapa de floracion, localizada en el Centro de Investhados a partir de cultivos con 30 meses de edad y colocados
gacion y Extension de la Universidad de Texas A&M en EEn medio suplementado con 11.1 uM de BA, y posterior al
Paso. Después de la separacién de las hojas, los brotes fegperimento 1 (proliferacion de los brotes), transferidos a me-
ron desinfectados por 15 minutos en una soluciéon ddio con 5.5 uM de BA. Los cultivos de ocho meses se multipli-
hipoclorito de sodio (10 % clorox®) en agitacidn constante, garon y mantuvieron en medio con 5.5 uM de BA. Esta con-
0.1% Tween 20 (v/v) como surfactante. Posteriormente losentracién fue la 6ptima, identificada en el experimento 1. Se
brotes fueron enjuagados tres veces con agua destilada esstablecieron un total de 15 frascos (repeticiones) con tres
rilizada y cortados con bisturi:a1.5 cm de longitud para explantes cada uno (submuestras) para cada tratamiento.
cultivarse en medio basal. Se requiri6é de un periodo corto de

transferencia temporal (3 dias) después del primer subcultiifecto del periodo de subcultivo en el crecimiento de los
para eliminar los compuestos fenélicos producidos despuésotes-Experimento 3

del primer corte. En esta ocasién, el uso de carbdn activados brotes de 1.5 cm de largo fueron cosechados de los culti-
no fue necesario para remover los compuestos fendélicos deds con 30 meses de edad. Los brotes se transfirieron inme-

medio de cultivo. diatamente al medio basal conteniendo 5.5 uM de BA para la
realizacién de los experimentos sobre el efecto de la duracién
Medio de cultivo del cultivo. Los tratamientos consistieron en cuatro periodos

Consistié en medio basal para plantas lefiosas (WPM), sal@gs 6, 8 y 4+4 semanas). En los primeros tres tratamientos los
inorganicas (Lloyd y McCown, 1980), vitaminas de Murashigebrotes fueron cosechados y medidos a las 4, 6 y 8 semanas
y Skoog (Murashige y Skoog, 1962), 30'glle sacarosa, y respectivamente. En el cuarto tratamiento (4+4), los brotes
Fitoagar al 0.8 % (Sigma tipo A). Asimismo, el medio basal fuéueron transferidos a medio fresco sin remover los brotes
suplementado con 11.1 um de BA. para el establecimiento d&ilares después de las primeras cuatro semanas en cultivo.
los brotes. El pH fue ajustado a 5.7 antes de ser llevado labs brotes fueron cosechados y medidos después de cuatro
autoclave por 20 minutos a P21 El medio fue posteriormen- semanas mas (ocho semanas en total). Tres brotes (muestras)
te repartido en tubos de ensayo de 25 x 140 mm y cubiertfigeron sembrados en cada frasco con 15 frascos (repeticio-
con tapas de plastico (Bellco Kaputs, Vineland, NJ). Los cultines) por tratamiento.

vos fueron establecidos en cAmaras de crecimiento con 18+

2°C de temperatura y fotoperiodos de 16 horas bajo luz blan&nraizamiento-experimento 4

fluorescentex 50 UM.rs?). Para el experimento de enraizamiento, los brotes se obtuvie-
ron de cultivos con 21 meses de edad en medio con 5.5 uM de
Mantenimiento de los cultivos BA. Posteriormente, los brotes se colocaron en un medio libre

Los cultivos fueron transferidos cada cuatro semanas a fragde citokininas durante 30 dias antes de ser transferidos al
cos de 55 x 70 mm conteniendo el medio de cultivo descritmedio experimental de enraizamiento conteniendo IBA o NAA.
anteriormente y cerrados herméticamente con tapaderas ldes nueve tratamientos de enraizamiento fueron los siguien-
plastico (Magenta B-caps; Magenta Corp., Chicago). Los exes: un control (sin auxinas), IBA en concentraciones de (0.5,
perimentos se iniciaron una vez que se obtuvo el nimet4, 13.4y 26.81 uM). Tres brotes (submuestras) fueron sem-
suficiente de brotes. Los explantes iniciales fueron de 1.5 crrados en cada frasco (55 x 70 mm) con cinco frascos (repeti-
Para subcultivos posteriores, los explantes provenientes dmnes) por tratamiento. Los explantes fueron cultivados pos-
los brotes se cortaron a -0.5 cm de longitud. teriormente bajo las condiciones descritas previamente.

Proliferacion de los brotes-experimento 1 Proceso de aclimatacién

Durante este experimento fue evaluado el efecto de ldss brotes enraizados se sembraron en recipientes Magenta
citokininas en el desarrollo y mantenimiento de los cultivosGA7 (Magenta Corp) conteniendo medio RediEarth (W.R.
Las citokininas probadas fueron kinetina, TDZ y BA. LosGrace, Cambridge, Mass). Las plantas se sometieron a desa-
brotes (de 0.5 cm de largo) provenientes de los cultivos degollo en camaras de crecimiento a temperaturas de°C8+ 2
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bajo lamparas de luz blanca Sylvania Grolux (Sylvania, TABLA 1
Westfield, Ind; 70 umol. ras?). Las plantas fueron irrigadas — — -
semanalmente utilizando una solucion de fertilizante IiGUILD rgmero de protes axiares de sgata . o cenne (BA) en
previamente esterilizado. Al existir raices visibles a través de
la superficie interior de los recipientes GA7 (2 a 4 semanas) se _ Ytekinina (M) Namero de brotes axilares
realizé un periodo de aclimatacion previa y se trasladaron a Kinetina
condiciones de invernadero. Por ultimo, fueron resembradas 5.8 13 ¢ch?
en macetas estandar de plastico y colocadas dentro de una 116 1.1 ¢cb
camara de rocio por un periodo de una semana. Después dela 232 1.4 ¢cb
aclimatacion en la camara de rocio, las plantas fueron llevadas  46.0 1.8 ac
a condiciones normales de invernadero, seguido por un pr
ceso de transferencia a campo bajo sombreaderos de plastico  '°*
difuso y finalmente fueron plantadas en el campo. 0.005 2.6 ac
0.050 2.1 a-c
Registro de datos y andlisis estadistico 0.230 0-6¢
Las variables consideradas para el experimento 1 (prolifera-  °4°° o.7¢
cion de brotes) fueron: largo del brote principal, nimero de BA
brotes axilares, y largo de los brotes axilares. Durante el 5.5 38 a
enraizamiento, las variables analizadas fueron: largo de la raiz 1.1 3.0 ab
primaria, nimero de raices secundarias y largo de las raices 22 3.0 ab
secundarias. Las raices fueron medidas en milimetros des- 440 2.2 a-c
pués de remover los explantes del medio de cultivo. Lgs
explantes de prueba son destruidos al disectar la parte aérea?eparacién de medias con la prueba de Tukey de diferencia minima
las raices formadas. Se utilizé un disefio completamente |af*'9"ficativa (LSD), P<0.05.
azar para analizar los resultados de todos los experiment )SI'_os valores de las medias provienen de 10 repeticiones (frascos)
Los datos fueron probados utilizando un andlisis de varianza®°neniendo tres submuestras (explantes o brotes) por frasco.

dentro del programa S.A.S. (Instituto S.A.S., Cary, NC). La

separacion de medias se llevé a cabo con la prueba de Tukey

de diferencia maxima significativa (DMS). dominancia apical fue determinante y la decapitacion no fue

necesaria para lograr la multiplicacién de brotes axilares. Las

tasas de proliferacién de agarita en nuestro estudio fueron del

doble comparadas con aquellas obtenidaB.ethunbergii

Proliferacion de brotes-experimentol DC con decapitacion. Durante mas de tres afios de subcultivo

No se encontraron diferencias significativas entre tratamieme agarita, la multiplicacioén de brotes no declind. Estos resul-

tos para la variable largo de la raiz principal (en un rango de &&dos son similares a los obtenidos en otra lefibsas

a 6.7 mm). Sin embargo, encontramos diferencias significatpumilaL., en los cuales las tazas de multiplicacion se mantu-

vas para el numero de raices axilares (tabla 1). En generalyi@aron en aumento durante dos afios de subcultivos conti-

maxima respuesta de proliferacion de brotes axilares resulbdios cada cuatro semanas (Corckéetd, 1993).

con el tratamiento suplementado con BA, aunque no fue dife-

rente a la concentracién mas baja de TDZ, o a la concentrafecto de la edad de los cultivos-experimento 2

cibn mas alta de kinetina. En las diferentes concentracionéss cultivos de 30 y de ocho meses de edad respectivamente,

probadas con reguladores de crecimiento, la kinetina fue taspondieron de manera similar para los tres criterios evalua-

menos efectiva para la proliferacién de brotes. dos (largo del brote principal, nUmero de brotes axilares y
Los brotes obtenidos en los tratamientos con TDZ, tuvidargo de los brotes axilares) durante los 30 dias en el medio de

ron una apariencia pobre, con decoloraciones en la porci@ultivo (datos no mostrados).

basal y con concentraciones mas altas de antocianinas en las

hojas. Al evaluar la respuesta y cualidades de los brotes, Edecto del periodo de subcultivo en el crecimiento de los

concentracion de 5.5 uM de BA fue seleccionada como mejtrotes-experimento 3

tratamiento ya que produjo el mayor nimero de brotes cokl largo de los brotes axilares no fue afectado por la duracién

mejor calidad. Asimismo, es de tomarse en cuenta que la utitlel periodo de subcultivo. Asimismo encontramos diferen-

zacion de concentraciones menores de BA produjeron lasas minimas entre tratamientos para la variable largo del brote

mejores resultados. Las tasas de propagacidntro de  principal y para la variable nimero de brotes axilares. El largo

agarita fueron mas altas que aquellas reportadaBedraris  del brote principal tuvo un rango de 6.5 mm en seis semanas y

thunbergiiDC. (Karhu y Hakala, 1991). En nuestro trabajo, lade 7.3 mm en ocho semanas y no se increment6 en periodos

RESULTADOS Y DISCUSION
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mas largos de subcultivo. El nUmero de brotes axilares no fue TABLA 2

diferente entre los periodos de cuatro, seis y ocho semanasEf o del doido matta e (NAAY v 4cido ndolebutiric (1BA

El tratamiento de 4+4 semanas dio un promedio de 5.2 brotes: ¢c'© d€! acido naftalenoacético (NAA) y acido indolebutirico (1BA)
. . . . en el enraizamiento de los cultivos de agarita.

axilares. Esto representa un incremento significativo sobre el

D

D

periodo de ocho semanas (3.5 brotes), pero no fue diferente auxina Enraizamiento Largo de las raices
los periodos de 4 0 6 semanas. Por consiguiente, el periodo dém) (%) Secundarias (mm)
subcultivo de cuatro semanas fue seleccionado como el mejor,
porque produjo el mayor nimero de brotes en un tiempo rela- , 70 19ab:
tivamente corto.

. . . 12.3 67 3.1 ab
Enraizamiento-experimento 4 206 20 59a
Los experimentos preliminares con 1.0 UM de NAA resultaron
en casi 100 por ciento de enraizamiento en brotes provenien-, , ,
tes de cultivos < de 6 meses (datos no mostrados). Sin embar-, . 17 0.7 ab

go, los resultados de los experimentos para enraizamiento|de_,

brotes con 21 meses en cultivo demostraron que la capacidad

para producir raices de calidad se ve afectada gradualmente - _ — :

por la duraci6n del tiempo en cultivo. 2 i e s e et con o et e Ty e nés
En experimentos iniciales con estos cultivos sélo el dos por Los valores de las medias provienen de 10 repeticiones (frascos)

ciento de los brotes enraizaron. Las raices iniciales aparecie_conteniendo tres submuestras (brotes o microexplantes) por frasco.

. . os brotes dentro del control IBA (0.5 pM), y NAA (26.8 pM) no produ-

ron despues qe tre.s semanas en cultivo (datos no mOStra.dosﬁe'ron raices y por lo tanto fueron excluidos del anélisis.

El pobre enraizamiento de los brotes cosechados de cultiyos

con mas tiempo podria ser el resultado de la acumulacion

residual de BA en el sistema vascular de los explantes. raices bajo lamparas fluorescentes. El decremento en la habi-
El enraizamiento fue exitoso en experimentos en los cualbdad de agarita para producir raices difiere grandemente de

se efectu6 un periodo de subcultivo libre de cytokininas awtras especies de lefiosas. Por ejemplo, los explantes de du-

tes de la transferencia de los brotes a medio de cultivo coszno Prunus persicad.. Batch.) incrementan su capacidad de

auxinas. Esos brotes en medio con 4.9 uM de IBA, 12.3 uM @sraizamiento conforme permanecen mas tiemputro.

IBA, 0 5.4 uM de NAA tuvieron porcentajes de enraizamientgHammerschlagt al, 1987).

de 79%, 67 % y 68% respectivamente (Tabla 2). Los brotesOtra diferencia notable en los patrones de enraizamiento de

provenientes del control, IBA (0.5 uM) y NAA (26.8 uM) no agarita con otras plantas, es la formacion de una sola raiz

produjeron ninguna raiz primaria y por lo tanto no fueron corprimaria con varias raices secundarias como soporte, en lugar

siderados para el analisis estadistico. de multiples raices provenientes de la base de los brotes o
Por otra parte, los brotes que enraizaron formaron una setacroexplantes.

raiz primaria con longitudes de 1.2 a 18 mm., la cual se ramific

formando diversas raices secundarias. Aunque no existier@QONCLUSIONES

diferencias entre tratamientos para las variables: largo de la

raiz primaria o nimero de raices secundarias, el tratamieribmejor protocolo para la propagacion de agarita fue medio basal

con 5.4 uM de NAA fue seleccionado como el mejor, considgeara lefiosas WPM con 5.5 uM de BA, y un periodo de subcultivo

rando los resultados obtenidos para las variables (porcentdie cuatro semanas con tres brotes por frasco. Otros resultados

de enraizamiento, 68%) y largo de la raiz primaria (18 mm)gbtenidos indican que es conveniente establecer nuevos culti-

secundarias (4.0 mm). Este tratamiento fue utilizado en lo sues cada verano. Los beneficios de lo anterior son: 1) se obtie-

cesivo para enraizar los brotes; posteriormente las plantasn mayores porcentajes de enraizamiento; 2) se requieren me-

fueron sujetas al proceso de aclimatacion y transferencianares concentraciones de auxina en brotes con menor tiempo en

condiciones naturales, con niveles de sobrevivencia en el caoultivo; 3) no es necesario establecer un periodo de subcultivo

po >95%. libre de hormonas antes de iniciar el enraizamiento y finalmente:
A diferencia deB. thunbergiiD.C., donde el enraizamiento 4) es mas facil, en términos de contaminacién por patégenos,

fue iniciado bajo un periodo de oscuridad, agarita produjestablecer nuevos cultivos cada afio.

68 4.0 ab
13.4 20 0.1b
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ANALISIS CON CITOMETRIADE FLUJODE LOS DIFERENTESTIPOSDE TIMOCITOSEN

Ratas desnutridas experimentalmente
durante la lactancia

Rocio Ortiz Muﬁiz,l Leticia Cortés Martinez,2 José Luis Gomez OIivareg,Cristina Gonzalez Torres‘,1 Edith Cortés Barberena

La desnutricion se encuentra ampliamente distribuida en el mundo, para el estudio de los efectos causados por ella les amhelies han sido
de gran utilidad. El timo es esencial para el desarrollo de los linfocitos T ademas, se ha observado que es muy serigéa®a karicional.
El objetivo del presente trabajo fue determinar si en el timo de ratas desnutridas experimentalmente durante la lactenaielas al
proporciones de las diferentes subpoblaciones de timocitos. Se obtuvo el timo de ratas de 21 dias de edad, se identifedimdeor
citometria de flujo los diferentes subtipos celulares, detectando simultaneamente los marcadores de superficie CD4 g€ilt&doss r
muestran un incremento en las células dobles negativas (CD4- CD8-) y una disminucion de las dobles positivas (CD4+ CD8+) en
eltimo de las ratas desnutridas. Sin embargo, las subpoblaciones simples positivasCIDBk+presentan valores similares en ambos
grupos de animales. Las alteraciones observadas podrian ser causadas por deficiencias de nutrimentos en el microamimente del ti
esenciales para la diferenciacion de los timocitos y/o para la regulacion del proceso de eliminacion celular selectivaqsis.apop
Ademas, el incremento en los timocitos dobles negativos probablemente implica fallas en la maduracién temprana.
Estos aspectos deben continuar estudiandose.

DESNUTRICION derada y grave, basandose en diferentes indicadores, dentro
La nutricion es un factor importante durante toda la vida dee los que se consideran principalmente: el déficit de peso, de
los organismos. Cuando la dieta es deficiente, principalmentalla o de la relacién peso/talla con respecto a lo esperado
por una ingestion y/o utilizacion de alimento con bajo contepara la edad cronolégica del organismo (Cravioto y Vega-
nido de proteinas, se presenta la desnutricion tan ampliamefranco, 1995). La desnutricion de tercer grado, conocida tam-
te distribuida en el mundo, con una alta prevalencia en ldsién como desnutricién calérico proteica (DCP) o severa, es la
paises pobres en donde se esta incrementando debido ddiama extrema del padecimiento, en ella el organismo ha ago-
pobreza, el desempleoy la ignorancia (De Mello, 1994). tado casi todas sus reservas, se presentan dafios somaticos,
La desnutricion se presenta con mayor frecuencia en ldancionales e incluso psicolégicos.
nifios, en ellos sus efectos pueden ser particularmente adver-
sos, ya que en los primeros afios de la vida es cuando ANIMALES DE EXPERIMENTACION
crecimiento corporal se da rapido y los requerimientos deos avances sobre el conocimiento y tratamiento para una
nutrimentos son mayores. Sin embargo, también surge en etgran variedad de enfermedades, se han logrado a partir de las
pas posteriores, asociada muy frecuentemente a padecimiénvestigaciones realizadas en animales de laboratorio. Aun-
tos como el sida y cancer. gue estos modelos de estudio no son perfectos, significan
La desnutricion se ha clasificado en tres grados: leve, mama excelente herramienta para el estudio de diferentes pade-
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cimientos, y permiten probar terapias potenciales (Sefior, 1995).En los roedores, las primeras células hematopoyéticas co-
Para el estudio de los efectos causados por la desnutignizan al timo en las primeras dos semanas de gestacion. En
cion, los modelos en animales de laboratorio han sido de graada una de las distintas etapas de maduracion de los linfoci-
utilidad, pues ofrecen la facilidad de controlar varios factoretos T, se da la expresién de receptores membranales, mismos
extranutricionales que afectan al humano, ademas permitgue sirven como marcadores de diferenciacién (CD). Las célu-
realizar estudios tanto in vivo como in vitro (Galler y Kanis,las precursoras expresan el antigeno Thy-1, pero carecen de
1987). Los experimentos se han realizado principalmente anoléculas superficiales muy especificas, CD4 y CD8 (timocitos
ratas y ratones (Ortit al, 1996). Se ha estudiado el efecto endoblemente negativos) (Levinson y Jawezt, 1993). Hacia la
diferentes campos como son: bioquimico (Skuletah, 1994), tercera semana de gestacion, aparece una nueva subpoblacién
celular (Betancoust al, 1992), citogenético (Veena y Murthy, de timocitos que expresan CD4 y CD8 (timocitos dobles posi-
1994; Ortiz y Betancourt, 1990; Orétal, 1995), conductual tivos), y posteriormente, al final de la tercera semana, se
(Yoshinoet al., 1994) y neurolégico (Cintet al, 1994). presentan timocitos que expresan CD4 o CD8, conformando
Se ha evaluado el efecto de la desnutricion en diferentéss fenotipos de células maduras; que reciben el nombre de
etapas de la vida, desde la prenatal hasta la vejez. Se ha e8taecitos positivos para un solo marcador (simples positivas).
blecido que la lactancia es un periodo critico en el crecimiental nacimiento, las proporciones de diferentes subpoblaciones
y desarrollo del organismo, en ella, las alteraciones por falde timocitos estan estables; 5 por ciento corresponde a dobles
de nutrimentos son mas graves en relacién con las observaegativos, 80 por ciento suponen dobles positivos y 15 por
das en adultos (Winick y Noble, 1966; Elal, 1991). Inclu-  ciento corresponden a un solo marcador (maduros) CD4+
so se ha observado que los dafios causados por ella gbmfocitos cooperadores) y CD8+ (linfocitos T citotoxicos).
irreversibles (Veenay Murthy, 1994; Aluy Murthy, 1993). En la primera semana de edad posnatal, el timo alcanza su
En el aspecto inmunoldgico se han observado alteraciontsmafio maximo, y ademas ocurre una disminucion exponencial
en la funcionalidad de los componentes relacionados en ¢ el nimero de células en la region cortical (Bar-Dayan y
inmunidad mediada por células, asi como deficiencias en I&mall, 1994), debido al proceso de muerte celular programada,
niveles de complemento sérico y la actividad fagocitica apoptosis (Bar-Dayaat al, 1999).
(Chandra, 1980). Es probable que la deficiencia nutricional De acuerdo con la maduracién de los timocitos, aquellos
produzca anomalias en los diferentes mecanismos de defepie son doblemente negativos, se les considera precursores
sa. El andlisis de las células encargadas de la respuesta inmei{os timocitos doblemente positivos y de las células T ma-
ne y el estudio de los mecanismos inmunorreguladores pugdras, en tanto, que los timocitos con doble marcado positivo
den dar la clave de las interacciones entre la nutricién e inmaenstituyen una fase intermedia en el proceso de diferencia-
nidad en el hombre y en los modelos animales (@tt&d,, cidén. Esta plenamente establecido que la mayoria de los
1999; Felediet al, 1993; Benedettet al, 1992; Chandra, timocitos doblemente positivos mueren en el timo por
1980).También se ha observado que la desnutricion tiene apoptosis (eliminacién clonal), y su digestion es por
fuerte impacto en el tamafio de los tejidos linfoides, particumacréfagos y células nodrizas del timo (Surh y Sprent, 1994;
larmente, sobre el timo mas que otros 6rganos (Prentincijramineet al., 1996). Para abandonar el timo, los timocitos

1999). deben cumplir una serie de requisitos. Las células que logran
realizar su propésito, son aquellas que expresan receptores
TIMO antigénicos especificos y funcionales, ademas deben ser

El timo es fundamental para la inmunidad adquirida, ya quautotolerantes, capaces de reconocer antigenos asociados

crea anticipadamente una defensa hacia una segunda inean las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad

sién por un microorganismo al que se ha estado expuesto,ds individuo (Levinson y Jawezt 1993).

le considera menos esencial para la inmunidad innata. Ade-

mas, el timo es basico para el desarrollo de los linfocitos TCITOMETRIA DE FLUJO

provee el microambiente especializado para la maduracién éara el estudio de las células se han desarrollado técnicas

las células T; para la generacion de las diversas coleccion@saliticas complementarias que logran aportar informacién

de receptores de las células T; y para la seleccién negativaekencial. La citometria de flujo ha surgido como una metodo-

los linfocitos autorreactivos (Yang y Bell, 1993). logia fundamental y eficaz para la deteccion especifica de una
El timo es un 6rgano linfoepitelial, constituido mayorita-gran variedad de caracteristicas estructurales y funcionales

riamente por linfocitos, y en una menor cantidad de célulage células. Desde hace aproximadamente 10 afios que esta

epiteliales y algunos macréfagos y células dendriticas. Umaetodologia estéa relacionada con avances importantes en la

manera util de investigar el desarrollo de las células T es delirvestigacion de la biologia celular, inmunologia, genética,

mitando las subpoblaciones de células del timo (timocitos), gncologia, etc.

analizando su aparicién durante las distintas etapas de su.a citometria de flujo se define como una tecnologia que

diferenciaciéon y maduracion (Surh y Sprent, 1994; Scollay permite la evaluacién simultanea de multiples caracteristicas

Godfrey, 1995; Hiraminet al, 1996). fisicas de una sola célula. Estas mediciones se hacen mientras
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las células pasan en una sola fila, a una velocidad de 50Q.as procedimientos utilizados se desarrollaron de acuerdo a
cuatro mil células por segundo a través del citbmetro en udas guias aprobadas institucionalmente (Universidad Auté-
corriente de fluido. Las ventajas que proporciona esta metaoma Metropolitana-lztapalapa), basadas en la guia del
dologia en relacién con otros métodos que empleaNational Institute of Health (NIH) para uso de animales de
fluorocromos incluyen: la objetividad, elevada sensibilidad yexperimentaciénGuide for the Care and Use of Laboratory
velocidad de analisis, posibilidad de realizar andlisis simultédAnimals 1985).

neos en una sola célula y separacion celular en los “sorters”.

Las desventajas y limitaciones son los altos costos del inBESNUTRICION EXPERIMENTAL

trumento y la incapacidad de visualizar las células que estha desnutricion se indujo por el método de competencia de

mos analizando. alimento durante la lactancia. Las ratas, al dia siguiente de su
) nacimiento, se distribuyeron en dos lotes: lote experimental
ANALISIS DE DIFERENTES TIPOS CELULARES (desnutridas), en el que se colocaron 15 crias con una nodriza,

Los leucocitos y linfocitos presentan una gran cantidad dglote testigo (bien nutridas), con seis o siete crias por nodri-
moléculas marcadoras en su superficie, algunas de las cuates Se formd una camada de cada tipo en cada ocasion. El
aparecen momentaneamente en etapas particulares de la dif@mbio de madre, realizado al dia siguiente al nacimiento de
renciacion o de la activacion celular. Las proteinas marcadorkss crias y el nimero diferente asignado a cada madre fue bien
de membrana pueden usarse para distinguir a las diferentmseptado por ellas. Se procuré tener en ambos grupos el mis-
poblaciones celulares y muchas de ellas pueden ser identifiro nimero de hembras y machos por camada. Las crias fue-
cadas por medio de anticuerpos monoclonales especificasn pesadas cada 2 o 3 dias, desde el dia uno hasta el dia 21
(Parnes, 1987; Hannet al, 1992). El desarrollo de estos (destete). Se consideraron con desnutricion grave o de tercer
anticuerpos, conjugados con diferentes fluorocromos, y qugado, cuando presentaron un déficit de peso corporal mayor
pueden ser analizados por medio de citometria de flujo, kel 40 por ciento. Ademas, las ratas con desnutricién grave
revolucionado y propiciado grandes avances en el analisis destraron otros signos, como pelo escaso, fragilidad en los
diferentes subpoblaciones de linfocitos. Asi, la citometria deuesos y poca actividad motora, semejantes a lo observado
flujo ha emergido como una herramienta importante y poderen nifios con condiciones nutricionales similares.

sa en la identificacion de diferentes poblaciones celulares.

En el timo la citometria de flujo ha sido muy util para identi-OBTENCION Y PROCESAMIENTO
ficar cada una de las distintas etapas de maduracion de D& LAS CELULAS DE TIMO
linfocitos T, esto es, para reconocer las diferentes subpobléA-los 21 dias, nueve ratas de diferentes camadas fueron sacri-
ciones de timocitos y detectar las alteraciones en su diferefieadas con una sobredosis de éter. Se analizé simultdnea-
ciacion en diversos padecimientos (Retial, 1989; Morris  mente en cada experimento el timo de una rata bien nutrida 'y
etal, 1997). de una desnutrida de tercer grado.

El estudio de los diversos tipos celulares se puede efectuarSe les extrajo el timo, las células se obtuvieron homogenei-
con la deteccion de una sola fluorescencia (un solo coloando el 6rgano y filtrando a través de una malla de 85 mmm.,
pero ha resultado mas eficiente y en algunos casos, fundas células disgregadas fueron resuspendidas en solucion
mental el ensayo de diferentes colores, empleando dos o ns#ina de fosfatos libre de Cg Mg* (PBS; Microlab, Méxi-
fluorescencias. Asi, se han perfeccionado los andlisigp). La suspension celular se incubd en oscuridad, a baja
incrementando la precision de los estudios. temperatura durante 30 min, con 5 ul de dos anticuerpos

El objetivo del presente trabajo fue identificar por medio denonoclonales conjugados con dos diferentes fluorocromos:
citometria de flujo las diferentes subpoblaciones de timocito€y-chrome y ficoeritrina. El uso de estos anticuerpos permite
en ratas de 21 dias de edad y determinar si en el timo de rakasuantificacién simultadnea de las diferentes subpoblaciones
con desnutricién grave se altera la proporcion de estalulares, por medio del andlisis directo de dos-fluorescencias.

subtipos celulares. Los anticuerpos empleados especificamente para rata fue-
ron: CD4 (OX-35) conjugado con Cy-chrome (Cy-chrome™

MATERIALES Y METODOS conjugate mouse anti-rat CD4 monoclonal antibody,

Animales PharMingen International) para la identificacién de linfocitos

Se emplearon ratas de la cepa Wistar producidas en el Biotefid y el anticuerpo CD8a (OX-8) conjugado con ficoeritrina

de la Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa qué8R- Phycoerithrin R-PE conjugate mouse anti-rat CD8a
cuenta con un lugar especial para esta especie, con luz canenoclonal antibody, PharMingen International) para reco-
trolada 12 h luz/oscuridad, temperatura de 22 a 25°C y humpecer a las células T8.

dad relativa de 45 por ciento. Las madres fueron de segundo

parto, criadas con alimento balanceado para roedores ma®hALISIS EN EL CITOMETRO DE FLUJO

PMI 5001 y agua filtrada ad libitum, mantenidas en cajas d&e utilizé un citdmetro de flujo modelo FACSCalibur (Becton

acrilico, con cama especial para roedores marca Betachifgickinson, Immunocytometry System (BDIS), CA, EUA) equi-
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pado con un laser de argén (488nm), [el
cual fue preparado para el analisis de las
muestras, para ello se emplearon perlas,
de calibracién (Becton Dickinson) y el
software FACSCOMP. De esta forma se
verificé el ajuste de los detectores, $
comprobd la discriminacién adecuad
entre las dos fluorescencias empleada
la sensibilidad del equipo.

La obtencion de los datos se realiz
empleando el software CELL Quest
(BDIS). Se adquirieron diez mil eventos
de cada muestra. El andlisis de los res
tados se hizo empleando el programa
computacién mencionado. Los result
dos fueron analizados en gréficas de py
to (dot plot). En la Figura 1 se present&
un ejemplo representativo de las grafic
de punto obtenidas y se indican los cuy
drantes analizados. Los cuales fueron ¢
finidos de acuerdo a un control negatiy
y alatincién con una sola fluorescencia.

En cada muestra se identificaron cua=
tro tipos de células: CDLDS" (dobles Figura_l 1: Gréficas de puntos (dot_ plot) representati\{as‘ giel a}nélisis de los datos. A: ‘Control

" . negativo para las dos fluorescencias. B: Control de tincion sélo para una fluorescencia (PE),
positivas, para las dos fluorescencia entificacion de células CD8. C: Control de tincién sélo para Cy-Chrome, deteccion de células
CD4 CD8 (dobles negativas, para las daa. D: Tincién simultanea con las dos fluorescencias que permite distinguir cuatro subtipos
ﬂuorescencias); cD4 D8 (simples po- celulares: dobles positivos, dobles negativos, simples positivos CD4 y simples positivos CD8.
sitivas, s6lo para la fluorescencia de CD4);

y CD8" CD4 (simples positivas, solo para la fluorescencia de En el Cuadro 2 se presentan, para su comparacion, el pro-
CD8). medio y la desviacion estandar de cada subpoblacién de

Con los porcentajes de los diferentes tipos celulares obttimocitos obtenido para el grupo de las ratas bien nutridas y
nidos en cada rata, se calcularon el promedio y la desviaci@ara el grupo de los animales con desnutricion.
estandar para cada grupo de ratas. Las comparaciones entrel porcentaje promedio de timocitos CO4D8" (dobles
los porcentajes obtenidos en las ratas bien nutridas y l@esitivas) fue de 69.2 ++ 3.4 en las ratas bien nutridas y 61.6
desnutridas fueron analizadas estadisticamente con la pruek¥a7.9 en las desnutridas, en cuanto a las células CID8}
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de t de Student. (dobles negativas) los valores fueron 4.2 ++ 1.6 y 8.5 ++ 4.6
respectivamente, en el caso de los linfocitos GLIA8 (sim-
RESULTADOS ples positivas, s6lo CD¥los porcentajes promedio fueron

El peso promedio de peso corporal de las ratas de ambde 15.4 ++ 3.9 para las bien nutridas y de 16.8 ++ 4.6 en las
grupos al dia siguiente a su nacimiento fue de 7.6 ++ 0.8 g. desnutridas finalmente, para la subpoblacion GII34 (sim-
los 21 dias (dia del destete) el promedio de peso corporal fpées positivas, s6lo CDglos promedios obtenidos fueron de
de 24.9 ++ 3.9 g para las ratas desnutridas y 54.9 + 7.6 g en%l ++ 4.1 en el timo de las ratas testigo y 10.9 ++ 3.9 en las
caso de las ratas bien nutridas. Las ratas desnutridas preseatas con desnutricion. La comparacion estadistica indica di-
taron un déficit de peso de. 55 por ciento, que refleja quierencia significativa entre los dos grupos de organismos en
presentaban desnutricion grave o de tercer grado. Los pedos porcentajes de timocitos dobles positivos y dobles nega-
de las ratas de ambos grupos se presentan en el Cuadro 1ivos. Se evidencio que el porcentaje de células'CD8'es
La Figura 2 es una fotografia que ilustra la disminucién denenor y el porcentaje de COIBDS8 es significativamente ma-
timo observada en las ratas con desnutricion. yor en las ratas con desnutricion. En el caso de los timocitos
En la Gréfica 1 se presentan los porcentajes de timocit@mples positivos, s6lo CDy s6lo CD8, los valores obteni-
CD4'CD8' (dobles positivos) observados en cada una de latos en ambos grupos de organismos son muy similares, sin
ratas de ambos grupos. En la Gréfica 2 se indican los datosditerencia estadisticamente significativa.
las células CDLDS8 (dobles negativas). En las Graficas 3y 4 Ademas, los datos reflejan que la variabilidad es mayor en
se muestran los valores de las subpoblaciones Gib#ples  los porcentajes de las células dobles positivas, en las ratas
positivas) y CD8(simples positivas) respectivamente. con desnutricion en relacién con la del grupo testigo, la des-
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viacion estandar es dos veces mayor (7.9 vs 3.4). También los
porcentajes de células dobles negativas muestran una mayor
dispersion en las desnutridas, en este caso la desviacién es-
tandar es casi tres veces mayor (4.6 vs 1.6).

DISCUSION

La desnutricibn en muchas de sus formas tiene un fuerte im-
pacto en el tamafio de los tejidos linfoides, particularmente,
sobre el timo mas que otros drganos (Prentice, 1999; Chevalier,
1997). La determinacion del tamafio de los 6rganos linfoides
es la mas cruda estimacién de dafio sobre la funcién. En este
estudio se detecté una marcada atrofia del timo en las ratas
desnutridas, el tamafio y el peso del timo se encontraron con-

siderablemente disminuidos, lo cual se ilustra en la Figura Zigura 2. Comparacion del tamafio del timo extraido de una

esta observacion concuerda con datos previamente reporgﬁ

dos (Jamboet al, 1998; Frakeet al, 1995).

ta bien nutrida (A) y de una rata desnutrida severamente
urante el periodo de lactancia (B). Como se puede obser-
var, la desnutricién por competencia de alimento produce

En relacion con la observacion de que el timo es siempre &kofia en el timo de rata.

6rgano mas vulnerable al estrés nutricional, Malpuech-Brugere
Yy colaboradores (1999), consideran que la atrofia representa&rafica 1. Porcentaje de células dobles positivas observadas
un proceso controlado por la induccién de la muerte celular
programada o apoptosis. Asimismo, Prentince (1999) propo- g0
ne que el mecanismo ha evolucionado para priorizar el mante-

nimiento del 6rgano bajo la desnutricion.

Se ha determinado que en el timo de la rata se dan cambios
en las subpoblaciones relacionados con la progresiva remads
delacién del 6rgano, estos cambios estan relacionados co

edad (Caprét al, 2000).

En relacién con lo anterior, consideramos de interés el es
diar las probables modificaciones en los subtipos celularg
del timo de rata en diferentes edades. Aunque, si bien,
analisis del efecto de la desnutricion en diferentes etapas
la vida es relevante, los estudios durante las etapas temp
nas de la vida podrian considerarse prioritarios. En la rata
etapa de la lactancia corresponde a la infancia temprana en

CUADRO 1. Peso corporal observado a los 21 dias
de edad en las ratas Wistar con nutricion adecuada
y de las ratas con desnutricion experimental
durante la lactancia.

PESO CORPORAL (G)

Rata Bien nutridas Desnutridas

1 53.6 20.0

2 62.6 19.8

3 64.4 1128.2

4 47.2 27.0

5 65.0 28.8

6 48.2 25.0

7 54.0 20.2

8 44.8 26.0

9 54.4 29.4
Promedio 54.9 24.9*
DE 7.6 3.9
*t=10.521; 16 gl; p < 0.001
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nifios, donde la desnutricion se presenta con mayor frecuen-
cia y causa detencion (o retraso) en el crecimiento, mayor
susceptibilidad a enfermedades infecciosas e incluso muerte
temprana. También, es significativo sefialar que en las ratas
desnutridas en el periodo de lactancia por competencia de
alimento, se presentan varios sintomas semejantes a las carac-
teristicas clinicas observadas en los nifios con desnutricion.

Se han detectado cambios en las subpoblaciones presen-
tes en el timo en diversas condiciones y padecimientos (Roux
etal, 1989; Vicentet al, 1998; Mastret al, 1999; Safadit
al., 2000; Capréet al,, 2000). Se ha informado que la privacion
de nutrientes esté relacionada con alteraciones en las
subpoblaciones de timocitos, particularmente de las células
dobles positivas CD4CD8, que son la poblacién celular
principal relacionada con la seleccion de los timocitos (Howard
etal, 1999).

Es pertinente sefialar que para el estudio de los diversos
tipos celulares del timo, el andlisis simultdneo de dos fluo-
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Gréfica 2. Porcentaje de células dobles negativas obtenidas
en el timo de ratas bien nutridas y desnutridas
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Gréfica 3. Porcentaje de timocitos simples positivos (CD4+)
observados en las ratas bien nutridas y desnutridas
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Gréfica 4. Porcentaje de timocitos simples positivos (CD8+)
obtenido en las ratas bien nutridas y desnutridas
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mayor frecuencia (69%), este dato coincide con lo previamen-
te informado en la literatura (Yang y Bell, 1993). También se
puede apreciar que los dobles negativos (CD4- CD8-) son los
que se encuentran con una menor frecuencia (4%). Las célu-
las simples positivas (sélo CD4+ y s6lo CD8+) representan el
25% del total; dentro de ellas las células CD4+ se observan
con mayor frecuencia que las células CD8+, con valores de
15.4y 9.1%, respectivamente. La relacién entre ellas es de 1.7
(porcentaje de CD4+/porcentaje de CD8+).

En el timo de las ratas con desnutricion se encontraron
alteraciones en la proporcién de células dobles positivas y
dobles negativas. Sin embargo, las subpoblaciones simples
positivas (sélo CD3 y (s6lo CD8) mostraron valores simila-
res en ambos grupos de animales, que indica que la desnutri-
cion no afecta la presencia de estos tipos celulares o bien, que
dadas las alteraciones en los precursores de ellas, los proba-
bles cambios podrian ser inadvertidos.

En relacién con las células dobles negativas se observé un
incremento en el timo de las ratas desnutridas. Esto se puede
considerar como un comportamiento general, ya que ocho de
las nueve ratas desnutridas estudiadas presentan porcenta-
jes superiores de Cbd@D8, en comparacion con el promedio
obtenido en las ratas con nutricion adecuada. Sin embargo, la
mayor variabilidad que se percibe en los datos de las ratas
con desnutricién, esto es, la amplia dispersion de los resulta-
dos, que se refleja en una desviacion estandar casi tres veces
mayor a la del grupo testigo, podria estar relacionada con una
respuesta heterogénea ante esta condicion.

El incremento en los timocitos dobles negativos podria es-
tar reflejando una acumulacién de ellos por una alteracién en
el mecanismo de diferenciacién, ya que este tipo celular es el
precursor de los timocitos dobles positivos y de las células T
maduras. Aunque este aumento podria también estar relacio-
nado con modificaciones en el proceso de eliminacién celular
por apoptosis.

En cuanto al andlisis de las células dobles positivas, se
detectd una disminucién en los porcentajes de este tipo celu-
lar en el timo de las ratas desnutridas. Se observé que siete de
las nueve ratas estudiadas (78%) muestran porcentajes infe-
riores de CD4y CD8' con respecto al promedio de las ratas
testigo. No obstante, en este caso también se observé una
mayor dispersion de los resultados en las ratas con desnutri-
cion, la desviacién estandar es dos veces mayor a la del grupo
con nutricién adecuada, lo cual puede reflejar una respuesta
heterogénea a la desnutricion.

La reduccién en los timocitos dobles positivos podria im-
plicar anomalias en la diferenciacion, ya que ellos son la etapa

rescencias es de gran utilidad, ya que permite reconocer liméermedia en este proceso, ademas el deterioro de este subtipo
cuatro subtipos de células T que se estan diferenciando (Estlular puede reflejar un incremento en la muerte por apoptosis.
es, los timocitos CD4 + CD8-, CD4-CD8+, CD4 + CD8+, y CD4-Se ha descrito que en condiciones normales el proceso de

CD8).

apoptosis es muy importante en estas células del timo para la

En este estudio observamos que en el timo de las ratas sideccion clonal, (Surh y Sprent, 1994; Hiramine et al., 1996).
21 dias con nutricién adecuada, la proporcién de timocitoBero también se ha evidenciado que ellas son muy sensibles a
dobles positivos (CD4+ y CD8+) es la que se encuentra caste proceso en diferentes condiciones (Provirtiali 1998).
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Footnotes should be posted at the bottom left side of the
page where they are mentioned.

f) Specify type of paper, i.e. Research article, Short
manuscript or Invited Review.

g) Postal address of the corresponding author, which
includes: telephone, fax and e-mail. Corresponding
author should be highlighted wit an asterisk (*) mark.

h) Manuscripts should be submitted in triplicate, printed
in one side only, letter or A4 size paper, doble-spaced,
with margins of 3 cm.

i) A disk copy of the manuscript in Win/Word 6.0 or
higher, should also be provided. Figures and tables
should be sent in Excel or WinWord 97, each saved in
a different file.

) For Research articles, manuscript length should be
between 10 and 30 pages, plus figures and tables. Short
manuscripts should be shorter than 10 pages, plus
figures and tables.

K) Figures and tables should be mentioned in the text,
and numbered in Arabic numbers. The software in
which they were created, should be mentioned.

) Figure and table legends should be concise and
understandable, and should be listed at the end of the
manuscript (after references).

m) Bibliographic references should be quoted in the text
by writing the last name of the first author and
publication year between parentheses. References will
be included at the end of the text, ordered
alphabetically.
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n) In references for book titles, capital letters should béx
used only at the beginning of the title and on authoré evine, Frances (1991Economic perspectives on the

names.

Comanchero tradeEn: Catherine A Spielmann (ed.).

0) When using abbreviations, the full meaning of them  Farmers, hunters and colonistJucson, AZ: The
should be provided, when mentioned for the first time.  University of Arizona Press. 155-169.
p) Bibliographic references should be formatted as

follows:
BOOK REFERENCES:

Author’s last name, name (yeaBook title City: Editorial.
Total pages.

Ex

Foucault, Michael (1984).as palabras y las cosakléxico:
Siglo XXI. Pp. 200.

BOOK SECTION REFERENCES:

Author’s last name, first name (yedBpction titleEn: Editor’s

name and last name (edhok title City: Editorial. pages.
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JOURNAL REFERENCES:

Auhor’s last name, fist name(s) initial(s).; other authors. (year).
“Article’s title”. Journal abreviationvolume, pages.

Ex

Sagara, Y., Fernandez-Belda, F., de Meis, L. E. Inesi, G. (1992).
“Characterization of the inhibition of intracellular €a
transport ATPases by thapsigargid’Biol. Chem 267,
12606-12613.

Rivas-Caceres, R. (1999). “Médanos de Samalayuca. Un ur-

gente reclamo, una estrategia emergei@encia en la
Frontera, 1, 29-32.
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Normas de publicacion
para colaboradores

El comité editorial de la revistaiencia en la frontera: re-

vista de ciencia y tecnologia de la UA&doge con gusto
propuestas de articulos para su publicacién, bajo dos modali- d)

dades: articulos de investigacién y avances de investigacion

(articulos derivados de tesis de pregrado, escritos por lose€)

estudiantes y avalados por sus asesores). Las normas esta-
blecidas para la publicacién son las siguientes:

D
2)

3

4)

5
6)

a)
b)

Los trabajos deberan serafdidad cientifica e inédi-
tos,avalados por un investigador de carrera.

Una vez publicado el articulo, los derechos de autor
pasan ala UACJ.

Los articulos pueden ser de fondo (de investigacion), re-
visiones invitadas (actualizaciones en temas de investiga-
cién) o comunicaciones breves (avances de investigacion),
los cuales deberan referirse a las areas de ciencias naturaf)
les y exactas, ajustandose al dictamen del Comité Editorial,

quien evalla su contenido cientifico de calidad y decide @)

sobre la pertinencia de su publicacion.
Los trabajos pueden ser enviados para su publicacion
en el idioma inglés, el espafiol u otras lenguas roman-

ces. Si se envia una traduccion al espafiol, hay que h)

adjuntar el texto también en forma original. Los articu-
los deberan incluir resumen en espafiol seguido de uno
en inglés (y viceversa). i)
No se devuelven los originales.
En caso de que el autor no responda después de haber-
se presentado las correcciones o dudas de su trabajo,
la revistaCiencia en la frontera: revista de ciencia y
tecnologia de la UACXke reserva el derecho de hacer )
los cambios de edicién sin modificar el contenido origi-
nal de la obra.
Los trabajos deben ajustarse a los siguientes requisi-
tos (de no cumplirse con ellos, no se consideraran para
su publicacion):

k)
Titulo del trabajo, breve y conciso en inglés y espariol.
Un resumen del contenido de una extensién aproxima-
da de 40 palabras como minimo y 150 palabras como

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ

0)

maximo que debera estar en inglés y espafiol.

Nombre y nacionalidad del autor.

Adscripcién de todos los autores, incluyendo el maxi-
mo grado de estudios y area de especializacion.

La institucion de adscripcion de los autores participan-
tes debera incluirse como un pie de pagina, comenzan-
do con el nimero 1.

Ejemplo: Ramirez, J. Ly Martinez, R.

L Universidad de Puebla, México.

2 Universidad de Santiago Compostela,2 Espafia.

Los pies de pagina, que denotan tanto la institucién de
adscripcion como ciertos tipos de notas, etc; aparece-
ran en el margen inferior izquierdo de la pagina en la que
se mencionen.

Naturaleza del trabajo: articulo de investigacion, avan-
ce de investigacion, etc.

Direccién para correspondencia que incluya: teléfono,
fax y correo electrénico. El nombre del autor al cual se
dirigira la correspondencia debe indicarse con un aste-
risco (*).

Presentar tres originales impresos en una sola cara, en
papel Bond tamafio carta o A4, a doble espacio y con
margenes de 3 cm.

Adjuntar el texto con una copia del trabajo en disquet,
en formato Win/Word 6.0 en adelante, los cuadros y
figuras en hoja de Excel o Win/Word ‘97 en adelante.
Cada figura debera estar grabada en un archivo indivi-
dual.

La extension del trabajo debera ser de un minimo de 10
cuartillas de texto mas las figuras, y de un maximo de 30
cuartillas mas las figuras para un articulo de investiga-
cion. La extension de los avances de investigacion de-
bera ser de un méaximo de 10 cuartillas de texto més las
figuras.

Las ilustraciones, cuadros y fotografias, deberan refe-
rirse dentro del texto, enumerandose en el orden que se
cita en el mismo, e indicar el programa de computo en el
que estan elaborados.
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) Los pies de figura deberan ser claros, de forma que SBEFERENCIA DE CAPITULO DE LIBRO:
entiendan sin necesidad de leer el texto. Estas deberan
incluirse en un listado después de la bibliografia. Apellidos, nombre del autor (afid)itulo del capitulo En:
m) Las referencias bibliograficas deben asentarse de la Nombre y apellido del editor (edJjitulo del libra Lugar:
forma convencionalmente establecida en espafiol, es Editorial. Paginas.
decir, indicando éstas en el cuerpo del texto con los
apellidos del primer autor y afio de publicacion entreEjemplo:
paréntesis, y los datos bibliogréaficos al final del escri-Levine, Frances (1991).Economic perspectives on the
to. La bibliografia se presenta al final del articulo por Comanchero trade En: Catherine A Spielmann (ed.).
orden alfabético. Farmers, hunters and colonist3ucson, AZ: The
n) Al citar los titulos de libro se deben utilizar mayUscu- University of Arizona Press. 155-169.
las s6lo al inicio y en nombres propios.
0) Almenos la primeravez, se deben proporcionar la equIREFERENCIA DE REVISTA:
valencia de las siglas empleadas en el texto, en la bi-

bliografia y en los cuadros y las figuras. Apellido(s) del autor, inicial(es); otros autores. (afio). “Titulo
p) Distribuir los datos de las referencias bibliograficas de  del articulo”.Nombre de la revistaabreviado segun el
la siguiente manera: citation index o como aparezca en el articulo original, vo-
lumen, paginas.
REFERENCIA DE LIBRO:
Ejemplos:
Apellidos, nombre del autor (afid)itulo del libra Lugar: Sagara, Y., Ferndndez-Belda, F., de Meis, L. e Inesi, G. (1992).
Editorial. Niumero de paginas totales. “Characterization of the inhibition of intracellular Ca2+
transport ATPases by thapsigargid’Biol. Chem 267,
Ejemplo: 12606-12613.
Foucault, Michael (1984).as palabras y las cosalsléxico:
Siglo XXI. Pp. 30-45. Rivas-Caceres, R. (1999). Médanos de Samalayuca. Un urgen-
te reclamo, una estrategia emerge@tencia en la Fron-
tera, 1, 29-32.

88

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



Ciencia en la frontera: revista de ciencia y tecnologia de la UACJ
se terminé de imprimir en mayo de 2002 en la Imprenta Universitaria
de la Universidad Autonoma de Ciudad Juarez, Av. Plutarco Elias Calles
y Av. Hermanos Escobar, C.P. 32310, Ciudad Juarez, Chih., México

Tiraje: 500 ejemplares



