SIMPOSIOS

Los usos terapéuticos y diagndsticos de las células
y los tejidos cultivados in vitro*

I. Introducccioén

Salvador Said-Fernandez**

El prefacio de un precioso y moderno libro
titulado "Molecular Biofogy of the Celf’ escrito por
Bruce Alberts y colaboradores, se inicia citando la
siguiente frase de EB Wilson: "La clave de cada
problema biol6gico debe finalmente buscarse en
la célula”. Esta afirmacion se hizo hace mas de 50
afios, y sigue siendo tan actual como si se hubiera
pronunciado ayer, ademés de que ahora podemos
entender el alcance de esta afirmacion, ya que el
uso de las células mantenidas in vitroo sus produc-
tos constituyen una solucion tangible para diver-
sos padecimientos, mismos que han permitido el
desarrollo de nuevos y revolucionarios métodos
terapéuticos y diagndsticos.

Lo anterior es ahora posible graciasal impresio-
nante desarrollo que han experimentado tanto la
Biologia Celular como la BiologiaMolecular. Estas
dos ramas de la ciencia estan tan intimamente
relacionadas, que no es posible pensar en la una
sinla otra. Los conocimientosy tecnologiaque han
aportado juntas permiten ahora realizar diagnosti-
cos mediante el aislamientoy el cultivo de las célu-
las de pacientes para resolver problemas especi-
ficos, como en el caso de quemaduras graves.
Aislar células de pacientes con problemas metab6-
licos o cancer, cultivarlas in vitro, modificar su ge-
nomay reimplantarlas en los pacientes para obte-
ner una recesioén del proceso neoplasico, o inducir
la produccién de proteinas funcionales. Es posible
detectar problemas especificos mediante el uso de
sondas moleculares en células vivas o mediante

* Simposio presentado en sesiénordinaria e/ 18 de septiembrede 1996.

* * Académiconumerario

inmunofluorescencia o microscopia inmunoelec-
trénica. Los modelos in vitro constituyen también
una excelente alternativa para analizar con detalle
los efectos nocivos de factores ambientales o
laborales sobre la salud humana. Estos modelos
han permitidoel desarrolloy lavalidaciénde nume-
rosos biomarcadores que facilitan el diagnéstico y
eltratamiento oportunos de enfermedadese intoxi-
caciones graves.

No pretendemoseneste simposiohacerun ané-
lisis exhaustivo sobre los temas mencionados. De-
seamos simplemente presentar algunas de las
aplicacionesque se le handadoalas célulascultiva-
das in vitro en beneficio de la salud humana, como
unreconocimientoalaimportanciaquetodos estos
avances representan parala MedicinaModerna.

Me honranconsuparticipaciénen este simposio
el doctor Walid Kuri Harcush, distinguido profesor
deldepartamentode Biologia Celular, del Centro de
Investigaciony de Estudios Avanzadosdellnstituto
Politécnico Nacional, el doctor Hugo Barrera
Saldana, académico numerario, Jefe del De-
partamento de Bioquimica de la Facultad de Medi-
cina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
y la doctora Herminia Martinez Rodriguez, distin-
guida profesora e investigadora del Departamento
de Bioguimica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

El doctor Walid Kuri ha trabajado por muchos
afios en un tema de gran importanciacientificay
médica: el cultivo in vitrode epitelios humanos pa-
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ra uso terapéutico en pacientes quemados. En el
presente documento, él analiza este tema y co-
menta los resultados de sus propias investigacio-
nes. El doctor Hugo Barrera presentaalgunos de
los avances mas recientes sobre la construcciony
uso de bancos genéticos, mismos que son el
punto de partidapara la identificacion, aislamiento
y caracterizacion de innumerables biomoléculas
de gran interés cientifico y médico. La doctora
Herminia Martinez Rodriguez analiza un tema de
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creciente interés por las enormes posibilidades
que representa: la transfeccién de células huma-
nas para el tratamiento de céncer y enterficdades
metabolicas. Finalmenté presentd un panorama
general sobre el uso de modelos celulares parael
estudiode efectostoxicos de agentes xenobidticos
y metales pesados.

Con todo lo anterior esperamoe mestrar iifi pa-
norama general de la utilidad que tienen en medi-
cina las céluias cultivadas in vitro.
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Il. La epidermis humana cultivada in vitro para el
tratamiento de quemaduras.

Walid Kuri-Harcuch*

Resumen

Estudios clinicos controlados, comparatzvos y
aleatonosdemostraronque e uso delosaloinjertos de
epidermis humana culhvada in viiro promueven una
mas répzda epztehal zzaczonde las areascruentasdelos
sitios donadores de la piel y de las quemaduras de
profundzdad parczal Los aloinjertos de epidermis
humana cultzvada in vitro redujeron en un 40% los
tiempos de epitelializacidn de dzchaséareascruentas H
cultivo m viiro de queratinocitos humanos también ha
hecho posible la producczon en € laboratorzo de
cantzdades ilimitadas de autowyertos de epidermis
humana para los paczentes extensamante quemados
Conbase anuestrosresultadosobtenidos enlps estudis

Summary

Controlled, comparative and randomzzed clinical
studies had shown that cultured epzdermal allografts
promote afaster epithelialization of skin donor sites and
deep partial-thickness burns Cultured epzdermal
allografts reduced about 40% by tume the healing of such
wounds Cultivation of human epzdermal kerahnocytes
made possible the production, under laboratory condi-
kons, of unlimited amounts of cultured epzdermal
autogr aftsfor extensively burned patients Basedonour
results from the controlled clinical studies and from the
routzneuse of cultured epidermis mbumedpatzents, we
have develaped acambired ther apy for the burnpatzent.
Thzs combined therapy is comprised of: a) the use of

clinicos controlados y durante € usa rutinario de la
epidermis cultzvada en pacientes quemados, hemos
desarrollado una terapza integral y combznada para la
atencion de estas paczentes Esta terapza combznada
consiste en a) e uso de |os aloznjertosde epidermis
cultivadapara unardpzdaymaseficiente epitelializacion
delos sirios donadores de pzd y de las quemaduras de
profundidad parcial; b) & uso de autoinjertos convencio-
nales de piel, y en|os casos extensamentequemadosen
que fue necesarto € usodelosautoinjertos deepiderimis
cultzvada para yertar |as quemadurasde profundzdad
total Estaterapza combznada mejord la terapia de los
pacientes quemados reduczendoaestancia hospztalarza
de los mismos en un 20% a 50%, dependiendo de la
superficie corporal quemada También se observé un
aumento en |a sobrevivencia de los paczentes con mas
del 50% de la superficie corporal quemada Estos
resultados demuestran |os beneficios que se obtienen
con € uso rutinario y temprano de los aloinjertos de
epidermis humana cultzvada 1n vitro para reducir la
estancza hospztalarza graczasa una terapia mas eficaz
de los paczentes quemados

Palabr asclave: Humana, epider mis,queratocitos, culti-
vos, injertos, quemaduras, terapia

cultured allograft fo promote a faster healzng of skin
donor sites and deep partial-thickness burns, b) the use
of split-thickness autogr afts, and i extensiveley burned
patzents, whenever necessary, cultured epidermal
autografts, for wound closure of full thickness bums
Thzs combzned therapy improved significantly the
outcome Of the burn patients, since the hospztal stay was
reducedby 20% to 50%, depending on the bumed body
surface Jt alsa increased the survival rate of patzents
wtth morethan 50% burned body surface. These results
show the benefir of routzne and early use of cultured
epidermal allograftsto reducehealing time and therefore,
hospztal stay by means of a more efficacious therapy of
burned pahents.

Key words: Human, epidermis, keratinocyte, culture,
graft, burn, therapy
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Introduccién

Las quemaduras conducen a una condicién
inestable que pone en riesgo la supervivencia del
paciente. La alta mortalidad asociada a las que-
maduras que ocupa mas del 50% de la superficie
corporal es consecuencia del desequilibrio hidro-
electrolitico severo o de un proceso infeccioso
extremadamente grave. El riesgo de infecciony
muerte aumenta con la estancia hospitalariapro-
longada, debido a la ausenciade cubiertacutanea
y a la carencia de &reas donadoras de piel sana
para el autoinjerto. Los problemas en el manejo
del paciente quemado se podrian evitar si se
dispone de una cubierta cutidnea permanente y
suficiente para las quemaduras de profundidad
total, asi como de una cubierta cutdnea temporal
y temprana como un aposito biologicamente acti-
Vo para promover una epitelializacionmas rapida
en las quemaduras de profundidadparcial y en los
sitios donadores de piel.

El objetivo del presente trabajo es examinar la
tecnologia del cultivo de queratinocitos epidérmi-
cos humanos en la ingenieria de tejidos para la
produccion de aloinjertosy autoinjertos de epider-
mis humana, y su uso para la cobertura temporal
y permanente de las quemaduras, y en el caso de
los aloinjertos, para la epitelizacién acelerada en
las quemaduras de profundidad parcial y en las
areas donadoras.

El cultivo in vitro de epidermis humana

En afios recientes, los queratinocitos humanos
se hancultivadoen forma seriada con altos grados
de expansion celular.” Se han obtenido epitelios
estratificados y queratinizados que expresan in
vitro marcadores especificos del proceso de dife-
renciacion epidérmica.’ - *Los epitelios obtenidos
en cultivo estan constituidos por 3-4 capas celula-
res. A diferenciade las 20-30 capas encontradas
en la epidermis normal adulta, éstas conservanen
sus diferentes capas celulares la orientacion tipica
de la epidermis. Las célulasque estan en contacto
directo con la superficie de cultivocorresponden a
las de la capa basal de la epidermis. Las células
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més avanzadasen el proceso de diferenciacion se
encuentran expuestas al medio, en forma analoga
al estrato corneo de la piel humana.

El cultivo de queratinocitos epidérmicos huma-
nos se utiliza para la terapia de pacientes quema-
dos enmas de 80 centros hospitalarios de Estados
Unidos, Europa y México; ya sea siguiendo la
técnica de cultivo desarrollada por el grupo de
Howard Green o modificaciones de ésta.*-1° Los
resultados han mostrado que en el caso de los
autoinjertos, a partir de una pequefia biopsia de
2-3 cm? de piel no dafiada, es posible expandir en
cultivo, la superficie epidérmicahasta7 mila10 mil
veces en un periodo de 3-4 semanas. De esta
manera se obtienen méas de 20 mil cm? de epider-
mis; es decir, mas que el equivalente a la superfi-
cie corporal de un humano adulto.?

El uso de los queratinocitos humanos cultiva-
dosin vitro, se esta convirtiendo en unaterapia de
rutina, debido a que la cubierta temporal con
epidermis alogénicacultivada promueve una mas
rapidaepitelializacionde las areas cruentas. Estu-
diosclinicoscontrolados,comparativosy aleatorios
en reas cruentas contiguas, demostraron que los
aloinjertosde epidermis cultivada reducen signifi-
cativamente los tiempos de epitelializaciénde un
30 a un 40%, en sitios donadores de piel y en
guemaduras de profundidad parcial."” Estos resul-
tados corroboraronresultados obtenidos en estu-
dios iniciales no controlados.® '21* En todos estos
casos los aloinjertos de epidermis cultivada pro-
movieron una rapida epitelializacion y fueron des-
plazados por la piel del paciente que se formé por
debajo del injerto. Los epitelios cultivados promo-
vieron la reepitelizacion del area cruenta, proba-
blemente estimulando la proliferaciénde querati-
nocitos localizados en los anexos epidérmicos
profundos y en los bordes de la epidermis no
dafiada? La estimulacién del proceso de regene-
racién de la superficie cutanea por los aloinjertos
de epidermis cultivada podria deberse ala sintesis
y secrecidn por estos epitelios cultivados de facto-
res de crecimiento o de algunos componentes de
la matriz extracelular, capaces de promover la
proliferacion de las células precursoras de los
gueratinocitos epidérmicos diferenciados o de
células troncales (stem cells).
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Terapia del paciente quemado. Estrategias en
elempleo de los autoinjertos y aloinjertos de
epidermis cultivada

Laterapiade los pacientes quemados ha avan-
zado de maneranotablecon laimplementaciénde
la excision temprana y tangencial, y en algunos
casos la excision profunda. Estas técnicas quirlr-
gicashan sidoposibles con el desarronode cubier-
tas cutaneas temporales. La terapiaconvencional
consiste en los procedimientos quirirgicos de
excision temprana de las areas quemadas; la
cubierta temporal con sustitutos artificiales, ven-
dajes y apésitos, tanto de las areas escindidas
como de las areas con quemaduras de profundi-
dad parcial; el uso de areas donadoras sanas del
mismo paciente para su Uso como autoinjertos
completos y mallados (en red); asi como el cubrir
estos sitios donadores con vendajes y apdésitos
hasta su re-epitelizacion en periodos que pueden
tomar de 15-25 dias para ser nuevamente utiliza-
dos parala cosechade mas autoinjertos(Figura1).
Estos procedimientos, dependiendo de la superfi-
cie corporal quemada y de la profundidad de las
guemaduras, implican largas estancias hospitala-
rias y varias sesiones quirdrgicas repetidas hasta
lograr la completa cobertura cutdneapermanente.
En general, se requiere de un dia de estancia
hospitalaria por cada grado porcentual de superfi-
cie corporal quemada.

Una estrategiaterapéuticautilizando la epider-
mis cultivada en forma combinada con la terapia
delos autoinjertos convencionales, permitiriaase-
gurar la sobrevivencia del paciente quemado, dis-
minuir significativamente la estancia hospitalaria
del mismo, y disminuir los riesgos a los que éste
puede estar sometido debido a la ausencia de
cubierta cutanea suficiente.™

Se ha demostrado que las &reas cruentas de
profundidad parcial (quemadurasde segundogra-
do) se deben cubrir, en forma muy temprana, con
los aloinjertos de epidermis cultivada para lograr
una epitelizacion rapida de estas areas que toda-
via presentan, en las estructuras secundarias,
células epidérmicas remanentes capaces de pro-
liferar; el uso temprano de los aloinjertos también
previene una profundizaciéony agravamiento de
estas areas cruentas.®''* Las areas con quema-
duras de profundidad total (tercer grado), deben
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cubrirse con autoinjertos completos en las areas
especialesy con autoinjertos en red o mallados en
areas no especiales.!* Con el fin de cubrir una
mayor superficiequemada, los autoinjertos malla-
dos podrian expandirse en una proporciénde 2:1,
y, segun algunos investigadores, hastade 6:1 o de
9:1, silos injertosen red se cubren con aloinjertos
cultivadospara promover una rapida epitelizacion.
En estos casos, los autoinjertos enred y las areas
donadoras deben cubrirse de inmediato con los
aloinjertos de epidermis cuitivada' (Figura 2)

Terapiadel paciente quemada
Terapiaconvencional

Curaciones frecuentes
Pr. parcial
4 Piel Areas
B anientes sana donadoras

=3
padienios

\ -

Pr. total Injerto

enred

Injmencz3, chl

Figura1. Terapia Convencional del Paciente Quemado. Se esquematiza
el tratamientodel paciente quemado con base a la disponibilidadde
injertos convencionales. Enlasquemadurasdeprofundidadparcial (Pr.
parcial), el paciente es sometido a curaciones frecuentes con el riesgo de
unaprofundizaciénmayor. Eltiempo de epitefizacién oscilaentre 15y 25
dias. Porotrapaite, paralos pacientesconquemadurasdeprofundidad
total (Pr.total), debe existir suficiente piel sanaparadisponer de reas
donadoras para el autoinjerto; involucra un gran nimerode sesiones
quirrgicas,y porlotanto, laestanciahospitalariaesprolongadaeimplica
unmayorriesgoparaelpaciente.

Los aloinjertos cultivados permiten una rapida
proliferacion de los queratinocitos, y por consi-
guiente, unarépidaepitelizaciéon de IoC intersticios
de los injertosen red y de los sitios donadores de
piel. El cubrir los autoinjertos mallados con los
aloinjertosde epidermis cultivada podriadisminuir
la formacién de queloides o de cicatrizaciénhiper-
tréfica, debidas a las altas relaciones de expan-
sién de los autoinjertos en red. La disminucion de
laposibleformaciéndecicatrizacioneshipertréficas
y el uso de los aloinjertos cultivados no se ha de-
mostrado todavia. La cubiertade &reas donadoras
con los aloinjertos cultivados permite una rapida
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regeneracionde estasy su recuperacion mas tem-
prana parauna siguiente tomade autoinjertos.™ 1

Si se considera necesario el uso de los auto-
injertos cultivados, una biopsia de piel sanay de
grosor total de unos 2-3 cm?de superficie, se debe
tomar en forma inmediata para el cultivo de los
autoinjertos que podrian ser trasplantados cerca
de 3-4 semanas después de la tomade la biopsia.
Tomando en consideraciénla superficie corporal
guemada y la profundidad de las quemaduras,
podemos suponer que si se llevan al cabo los pro-
cedimientos anteriores de uso de los aloinjertos
cultivados, la necesidadde los autoinjertos de epi-
dermis cultivada estaria limitada solamente a pa-
cientes con més de un 60% de la superficiecorpo-
ral quemada.

Terapiadel paciente quemado
aloinjertos, autoinjertosy terapia actual

Amme"os
[ cultivades |
1n.n|rr~.sc |
cultivados | A, parcial

/ "'9' Aroas

A sana =% onadoms *

»

Bicpsia
pasa cultiva
de spidenmis
E— ]

Pr. total
\ o et
Aucinjartos |
cultvados

Figura2. E i ica actual del paci emado. Utilizacién
deautoinjertosy almnjerlos cultivados en combinacién conlos autoinjertos
convencionalesLas areas de profundidadparcial,areas donadorase
iniertos en red, son cubiertas con aloinjertos cultivados que al estimular
elprocesodere-epte zacionoe dreacr.entareaucensign f cativamente
e tempogeltratamiento Los liempos de epitel zac on son oe 5-80 as
Los aloinjertos cultivados se encuentran disponibles para su rapida
utilizacién en un bancodealoiniertoscultivadosParalosoacientescon
quemad.rasdeprofund cactota seemp eaunaterap agsecomonalos
n,ernosobien doc oe dreas aonadoras, con los autoinjeros cultivacos
Eneste caso. la poblacion de uueratinocitosobtenidosdda biopsia del
paciente se utiliza oara aenerar eoitelios suficientes oara cubrir la
superf ciecorpora aelpac enie Esteproced mientoreguce nastaenun
50°5laestanc a nospitaiar aoe pac enteyd sminuye osr esgosalosque
estasometido.

—

Injmes 22.0 1
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Resultados clinicos de la terapia combinada
con epidermis cultivada

Los avances tecnol6gicos y la oportunidad de
establecer un banco de epidermis cultivada para
aloinjertosen la Unidad de Tecnologia de Epider-
mis del Departamento de Biologia Celular del
CINVESTAV, autorizado por la Direccién del Re-
gistroNacional de Bancos de Organosy Trasplan-
tes de la Secretaria de Salud, permitieron incluir la
aplicacionde los aloinjertos cultivadoscomo parte
de la terapia rutinaria del paciente quemado. Por
medio de este banco fue posible el uso inmediato
de los aloinjertos para lograr una epitelizacion
rapiday méas tempranaen las areas susceptibles a
estaterapia, y esperar el periodo de las 3 semanas
de cultivo necesarias para recibir los autoinjertos
cuando estos fueran necesarios. Enun estudio que
se describe a continuacién™ los aloinjertos y
autoinjertosde epidermis humana se cultivaron en
laUnidad de Tecnologia en EpidermisdelDeparta-
mento de BiologiaCelular del CINVESTAV.

Enun andlisis comparativoy retrospectivolleva-
do a cabo en el Hospital Azcapotzalco Norte de
Petréleos Mexicanos se trataron con epidermis
cultivadacerca de 100 pacientes con quemaduras
de grosor parcial y total. Se evaluaron 32 pacien-
tes que fueron atendidos sin epidermis cultivada y
28 pacientes con epidermis cultivada. De los 28
pacientes, 12 (42.8%) sufrieron quemaduras en
superficiesmenores al 30% del &rea corporaltotal;
9 pacientes (32.1%) tuvieron quemaduras en el
30-50% de su superficie corporal y 7 pacientes
(25.1%) sufrieron quemaduras superiores al 50%
del &rea corporal total. En todos estos casos se
utilizé6 como terapia de rutina, una terapia combi-
nada de autoinjertos convencionalesy aloinjertos
cultivados, y en algunos casos, especialmente en
aquéllospacientesconquernadurasdetercergrado
y conmés del 50% de la superficie corporalquemada,
también se utilizaron los autoinjertos cultivados.

Al comparar la duracion de la estancia hospita-
lariade los pacientes quemados atendidos conlas
técnicas convencionales solamente, con aquélla
registrada para los pacientes atendidos con una
terapia combinada que incluyé la terapia conven-
cional, los aloinjertos y los autoinjertos cultivados,
se observé un decremento en los tiempos de
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hospitalizacion,de entre 27% y 46% dependiendo
de la superficie corporal quemada. (Cuadro)

El indice de mortalidad del paciente quemado
también disminuydcon el uso de la terapia combi-
nada con epidermis cultivada. De 10 pacientes
con quemaduras superioresal 50% de la superfi-
cie cutanea, que fueron atendidos con terapia
convencional, solamente 2 pacientes lograron so-
brevivir. En contraste, de 7 pacientessometidosa
una terapia combinada que incluyé en forma sig-
nificativa la epidermis cultivada, 5 pacientes so-
brevivieron,es decir, la mortalidad se redujoen un
65.0%. La causadel fallecimientode los pacientes
tratados con la epidermis cultivada estuvo asocia-
da a quemaduras en las vias aéreas. En ninguno
de los casos se observaron complicaciones oca-
sionadaspor el empleode los epitelios producidos
in vitro, y no se presentaron diferencias en la efi-
cienciade la epitelizaciéna pesar de que las que-
maduras fueron por diversas causas.

I Cuadro I. Disminucién de la estancia hospitalariaen
pacientesquemadostratadoscon epidermis cultivada
Porcentajede  EstanciaHospitalaria(Dias) Decrementoenla
Superficie Estancia
Corporal Hospitalaria
Quemada Promedio (%)
Injertos Epidermis
Convencionales  Cultivada

Menos del 30% 318 23.1 273
30 al 50% 49.3 35.1 28.8
Mas del 50% 775 4.8 46,0

Secomparaladuraciénpromediodea estancia hospitalaria en pacientes
quemadostratadosconinjertosconvencionales (piel de grosor parcial
tomada de areas donadoras), y la estancia en aquéllospacientes que
recibieron epitelios cultivados {autoinjertos y aloinjertos) en el servicio de
cirugia reconstructiva del Hospital Central Norte de Petréleos Mexicanos.
Paraelaborar listicaseesumieronlosresultadosobtenidosen
eltratamientode 28 pacientes atendidos dentro del programa de epidermis
cultivada (perfodo 1987-1992). Las estadisticas correspondientes alos
P4C ertestratanes conin enos converciona es 32 pac entes) ‘es.men
€S resu tagas 00ten aas en € M SMA NOSH A Porf € 1 SMO gr.po
quirargoo, paralos afios 1984y 1987

En la mayoria de los casos, el uso de los alo-
injertos cultivados ocupé una mayor proporcién
que el delosautoinjertoscultivados enlaterapia de
cada uno de los pacientes. Con los aloinjertos
cultivados se logré una coberturatempranade las
areascruentasy unare-epitelizaciénrapiday tem-
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pranade las quemadurasde profundidadparcial,y
de los sitios donadores. Las diferencias observa-
das fueron significativas y congruentes con las
experienciasreportadaspor diversos grupos clini-
cos y de investigacion en todo el mundo en los
Gltimos 7 a 10 afios. Durante estetiempo, cercade
mil pacientes quemados han recibido la epidermis
cultivada como parte de su tratamiento. Estosdatos
deben ser considerados tomando en cuenta la
imposibilidad de llevar a cabo estudios clinicos con-
trolados de estanciahospitalariay sobrevivencia.

Conclusién

La terapia combinadade la epidermiscultivada
y con los autoinjertos convencionales permitié
asegurar una mejor terapia de rutina al paciente
quemado, menores riesgos de infecciony compli-
caciones, asi como probablementemejores resul-
tados estéticos. Ademas se observé una reduc-
cién de la estancia hospitalaria, que en muchos
casos podriallegar a ser menor hasta en un 50%,
comparado sélo con la terapia convencional ac-
tual, y por consiguiente,una disminuciénsignifica-
tiva en los costos terapéuticos, tanto para los pa-
cientes como para las instituciones de atencién al
paciente quemado.

La disponibilidad de la epidermis cultivada en
cantidades virtualmente ilimitadas hace de este
recursola solucién para numerosos problemas de
cicatrizaciéon y de cirugia reconstructiva. En la
actualidad se intenta su aplicacién en forma ruti-
naria no sélo en pacientes quemados, sino en
individuos con problemas recurrentes como el
complejode pierna®-'7 (Bolivar-Flores, resultados
no publicados), o en dermoabrasionesy otros as-
pectos de la cirugia plastica y reconstructiva. Del
mismo modo, la técnicase empleaen la cobertura
de areas donadoras y quemaduras de profundi-
dad parcial. """ De modo potencial podria em-
plearse en el tratamiento de patologias como la
epidermolisis bullosa y en tratamientos quirdrgi-
cosencaminadosaeliminarcicatriceshipertréficas,
asi como en diversos casos en que se presentan
dafios epidérmicos como consecuencia de radio-
terapia y quimioterapia.La experienciadisponible
y la que se acumulara en los afios por venir,
permitirddesarrollarmétodosmésadecuadospara
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reducir la contraccién de las heridas, asi como
entender los mecanismos que estan involucrados
enlaregeneraciénde la epidermisy otrosepitelios.
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lll. La construcciony el uso de bancos genéticos

Hugo A Barrera-Saldafia*

Resumen

La investigacion biomédzca se ha beneficiado en
gran medzda de las herramzentas aportadas por la
Biologia Molecular y por la tecnologia del ADN
recombmante. En la gran mayona de dichas mnves-
tigaciones se usa al ADN de los individuos (bancosde
ADN) como puntodepartrda El ADN de cada individuo
Se analiza dzrectamente por técnicas tales como la
Reaccrén en Cadena de |la Polimerasa (PCR), 0 2
fraccrona e inserta en vectores de clonacién que se
propagan generalmente en bacterias, para constituir
una coleccion declones, refenda como banco de genes

Mientras queala primera opcién, ygraciasala gran
sensibilidad de la PCR, se recurre cada vez mas para
inveshgar mutaciones en genes conocidos, ala segunda
se hace para aislar nuevos genes

Palabr asclave: Bancosgenéticos,clonacionmolecular,
PCR

Introducciéon

El sentido que deseo darle aqui a los bancos
genéticos, es uno amplio que abarque tanto las
colecciones de microorganismos recombinados,
poseedores de todos los productos de una frag-
mentacion representativa de un genoma (bancos
de genes), como a una coleccién de tubos de
laboratorio (bancos de ADNs) conteniendo cada
uno el ADN genémico purificado a partir de sangre
periférica, o de algun otro tejido, de una poblacion
de individuos con una enfermedad de interés.

Summary

Biomedical research has greatly benefited from
molecular bzology and recombinant DNA tools In
most current research projects, the DNA from each
individual in a family or m a collection of individuals
serves as the start-up material (DNA bank) Each
sample s either directly analyzed with technzques
such as polymerase chain reaction (PCR) or each
DNAfragment is inserted and fractionatedinto cloning
vectors transformed, generally :» bacterza, to
constitute a collection Of clones, referred to asa gene
bank While the first approach is used zo screen for
mutations in the populatzon, the second leads to the
isolation of new genes.

Key words: Gene banks, molecular cloning, PCR.

Clonacion rnolecular

Hasta antes de los afios 70's era imposible
analizar o purificargenes de los llamados de copia
sencilla, que son los que codifican para la gran
mayoria de las proteinasque soportan la estructu-
ray el funcionamientocelular. La dificultadestriba-
ba en que ademas de que una célula humana
contienecantidadesinfimasde ADN, ungenhuma-
no de tamafio promedio (digamos 3 mil pares de
bases o 3 kbp), representa tan solo una millonési-
ma del genoma humano. De hecho, se ha esti-

'Académico numerano. Jefe de/ Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma deNuevolLeon.
Correspondenciaysolicituddesobretirofr. Huge Barrera Saldafia, Departamento de Bloguimica, Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de
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mado que paraobtener un miligramo de un gende 2
kbp, como es el caso del de la b-globinahumana, se
tendriaqueemplearcomomaterial dearranqueal ADN
detodas las células de 24 personas.'

En la década del 70 se originé la técnica de
aislamiento de genes por clonacién molecular, la
cual permite acceder a los genes de organismos
superiores. Esta técnica consta de tres procedi-
mientos. Primero se genera una coleccion de
microorganismos (generalmente Escherichia coli)
gue portan secuencias nucleotidicas del organis-
mo de interés, luego se recurre a una de multiples
estrategias para identificar cuél de las miles y
milesdeclonasposeelassecuenciasnucleotidicas
de interés y finalmente, esta clona es propagada
en gran volumen y de ella recuperada dicha se-
cuencia nucleotidica.

El invaluable aporte de estos procedimientos
es doble: 1) hace posible expander en forma
clonal un gen particulary generar por ejemplo un
miligramo del mismo, simplemente recuperando
éste a partir de un litro de cultivo de la bacteria
recombinada,y 2) cuandoson aplicadosalgenoma
completo de un organismo, la coleccion de clonas
generadas se convierte en un banco o biblioteca
de genes del mismo, constituyendo el material de
arranque para cualquier pioyecto dirigido a desci-
frar la informaciéncontenidaen el ADN del orga-
nismo en cuestion.?

Bancosdegenes

Existen basicamente dos tipos de bancos de
genes, cuando son clasificados de acuerdo a la
fuente del ADN a propagar: los bancos genémicos
y los de ADN complementario (ADNc).

Los bancos gendmicos son los que contienen
clonas representativas de todas las secuencias
del genoma de la especie en estudio. Los de
ADNCc, por el contrario, contienen solo aquéllas
secuencias que en el genoma del organismo sir-
ven para codificar las proteinas de algun tejido u
6rgano en particular. Estos Gltimos son construi-
dos partiendo de las moléculas de ARNm del tejido
en cuestion y convirtiéndolas en ADNc por accién
delatranscriptasa reversa. Asi, un banco de ADNc
de higado contendré aquellas secuencias de ADN
expresadas como proteinas en este tejido.
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Los bancos de genes son también clasificados
de acuerdo al vector que porta los insertos. En
virtud de que los varios tipos de vectores acomo-
dan insertos de diferentes tamafios, su selecciéon
dicta las caracteristicas y usos particulares de
cada banco.

En general serecurrea cuatro tipos de vectores
para construir bancos de genes de organismos
superiores; éstos y sus principales caracteristicas
se describen en el cuadro l.

Cuadro].Clasificacionde bancosde genes
humanos de acuerdo al vector.

Vector: Inserto: Clones por genoma:

1 Plasmidos 4 kpb 750,000
2 Bacteridfago 12-22 kpb 150,000
3 Codsmidos 40 kob 75,000
4. YACs* 200-400 kpb 7.500

‘Abreviaturasde “YeastArtificial Chromosomes”
B v

Mientrasque paraaislarungengeneralmentese
recurre a bancos construidos con vectores deriva-
dos delbaceriéfagolambda,elproyectodelgenoma
humano, cuyo principal objetivo fue construir un
mapa fisico de cada cromosoma humano,® des-
cansa en vectores del tipo de los cromosomas
artificiales de levadura (conocidos como YACs,
por las siglas del inglés), cuyos largos insertos
hacen el proceso del mapeo mas rapido y facil.

Las cepas de bacterias y levaduras usadas
como hospederos de los vectores requieren de
poseer ciertas caracteristicas. A saber:

1) Féciles de introducirles las méleculas recom-
binantes.

2) Convenientes para tamizarlas cuando son
usadas para propagar un banco de genes.

3) Modificadoras lo menos posible de los inser-
tos.

Particularmente este Ultimo punto es de cuida-
do y las nuevas cepas de Escherichia coli se
procuran carentes de enzimas de restriccion, de
metiltransferasasy de enzimas de recombinacion.
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Bancos de ADN

Conla “molecularizacion” de la Genéticay de la
Medicina, el ADN genémico de un individuo ya no
s6lo se usa para construir bancos para aislar
genes en busca, por ejemplo, de mutaciones, sino
gue también se convirtié en el material de arran-
que para estudios de hibridaoi6n primero, de am-
plificacién por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) después, y recientemente de
técnicas rapidas basadas en esta Ultima, para
tamizarmutacioneso paradeterminarlasecuencia
nucleotidica del gen o regién génica de interés.*

Conlosproblemas asociados arecolectarmues-
tras de sangre periféricade los miembros de una
familia afectada con alguna enfermedad heredita-
ria, asi como con las posibilidades cada dia mayo-
res de identificarlos genes causantes de muchas
enfermedades genéticas (proceso acelerado con
el proyecto del genomahumano), se desprendidla
necesidad de preparar un juego de viales conte-
niendo el ADN de cadauno de los miembros de las
familias en estudio.

El poseer un banco de ADN gendmico de las
familias de interés para el estudio de alguna en-
fermedad hereditaria, brinda un beneficio doble:
primero, permite, si la coleccién de familias que
integraelbancode ADN es numerosa, usar dichas
muestras para contribuirlas a un estudio colabo-
rativo del tipo de los muchos concluidos y los mas
en proceso, orientados a identificar el gen o genes
causantes de alguna enfermedad en particular.El
poseer varios cientos de colecciones de familias
preferentemente numerosas y de varias genera-
ciones, ha sido el factor clave para el éxito de
dichos proyectos, donde el paradigmaes sin duda
el de la caceria del gen causante de la Corea de
Huntington, donde las armas moleculares fueron
entre otras las caminatas cromosomicas.

Asimismo, el contar en el laboratorio con un
banco de ADN de pacientes, permite recurrir a
éste para rastrear mutaciones en el nuevo gen
recién descubierto como causa de la enfermedad
bajo consideracion, o buscar la(s) nueva(s) muta-
cién(es) recién reportada(s) en otra(s) pobla-
cién(es), en aquellos miembros afectados del ban-
co que resultaron negativos para la deteccién de
las mutaciones previamente conocidas.
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Por Ultimo, en los casosde enfermedades com-
plejasenlas que se sospechaque influyenmas de
un gen, pero que se sabe existe asociacion con
algun polimorfismo genético, al avanzar los estu-
dios encaminados a precisar qué genes estan in-
volucradosy cdmo es que éstoslo hacen, elbanco
es una vez més reevaluado para precisar el peso
que en la poblacion representada tiene cada uno
de los loci genéticos implicados.

Preparaciény conservaciénde bancos de ADN

Unos cuantos mililitros (incluso algunas gotas)
de sangre venosa periféricafrescay anticoagulada
con EDTA, bastanparaprocesar la muestra. Esto
se logra a través de una sucesion de pasos para
lisarlos glébulosrojos, cosecharlascélulasblancas,
lisar éstas y degradarles sus proteinas, limpiar el
ADN liberado por extracciones orgénicas (opcio-
nal), precipitaréste con etanol y finalmente, resus-
penderlo en TE.

El ADN obtenido por cualquier método puede
guardarse en viales de plastico nuevos, de prefe-
rencia con tapon de rosca, debidamente etiqueta-
dosy sus datos completos deben quedar registra-
dos en una libreta de laboratorio. Dichos viales
pueden agruparse en conjuntos de familias con la
misma enfermedady conservarsea 4°C. También,
y sobretodo cuandono se van usar frecuentemente
(paraevitarciclos de congelaciény descongelacion
que tienden a romper la hebra del ADN), pueden
almacenarsea -20°C o inclusive a -70°C.

Usos comunes de bancos de ADN

Tres son los principales usos actuales de un
banco de ADN preparado a partir de un grupo de
pacientes afligidos con una enfermedad genética
y de sus familias:

1) Estudios de ligamiento para identificar el gen
(es) responsable(s) del padecimienloen cues-
tion.

2) Pruebaspararastrearlas posibles mutaciones
que pudieranestar afectando al gen en estudio
(identificadopreviamente).
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3) Pruebas de tipificacion de polimorfismos que
indirectamentepermitanun diagnésticode por-
tadores o establecerasociacionesentre dichos
polimorfismos y predisposicién o susceptibili-
dad al padecimientoinvestigado.

Aunque enalgunasde las pruebas de laborato-
rio incluidas en estos tres tipos de investigaciones
aun se recurre a la técnicade hibridacion descrita
por Edwin Southern en 1975,7 cada vez que es
posible se procura reemplazar ésta por la méas
facil, répida, sensible y barata técnica de la Re-
accion en Cadenade la Polimerasa.? Estarequiere
generalmentede 100 ng del ADN del paciente para
practicarse, pero puede aplicarse aun hasta conel
ADN obtenido de una sola célula (unos cuantos
picogramos). Asi pues, el ADN de unamuestradel
banco serafuente abundante paramdltiples ensa-
yos con la técnicade PCR, como el descrito en el
cuadroll.

Cuadroll. Ingredientesdeun ensayotipico (50 ml) de PCR.
Reactivo Concentracionfinal
H,0 .
Tris-HCI, pH=9 10 mM
KCl 50 mM
Tritén X-100 0.1%
MgCl, 05a25mM
Iniciadores 0.2a 0.5 mM (c/u)
dNTP’s 0.2mM
ADN 100 a 500 ng
Enzima 25U

v

Conclusiones

Hastahace poco eracostumbrede los investiga-
dores precavidos coleccionar sueros de pacientes.
Larevoluciéngenética de los afios 70's hatransfor-
mado, sobre todo en los Ultimos 10 afos, a la
Genética y alaMedicina. Del estudio delfenotipo se
pas6 al nivel bioquimico, ensayando enzimas y
midiendo proteinas. Ahora ambas disciplinas se
manejanal nivel moleculary el ADN, los genes, las
mutaciones, los polimorfismos, las dosis génicas,
las improntas gendmicas, las expansiones trinu-
cleotidicas, las huellas genéticas, y demés nuevos
conceptosque el médico tiene que tratar de asimilar
diaadia, dominan el horizonte.
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Ahora a un paciente (o preferentemente a toda
su familia) con diagnéstico presuntivo de alguna
enfermedad hereditaria de causa conocida o aun
desconocida, se le debe recuperar su ADN para
con él, si se cree que pudiera ser particularmente
valioso (familia numerosa y con varias genera-
ciones, presencia de translocaciones cromosoé-
micas interesantes, caracteristicas fenotipicas
Unicas o peculiares, etc.), incluirlo en unestudio de
identificaciondel gen causa de su afeccion, o si
éste ya se descubri6, caracterizarle su mutacion.

Es asi que ahora el médico y el investigador
biomédico deben pensar en el ADN del paciente
comoel“expedientehereditario“permanente, fuen-
te de presentes y futuras investigaciones, y un
valioso aliado en la lucha contra la enfermedad.
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IV. Transfeccion de células humanas para el
tratamiento de cancer y de enfermedades
metabolicas

Herminia Mariinez-Rodriguez*,Salvador Said-Fernandez**

Resumen

Transfeccién es la introduccién de DNA exdgeno a
una célula receptora La transferencia de genes ha
hecho posible que se perciban nuevos horizontes en el
tratamrentodemuchasenfermedades Aquiserevisaran
las opciones para el tratamiento de enfermedadesheredi-
tarias (metabohcas)y del cancer

En las enfermedades metabdlicas, € defecto radica
en la deficiencia 0 ausencia de una proteina debida a
un gen dafiado 0 ausente y la correcctén consiste en
introducir una copia del gen sano

En lo que se refiere al tratamiento del cancer, lo
que se busca mediante manipulaciones genéticas es
destrutr las células que han perdido |la regulacion
normal del crecimiento Losgenes SUpresoresdetumores,
los que codifican para interleucinas, interferones, 0 para
antigenos que refuerzan la inmunidad del paciente
se han utilizado para este fin También  ha estudiado
¢l efecto del factor de necrosis tumoral (TNF, por sus
siglas en inglés) y de marcadores de resistencia a
drogas

Aunque |a terapia génica ha dado resultados prom-
sorios existen dificultades importantes que tendran
que superarse antes de que ésta esté disponible para
su utilizacion en la practica clinica Conszderandoel
grado y la velocrdad de desarrollo de esta nueva
tecnologia es muy probable que la terapia génica
Sserd un procedimiento exitoso y de rutina en la
Medicina Molecular del préximo siglo

Palabras clave: Enfermedades metabdlicas, cancer,
terapia génica, transfeccion

Summary

Transfection consists the exogenous DNA introduiction
to a reciprent cell Gene transference 1s a power-ful
tool that has made it possible to percetve new horizons
n the tr of agreat number of di; In the present
paper, the current optronsto the inherited (metabolic)
diseases and cancer treatments are described

In metabolic diseases, the cellular defect consists
of adeficiency or absence of a protein coded by a damaged
or absent gene Thus, the correction consists the
rntroduction into the cells a copy of the mtact gene

With respect to the cancer treatment, the aim s to
destroy, by means of genetic manipulations, the cells
that have lost normal growthregulation The genes that
codify to interleucins, interferons, or those antigens that
reinforce patient tmmunity have been used wrth this
objective Inaddition, the tumoral necrosis factor (TNF)
effect, and that of drug-resistance markers have also
been studied

Although genetherapyhasyielded promissory results,
there are still considerable difficulties that need ro be
overcome before can gene therapy be available for
clinical use Considering the level andvelocity by which
this new technology 1s developzng, it 1s probable that
gene therapy will be a current, successful procedure
in Molecular Medicine diving the next century

Key words: Metabolic diseases, cancer, genetherapy,
transfection.
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Introduccién

Transfecciéneslaintroducciénde DNA exégeno
a una célula receptora. EI DNA introducido puede
expresarse en forma permanente o transitoria,
dependiendo de si se integra o no al genoma de la
célula receptora.’

Hay una gran variedad de técnicas para la
transferencia de genes que emplean el DNA solo
ocombinadocon DEAE-Dextran, fosfato de calcio,
lipidos catiénicos o utilizando vectores virales que
aumentan la eficencia de la transfeccidn.?

MedianteestastécnicaspuedeintroducirseDNA
de la misma especie o de otra diferente en una
célula receptoray analizar su expresion, es decir,
la sintesis de una proteina que la célula no podia
hacer con anterioridad. Esto tiene aplicaciones
muy importantes en la investigacion basica para
estudiar la regulacién de la expresion génica y la
biologia del desarrollo y ademas tiene aplicacio-
nes enlamedicina, ya que pueden introducirse en
células en cultivo, genes que codifican para hor-
monas, enzimas, factores de crecimiento, factores
de coagulacién y anticuerpos monoclonales, los
cuales se pueden producir a gran escala por
biotecnologia y emplearse para el tratamiento de
muchas enfermedades.® Otra aplicaciéon médica
sobresaliente de la transferencia de genes, es sin
lugar a duda la terapia génica. Es decir, la modifi-
cacién de células de unindividuo para que produz-
can una proteina que normalmente no producen.
La terapia génica tiene aplicaciones en el trata-
miento de enfermedades autoinmunes, infeccio-
sas, hereditarias (metabdlicas) o adquiridas? Se
revisara aqui lo referente a las aplicaciones en
enfermedades metabdlicas y cancer.

Enfermedades metabdlicas

Hay mas de 4500 enfermedades metabdlicas
enlas que los pacientes tienen algiinimpedimento
genético para producir una proteina estructural,
enzimatica u hormonal.® En muchos casos, el
tratamiento, silo hay, se limita a tratar de reducir al
maximo las necesidades del organismo por la
proteina faltante; ya sea modificando la dieta o los
habitos de vida. De esta manera se evita que los
productos metabdlicos téxicos se acumulen en el

582

oganismo. Otra estrategia de tratamiento consiste
enadministrarde algunafuenteexdgenalaproteina
faltante; porejemplo, el factor VIl de lacoagulacion
en la hemofilia A, o la hormona de crecimiento
humana en casos de enanismo hipofisiario. Des-
afortunadamente, los preparados de estos com-
puestos, que se administran a los pacientes, pue-
den estar contaminadoscon los virus del sida o de
la hepatitis B.®

Las posibilidades de la terapia génica de célu-
las sométicas son muy prometedoras; consideran-
do que el DNA exdgeno puede introducirsein vivo,
directamente al tejido apropiado; o puede introdu-
cirse primero in vitro en las células apropiadas e
injertar éstas subsecuentemente a un sitio fisio-
l6gicamente importante en el organismo.” Hace
relativamente poco tiempo se aprobd un protocolo
de investigacién para el tratamiento de inmuno-
deficiencia hereditaria, mediante terapia génica.
Los nifios afectados por esta enfermedad tienen
una deficiencia o la ausencia de la enzima adeno-
sina desaminasa (ADA). Estos pacientes sufren
de infecciones recurrentes de la piel, sistema ner-
viosocentral, tractogastrointestinaly sinopulmonar,
diarrea crénica, malabsorciény alta incidencia de
linfomas. Por ello, la mayoria de los infantes que
no encuentran un donador histocompatible de
médula 6sea mueren tempranamente. El trata-
miento mas comun consisite en la administracion
de ADA de bovino, tratada con polietilenglicol para
hacerla menos inmunogénica y retardar asi su
eliminacién del torrente sanguineo. En 1990, el
primer protocolo aplicado de terapia génica se
realizé en una nifia de 4 afios que sufria de una
inmunodeficiencia hereditaria severa.

En este protocolo, se tomaron linfocitos de la
nifia, se les introdujo el gen de la adenosina
desaminasa en un vector retroviral y luego los
linfocitos tratados se devolvieron a la circulacion.
Se encontré que el gen se expresaba.® Sin
embargo, el uso de linfocitos T corregidos requiere
de infusiones repetidas. Esto se debe a que se
piensa que las células T sélo sobreviven unos
cuantos meses. Posteriormente en dos nifios tra-
tados para deficiencia de ADA se encontraron
evidencias de las células corregidas en lasangrey
esto correlaciond con un mejoramientoimportante
del funcionamiento inmune.® Este protocolo tiene
importancia histérica porque fue el primero en

Gac Méd Méx Vol. 133 No. 6




realizarse. Ahora hay muchos ejemplos mas de
tratamientos por terapia génica.

Cabe una mencién especial para uno de ellos,
publicado muy recientemente para la correccién
de tirosinemia tipo | en un modelo animal. Esta
enfermedad se debe a la deficienciade la enzima
fumarilacetato hidrolasa que actta en el Gltimo
paso del catabolismo de la tirosina. Los pacientes
afectados con estadeficienciasufren de disfuncion
hepltica progresiva durante la infancia, dafio
tubular renal, crisis neuroldgicas tipo porfirias y
desarrollo temprano de carcinoma hepatocelular.
El sustrato de la enzima (fumarilacetato) y de su
precursor (maleilacetato) son hepatotdxicos y
carcinogénicos. En este trabajo se seleccionaron
positivamente hepatocitos mutantes corregidos in
situ por transferencia de genes mediada por
retrovirus, y tan solo 1000 de estas células fueron
capaces de repoblar el higado ya que tenian una
fuerte ventaja de crecimiento competitivo con las
células mutantes.’ Este trabajo es muy trascen-
dente, porque el higado es un importante érgano
blanco para la terapia génica de enfermedades
metabdlicas. Sin embargo, muchosde los trabajos
previos eran relativamente ineficientes para obte-
ner hepatocitos corregidos, capaces de mostrar
efectos clinicos significativos. El éxito del modelo
de preseleccién de hepatocitos mutantes corregi-
dos in situconsiste en que estos hepatocitos cre-
cenmasrapidamenteque loshepatocitosmutantes,
pudiendocompetircon ventajay repoblar el higado
por expansion clonal.!

Muchos tejidos han sido manipulados para su
modificacién genética, entre ellos piel, misculo,
células sanguineas, hepatocitos, etc. Los meca-
nismos mas eficientes para introducir el DNA han
sido desarrollados empleando vectores virales
modificados que portan el gen de interés y que no
causan dafio en el paciente.

Céancer

En el caso del cancer el problema es muy
diferente al de las enfermedades metabdlicas. Las
células tumorales han perdido la regulacién del
crecimiento normal, lo que se debe en la mayoria
delos casosamliltiples mutacionesque involucran
tanto la activaciéon de oncogenes como la inacti-
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vacion de genes supresores de tumores. Estas
mutaciones suceden a lo largo de la viday se ha
visto que la frecuencia con la que suceden se
aumenta mucho por factores ambientales y/o
genéticos.” Por lo tanto, la probabilidad de acu-
mular el nimero suficiente de mutaciones para
desarrollar un céncer es mas alta cuanto mas
avanzada es la edad de un individuo, No obstante,
éste también puede presentarse a cualquier otra
edad. Dado que las mutaciones son muiltiples, ha
sido muy interesante observar que para combatir
un tumor, con frecuencia es suficiente la restau-
racion de la funcién de un solo gen supresor de
tumores para inhibir las propiedades tumorigé-
nicas de muchas clases de células tumoralesy no
es necesario contrarrestar cada una de las muta-
ciones.” Ademas, un solo tipo de terapiapuede ser
empleada para diversos tipos de tumores.” Lo
cual es muy conveniente, sobre todo si se compa-
ra con el caso de las enfermedades metabdlicas,
en las que para cada enfermedad debe tenerse
caracterizado el gen y el tratamiento sélo sirve
para esa enfermedad.

Se han intentado principalmente tres estrate-
gias para la terapia génica el cancer: 1) inactivar
oncogenes, 2) administrar genes supresores de
tumores sanos que sustituyan los que se perdie-
ron por mutaciéon y 3) aumentar la respuesta
inmune del organismo para destruir las células
tumorales. Aunque quizas las Ultimas dos son las
mas empleadas. Hay muchos ejemplos de proto-
colos clinicos aprobados para su aplicacién en
humanos para cada una de ellas. Para la primera
estrategia hay varios protocolos aprobados en el
que introduciendo RNA antisentido (un RNA con
secuenciacomplementaria a los productos de la
transcripciéndeloncogen), se haintentadoinactivar
algunos oncogenes, como c-fos o ¢-myc.' En el
caso de laactivacion de genes supresores, p53 es
tal vez el méas estudiado y se ha probado para el
tratamiento de diversos tipos de tumores, em-
pleando vectores retrovirales.' En lo que concier-
ne a laterceraestrategia, vale la pena hacer algu-
nas consideraciones: cada mutaciéon que va su-
friendo una célula la va haciendo un poco mas
diferente con respecto a las demas células del
mismo tejido. Sin embargo, una célula tumoral no
eslosuficientementediferentea lascélulas norma-
les paraque el sistemainmune lareconozcacomo
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extrafiay la destruya, este es el gran problema de
lainmunoterapia.®

Entonces, lo que se ha intentado es hacer las
célulastumoralesmas extrafias al organismopor la
introduccién in vitro de genes que codifican para
algunos antigenos. Por ejemplo, los de histocom-
patibilidad. Estas células modificadasse reinoculan
en el organismo, el cual destruye ahora no sololas
células modificadas sino el resto de las células
tumorales. Lo anterior tiene implicaciones muy im-
portantes, ya que una de las complicacionesmas
severas del cancer son las metastasis. Y éstas,
muchas veces son detectables solo cuando ya el
mal estdmuy avanzado. Estaopciénde tratamiento
permite destruirlas aun cuando estan como
micrometastasis.Estetipo de terapiatambiénse ha
intentado por manipulacion in vivo. Lo cual tiene la
ventaja de no requerir del cultivo de las células del
paciente. El cultivo de células, aunque seatransito-
rio, hace el tratamiento caro y dificil de aplicara un
nimero grande de enfermos.”

Otras estrategias que se han empleado para el
tratamiento del cancer son las siguientes: reforzar
el sistema inmune, tratando linfocitos T especifi-
cos de tumores con genes que codifican para
interleucinas;'® modificacion genética de células
tumorales, introduciendo moléculas de ADN com-
plementario (¢DNA, por sus siglas en inglés), que
codifican para interferones, e incluso para factor
de necrosis tumoral para aumentar la respuesta
inmune antitumor.

Algunos vectores empleados en terapia
génica

Hay diversos vehiculos moleculares que se
utilizan para introducir el DNA exégeno a las
células que se van a tratar por terapia génica.
Entre ellos, los mas empleados son los retrovirus
modificados. Estos contienenun genomade RNA
que por transripciénreversa se copiaa una doble
cadena de cDNA. El genoma del virus esta
flanqueado por elementos idénticos llamados re-
peticiones terminales largas (LTR, por sus siglas
en inglés). Estas regiones contienen secuencias
regulatorias necesarias para la expresion de los
genes situados entre ellas; incluyendo un promo-
tor, un potenciador, sefiales de terminacion de la
transcripciény de poliadenilacion. El DNA de do-
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ble cadenaintegrado en la célulahuésped (llama-
do provirus), es heredable, se integraestablemen-
te en sitios al azar del genoma del huésped como
una sola copiacolinearconelgenomaviraloriginal.
Para producir un vector retroviral, algunos genes
virales son eliminados del provirus y reemplaza-
dos con el gen de interés terapéutico. En la mayo-
ria de los casos, la cantidad de DNA que puede
incorporarse en el vector entre los LTR estalimita-
da a 7-8 kb, permitiendo la incorporacion de la
mayoria de los cDNA, pero de muy pocos genes
de longitud genémica completa.”

Como los vectores retrovirales se integran al
azar en el genoma del huésped, en ocasiones
podrian inactivar genes celulares esenciales. La
integracion de un vector retroviral defectuoso en
replicaciénpuede representarun efecto mutacional
que dispare el cambio de una célula preneoplésica
aunacélulaneoplasicaatravés de laactivacionde
un protooncogen previamente silencioso, o por la
inactivacion de un gen supresor de tumores. El
hecho de que lamayoria de los canceres humanos
con toda probabilidad resultan de multiples muta-
ciones, junto con el hecho de que tales genes
blanco son muy raros, dan algo de seguridad de
que el riesgo de una neoplasia resultante de la
integracionde un provirusesextremadamentebajo?

Los retrovirus requieren que la célulaque van a
infectar se replique para poder integrarse. Esto
limitael tipo de células en las que puedenemplear-
se como vectores. Hay otros virus que también se
utilizancon los mismos propdsitos, tales como son
los adenovirus y los virus adeno-asociados, que
no requieren que las células se repliquen. Estos
tltimos se han empleado en protocolos de terapia
de fibrosis quistica y algunas enfermedaes respi-
ratoria~.Sin embargo, ellos tienen el inconve-
niente de que se replican en el organismo y pue-
den infectar otras células. Se han empleado tam-
bién herpes virus y parvovirus aunque con menor
frecuencia. Eltipo de vector que se utilizadepende
del tipo de células que se desee infectar.

También se han empleado vectores no virales,
como plésmidos® y liposomas. Estos Ultimos se
forman al mezclar lipidos con DNA. Tienen la ven-
taja de no ser potencialmenteinfecciosos, aunque
su uso ha sido muy limitado hasta la fecha.?' Re-
cientemente se han empezado a usar vectores
llamadosvirosomas que contienenliposomascatié-
nicos que aumentan la transducciénretroviral.??
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Dificultades a superar

Es ampliamente aceptado que se han obtenido
resultados muy promisorios en varios protocolos
clinicosde terapiagénica. Sin embargo, para que
esta tecnologia llegue a ser una herramienta de
uso cotidiano en Medicina, deberan superarse
algunas dificultades que hagan posible los si-
guientes requisitos indispensables: 1) que la tera-
pia génica pueda realizarse mediante manipula-
ciones in vivo, 2) que sea posible dirigir el vector
especificamente a las células blanco, 3) que se
logre la integracion sitio-especificadel DNA que
se estaintroduciendoy 4) que sea posibleregular
la expresion del gen.

Lo anterior, en su conjunto, haria innecesario
tomar muestras de células de los pacientes para
cultivarlas y modificarlascon el vector in vitro. Lo
que facilitariatratar un mayor nimero de pacien-
tes a un costo mucho menor. Ademas al ser
posible dirigir especificamente el vector al 6rgano
blanco se eliminarian los riesgos inherentes a
infectar otras células aue no son las aue se desean
modificar. Con la integracion sitio-especifica se
evitarialaposibilidad de inactivarsecuenciasesen-
cialesde la célulahuésped o causar mutagénesis
por inserciéndel virus en sitios inadecuados. Por
ultimo, la posibilidad de regular la expresion del
genintroducido permitiriaque la expresion del gen
se realice s6lo en los nivelesy durante el periodo
de tiempo requeridos; tal y como sucede en un
organismo sano.

Se estarealizando una investigacién tan activa
en el campo de la terapia génica, que es muy
probable que en pocos afios ésta constituyauna
alternativa terapéutica real en la practica médica.
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V. Modelos celulares para el estudio de efectos
toxicos de farmacos y metales pesados
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Resumen

La exposicién ocupacional 0 en el ambiente general
aagentes xenobidticos constituyeunproblema gravede
salud piiblica Sus efectos sobre la salud humana se
estanestudiando intensamente El uso de bzomarcadores
hamostrado ser muy iitil para estos fines y para detectar
oportunamente procesos patoldgicos ovalorar procedi-
mientos terapéuticos

Demaneratradicional, el uso deanimales deexper:-
mentacion ha sido indispensable parala deteccion yla
vahdaczén de bzomarcadores, para € estudio de los
efectos toxicos de agentes xenobidticos, de procesos
patolégicos o para el desarrollo denuevos medicamentos.
Sinembargo, restricciones éticasy limitaciones técnicas
han hecho necesario € uso de modelos alternos de
investigacioninvitro Lascélulasaisludas de organismos
ylaslineas celulares en cultivos constituyen una de las
mejores alternativas Ennuestrolaboratorio implemen-
tamos un modelo 1n vitro para analizar €l efecto del
mercurio 'y otros metales pesados sobre la posible
reabsorcién tubular renal de proteinas Esto, con ef
propésito de identificar y validar biomarcadores de
dafio renal a nivel de los tibulos contorneados
proximales, antes de que las células epiteliales hayan
sido lisadas Ademas, € modelo in vitro aqui descrito
podria ser util para analizar sistemdticamente |0s
primeros dafios produczdos por otros agentes
nefrotéxicos

Summary

Occupational and environmental exposures to
xenobiotics 15 a serious Public Health problem Their
effects on human health s the subject of intensive
research Thebzomarker shave been demonstrated to be
very useful tools for these purposes, and also to detect
with opportunity, pathological processes or to evaluate
certain therapeutic regimenes Traditionally, the use of
laboratory anzmals has been essential to identify and
validate bzomarkers, fo analyze xenobiotic effects and
pathologic processes, or to develop new therapeutic
drugs However, ethical restrictions and technical and
econo-mical limitations have made 1t necessary to make
use of 1n vitro researchmodels as an altematzve to the
laboratory use of animals The cells isolated from
organisms and cell lines established mculture represent
one of the best alternatives to the laboratory use of
anzmals We have implemented wn our laboratory anin
vitro model o analyze the effect of mercury and other
heavy metals onthealbumin protein tubular reabsorption
m order fo identify and validate bzomarkersof renal
damageattheproxzmal tubule level, before the epithelial
cells become lyzed In addition, thein vitro model here
described, could be useful to systematically analyze the
early damage produced by other nephrotoxic agents
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Introduccion

Enelagua, el airey la tierrade nuestro planeta
se acumulan diariamente numerosas sustancias
nocivasparalavida, conocidas como xenobiéticos
(del griego xenos, extrafio; bios, vida; e ico ,
relativoa).’ Lapresenciade xenobiéticos constitu-
ye uno de los problemas més importantes de
Salud Publica? Ademés de los contaminantes
quimicos, los organismos vivos estanexpuestos a
agentes fisicos, como las radiaciones ionizantes.?
Actualmente hay més de 200 mil xenobibticos
producidos por el hombre que estan perjudicando
seriamente a la bidsfera.' De tal magnitud es el
problema de la contaminacién ambiental que
Robert Murray (un eminente profesor de
Bioquimica) postulé que “...de no controlarse en
forma directa la contaminacién quimica, en un
futuro no muy lejano ya no habra bioguimica por
qué preocuparse”.!

Desde el punto de vista médico, los agentes
xenobidticos mas importantes son diversos
medicamentos, aditivos paraalimentos, pesticidas
y desechos o materias primas industriales. * La
mayor parte de los xenobiéticos producen sus
efectos nocivos actuandodirectamenteen el orga-
nismo, donde causan lesiones a nivel celular o
rnolecular. Hace poco tiempo se descubrié que
algunos pesticidas organoclorados, contaminan-
tes de alimentos de origen vegetal, mimetizan
actividades hormonales femeninas. Por eso se les
ha llamado "xenoestrégenos". Se ha postulado
que estos factores son promotores de cancer
mamario en la mujer.* Esta propuesta es aun
controversial.

Enunarevisiénque realizamosen épocarecien-
te sobre investigacionesrelacionadascon el tema,
publicadas en los Ultimos tres afios, observamos
gue los xenobiéticosde mayor importanciamédica
producen trastornos metabodlicos, lesionan érga-
nosy tejidos o son promotoresde cancer. Algunos
autoresestiman gque el 90% de los casos de cancer
fueron inducidos por un agente xenobiético. En la
mayor parte de los casos mencionados (si no es
gue en todos) se producen o liberan moléculas
caracteristicas, que pueden ser detectadas en los
laboratoriosde andlisis clinicos. A estas moléculas
indicativasdeproblemascausadosporxenobidticos
se les llama biomarcadores.
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Losbiomarcadorespuedenserécidosnucleicos,
proteinascon diversas funciones bioldgicas, inclu-
yendo una amplia variedad de enzimas, aductos
de DNA o proteinas y metabolitos de muy diversa
indole. Se conocen como aductos a complejosde
biomoléculas con productos toxicos. Muchos de
ellos son cancerigenos.

La importancia médica de los biomarcadores
consiste en que su deteccion oportuna en el hom-
bre o en los animales permite hacer una evalua-
cion de la gravedad de los dafios ocasionados por
alglin agente xenobidtico, a nivel individual o co-
lectivo. También permite detectar oportunamente
un problema de intoxicacién, o de la presencia de
céncer, en sus fases mas tempranas, cuando ain
es altala probabilidadde que el tratamiento espe-
cifico sea exitoso.? Los biomarcadores permiten
también valorar el progreso del tratamiento espe-
cifico. Por las razones expuestas, el desarrollo de
nuevos biomarcadores es un importante foco de
interés del mundo cientifico, biotecnolégico e in-
dustrial.

Los sujetos de estudio para la valoracion y
validaciénde los biomarcadores son, entre otros,
las poblaciones humanas expuestas ocupacional-
mente a los agentes xenobi6ticos, personas con
céancer o enfermedades metabodlicas, sujetos sa-
nos, animales de experimentacion, 6rganos y teji-
dos aislados y células obtenidas directamente de
hombres o animales, de cultivos primarios o de
lineas celulares en cultivo.

En los ultimos afios, los modelos in vitro han
cobrado una extraordinaria importancia y la ten-
dencia de su uso es ascendente. La razén es que
estos modelos forman parte importante del con-
junto de métodos alternativos al uso de animales
de laboratorio para estudiar el efecto de agentes
xenobidticosy parael desarrollode biomarcadores
y medicamentos que se llevan al cabo actualmen-
te. En el mundo existe una fuerte presiénpara que
se usen lo menos posible, animales de laboratorio
para investigacion, por razones éticas, técnicas y
econdmicas.®

Los modelos in vitro son particularmente Utiles
paraanalizar con detalle las relaciones de las vias
metabdlicasylas caracteristicasfarmacodinamicas
de xenobiéticos y medicamentos en desarrollo,®
como se muestraenlos cuadrosly Il. Unamencién
especialmerecenloscultivosin vitrode hepatocitos,
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considerando su papel crucial en los proceso de
intoxicacién/destoxificacion de diversos compues-
tos. Esta ventaja y las restricciones éticas ya
mencionadas han hecho de los cultivos de
hepatocitos un modelo muy util en la evaluacién
preclinicade nuevos compuestos,?®como se mues-
tra en el cuadro |I. También se estan utilizando

cultivos mixtos. Por ejemplo, de embriones de
Xenopuslaevis y hepatocitos paraevaluar efectos
teratogénicos de sustancias que deben ser
metabolizadas para producir efectos mutagénicos
(vercuadro 1l). En el cuadro | se muestran también
variasaplicacionesdelascélulasenlavalidaciénin
vitro de biomarcadores.

i Cuadrol. Ejemplos de empleo de células de mamifero para la deteccion de efectos toxicos producidos Por agentes xenobiéticos N
Células Uso especifico Referencia
Células T gamma/delta Reactividada metales pesados 7
Linfocitos B yT cuantificaciénde metales pesados acumulados 8
Hepatocitosy células
de epitelios renales Transporte de metales pesados 9
Embriones de rana Efecto teratogénico de extractos acuosos de tierra 1o
Hepatocitos embrionarioshumanos (WRL-68) Efectos toxicos de cadmio y mercurio 11
Células de tuibulo renal: LLC-PK, y MDCK Citotoxicidadde mercurio 12
Células uroteliales Deteccion de aductos de DNA 13
Embriones de Xenopus /aevis Tamizaje de xenobidticosqueproducen lesiones en el DNA 14
Células hemopoyéticas totipotenciales Andlisis de factores cancerigenosepigenéticos (radiacion ionizante) 3
Hepatocitos Modelos in vitro para el andlisis de efectos hepatotoxicos de medicamentos

en desarrollo 15
Linfocitos Ty B Monitoreode la evolucién de inmunosupresién terapéutica 16
Co-cultivos de hepatocitosy embriones murinos  Andlisis de efectos toxicos de agentes xenobiéticos y medicamentos
que deben ser metabolizadospara activarse 17
Polen de Tradescanffa sp Efectos mutagénicos de quimicos presentes en basura.
humosdeinciieradoresydesechosindustriales 18
Cultivosprimariosde célulasembrionarias
decerebroyretina Efectostéxicosdequimicos ambientalesparatasarelgrado
deriesgo enindustriascontaminantes 19
Cuadroll. Utilidad de las células en cultivocomo modelos parael desarrollo de medicamentos
Modelo Celutar Estrategiaterapéutica Usoespecifico Referencia
Xenoinjerto de células humanasde
cancer deprostataenratones Terapiagénicacontracancerdepréstata  Modeloexperimentaldecancerdepréstata
humana 20
Células de raténde cancer de mama
MXT. Células de cancer de vejiga
T24yJ82 Desarrollodedrogasanticancerosasy
monitoreo de lasyaexistentes Efectoantineoplasicode Vinca alcaloides 21
Xenoinjerto ds linfocitoshumanos.
B-CLL Modelomurinopreclinicoparadesarrollo
demedicamentoscontraleucemia Tamizaje. Andlisis de efectos secundarios 22
Célu asde aiversos tumores ae raton
Leucemia (L1219, S180y AKR)
Melanoma (B16). Cancer de oulman
{Lewis) Drogasanticancerosas
(40,000 compuestospor afio) Efectocitotoxico 23
Diversaslineasceluiares Drogascontramicobacterias Efectoletaly bacteriostatico 24
Células CaCo-2 de epitelio intestinal
humano Exipientessurfactantes Efectostoxicosgenerales 25
2
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Esimportante destacar que los modelos in vitro
son Utiles para el ensayo de compuestos quimicos,
pero no sustituyen totalmente a los animales de
laboratorio. Esto se debe principalmente a que los
cultivos celulares in vitro son en realidad una
sobresimplificacion de los modelos animales para
estudios farmacoldgicos y toxicologicos. Lo cual,
enmuchasocasionesimpidehacerextrapolaciénes
directas de datos obtenidos in vitroa lo que sucede
in vivo.?® Algunos farmacos anticancerosos que
muestran ser muy potentes in vitro son poco efec-
tivos in vivo. Ello, en algunos casos se debe a que
en los cultivosin vitro las drogas son facil y rapida-
mente internalizadas por las células, en tanto que
in vivo éstas se distribuyen y concentran en dife-
rentes proporciones en los diferentes érganos y
tejidos y se metabolizan y excretan a diferente
velocidad de como lo hacen en lineas celulares
puras cultivadas in vitro.2

En nuestro laboratorio hemos enfocado nues-
tro interés al estudio de los efectos nefrotoxicos
del mercurio, con la idea de identificar una protei-
nacomobiomarcador paradetectarunadisfuncion
renal antes de que haya ocurrido ya un dafio a
nivel del tibulo contorneado proximal. Por ello, en
las préximas lineas, nos referiremos a este tema
en especial.

El mercurio metdlico se ha utilizado desde la
antigliedad con diversos fines. Los mas conocidos
son el beneficio del mineralpara extraery purificar
oro, la fabricacién de amalgamas para uso dental,
la fabricaciéon de termémetros y de lamparas.
Algunos compuestosorganicossehanusadocomo
fungicidas. Esto Ultimo ha ocasionado algunos
episodios de intoxicacion en poblaciones huma-
nas numerosas.?’- 28

El mercurio metélico tiene una alta presion de
vapory por lo tanto se mezclarapiday eficazmente
con los componentes del aire de donde es absor-
bido por los seres vivos.?® El metil-mercurio se
absorbe faciimente por el organismo. Ambas for-
mas del metal se acumulan en diversos érganos,
pero preferentemente en el rifion,* donde puede
producir toxicidad renal. Se ha sugerido que ésta
se debe a una vasoconstricciony a un dafio celular
directo.®" El sitio mas susceptible al efecto toxico
del mercurio en la nefronaes lapar.recta; pero si
se usan dosis de mercurio mayores que las que
afectan a las pars rectaresultaraafectadala parte
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proximalde lanefrona.?' Estas lesionesse manifies-
tan por proteinuria (microalbuminuriay excrecion
por orina de proteinas de bajo peso molecular).®

Se han usado con éxito animales y 6rganos
aislados para estudiar los efectos téxicos de los
agentes nefrotoxicos. Sin embargo, por las razo-
nesyacomentadas, con estos modelos de estudio
es dificil analizar el mecanismo citopatogénico de
losagentesnefrotoxicosanivelcelular o molecular.
Por ello, en los dltimos afios se ha recurrido para
estepropdsitoarebanadasde rifién, tibulos contor-
neados aislados y en mucho menor grado a mono-
capasde célulasde rifion de diversas especies de
mamifero cultivadasin vitro.3 En el caso especifi-
co de intoxicaciénpor cloruro de mercurio o metil-
mercurio (0.1 pM a5 mM ) se han utilizado como
modelos in vitro tdbulos proximales aislados de
conejo,® células murinas de leucemialL5178Y34y
lineas celularestubulares de cerdo (LLC-PK,) y de
perro (MDCK).™

En términos generales, en los trabajos arriba
citados se observ6 que el mercurio no érganico es
tomado y liberado por las células mucho més
rapido que el metil mercurio. Ambos tipos de com-
puestosproducenlesionesmembranales,mitocon-
drialesy liberaciénde enzimas (por ejemplo, lactato
deshidrogenasa y deshidrogenasa mitocondrial),
y disminucién de sintesis de DNA, por lo tanto
disminucion de la velocidad de multiplicacioncelu-
lar, y citélisis. Sin embargo, no se ha descrito con
detalle cual es el efecto que ejerce el mercurio u
otros metales pesados sobre el transporte de
proteinaspor monocapas celulares in vitro, lo cual
es objeto de nuestro interés.

A modo de antecedentes sobre este tema en
especial, enseguida hacemos un breve recordato-
rio de los aspectos de anatomiay fisiologiarenales
relacionados con la reabsorcién de proteinas: La
unidad fisiolégica y anatémica del rifién es la
nefrona, que consiste delglomérulo renal, el tibulo
contorneado proximal, el asa de Henle, el tibulo
contorneado distal y el tibulo colector. En forma
simplificadase puede decir que el gloméruloes un
ovillo formado por un vaso aferente, fenestrado y
otro eferente. Ambos incluidos en la capsula de
Bowman. Es en esta porcién de la nefrona donde
se llevaa cabo la filtracion glomerular.®

El tdbulo contorneado proximal se encuentra
contiguoal gloméruloyrecibeelfiltradoglomerular,
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elcualpasaluegoporelasade Henley prosigueal
tibulo contorneado distal. A continuacion, entran
en coalescenciahasta ocho de los tubulos distales
para formar el tabulo colector, cuyo extremo se
aparta de la corteza renal y pasa hacia abajo por
el espesor de la médula, sitio en el que se convier-
te en conducto colector. Los conductos colectores
se vacian en la pelvicilla renal.

Al fluir el filtrado glomerular por los tabulos,
cerca de 99% de su aguay cantidades variables
de sus solutos se reabsorben normalmente hacia
el sistemavascular, y también se secretanciertas
cantidadesdealgunassustanciasacialostibulos.
El aguatubular restantey las sustanciasdisueltas
en ella se convierten en orina.*

Las caracteristicasde la membranabasal de la
capsulade Bowmanimpiden que se filtren los ele-
mentos formes de la sangre, asi como las protei-
nas con un peso molecular mayor de 70 kDa. Sin
embargo, el filtrado glomerular contiene numero-
sas proteinas con un peso molecular menor de 70
kDa que luego se reabsorben con una altisima
eficacia en sujetos sanosy jévenes. Por ejemplo,
la albiminase reabsorbeen un 98%y la b2 micro-
globulina en un 100%.%

A nivel tubular, la nefronatiene entre otras, una
funcién secretora. Mediante este mecanismo de
secrecion tubular se transportan en forma activa
sustancias que se suman al filtrado que se en-
cuentraen laluz deltdbulo. Este procesode secre-
cién tubular es més aparentey eficaz en la region
del tabulo contorneado proximal. Los solutos Uti-
les al organismoson reabsorbidosa lo largo de los
tubulos contorneados proximal y distal, pero prin-
cipalmente a nivel del contorneado proximal.® Se
conoce bien el proceso de reabsorciénde la albu-
mina por tdbulos contorneados aislados. Este
proceso consiste en la internalizaciénde la albu-
mina en vesiiculas endociticas, mediante un pro-
ceso de pinocitosis, probablemente en dos for-
mas: mediante la unién a receptores de membra-
nay en el liquido de las vesiculas endociticas.®”

Dentrode las células, las vesiculasendociticas
se fusionancon los lisosomas, se forman los fago-
lisosomasy la proteinase digiere.*® Los productos
de hidrdlisis (principalmente amino-acidos libres)
son transportados hacia el exterior del lisosoma.®
Enseguida, estos productosde hidrélisis sontrans-
portados hacia la cara externa de los tdbulos
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contorneados proximales.®*® Lo que sugiere que
estos aminodacidos se reintegran a la circulacion
sanguineageneral,via capilareseferentes. El me-
canismo mencionado aiin no se conoce con de-
talle.

En sujetos sanos, las proteinas del plasma
contribuyen con un 10-20% del contenido de
proteinas en la orina. Los principales componen-
tes de la proteinurianormal son la glicoproteinade
Tamm-Horsfall y proteinas que provienen de la
descamaciondel epitelioque recubre al tracto uro-
genital.®®

En la hipertensiénarterial, la diabetes mellitus
o intoxicaciones por mercurio, cadmio, plomo,
disolventes organicos o medicamentos como los
salicilatos, se puede producirun dafio renaldesde
leve hasta muy severo®. Varias proteinas de alto
0 bajo peso molecular presentes en la orina se
usan ampliamente en la clinica como biomar-
cadores de dafio renal.* Ademas, el tipo de protei-
nas detectadasen la orinapermite saber si el dafio
ocurrié a nivel del glomérulo o de los tubulos con-
torneados proximales. La presencia en orina de
proteinas de peso molecularmayor a 70 kDa o un
porcentaje alto de albimina (mayor al 20% del
total de las proteinas detectadas en orina) son
indicativas de lesiones a nivel del glomérulo,*” en
tanto que, la presencia de proteinas de bajo peso
molecular indican lesién del tibulo contorneado
proximal.*®

Por otro lado, la presencia de proteinas liso-
somales, comolaN-acetilglucosaminidasa,se debe
a que las membranas lisosomal y plasmatica de
las células de la nefrona han sido lesionadas.*'

Una albuminuriamayor de 3.5 gldia, asociada
con edema (sindrome nefrético) se debe a un
lesién a nivel glomerular. Si la albuminuria es
menos importante, pero clinicamente significativa
(> 0.5 gldia), es posible que exista una falla en la
reabsorcion tubular.*? Cuando la albuminuria es
menor de 0.5 g/dia ésta se denomina microal-
buminuria o paucialbuminuria, y se le asocia con
frecuenciaa formascroénicasde nefropatias desa-
rrolladas como consecuenciade una intoxicacion
o de padecimientoscomo dibetes mellitus o hiper-
tension incipientes.*

La concentracion de N-acetilglucosaminidasa
en orinase elevaen enfermedades con dafio renal
causado por medicamentos**“ y metales pesa-
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dostales como cadmio,* plata*®y plomo.*” Por otro
lado, se sabe que en casos de intoxicacion grave
conmercurioaperace proteinuria, consistente prin-
cipalmente enliberaciéonde albimina, proteinasde
bajo peso molecular*? y proteinas de origen
lisosomal.“® Como ya antes comentamos, entre
estas Ultimas, la mas usada como marcador de
dafio renal es la N-acetilglucosaminidasay por lo
tanto es un biomarcador de lesiones celulares
serias. Sin embargo, de acuerdo con la experien-
cia de uno de nosotros (Gonzélez-Ramirez, D.,
datos no publicados) las personas ocupacional-
mente expuestas, con sintomas leves de intoxica-
cién por mercurio no presentan proteinuriaeviden-
te con métodos convencionales. Esto puede de-
berse a que, a pesar de que el rifién esté siendo
afectado, los métodos empleados no tienen la
suficiente sensibilidad para detectar microcon-
centraciones de proteinas. Posiblemente en las
fases muy tempranas del cuadro de intoxicacion
por mercurio aparecen en orinaalbiminay ciertas
proteinasde bajo peso molecular por inhibicién del
mecanismo de reabsorcion de proteinas, pero no
necesariamente porque ya hubo una destruccion
de los tubulos contorneados, sino porque los re-
ceptores especificos de las células tubulares han
perdido afinidad por ellas. Nuestra suposicion se
apoyaen queexisteuntransporteselectivodepen-
diente de la constante de afinidad (T, ) de proteinas
a nivel tubular*®y en que el mercurio se combina
con grupos sulfhidrilo que inhiben grancantidadde
enzimas® y que podrian interferir con la unién de
las proteinas con sus receptores, en una forma
selectiva. Nuestro proposito es identificar una pro-
teina como marcador temprano de intoxicacion
renal por mercurio, utilizando un método mucho
més sensible que los convencionales. Ello permi-
tiria detectar una disfuncién a nivel de tibulos
contorneadosproximales, antesde que éstos sean
lesionados severamente y permitan laliberciénde
proteinas de las propias células tubulares.

En nuestro laboratorio hemos elegido como
modelo experimental a los epitelios de células de
tubulos contorneados proximales para analizar
sisteméaticamente el efecto de mercurioy de otros
metales pesados sobre el transporte transepitelial
de proteinas de alto y bajo peso molecular, empe-
zando con albumina, por ser uno de los biomar-
cadores de dafio renal mejor estudiados. Nuestra
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hipétesisconsiste en que el mercurioy otros meta-
les pesados, administrados a los cultivosen dosis
subliticas inhibiran el mecanismo de reabsorcion
de la albumina (internalizaciény excreciénde los
productosde hidrdlisis). Utilizando monocapas de
células de tubulo proximal de rifion de zarigieya
americana, llamadas OK por sus siglas en inglés
(Opossum Kidney).* Estas células se organizan
in vitro como los epitelios tubulares originales,
conservando su polaridadestructural y funcional, y
muchas de las caracteristicas de los epitelios
tubulares. Las monocapas que forman /n vitro las
células OK muestran unaresistencia transepitelial
de 41- 63 ohms/cm?2.5!

Nuestro modelo de estudio consiste en utilizar
unos anillos de poliestireno que sostienen en uno
de sus bordes un filtro de unos 6 mm de superficie
libre. Estos insertos, colocados con el filtro hacia
abajo, dejan un hueco que puede ser llenado con
medio de cultivoy la proteina cuyo transporte se
quiere investigar. Elinserto se coloca dentro de un
pozo del mismo material, el cual se llena parcial-
mente con medio de cultivo. Quedan entonces dos
compartimentos, el del hueco formado por el filtro
y el anillo y el inferior constituido por el pozo,
dentrodel cual se aloja el anillo. Las célulascrecen
sobre la superficie del filtro y orientan su cara
apical (borde de cepillo) hacia lasuperficie libre del
inserto. Entre la cara lateral de cada célula queda
un espacio (espacio paralateral) y también se
forman las uniones herméticas, tipicas de los epi-
teliostubulares. La carabasal de todas las células
gueda adherida al filtro.

En experimentos de transporte transepitelial
utilizamos [*HJ-inulina y [**'l]-sero albimina bovi-
na. Lainuiinaes un polisacérido que no se traspor-
ta por via transepitelial, sino entre las paredes
laterales de las células epiteliales; y por eso la
usamos como testigo negativo. A la fecha hemos
encontrado que el [**'l]] con el que marcamos la
seroalbumina es transportado transepitelialmente
por las células OK en sentido apical-basolateraly
en menor grado en el sentido opuesto.

Nuestro modelonos permitiraanalizarcondeta-
lle los efectos de dosissubliticasde mercuriosobre
lareabsorciénde proteinas; y si, como esperamos,
este efectoconsisteenlainhibiciéndelareabsorcion
de proteinas, investigar si el mecanismo de trans-
porte transepitelialesta afectado a nivel de endo-
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citosis, formacion del fagosoma, delfagolisosoma,
de lahidrolisis de las proteinas o de la excreciénde
los productos de hidrolisis.

Las perspectivas de este trabajo consisten en
que el mismo modelo celular seria util para anali-
zar el efecto de éste y de otros metales pesados y

5 & sk, &l fra roteinas ,,;, ¢
I%{(%?gg‘de dano’lrenaf,pé)'r}tf“\',g;e e reabsorcion'de
los tiibulos contorneados proximales.

Desde un aspecto mas practico, esperamos

que el modelo que estamos'implementa'ndo per-

mita identificar nuevos biomarcadores de intoxica-
cion renal, y por otro lado, se convierta en una

buena alternativa para el estudio de efectos toxi-
cos de diversas sustancias, sin necesidad de
sacrificar animales de laboratorio.
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