
SIMPOSIOS 

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

l. Introduccción 

Salvador Said-Fernández** 

El prefacio de un precioso y moderno libro 
titulado "Molecular Biology of the Cell' escrito por 
Bruce Alberts y colaboradores, se inicia citando la 
siguiente frase de EB Wilson: "La clave de cada 
problema biológico debe finalmente buscarse en 
la célula". Esta afirmación se hizo hace más de 50 
años, y sigue siendo tan actual como si se hubiera 
pronunciado ayer, además de que ahora podemos 
entender el alcance de esta afirmación, ya que el 
usode las células mantenidas in vitroo sus produc- 
tos constituyen una solución tangible para diver- 
sos padecimientos, mismos que han permitido el 
desarrollo de nuevos y revolucionarios métodos 
terapéuticos y diagnósticos. 

Lo anterior es ahora posible gracias al impresio- 
nante desarrollo que han experimentado tanto la 
Biología Celular como la Biología Molecular. Estas 
dos ramas de la ciencia están tan íntimamente 
relacionadas, que no es posible pensar en la una 
sin la otra. Los conocimientos y tecnología que han 
aportado juntas permiten ahora realizar diagnósti- 
cos mediante el aislamiento y el cultivo de las célu- 
las de pacientes para resolver problemas especí- 
ficos, como en el caso de quemaduras graves. 
Aislar células de pacientes con problemas metabó- 
licos o cáncer, cultivarlas in vitro, modificar su ge- 
noma y reimplantarlas en los pacientes para obte- 
ner una recesión del proceso neoplásico, o inducir 
la producción de proteínas funcionales. Es posible 
detectar problemas específicos mediante el uso de 
sondas moleculares en células vivas o mediante 

inmunofluorescencia o microscopía inmunoelec- 
trónica. 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 permitido el desarrollo y lavalidación de nume- 
rosos biomarcadores que facilitan el diagnóstico y 
el tratamiento oportunos de enfermedades e intoxi- 
caciones graves. 

No pretendemosen este simposio hacer unaná- 
lisis exhaustivo sobre los temas mencionados. De- 
seamos simplemente presentar algunas de las 
aplicaciones que se le han dado a las células cultiva- 
das in vitro en beneficio de la salud humana, como 
un reconocimiento a la importanciaque todos estos 
avances representan para la Medicina Moderna. 

Me honran con su participación en este simposio 
el doctor Walid Kuri Harcush, distinguido profesor 
del departamento de Biología Celular, del Centrode 
Investigación y de Estudios Avanzadosdel Instituto 
Politécnico Nacional, el doctor Hugo Barrera 
Saldaña, académico numerario, Jefe del De- 
partamento de Bioquímica de la Facultad de Medi- 
cina de la Universidad Autónoma de Nuevo León 
y la doctora Herminia Martínez Rodríguez, distin- 
guida profesora e investigadora del Departamento 
de Bioquímica de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León. 

El doctor Walid Kuri ha trabajado por muchos 
años en un tema de gran importancia científica y 
médica: el cultivo Ni 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 presenta algunos de 
los avances más recientes sobre la construcción y 
uso de bancos genéticos, mismos que son el 
punto de partida para la identificación, aislamiento 
y caracterización de innumerables biomoléculas 
de gran interés científico y médico. La doctora 
Herminia Martínez Rodriguez analiza un tema de 

creciente interés por las enormes posibilidades 
que representa: la transfección de células huma- 
nas para el tratamiento de cBnssr y enfermdades 
metabólicas. FintilmeRte presentó un panorama 
general s0bE e¡ uso de modelos celulares para el 
estudio de efectos tóxicos de agentes xenobióticos 
y metales pesados. 

Con todo lo anterior esperamoe irieStfW UR tja- 
norama general de la citllld2d que tienen en medi- 
cina las célulaS cultivadas in vitro. 
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II. La epidermis humana cultivada in vitro para el 
tratamiento de quemaduras. 

Walid Kuri-Harcuch* 

Resumen 

Estudzos clinzcos controlados, comparatzvos y 
aleatonos demostraron que el uso de los aloznjertos de 
epzdeimu humana culhvada in viiro promueven una 
mas rápzda epztehalzzaczón de las áreas cruentas de los 
sztzos donadores de la pzel y de las quemaduras de 
profundzdad parczal Los aloznjertos de epzdermrs 
humana cultzvada in vitro redujeron en un 40% los 
tiempos de epztehalzzaczón de dzchas áreas cruentas El 
cultzvo in viiro de queratmocztos humanos tambzén ha 
hecho poszble la producczón en el laboratorzo de 
cantzdades zlzmztadas de autoznjertos de eprdeimzs 
humana para los paczentes extensumante quemados 
Con basea nuestros resultados obtenzdos en los estudzos 
cllnzcos controlados y durante el vso ptznprzo de la 
epzdeimzs cultzvada en pacientes quemados, hemos 
desarrollado una terapza zntegral y combznada para la 
atenczón de estas paczentes Esta terapza combznada 
conszste en a )  el uso de los aloznjertos de epideimzs 
cdtzvadapara una rápzda y más eficzenteepztelzalzzaczón 
de los szkos donadores de pzel y de las quemaduras de 
profundzdadparczal, b) el usodeautoznjertos convenczo- 
nales de pzel, y en los casos extensamente quemados en 
quefue necesarzo el uso de los autoznjertos de epzdermzs 
cultzvada para znjertar las quemaduras de profundzdad 
total Esta terapza combznada mejoró la terapza de los 
paczentesquemados reduczendo la estancra hospztalarza 
de los mzsmos en un 20% a 50%, dependzendo de la 
superficze corporal quemada Tambzén se observó un 
aumento en la sobrevzvencza de los paczentes con más 
del 50% de la superficze corporal quemada Estos 
resultados demuestran los beneficzos que se obtzenen 
con el uso rutznarzo y temprano de los aloznjertos de 
epidermzs humana cultzvada in viuo para reduczr la 
estancza hospztalarza graczas a una terapia más eficaz 
de los paczentes quemados 

Palabras clave: Humana, epidermis, queratocitos, culti- 
vos, injertos, quemaduras, terapia 

Controlled, comparatzve and randomzzed clznzcal 
studzes had shown that cultured epzdermal allografts 
promote afasterepzthehalzzatzon ofskzn donorsztes and 
deep partzal-thzckness burns Cultured epzdermal 
allogrctfts reducedabout40% by time the healzng ofsuch 
wounds Cultzvahon of human epzdermal kerahnocytes 
mude posszble the productzon, under laboratoiy condz- 
kons, of unlwnzted amounts of cultured epzdermal 
autografts for extenszvely burnedpatzents Based on our 
resultsfrom the controlled clznzcal studies andfrom the 
routzne use of cultured eprdermis m bumedpatzents, we 
have develaped a cambzned therapy for the burnpatzent. 
Thzs combrned therapy zs comprzsed of a)  the use of 
cultured allograft to promote a faster healzng of rkzn 
donor sztes and deep partzal-thzckness burns, b)  the use 
of splzt-thickness autografts, and zn extenszveley burned 
patzents, whenever necessary, cultured eprdermal 
autografts, for wound closure of full thzckness bums 
Thzs combzned therapy zmproved srgn~ficantly the 
outcome of the burnpatzents, sznce the hospztal stay was 
reducedby 20% to 50%, dependlng on the bumed body 
surface It also increased the survzval rate of patzents 
wtth more than 50% burned body surface. These results 
show the benefit of routzne and early use of cultured 
epzdemzalallograftsto reduce healzngtimeandtherefore, 
hospztal stay by means of a more e&aczous therapy of 
burned pahents. 

Key words: H u m a ~  epidemzis, keratinocyte, culture, 
graft, burn, therapy 
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Introducción 

Las quemaduras conducen a una condición 
inestable que pone en riesgo la supervivencia del 
paciente. La alta mortalidad asociada a las que- 
maduras que ocupa más del 50% de la superficie 
corporal es consecuencia del desequilibrio hidro- 
electrolítico severo o de un proceso infeccioso 
extremadamente grave. El riesgo de infección y 
muerte aumenta con la estancia hospitalaria pro- 
longada, debido a la ausencia de cubierta cutánea 
y a la carencia de áreas donadoras de piel sana 
para el autoinjerto. Los problemas en el manejo 
del paciente quemado se podrían evitar si se 
dispone de una cubierta cutánea permanente y 
suficiente para las quemaduras de profundidad 
total, asi como de una cubierta cutánea temporal 
y temprana como un apósito biologícamente acti- 
vo para promover una epitelialización más rápida 
en las quemaduras de profundidad parcial y en los 
sitios donadores de piel. 

El objetivo del presente trabajo es examinar la 
tecnología del cultivo de queratinocitos epidérmi- 
cos humanos en la ingeniería de tejidos para la 
producción de aloinjertos y 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 epitelización acelerada en 
las quemaduras de profundidad parcial y en las 
áreas donadoras. 

El cultivo in vitro de epidermis humana 

En años recientes, los queratinocitos humanos 
se han cultivado en forma seriada con altos grados 
de expansión cel~lar.~ Se han obtenido epitelios 
estratificados y queratinizados que expresan in 
vitro marcadores específicos del proceso de dife- 
renciación epidérmica.' - Los epitelios obtenidos 
en cultivo están constituídos por 3-4 capas celula- 
res. A diferencia de las 20-30 capas encontradas 
en la epidermis normal adulta, éstas conservan en 
sus diferentes capas celulares la orientación típica 
de la epidermis. Las células que están en contacto 
directo con la superiície de cultivo corresponden a 
las de la capa basal de la epidermis. Las células 

más avanzadas en el proceso de diferenciación se 
encuentran expuestas al medio, en forma análoga 
al estrato córneo de la piel humana. 

El cultivo de queratinocitos epidérmicos huma- 
nos se utiliza para la terapia de pacientes quema- 
dos en más 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 é~ta .~- lO Los 
resultados han mostrado que en el caso de los 
autoinjertos, a partir de una pequeña biopsia de 
2-3 cmZ de piel no datiada, es posible expandir en 
cultivo, la superficie epidérmica hasta7 mil a 10 mil 
veces en un período de 3-4 semanas. De esta 
manera se obtienen más de 20 mil cm2 de epider- 
mis; es decir, más que el equivalente a la superfi- 
cie corporal de un humano a d ~ l t o . ~  

El uso de los queratinocitos humanos cultiva- 
dos in vitro, se está convirtiendo en una terapia de 
rutina, debido a que la cubierta temporal con 
epidermis alogénica cultivada promueve una más 
rápida epitelialización de las áreas cruentas. Estu- 
diosclínicos controlados, comparativos y aleatorios 
en áreas cruentas contiguas, demostraron que los 
aloinjertos de epidermis cultivada reducen signifi- 
cativamente los tiempos de epitelialización de un 
30 a un 40%, en sitios donadores de piel y en 
quemaduras de profundidad parcial." Estos resul- 
tados corroboraron resultados obtenidos en estu- 
dios iniciales no c o n t r o l a d ~ s ? ~ ~ ~ ~ ~ ~  En todos estos 
casos los aloinjertos de epidermis cultivada pro- 
movieron una rápida epitelialización y fueron des- 
plazados por la piel del paciente que se formó por 
debajo del injerto. Los epitelios cultivados promo- 
vieron la reepitelización del área cruenta, proba- 
blemente estimulando la proliferación de querati- 
nocitos localizados en los anexos epidérmicos 
profundos y en los bordes de la epidermis no 
dañada? La estimulación del proceso de regene- 
ración de la superficie cutánea por los aloinjertos 
de epidermis cultivada podría deberse a la síntesis 
y secreción por estos epitelios cultivados de facto- 
res de crecimiento o de algunos componentes de 
la matriz extracelular, capaces de promover la 
proliferación de las células precursoras de los 
queratinocitos epidérmicos diferenciados o de 
células troncales (stem cells). 
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Terapia del paciente quemado. Estrategias en 
el empleo de los autoinjertos y aloinjertos de 
epidermis cultivada 

La terapia de los pacientes quemados ha avan- 
zado de manera notable con la implementación de 
la excisión temprana y tangencial, y en algunos 
casos la excisión profunda. Estas técnicas quirúr- 
gicas han sido posibles con el desarronode cubier- 
tas cutáneas temporales. La terapia convencional 
consiste en los procedimientos quirúrgicos de 
excisión temprana de las áreas quemadas; la 
cubierta temporal con sustitutos artificiales, ven- 
dajes y apósitos, tanto de las áreas escindidas 
como de las áreas con quemaduras de profundi- 
dad parcial; el uso de áreas donadoras sanas del 
mismo paciente para su uso como autoinjertos 
completos y mallados (en red); así como el cubrir 
estos sitios donadores con vendajes y apósitos 
hasta su re-epitelización en períodos que pueden 
tomar de 15-25 días para ser nuevamente utiliza- 
dos para la cosecha de más autoinjertos (Figura 1). 
Estos procedimientos, dependiendo de la superfi- 
cie corporal quemada y de la profundidad de las 
quemaduras, implican largas estancias hospitala- 
rias y varias sesiones quirúrgicas repetidas hasta 
lograr la completa cobertura cutánea permanente. 
En general, se requiere de un día de estancia 
hospitalaria por cada grado porcentual de superfi- 
cie corporal quemada. 

Una estrategia terapéutica utilizando la epider- 
mis cultivada en forma combinada con la terapia 
de los autoinjertos convencionales, permitiría ase- 
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 cutánea suficiente.14 

Se ha demostrado que las áreas cruentas de 
profundidad parcial (quemaduras de segundo gra- 
do) se deben cubrir, en forma muy temprana, con 
los aloinjertos de epidermis cultivada para lograr 
una epitelización rápida de estas áreas que toda- 
vía presentan, en las estructuras secundarias, 
células epidérmicas remanentes capaces de pro- 
liferar; el uso temprano de los aloinjertos también 
previene una profundización y agravamiento de 
estas áreas cruentas. 9,11 l4 Las áreas con quema- 
duras de profundidad total (tercer grado), deben 

cubrirse con autoinjertos completos en las áreas 
especiales y con autoinjertos en red o mallados en 
áreas no especiales.'+ Con el fin de cubrir una 
mayor superficie quemada, los autoinjertos malla- 
dos podrían expandirse en una proporción de 2:1, 
y, según algunos investigadores, hasta de 6:l o de 
9:1, si los injertos en red se cubren con aloinjertos 
cultivados para promover una rápida epitelización. 
En estos casos, los autoinjertos en red y las áreas 
donadoras deben cubrirse de inmediato con los 
aloinjertos de epidermis cultivada14 (Figura 2) 

l Terapia del paciente quemada 
Terapia convencional 

- 

/""frecuentes 

Pr. parcial 

Piel - Areas 
donadoras 

Pr. total - Injerto 
J 

en red 

Figura 1 .TerapiaConvencionaldeiPacienteQuemado.Seesquematiza 
el tratamiento del paciente quemado con base a la disponibilidad de 
in~ertosconvencionales. En lasquemadurasde profundidad parcial (Pr. 
Darcial).eioacienteessometidoacuracionesfrecuentesconel riesuode 
"napr~fundizaciónmayor. E¡ tiempodeepiteiizaciónoscilaentre lGy25 
dias. Porotrapaite, para los pacientescon quemadurasdeprofundidad 
total (Pr. total), debe existir suficiente piel sana para disponer de áreas 
donadoras para el autoinlerto; invoiucra un gran número de sesiones 
quirúrgicas, ypor lotanto, laestancia hospitalariaesprolongadaeimplica 
un mayorriesgo parael paciente. 

Los aloinjertos cultivados permiten una rápida 
proliferación de los queratinocitos, y por consi- 
guiente, una rápida epitelización de loc intersticios 
de los injertos en red y de los sitios donadores de 
piel. El cubrir los autoinjertos mallados con los 
aloinjertos de epidermis cultivada podría disminuir 
la formación de queloides o de cicatrización hiper- 
trófica, debidas a las altas relaciones de expan- 
sión de los autoinjertos en red. La disminución de 
la posible formación decicatrizaciones hipertróficas 
y el uso de los aloinjertos cultivados no se ha de- 
mostrado todavía. La cubierta de áreas donadoras 
con los aloinjertos cultivados permite una rápida 
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regeneración de estas y su recuperación más tem- 
prana para una siguiente toma de auto injerto^.'^ l4 

Si se considera necesario el uso de los auto- 
injertos cultivados, una biopsia de piel sana y de 
grosor total de unos 2-3 cm2 de superficie, se debe 
tomar en forma inmediata para el cultivo de los 
autoinjertos que podrían ser trasplantados cerca 
de 3-4 semanas después de la toma de la biopsia. 
Tomando en consideración la superficie corporal 
quemada 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 necesidad de los autoinjertos de epi- 
dermis cultivada estaría limitada solamente a pa- 
cientes con más de un 60% de la superficie corpo- 
ral quemada. 

Terapia del paciente quemado 
aloinjertos, autoinjertos y terapia actual 

convencionales. Las áreas de profundidad parcial, áreas donadoras e 
iniertosenred,soncubiertasconaloin~ertoscultivadosquealestimular 
elprocesodere-ep te zacionae áreacr.eniareo~cen sign f caitvamente 
e r cmpoaeltratamienio -0s tiemposde opitel zac on son oe 5-8 o as 
LOS aloinjertos cultivados se encuentran disponibles para su rápida 
utilizaci6n en un bancodealoiniertoscultivados. Para losoacientescon 
q~emad~rasdeprofmd aaotoia seemp ea~naterap aqdecomo nalos 
n.enos obien doc oe Areasnonadoras. con losauioinlcnos cLillvaoos 
~nestecaso. la pobiaciónde uueratinocitosobtenidosde labiopsiadel 
oaciente se utiiza oara aenerar eoitelios suficientes oara cubrir la 
suped ciecorpora oel pac enie Este proced miento reoLce nasia en Ln 
50g',laestanc anospitalar aoe pac enteyd sminuyc osr esgosalosqLe 
estásometido. 

Resultados clínicos de la terapia combinada 
con epidermis cultivada 

Los avances tecnológicos y la oportunidad de 
establecer un banco de epidermis cultivada para 
aloinjertos en la Unidad de Tecnología de Epider- 
mis del Departamento de Biología Celular del 
CINVESTAV, autorizado por la Dirección del Re- 
gistro Nacional de Bancos de Organos y Trasplan- 
tes de la Secretaría de Salud, permitieron incluir la 
aplicación de los aloinjertos cultivados como parte 
de la terapia rutinaria del paciente quemado. Por 
medio de este banco fue posible el uso inmediato 
de los aloinjertos para lograr una epitelización 
rápida y más temprana en las áreas susceptibles a 
esta terapia, y esperar el período de las 3 semanas 
de cultivo necesarias para recibir los autoinjertos 
cuando estos fueran necesarios. En un estudio que 
se describe a continuación14 los aloinjertos y 
autoinjertos de epidermis humana se cultivaron en 
la Unidad deTecnologíaen Epidermisdel Departa- 
mento de Biologia Celular del CINVESTAV. 

En un análisis comparativo y retrospectivo Ileva- 
do a cabo en el Hospital Azcapotzalco Norte de 
Petróleos Mexicanos se trataron con epidermis 
cultivada cerca 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 
superficies menores al 30% del área corporal total; 
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 área corporal total. En todos estos casos se 
utilizó como terapia de rutina, una terapia combi- 
nada de autoinjertos convencionales y aloinjertos 
cultivados, y en algunos casos, especialmente en 
aquéllos pacientes con quernadurasde tercer grado 
y con másdel 50%de lasupe~ficiecorporalquemada, 
también se utilizaron los autoinjertos cultivados. 

Al comparar la duración de la estancia hospita- 
laria de los pacientes quemados atendidos con las 
técnicas convencionales solamente, con aquélla 
registrada para los pacientes atendidos con una 
terapia combinada que incluyó la terapia conven- 
cional, los aloinjertos y los autoinjertos cultivados, 
se O ~ S ~ N Ó  un decremento en los tiempos de 
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hospitalización, de entre 27% y 46% dependiendo 
de la superficie corporal quemada. (Cuadro 1) 

El índice de mortalidad del paciente quemado 
también disminuyó con el uso de la terapia combi- 
nada con epidermis cultivada. De 10 pacientes 
con quemaduras superiores al 50% de la superfi- 
cie cutánea, que fueron atendidos con terapia 
convencional, solamente 2 pacientes lograron so- 
brevivir. En contraste, de 7 pacientes sometidos a 
una terapia combinada que incluyó en forma sig- 
nificativa la epidermis cultivada, 5 pacientes so- 
brevivieron, es decir, la mortalidad se redujo en un 
65.0%. La causa del fallecimiento de los pacientes 
tratados con la epidermis cultivada estuvo asocia- 
da a quemaduras en las vías aéreas. En ninguno 
de los casos se observaron complicaciones oca- 
sionadas por el empleo de los epitelios producidos 
in vitro, y no se presentaron diferencias en la efi- 
ciencia de la epitelización a pesar de que las que- 
maduras fueron por diversas causas. 

Cuadro l. Disminución de la estancia hospitalaria en 
pacientesquemadostratadoscon epiderrniscultivada 

Porcentajede Estancia Hospitalaria (Dias) Decremento en la 
Superiicie Estancia 
Corporal Hospitalaria 
Quemada Promedio (%) 

Injertos Epidermis 
Convencionales Cultivada 

Secomparaladuraciónpromediode laestanciahospitaladaen pacientes 
quemadostratados con injertos convencionales (piel de grosor parcial 
tomadade dreas donadoras), y la estancia en aquéllos pacientes que 
recibieroneoitelioscultivadoslautoinieilosvaio~nierioslenelse~iciode , . , . ,  
crugiarecofistnictivadelHospitalCentmlNoiledePetróleosMexicanos. 
Paraelaborarestaestadísticase resumieron los resultadosobtenidosen 
eltratamientode28pacientesatendidosdentrodeloiooramadeepidermis 
cullivadafoeriodo 1987.19921. ~asestadist icas~orr~s~ondiei tesalos 
p lc  erleslrnlaoosconin cnosconvecciona es 32pac t-vrs) 'cs-men 
c s  res- laoos oolen 005 cn e m sma na%o 15 por e rr %no qr-po 
quirúrgoo, para losafios 1984y 1987 

En la mayoría de los casos, el uso de los alo- 
injertos cultivados ocupó una mayor proporción 
queel de losautoinjertoscultivados en laterapia de 
cada uno de los pacientes. Con los aloinjertos 
cultivados se logró una cobertura temprana de las 
áreas cruentas y una re-epitelización rápida y tem- 

prana de las quemaduras de profundidad parcial, y 
de los sitios donadores. Las diferencias observa- 
das fueron significativas y congruentes con las 
experiencias reportadas por diversos grupos clíni- 
cos y de investigación en todo el mundo en los 
últimos 7 a 10 años. Durante este tiempo, cerca de 
mil pacientes quemados han recibido la epidermis 
cultivada como parte de su tratamiento. Estos datos 
deben ser considerados tomando en cuenta la 
imposibilidad de llevar a cabo estudios clínicos con- 
trolados de estancia hospitalaria y sobrevivencia. 

Conclusión 

La terapia combinada de la epidermis cultivada 
y con los autoinjertos convencionales permitió 
asegurar una mejor terapia de rutina al paciente 
quemado, menores riesgos de infección y compli- 
caciones, así como probablemente mejores resul- 
tados estéticos. Además se observó una reduc- 
ción de la estancia hospitalaria, que en muchos 
casos podría llegar a ser menor hasta en un 50%, 
comparado sólo con la terapia convencional ac- 
tual, y por consiguiente, una disminución significa- 
tiva en los costos terapéuticos, tanto para los pa- 
cientes como para las instituciones de atención al 
paciente quemado. 

La disponibilidad de la epidermis cultivada en 
cantidades virtualmente ilimitadas hace de este 
recurso la solución para numerosos problemas de 
cicatrización y de cirugía reconstructiva. En la 
actualidad se intenta su aplicación en forma ruti- 
naria no sólo en pacientes quemados, sino en 
individuos con problemas recurrentes como el 
complejo de pierna 5-17(Bolívar-Flores, resultados 
no publicados), o en dermoabrasiones y otros as- 
pectos de la cirugia plástica y reconstructiva. Del 
mismo modo, la técnica se emplea en la cobertura 
de áreas donadoras y quemaduras de profundi- 
dad parcial. De modo potencial podría em- 
plearse en el tratamiento de patologías como la 
epidermolisis bullosa y en tratamientos quirúrgi- 
cosencaminadosaeliminarcicatrices hipertróficas, 
así como en diversos casos en que se presentan 
daños epidérmicos como consecuencia de radio- 
terapia y quimioterapia. La experiencia disponible 
y la que se acumulará en los años por venir, 
permitirádesarrollarmétodos másadecuadospara 
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reducir la contracción de las heridas, así como 
entender los mecanismos que están involucrados 
en la regeneración de la epidermis y otrosepitelios. 
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III. La construcción y el uso de bancos genéticos 

Hugo A Barrera-Saldaña' 

Resumen 

La znvestigaczón biomédzca se ha benejinado en 
gran medzda de las herramzentas aportadas por la 
Brología Molecular y por la tecnología del ADN 
recombmante. En la gran mayoná de dichas m e s -  
tigacrones se usa al ADN de los zndcviduos (bancos de 
ADN) como punto departrda El ADNde cada zndzvzduo 
se analzza dzrectamente por técnzcas tales como la 
Reaccrón en Cadena de la Polzmerasa (PCR), o se 
fraccrona e rnserta en vectores de clonacrón que se 
propagan generalmente en bactenas, para constrturr 
una colección de clones, refenda como banco degenes 

M~entras que a lapnmeraopcrón, y gracias a lagran 
senszbzlzdad de la PCR, se recurre cada vez más para 
inveshgar mutaczones en genes conocidos, a la segunda 
se hace para aislar nuevos genes 

Palabras clave: Bancos genéticos, clonación molecular, 
PCR 

Introducción 

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

Surnmary 

Bzomedzcal research has greatly benefited from 
molecular bzology and recombznant DNA tools In 
most current research projects, the DNA from each 
rndivzdual m a family or m u collectton of indivzduals 
serves as the start-up matercal (DNA bank) Each 
sample zs ezther directly analyzed wzth technzques 
such as polymerase chain reactzon (PCR) or each 
DNA fragment rs znserted and fractionated znto clonzng 
vectors transformed, generally zn bacterza, to 
constrtute a collection of clones, referred to as a gene 
bank While the first approach zs used to screen for 
mutatrons in the populatzon, the second leads to the 
isolatlon of new genes. 

Key words: Gene bunks, molecular cloning, PCR. 

Clonación rnolecular 

Hasta antes de los años 70's era imposible 
analizar o purificar genes de los llamados de copia 
sencilla, que son los que codifican para la gran 
mayoría de las proteínas que soportan la estructu- 
ra y el funcionamiento celular. La dificultad estriba- 
ba en que además de que una célula humana 
contienecantidades ínfimasde ADN, un gen huma- 
no de tamaño 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 delDepaflamento de Bioquimica, Facultadde Medicina, UniversidadAufónoma de Nuevo León. 
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Nuevo León. AvenidaMaderoyDr. E.AguirrePequeño.Apariadoposta13-4125. Monterrey. N. L. Mexico. 
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mado que para obtener un miligramo de un gen de 2 
kbp, como es el caso del de la b-globina humana, se 
tendríaqueemplearcomo material dearranqueal ADN 
de todas las células de 24 personas.' 

En la década del 70 se originó la técnica de 
aislamiento de genes por clonación molecular, la 
cual permite acceder a los genes de organismos 
superiores. Esta técnica consta de tres procedi- 
mientos. Primero se genera una colección de 
microorganismos (generalmente Escherichia col/) 
que portan secuencias nucleotídicas del organis- 
mo de interés, luego se recurre a una de múltiples 
estrategias para identificar cuál de las miles y 
milesdeclonasposee lassecuencias nucleotídicas 
de interés y finalmente, esta clona es propagada 
en gran volumen y de ella recuperada dicha se- 
cuencia nucleotídica. 

El invaluable aporte de estos procedimientos 
'es doble: 1) hace posible expander en forma 
clonal un gen particular y generar por ejemplo un 
miligramo del mismo, simplemente recuperando 
éste a partir de un litro de cultivo de la bacteria 
recombinada, y 2) cuando son aplicados al genoma 
completo de un organismo, la colección de clonas 
generadas se convierte en un banco o biblioteca 
de genes del mismo, constituyendo el material de 
arranque para cualquier proyecto dirigido a desci- 
frar la información contenida en el ADN del orga- 
nismo en cue~t ión.~ 

Bancosdegenes 

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

Los bancos genómicos son los que contienen 
clonas representativas de todas las secuencias 
del genoma de la especie en estudio. Los de 
ADNc, por el contrario, contienen sólo aquéllas 
secuencias que en el genoma del organismo sir- 
ven para codificar las proteínas de algún tejido u 
órgano en particular. Estos últimos son construi- 
dos partiendo de las moléculas de ARNm del tejido 
en cuestión y convirtiéndolas en ADNc por acción 
de la transcriptasa reversa. Así, un banco de ADNc 
de hígado contendrá aquellas secuencias de ADN 
expresadas como proteínas en este tejido. 

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 tamaños, su selección 
dicta las características y usos particulares de 
cada banco. 

En general se recurre a cuatro tipos de vectores 
para construir bancos de genes de organismos 
superiores; ésios y sus pfmipales características 
se describen en el cuadro 1. 

Cuadro]. Clasificación de bancos de genes 
humanos de acuerdod ver:tor. 

Vector: Inseito: CIones por genoma: 
- - - -- - - 
1 Pl&mldos 4 lipb 750,000 
2 Bacteriófago 12-22 kpb 150,000 
3 Cosmidos 40 kDb 75,000 
4. YACS' 200-400 kpb 7.500 

'Abreviaturasde WeastArtificialChromosomes'' 

Mientras que paraaislar un gen generalmente se 
recurre a bancos construidos con vectores deriva- 
dosdel baceriófago lambda, el proyectodel genoma 
humano, cuyo principal objetivo fue construir un 
mapa físico de cada cromosoma h ~ m a n o , ~  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 más rápido y fácil. 

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

1) Fáciles de introducirles las móleculas 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 último punto es de cuida- 
do y las nuevas cepas de Escherichia coli se 
procuran carentes de enzimas de restricción, de 
metiltransferasas y de enzimas de recombinación. 
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Bancos de ADN 

Con la "molecularizaciónn de la Genética y de la 
Medicina, el ADN genómico de un individuo ya no 
sólo se usa para construir bancos para aislar 
genes en busca, por ejemplo, de mutaciones, sino 
que también se convirtió en el material de arran- 
que para estudios de hibridaoión prlmero, de am- 
plificación por la Reacción en Cadena de la 
PoWnerasa (PCR) después, y recientemente de 
técnicas rápidas basadas en esta última, para 
tamizar mutaciones o para determinar la secuckia 
nucleotídica del gen o región génica de in teré~.~  

Con los problemas asociado: a recolectar mues- 
tras de sangre periférica de los miembros de una 
familia afectada con alguna enfermedad heredita- 
ria, así como con las posibilidades cada día mayo- 
res de identificar los genes causantes de muchas 
enfermedades genéticas (proceso acelerado con 
el proyecto del genoma humano), se desprendió la 
necesidad de preparar un juego de viales conte- 
niendo el ADN de cada uno de los miembros de las 
familias en estudio. 

El poseer un banco de ADN genómico de las 
familias de interés para el estudio de alguna en- 
fermedad hereditaria, brinda un beneficio doble: 
primero, permite, si la colección de familias que 
integra el banco de ADN es numerosa, usar dichas 
muestras para contribuirlas a un estudio colabo- 
rativo del tipo de los muchos concluidos y los más 
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 paradigma es sin duda 
el de la cacería del gen causante de la Corea de 
Huntington, donde las armas moleculares fueron 
entre otras las caminatas cromosómicas. 

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 consideración, o buscar la(s) nueva(s) muta- 
ción(es) recién reportada(s) en otra(s) pobla- 
ción(es), en aquellos miembros afectados del ban- 
co que resultaron negativos para la detección de 
las mutaciones previamente conocidas. 

Por último, en los casos de enfermedades com- 
plejas en las que se sospecha que influyen más de 
un gen, pero que se sabe existe asociación con 
algún polimorfismo genético, al avanzar los estu- 
dios encaminados a precisar qué genes están in- 
volucrados y cómo es que éstos lo hacen, el banco 
es una vez más reevaluado para precisar el peso 
que en la población representada tiene cada uno 
de los loci genéticos implicados. 

Preparación y conservación de bancos de ADN 

Unos cuantos mililitros (incluso algunas gotas) 
de sangre venosa periféricafresca y anticoagulada 
con EDTA, bastan para procesar la muestra. Esto 
se logra a través de una sucesión de pasos para 
lisarlos glóbulos rojos, cosechar lascélulas blancas, 
lisar éstas y degradarles sus proteínas, limpiar el 
ADN liberado por extracciones orgánicas (opcio- 
nal), precipitar éste con etanol y finalmente, resus- 
penderlo en TE. 

El ADN obtenido por cualquier método puede 
guardarse en viales de plástico nuevos, de prefe- 
rencia con tapón de rosca, debidamente etiqueta- 
dos y sus datos completos deben quedar registra- 
dos en una libreta de laboratorio. Dichos viales 
pueden agruparse en conjuntos de familias con la 
misma enfermedad y conservarse a 4". También, 
y sobre todo cuando no se van usar frecuentemente 
(para evitar ciclos de congelación y descongelación 
que tienden a romper la hebra del ADN), pueden 
almacenarse a -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 padecimienlo en cues- 
tión. 

2) Pruebas para rastrear las posibles mutaciones 
que pudieran estar afectando al gen en estudio 
(identificado previamente). 
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3) Pruebas de tipificación de polimorfismos que 
indirectamente permitan un diagnóstico de por- 
tadores o establecer asociaciones entre dichos 
polimorfismos y predisposición o susceptibili- 
dad al padecimiento investigado. 

Aunque en algunas de lacpruebasde laborato- 
rio incluidas en estos tres tipos de investigaciones 
aun se recurre a la técnica de hibridación descrita 
por Edwin Southern en 1975,' cada vez que es 
posible se procura reemplazar ésta por la más 
fácil, rápida, sensible y barata técnica de la Re- 
acción en Cadena de la P~limerasa.~ Esta requiere 
generalmente de 100 ng del ADN del paciente para 
practicarse, pero puede aplicarse aun hasta con el 
ADN obtenido de una sola célula (unos cuantos 
picogramos). Así pues, el ADN de una muestra del 
banco será fuente abundante para múltiples ensa- 
yos con la técnica de PCR, como el descrito en el 
cuadro II. 

Cuadro II. lngredientesde un ensayo típico (50 ml) de PCR. 

Reactlvo Concentracionfinai 

H P  
Tris-HCI, pH=9 
KCI 
Trit6nX-100 
WCI, 
Iniciadores 
dNTP's 
ADN 
Enzima 

Conclusiones 

Hasta hace poco era costumbre de los investiga- 
dores precavidos coleccionar sueros de pacientes. 
La revolución genética de los años 70's ha transfor- 
mado, sobre todo en los últimos 10 años, a la 
Genética y a la Medicina. Del estudio del fenotipo se 
pasó al nivel bioquímico, ensayando enzimas y 
midiendo proteínas. Ahora ambas disciplinas se 
manejan al nivel molecular y el ADN, los genes, las 
mutaciones, los polimorfismos, las dosis génicas, 
las imprentas genómicas, las expansiones trinu- 
cleotídicas, las huellas genéticas, y demás nuevos 
conceptos que el médico tiene que tratar de asimilar 
día a día, dominan el horizonte. 

Ahora a un paciente (o preferentemente a toda 
su familia) con diagnóstico 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 cromosó- 
micas interesantes, características fenotípicas 
únicas o peculiares, etc.), incluirlo en un estudio de 
identificación del gen causa de su afección, o si 
éste ya se descubrió, caracterizarle su mutación. 

Es así que ahora el médico y el investigador 
biomédico deben pensar en el ADN del paciente 
como el "expediente hereditario"permanente, fuen- 
te de presentes y futuras investigaciones, y un 
valioso aliado en la lucha contra la enfermedad. 
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IV. Transfección de células humanas para el 
tratamiento de cáncer y de enfermedades 

metabólicas 

Herminia Mariínez-Rodríguez*, Salvador Said-Fernández** 

Resumen 

Transfecczón es la zntroducción de DNA exógeno a 
una célula receptora La transferencza de genes ha 
hecho poszble que se perczban nuevos horizontes en el 
tratamrento de muchas enfermedades Aquíse revisarán 
lasopczonesparael tratamzentode enfermedades heredi- 
tanas (metabóhcas) y del cáncer 

En las enfermedades metabólicas, el defecto radica 
en la defczencia o ausenna de una proteina debida a 
un gen dafiado o ausente y la correcctón conszste en 
zntroduczr una copia del gen sano 

En lo que se refiere al tratamzento del cáncer, lo 
que se busca medzante manzpulaciones genétrcas es 
destrutr las células que han perdzdo la regulaczón 
normal del crecrmzento Los genes supresores de tumores, 
los que codif;can para interleuclnas, mei+erones, o para 
antígenos que refuerzan la inmuntdad del paczente 
se han utilzzadopara estefln Tambzén se ha estudzado 
el efecto del factor de necroizs tumoral (TWF, por sus 
siglas en rnglés) y de marcadores de reszstencia a 
drogas 

Aunque la terapza génzca ha dado resultados promr- 
sonos existen dzficultades tmporrantes que tendran 
que superarse antes de que ésta esté dzsponzble para 
su utrlzzación en la práctica clínica Conszderando el 
grado y la velocrdad de desarrollo de esta nueva 
tecnología es muy probable que la terapza génzca 
será un procedzmzento exitoso y de rutina en la 
Medzcrna Molecular del próximo szglo 

Palabras clave: Enfermedades metabólicas, cáncer, 
terapia génica, transfección 

Summary 

Transfeckon conslsts the exogenous DNA introductzon 
znto a reczpzent cell Gene transference is a power-ful 
tool that has mude itpossible to percezve new horzzons 
zn the treabnent of a great number of heases In the present 
paper, the current optrons to the znherited (metabolic) 
dzseases and cancer treatments are descnbed 

In metabolic dzseases, the cellular defect consists 
o fa  deJinency or absence ofa protezn coded by a damaged 
or absent gene Thus, the correction consrsts the 
rntroduction znto the cells a copy of the zntact gene 

Wzth respect to the cancer treatment, the azm zs to 
destroy, by means of genetzc manzpulafions, the cells 
that have lost normal growth regulation The genes that 
codiy to interleucins, znterferons, or those antlgens that 
reinforce patient zmmunzty have been used wrth this 
objective In addztzon, the tumoral necrosis factor (7iVF) 
effect, and that of drug-reszstance markers have also 
been studied 

Althoughgene therapy has yzeldedpromzssory results, 
there are still considerable dijJicultzes that need to be 
overcome before can gene therapy be avarlable for 
clinzcal use Constderzng the leve1 andvelocny by whzch 
thzs nou technology is developzng, rt is probable that 
gene therapy wzll be a current, successful procedure 
m Molecular Medzczne dzvzng the next century 

Key words: Metabolic diseases, cancer, gene therapy, 
transfection. 
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Introducción 

Transfección es la introducción de DNAexógeno 
a una célula receptora. El 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 
o combinado con DEAE-Dextran, fosfato de calcio, 
Iípidos catiónicos o utilizando vectores virales que 
aumentan la eficencia de la transfec~ión.~ 

Medianteestas técnicaspuedeintroducirse DNA 
de la misma especie o de otra diferente en una 
célula receptora y analizar su expresión, es decir, 
la síntesis de una proteína que la célula no podía 
hacer con anterioridad. Esto tiene aplicaciones 
muy importantes en la investigación básica para 
estudiar la regulación de la expresión génica y la 
biología del desarrollo y además tiene aplicacio- 
nes en la medicina, ya que pueden introducirse en 
células en cultivo, genes que codifican para hor- 
monas, enzimas, factores de crecimiento, factores 
de coagulación y anticuerpos monoclonales, los 
cuales se pueden producir a gran escala por 
biotecnología y emplearse para el tratamiento de 
muchas enferme da de^.^ Otra aplicación médica 
sobresaliente de la transferencia de genes, es sin 
lugar a duda la terapia génica. Es decir, la modifi- 
cación de células de un individuo para que produz- 
can una proteína que normalmente no producen. 
La terapia génica tiene aplicaciones en el trata- 
miento de enfermedades autoinmunes, infeccio- 
sas, hereditarias (metabólicas) o adquiridas? Se 
revisará aquí lo referente a las aplicaciones en 
enfermedades metabólicas y cáncer. 

Enfermedades metabólicas 

Hay más de 4500 enfermedades metabólicas 
en las que los pacientes tienen algún impedimento 
genético para producir una proteina estructural, 
enzimática u h~rmona l .~  En muchos casos, el 
tratamiento, si lo hay, se limita a tratar de reducir al 
máximo las necesidades del organismo por la 
proteína faltante; ya sea modificando la d~eta o los 
hábitos de vida. De esta manera se evita que los 
productos metabólicos tóxicos se acumulen en el 

oganismo. Otra estrategia de tratamiento consiste 
en administrar de alguna fuente exógenala proteina 
faltante; porejemplo, elfactorVIII de lacoagulación 
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 contaminados con los virus del sida o de 
la hepatitis B.6 

Las posibilidades de la terapia génica de célu- 
las somáticas son muy prometedoras; consideran- 
do que el DNA exógeno puede introducirse in vivo, 
directamente al tejido apropiado; o puede introdu- 
cirse primero in vitro en las células apropiadas e 
injertar éstas subsecuentemente a un sitio fisio- 
lógicamente importante en el ~ rgan ismo.~  Hace 
relativamente poco tiempo se aprobó un protocolo 
de investigación para el tratamiento de inmuno- 
deficiencia hereditaria, mediante terapia génica. 
Los niños 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, tractogastrointestinal y sinopulmonar, 
diarrea crónica, malabsorción y alta incidencia de 
linfomas. Por ello, la mayoría de los infantes que 
no encuentran un donador histocompatible de 
médula ósea mueren tempranamente. El trata- 
miento más común consisite en la administración 
de ADA de bovino, tratada con polietilenglicol para 
hacerla menos "inmunogénica y retardar así su 
eliminación del torrente sanguíneo. En 1990, el 
primer protocolo aplicado de terapia génica se 
realizó en una niña de 4 años que sufría de una 
inmunodeficiencia hereditaria severa. 

En este protocolo, se tomaron linfocitos de la 
niña, se les introdujo el gen de la adenosina 
desaminasa en un vector retroviral y luego los 
linfocitos tratados se devolvieron a la circulación. 
Se encontró que el gen se exp re~aba .~  Sin 
evhargo, el uso de linfocitos T corregidos requiere 
de infusiones repetidas. Esto se debe a que se 
piensa que las células T sólo sobrcu,iven unos 
cuantos meses. Posteriormente en dos niños tra- 
tados para deficiencia de ADA se encontraron 
evidencias de las células corregidas en la sangre y 
esto correlacionó con un mejoramiento importante 
del funcionamiento i n m ~ n e . ~  Este protocolo tiene 
importancia histórica porque fue el primero en 
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realizarse. Ahora hay muchos ejemplos más de 
tratamientos por terapia génica. 

Cabe una mención especial para uno de ellos, 
publicado muy recientemente para la corrección 
de tirosinemia tipo I en un modelo animal. Esta 
enfermedad se debe a la deficiencia de la enzima 
fumarilacetato hidrolasa que actúa en el último 
paso del catabolismo de la tirosina. Los pacientes 
afectados con esta deficiencia sufren de disfunción 
hepltica progresiva durante la infancia, daño 
tubular renal, crisis neurológicas tipo porfirias y 
desarrollo temprano de carcinoma hepatocelular. 
El sustrato de la enzima (fumarilacetato) y de su 
precursor (maleilacetato) son hepatotóxicos 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 hígado ya que tenían una 
fuerte ventaja de crecimiento competitivo con las 
células mutantes.1° Este trabajo es muy trascen- 
dente, porque el hígado es un importante órgano 
blanco para la terapia génica de enfermedades 
metabólicas. Sin embargo, muchos de los trabajos 
previos eran relativamente ineficientes para obte- 
ner hepatocitos corregidos, capaces de mostrar 
efectos clínicos significativos. El éxito del modelo 
de preselección de hepatocitos mutantes corregi- 
dos in situconsiste en que estos hepatocitos cre- 
cen mas rápidamente que los hepatocitos mutantes, 
pudiendo competir con ventaja y repoblar el hígado 
por expansión clonal." 

Muchos tejidos han sido manipulados para su 
modificación genética, entre ellos piel, músculo, 
células sanguíneas, hepatocitos, etc. Los meca- 
nismos más eficientes para introducir el DNA han 
sido desarrollados empleando vectores virales 
modificados que portan el gen de interés y que no 
causan daño en el paciente. 

Cáncer 

En el caso del cáncer el problema es muy 
diferente al de las enfermedades metabólicas. Las 
células tumorales han perdido la regulación del 
crecimiento normal, lo que se debe en la mayoría 
de los casos a múltiples mutaciones que involucran 
tanto la activación de oncogenes como la inacti- 

vación de genes supresores de tumores. Estas 
mutaciones suceden a lo largo de la vida y se ha 
visto que la frecuencia con la que suceden se 
aumenta mucho por factores ambientales y10 
gen ético^.'^ Por lo tanto, la probabilidad de acu- 
mular el número suficiente de mutaciones para 
desarrollar un cáncer es más alta cuanto más 
avanzada es la edad de un individuo, No obstante, 
éste también puede presentarse a cualquier otra 
edad. Dado que las mutaciones son múltiples, ha 
sido muy interesante observar que para combatir 
un tumor, con frecuencia es suficiente la restau- 
ración de la función de un solo gen supresor de 
tumores para inhibir las propiedades tumorigé- 
nicas de muchas clases de células tumorales y no 
es necesario contrarrestar cada una de las muta- 
~iones.~Además, un solo tipo de terapia puede ser 
empleada para diversos tipos de tumores.13 Lo 
cual es muy conveniente, sobre todo si se compa- 
ra con el caso de las enfermedades metabólicas, 
en las que para cada enfermedad debe tenerse 
caracterizado el gen y el tratamiento sólo sirve 
para esa enfermedad. 

Se han intentado principalmente tres estrate- 
gias para la terapia génica el cáncer: 1) inactivar 
oncogenes, 2) administrar genes supresores de 
tumores sanos que sustituyan los que se perdie- 
ron por mutación y 3) aumentar la respuesta 
inmune del organismo para destruir las células 
tumorales. Aunque quizás las últimas dos son las 
más empleadas. Hay muchos ejemplos de proto- 
colos clínicos aprobados para su aplicación en 
humanos para cada una de ellas. Para la primera 
estrategia hay varios protocolos aprobados en el 
que introduciendo RNA antisentido (un RNA con 
secuencia complementaria a los productos de la 
transcripción del oncogen), se ha intentado inactivar 
algunos oncogenes, como c-fos o c-myc.14 En el 
caso de la activacion de genes supresores, p53 es 
tal vez el más estudiado y se ha probado para el 
tratamiento de diversos tipos de tumores, em- 
pleando vectores retrovirales.15 En lo que concier- 
ne a la tercera estrategia, vale la pena hacer algu- 
nas consideraciones: cada mutación que va su- 
friendo una célula la va haciendo un poco más 
diferente con respecto a las demás células del 
mismo tejido. Sin embargo, una célula tumoral no 
es losuficientementediferentea lascélulas norma- 
les para que el sistema inmune la reconozca como 

Gac Méd Méx Vol. 133 No. 6 



extraña y la destruya, este es el gran problema de 
la inmunoterapia.'" 

Entonces, lo que se ha intentado es hacer las 
células tumorales más extrañas al organismo por la 
introducción in vitro de genes que codifican para 
algunos antígenos. Por ejemplo, los de histocom- 
patibilidad. Estas células modificadas se reinoculan 
en el organismo, el cual destruye ahora no solo las 
células modificadas sino el resto de las células 
tumorales. Lo anterior tiene implicaciones muy im- 
portantes, ya que una de las complicaciones más 
severas del cáncer son las metástasis. Y éstas, 
muchas veces son detectables solo cuando ya el 
mal está muy avanzado. Esta opción de tratamiento 
permite destruirlas aún cuando estan como 
micrometástasis. Este tipo de terapia también se ha 
intentado por manipulación in vivo. Lo cual tiene la 
ventaja de no requerir del cultivo de las células del 
paciente. El cultivo de células, aunque sea transito- 
rio, hace el tratamiento caro y difícil de aplicar a un 
número grande de  enfermo^.'^ 

Otras estrategias que se han empleado para el 
tratamiento del cáncer son las siguientes: reforzar 
el sistema inmune, tratando linfocitos T específi- 
cos de tumores con genes que codifican para 
interleucinas;18 modificación genética de células 
tumorales, introduciendo moléculas de ADN com- 
plementario (cDNA, por sus siglas en inglés), que 
codifican para interíerones, e incluso para factor 
de necrosis tumoral para aumentar la respuesta 
inmune antitumor. 

Algunos vectores empleados en terapia 
génica 

Hay diversos vehículos moleculares que se 
utilizan para introducir el DNA exógeno a las 
células que se van a tratar por terapia génica. 
Entre ellos, los más empleados son los retrovirus 
modificados. Estos contienen un genoma de RNA 
que por transripción reversa se copia a una doble 
cadena de cDNA. El genoma del virus está 
flanqueado por elementos idénticos llamados re- 
peticiones terminales largas (LTR, por sus siglas 
en inglés). Estas regiones contienen secuencias 
regulatorias necesarias para la expresión de los 
genes situados entre ellas; incluyendo un promo- 
tor, un potenciador, señales de terminación de la 
transcripción y de poliadenilación. El DNA de do- 

ble cadena integrado en la célula huésped (Ilama- 
do provirus), es heredable, se integra establemen- 
te en sitios al azar del genoma del huésped como 
unasola copiacolinearcon el genomaviral original. 
Para producir un vector retroviral, algunos genes 
virales son eliminados del provirus y reemplaza- 
dos con el gen de interés terapéutico. En la mayo- 
ría de los casos, la cantidad de DNA que puede 
incorporarse en el vector entre los LTR está limita- 
da a 7-8 kb, permitiendo la incorporación de la 
mayoría de los cDNA, pero de muy pocos genes 
de longitud genómica ~ompleta.~ 

Como los vectores retrovirales se integran al 
azar en el genoma del huésped, en ocasiones 
podrían inactivar genes celulares esenciales. La 
integración de un vector retroviral defectuoso en 
replicación puede representar un efecto mutacional 
que dispare el cambio de una célula preneoplásica 
a una célula neoplásica a través de la activación de 
un protooncogen previamente silencioso, o por la 
inactivación de un gen supresor de tumores. El 
hecho de que la mayoria de los cánceres humanos 
con toda probabilidad resultan de múltiples 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 
integración de un provirusesextremadamente bajo? 

Los retrovirus requieren que la célula que van a 
infectar se replique para poder integrarse. Esto 
limita el tipo de células en las que pueden emplear- 
se como vectores. Hay otros virus que también se 
utilizan con los mismos propósitos, tales como son 
los adenovirus y los virus adeno-asociados, que 
no requieren que las células se repliquen. Estos 
últimos se han empleado en protocolos de terapia 
de fibrosis quística 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 pawovirus aunque con menor 
frecuencia. El tipo de vector que se utiliza depende 
del tipo de células que se desee infectar. 

También se han empleado vectores no virales, 
como plásmid0c2~ y liposomas. Estos últimos se 
forman al mezclar Iípidos con DNA. Tienen la ven- 
taja de no ser potencialmente infecciosos, aunque 
su uso ha sido muy limitado hasta la fecha.21 Re- 
cientemente se han empezado a usar vectores 
llamados virosomas que contienen liposomas catió- 
nicos que aumentan la transducción retro~iral.~~ 
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Dificultades a superar 

Es ampliamente aceptado que se han obtenido 
resultados muy promisorios en varios protocolos 
clínicos de terapia génica. Sin embargo, para que 
esta tecnología llegue a ser una herramienta de 
uso cotidiano en Medicina, deberán superarse 
algunas dificultades que hagan posible los si- 
guientes requisitos indispensables: l )  que la tera- 
pia génica pueda realizarse mediante manipula- 
ciones in vivo, 2) que sea posible dirigir el vector 
específicamente a las células blanco, 3) que se 
logre la integración sitio-específica del DNA que 
se está introduciendo y 4) que sea posible regular 
la expresión del gen. 

Lo anterior, en su conjunto, haría innecesario 
tomar muestras de células de los pacientes para 
cultivarlas y modificarlas con el vector in vitro. Lo 
que facilitaría tratar un mayor número de pacien- 
tes a un costo mucho menor. Además al ser 
posible dirigir específicamente el vector al órgano 
blanco se eliminarían los riesgos inherentes a 
infectar otras células aue no son las aue se desean 
modificar. Con la integración sitio-&pecífica se 
evitaríala ~osibilidad de inactivarsecuencias esen- 
ciales de la célula huésped o causar mutagénesis 
por inserción del virus en sitios inadecuados. Por 
último, la posibilidad de regular la expresión del 
gen introducido permitiría que la expresión del gen 
se realice sólo en los niveles y durante el período 
de tiempo requeridos; tal y como sucede en un 
organismo sano. 

Se está realizando una investigación tan activa 
en el campo de la terapia génica, que es muy 
probable que en pocos años ésta constituya una 
alternativa terapéutica real en la práctica médica. 
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V. Modelos celulares para el estudio de efectos 
tóxicos de fármacos y metales pesados 

Salvador Said-Fernández,' Ma. del Pilar Carranza-Rosales,'" Adriana Elizondo-Herrera,"' 
Javier Vargas-Villarreal,' Diego González-Ramírez,"" Herminia Martínez-Rodríguei"" 

Resumen 

La exposzczón ocupaczonal o en el ambzente general 
a agentesxenobzótrcoi constituye unproblema grave de 
salud públzca Sus efectos sobre la ialud humana se 
están estudzando zntensamente El usode bzomarcadores 
hamostrado sermuy útzlpara estosfinesypara detectar 
oportunamenteprocesospatológzcoi o valorarprocedz- 
mzentos terapéutzcos 

De manera tradiczonal, eluio de anzmales de experz- 
mentación ha szdo zndzspensable para la detecczón y la 
vahdaczón de bzomarcadores, para el estudzo de los 
efectos tóxicos de agentes xenabzóticos, de procesos 
patoMgzcosoparaeldesarrollo de nuevosmedzcamentos. 
Smembargo, restrzcczonesetzcasy limztaczonestécnzcas 
han hecho neceiarzo el uio de modelos altemos de 
znvestzgacióninvitro La~célulasaoladasdeorganzsmoi 
y las lineai celulares en cultzvos constztuyen una de las 
mejoresaltematzvas En nuestro laboratorzo implemen- 
tamos un modelo in vitro para analrzar el efecto del 
mercurzo y otros metales pesados sobre la poszble 
reabsorczon tubular renal de proteínas Esto, con el 
propósito de zdentzficar y vahdar bzomarcadores de 
daño renal a nivel de los túbulos contorneados 
proxzmales, antei de que las células epztelrales hayan 
izdo lzsadas Además, el modelo in vitro aquí descrito 
podrza ser útzl para analzzar szitemátzcamente los 
przmeros daños produczdos por otros agentes 
nefrotóxzcos 

Occupatzonal and envzronmental exposures to 
xenobzotzcs w a ierzous Publzc Health problem Thezr 
effects on human health zs the sublect of zntenszve 
research The bzomarkers have been demonstrated to be 
very useful tools for these purposes, and also to detect 
wzth opportunzq, pathologrcalprocesses or to evaluate 
certazn therapeutzc regzmenes Tradztzonally, the use of 
laboratory anzmals has been essentzal to zdentzfL and 
valzdate bzomarkers, to analyze xenobzotzc effects and 
pathologzc processes, or to develop new therapeukc 
drugs However, ethzcal reStrlctlons and technzcal and 
econo-mzcal lzmztahons have made zt necessary to make 
use of in vitro research models as an altematzve to the 
laboratory use of anzmals The cells zsolated from 
organzsms and cell lznes establzshed m culture represent 
one of the best altematives to the laboratory use of 
anzmals We have cmplemented in our laboratory un in 
vitro model to analyze rhe effect of mercury and other 
heavy metalson the albumznprotezn tubularreabsorptzon 
m order to zdentzfy and validate bzomarkers of renal 
damageattheproxzmal tubule level, beforetheepzthelzal 
cells become lyzed In addztzon, the in vitro model here 
descrzbed, could be useful to systematrcally analyze the 
early damage produced by other nephrotoxtc agents 
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Introducción 

En el agua, el aire y la tierra de nuestro planeta 
se acumulan diariamente numerosas sustancias 
nocivas para la vida, conocidas como xenobióticos 
(del griego xenos, extraño; bios, vida; e ico , 
relativo a).' La presencia de xenobióticos constitu- 
ye uno de los problemas más importantes de 
Salud Púb l i~a .~  Ademác de los contaminantes 
químicos , los organismos vivos están expuestos a 
agentes físicos, como las radiaciones i~nizantes.~ 
Actualmente hay más de 200 mil xenobióticos 
producidos por el hombre que están perjudicando 
seriamente a la biósfera.' De tal magnitud es el 
problema de la contaminación ambiental que 
Robert Murray (un eminente profesor de 
Bioquímica) postuló que =....de no controlarse en 
forma directa la contaminación química, en un 
futuro no muy lejano ya no habrá bioquímica por 
qué preoc~parse".~ 

Desde el punto de vista médico, los agentes 
xenobióticos más importantes son diversos 
medicamentos, aditivos para alimentos, pesticidas 
y desechos o materias primas industria le^.'^^ La 
mayor parte de los xenobióticos producen sus 
efectos nocivos actuando directamente en el orga- 
nismo, donde causan lesiones a nivel celular o 
rnolecular. Hace poco tiempo se descubrió que 
algunos pesticidas organoclorados, contaminan- 
tes de alimentos de origen vegetal, mimetizan 
actividades hormonales femeninas. Por eso se les 
ha llamado "xenoestrógenos". Se ha postulado 
que estos factores son promotores de cáncer 
mamario en la mujer.4 Esta propuesta es aún 
controversial. 

En una revisión que realizamos en época recien- 
te sobre investigaciones relacionadas con el tema, 
publicadas en los últimos tres años, observamos 
que los xenobióticos de mayor importancia médica 
producen trastornos metabólicos, lesionan órga- 
nos y tejidos o son promotores de cáncer. Algunos 
autores estiman que el 90% de los casos de cáncer 
fueron inducidos por un agente xenobiótico. En la 
mayor parte de los casos mencionados (si no es 
que en todos) se producen o liberan moléculas 
características, que pueden ser detectadas en los 
laboratorios de análisis clínicos. A estas moléculas 
indicativasdeproblemascausados porxenobióticos 
se les llama biomarcadores. 

Los biomarcadorespueden serácidos nucleicos, 
proteínas con diversas funciones biológicas, inclu- 
yendo una amplia variedad de enzimas, aductos 
de DNA o proteínas y metabolitos de muy diversa 
índole. Se conocen como aductos a complejos de 
biomoléculas con productos tóxicos. Muchos de 
ellos son cancerígenos. 

La importancia médica de los biomarcadores 
consiste en que su detección oportuna en el hom- 
bre o en los animales permite hacer una evalua- 
ción de la gravedad de los daños ocasionados por 
algún agente xenobiótico, a nivel individual o co- 
lectivo. También permite detectar oportunamente 
un problema de intoxicación, o de la presencia de 
cáncer, en sus fases más tempranas, cuando aún 
es alta la probabilidad de que el tratamiento espe- 
cífico sea ex i tos~.~  Los biomarcadores permiten 
también valorar el progreso del tratamiento espe- 
cífico. Por las razones expuestas, el desarrollo de 
nuevos biomarcadores es un importante foco de 
interés del mundo científico, biotecnológico e in- 
dustrial. 

Los sujetos de estudio para la valoración y 
validación de los biomarcadores son, entre otros, 
las poblaciones humanas expuestas ocupacional- 
mente a los agentes xenobióticos, personas con 
cáncer o enfermedades metabólicas, sujetos sa- 
nos, animales de experimentación, órganos y teji- 
dos aislados y células obtenidas directamente de 
hombres o animales, de cultivos primarios o de 
líneas celulares en cultivo. 

En los últimos años, los modelos in vitro han 
cobrado una extraordinaria importancia y la ten- 
dencia de su uso es ascendente. La razón 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 
xenobióticos y para el desarrollo de biomarcadores 
y medicamentos que se llevan al cabo actualmen- 
te. En el mundo existe una fuerte presión para que 
se usen lo menos posible, animales de laboratorio 
para investigación, por razones éticas, técnicas y 
 económica^.^ 

Los modelos in vitro son particularmente útiles 
para analizar con detalle las relaciones de las vías 
metabólicas y las caracteristicasfarmacodinámicas 
de xenobióticos y medicamentos en de~arrollo,~ 
como se muestraen los cuadros I y II. Una mención 
especial merecen loscultivos in vitrode hepatocitos, 

Gac Méd Méx Vol. 133 No. 6 



considerando su papel crucial en los proceso de cultivos mixtos. Por ejemplo, de embriones de 
intoxicación/destoxificación de diversos compues- Xenopus laevk y hepatocitos para evaluar efectos 
tos. Esta ventaja y las restricciones éticas ya teratogénicos de sustancias que deben ser 
mencionadas han hecho de los cultivos de metabolizadas para producir efectos mutagénicos 
hepatocitos un modelo muy útil en la evaluación (ver cuadro 11). En el cuadro I se muestran también 
preclinicade nuevoscompue~tos,~~omose mues- varias aplicaciones de lascélulas en lavalidación in 
tra en el cuadro l. También se están utilizando vitro de biomarcadores. 

Cuadro l. Ejemplos de empleo de células de mamífero para la detección de efectos tóxicos producidos Por agentes xenobióticos 

Células Uso especifico Referencia 

CéluiasTgamma/delta 
Linfocitos B yT 

Hepatocitos y cdlulas 
de epitelios renales 
Embriones de rana 
Hepatocitos embrionarios humanos (WRL-68) 
Células de túbulo renal: LLC-PK, y MDCK 
Células uroteliales 
Embriones de Xenopus laevis 
Células hemopoyéticas totipotenciales 
Hepatocitos 

Linfocitos T y B 
Co-cultivos de hepatocitos y embriones murinos 

Polen de Tradescanffa sp 

Cultivos primariosde célulasembrionarias 
decerebroy retina 

Reactividad a metales pesados 
cuantificación de metales pesados acumulados 

Transporte de metales pesados 
Efecto teratogénico de extractos acuosos de tierra 
Efectos tóxicos de cadmio y mercurio 
Citotoxicidad de mercurio 
Detección de aductos de DNA 
Tamizaje de xenobióticos queproducen lesiones en el DNA 
Análisis de factores cancerígenos epigenéticos (radiación ionizante) 
Modelos ni vitro para el análisis de efectos hepatotóxicos de medicame 
en desarrollo 
Monitoreo de la evolución de inmunosuDresián teraoéutica 
Análisis de efectos tóxicos de agentes'xenobióticoi y medicamentos 
que deben ser metabolizados para activarse 
Efectos mutagénicos de químicos presentes en basura. 
humosdeinciieradoresydesechosindustriales 

Efectos tóxicos dequimicos ambientales paratasar el grado 
de riesgoen industriascontaminantes 

9 
1 o 
11 
12 
13 
14 
3 

ntos 
15 
16 

17 

18 

19 

Cuadro II. Utilidad de las células en cultivo como modelos para el desarrollo de medicamentos 

Modelocelular Estrategia terapéutica Usoespecífico Referencia 

Xenoinjertodecélulas humanas de 
cáncer de próstataen ratones 

Células de ratón decáncer de mama 
MXT. Célulasdecáncerdevejiga 
T24 y J82 

Xenoinjertode linfocitos humanos. 
B-CLL 

C 6 1 ~  asdeoiversosrmoresoeraion 
LeLcernai~1219.Sl8OvAKR~ 

(Lewis) 

Diversas líneasceluiares 
CélulasCaCo-Zdeepiteliointestinai 
humano 

Terapiagénicacontracáncerdepróstata Modeloexperimentaldecáncerdepróstata 
humana 20 

Desarrollo dedrogasanticancerosas y 
monitoreode las yaexistentes Efecto antineoplásico de Vhca alcaloides 21 

Modelomurinopreclínicoparadesarrollo 
demedicamentoscontraleucemia Tamizaje.Análisisdeefectossecundarios 22 

Drogasanticancerosas 
(40,000 compuestos por año) Efecto citotoxico 
Drogascontramicobacterias Efecto letal y bacteriostático 

Exipientessurfactantes Efectostóxicosgenerales 
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Es importante destacar que los modelos in vitro 
son útiles parael ensayo de compuestos químicos, 
pero no sustituyen totalmente a los animales de 
laboratorio. Esto se debe principalmente a que los 
cultivos celulares in vitro son en realidad una 
sobresimplificación de los modelos animales para 
estudios farmacológicos y toxicológicos. Lo cual, 
en muchas ocasiones impide hacerextrapolaciónes 
directas de datos obtenidos in vitroa lo que sucede 
Ni viv0.2~ Algunos fármacos anticancerosos que 
muestran ser muy potentes in vitro son poco efec- 
tivos in vivo. Ello, en algunos casos se debe a que 
en los cultivos in vitro las drogas son fácil y rápida- 
mente internalizadas por las células, en tanto que 
in vivo éstas se distribuyen y concentran en dife- 
rentes proporciones en los diferentes órganos y 
tejidos y se metabolizan y excretan a diferente 
velocidad de como lo hacen en Iíneas celulares 
puras cultivadas in v i t r~.~" 

En nuestro laboratorio hemos enfocado nues- 
tro interés al estudio de los efectos nefrotóxicos 
del mercurio, con la idea de identificar una proteí- 
na como biomarcador para detectar una disfunción 
renal antes de que haya ocurrido ya un daño a 
nivel del túbulo contorneado proximal. Por ello, en 
las próximas Iíneas, nos referiremos a este tema 
en especial. 

El mercurio metálico se ha utilizado desde la 
antigüedad con diversos fines. Los más conocidos 
son el beneficio del mineral para extraer y purificar 
oro, la fabricación de amalgamas para uso dental, 
la fabricación de termómetros y de lámparas. 
Algunos compuestos orgánicosse han usado como 
fungicidas. Esto último ha ocasionado algunos 
episodios de intoxicación en poblaciones huma- 
nas numer0sas.2~ 28 

El mercurio metálico tiene una alta presión de 
vapory por lo tanto se mezcla rápida y eficazmente 
con los componentes del aire de donde es absor- 
bido por los seres vivos.29 El metil-mercurio se 
absorbe fácilmente por el organismo. Ambas for- 
mas del metal se acumulan en diversos órganos, 
pero preferentemente en el riñón,30 donde puede 
producir toxicidad renal. Se ha sugerido que ésta 
se debe a una vasoconstricción y a un daño celular 
dire~to.~' El sitio más susceptible al efecto tóxico 
del mercurio en la nefrona es la par.  recta; pero si 
se usan dosis de mercurio mayores que las que 
afectan a las par. recta resultará afectada la parte 

proximal de la nefr~na.~' Estas lesiones se manifies- 
tan por proteinuria (microalbuminuria y excreción 
por orina de proteínas de baio peso mole~ular)?~ 

Se han &ado con éxitó ánimales y órganos 
aislados para estudiar los efectos tóxicos de los 
agentes nefrotóxicos. Sin embargo, por las razo- 
nes ya comentadas, con estos modelos de estudio 
es dificil analizar el mecanismo citopatogénico de 
los agentes nefrotóxicos a nivel celular0 molecular. 
Por ello, en los últimos años se ha recurrido para 
este propósitoa rebanadasde riñón, túbulos contor- 
neados aislados y en mucho menor grado a mono- 
capas de células de riñón de diversas especies de 
mamífero cultivadas in v i t r ~ . ~ ~  En el caso específi- 
co de intoxicación por cloruro de mercurio o metil- 
mercurio (0.1 pMa  5 mM) se han utilizado como 
modelos in vitro túbulos proximales aislados de 
conejo,33 células murinas de leucemia L51 78Y34 y 
Iíneas celulares tubulares de cerdo (LLC-PK,) y de 
perro (MDCK).12 

En términos generales, en los trabajos arriba 
citados se observó que el mercurio no órganico es 
tomado y liberado por las células mucho más 
rápido que el metil mercurio. Ambos tipos de com- 
puestos producen lesiones membranales, mitocon- 
driales y liberación de enzimas (por ejemplo, lactato 
deshidrogenasa y deshidrogenasa mitocondrial), 
y disminución de síntesis de DNA, por lo tanto 
disminución de la velocidad de multiplicación celu- 
lar, y citólisis. Sin embargo, no se ha descrito con 
detalle cual es el efecto que ejerce el mercurio u 
otros metales pesados sobre el transporte de 
proteínas por 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 anatomía y fisiología renales 
relacionados con la reabsorción de proteínas: La 
unidad fisiológica y anatómica del riiión es la 
nefrona, que consiste del glomérulo renal, el túbulo 
contorneado proximal, el asa de Henle, el túbulo 
contorneado dista1 y el túbulo colector. En forma 
simplificada se puede decir que el glomérulo es un 
ovillo formado por un vaso aferente, fenestrado y 
otro eferente. Ambos incluídos en la cápsula de 
Bowman. Es en esta porción de la nefrona donde 
se lleva a cabo la filtración g l~meru lar .~~ 

El túbulo contorneado proximal se encuentra 
contiguoal gloméruloy recibeelfiltradoglomerular, 
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el cual pasa luego por el asa de Henle y prosigue al 
túbulo contorneado distal. A continuación, entran 
en coalescencia hasta ocho de los túbulos distales 
para formar el túbulo 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 vacían en la pelvicilla renal. 

Al fluir el filtrado glomerular por los túbulos, 
cerca de 99% de su agua y cantidades variables 
de sus solutos se reabsorben normalmente hacia 
el sistema vascular, y también se secretan ciertas 
cantidadesdealgunassustancias hacialostúbulos. 
El agua tubular restante y las sustancias disueltas 
en ella se convierten en orina.35 

Las características de la membrana basal de la 
cápsula de Bowman impiden que se filtren los ele- 
mentos formes de la sangre, así como las proteí- 
nas con un peso molecular mayor de 70 kDa. Sin 
embargo, el filtrado glomerular contiene numero- 
sas proteínas con un peso molecular menor de 70 
kDa que luego se reabsorben con una altísima 
eficacia en sujetos sanos y jóvenes. Por ejemplo, 
la albúmina se reabsorbe en un 98% y la b2 micro- 
globulina en un 100%.36 

A nivel tubular, la nefrona tiene entre otras, una 
función secretora. Mediante este mecanismo de 
secreción tubular se transportan en forma activa 
sustancias que se suman al filtrado que se en- 
cuentra en la luz del túbulo. Este proceso de secre- 
ción tubular es más aparente y eficaz en la región 
del túbulo contorneado proximal. Los solutos úti- 
les al organismo son reabsorbidos a lo largo de los 
túbulos contorneados proximal y distal, pero prin- 
cipalmente a nivel del contorneado p r ~ x i m a l . ~ ~  Se 
conoce bien el proceso de reabsorción de la albú- 
mina por túbulos contorneados aislados. Este 
proceso consiste en la internalización de la albú- 
mina en vesiículas endocíticas, mediante un pro- 
ceso de pinocitosic, probablemente en dos for- 
mas: mediante la unión a receptores de membra- 
na y en el liquido de las vesículas endo~ít icas.~~ 

Dentro de las células, las vesículas endocíticas 
se fusionan con los lisosomas, se forman los fago- 
lisosomas y la proteína se digiere.38 Los productos 
de hidrólisis (principalmente amino-ácidos libres) 
son transportados hacia el exterior del l i s ~ s o m a . ~ ~  
Enseguida, estos productos de hidrólisisson trans- 
portados hacia la cara externa de los túbulos 

contorneados prox imale~.~~ Lo que sugiere que 
estos aminoácidos se reintegran a la circulación 
sanguínea general, vía capilares eferentes. El me- 
canismo mencionado aún no se conoce con de- 
talle. 

En sujetos sanos, las proteinas del plasma 
contribuyen con un 10-20% del contenido de 
proteínas en la orina. Los principales componen- 
tes de la proteinuria normal son la glicoproteína de 
Tamm-Horsfall y proteínas que provienen de la 
descamación del epitelio que recubre al tracto uro- 
genital.36 

En la hipertensión arterial, la diabetes mellitus 
o intoxicaciones por mercurio, cadmio, plomo, 
disolventes orgánicos o medicamentos como los 
salicilatos, se puede producir un daño renal desde 
leve hasta muy severo3'. Varias proteínas de alto 
o bajo peso molecular presentes en la orina se 
usan ampliamente en la clínica como biomar- 
cadores de daño renal.40Además, el tipo de proteí- 
nas detectadas en la orina permite saber si el daño 
ocurrió a nivel del glomérulo o de los túbulos con- 
torneados proximales. La presencia en orina de 
proteínas de peso molecular mayor a 70 kDa o un 
porcentaje alto de albúmina (mayor al 20% del 
total de las proteínas detectadas en orina) son 
indicativas de lesiones a nivel del g l~méru lo ,~~  en 
tanto que, la presencia de proteinas de bajo peso 
molecular indican lesión del túbulo contorneado 
proximaL3" 

Por otro lado, la presencia de proteínas liso- 
somales, como la N-acetilglucosaminidasa, se debe 
a que las membranas lisosomal y plasmática de 
las células de la nefrona han sido  lesionada^.^' 

Una albuminuria mayor de 3.5 gldía, asociada 
con edema (síndrome nefrótico) se debe a un 
lesión a nivel glomerular. Si la albuminuria es 
menos importante, pero clínicamente significativa 
(z 0.5 gldía), es posible que exista una falla en la 
reabsorción t ~ b u l a r . ~ ~  Cuando la albuminuria es 
menor de 0.5 gldia ésta se denomina microal- 
buminuria o paucialbuminuria, y se le asocia con 
frecuencia a formas crónicas de nefropatías desa- 
rrolladas como consecuencia de una intoxicación 
o de padecimientos como dibetes mellitus o hiper- 
tensión  incipiente^.^^ 

La concentración de N-acetilglucosaminidasa 
en orina se eleva en enfermedades con daño renal 
causado por  medicamento.^^^,^^ y metales pesa- 
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dos tales c o m o c a d m i ~ , ~ ~ p l a t a ~ ~ p i o m o . ~ ~  Porotro 
lado, se sabe que en casos de intoxicación grave 
con mercurio aperace proteinuria, consistente prin- 
cipalmente en liberación de albúmina, proteinas de 
bajo peso m ~ l e c u l a r ~ ~  y proteínas de origen 
lis0soma1.~~ Como ya antes comentamos, entre 
estas últimas, la más usada como marcador de 
daño renal es la N-acetilglucosaminidasa y por lo 
tanto es un biomarcador de lesiones celulares 
serias. Sin embargo, de acuerdo con la experien- 
cia de uno de nosotros (González-Ramirez, D., 
datos no publicados) las personas ocupacional- 
mente expuestas, con síntomas leves de intoxica- 
ción por mercurio no presentan proteinuria eviden- 
te con métodos convencionales. Esto puede de- 
berse a que, a pesar de que el riñón esté siendo 
afectado, los métodos empleados no tienen la 
suficiente sensibilidad para detectar microcon- 
centraciones de proteínas. Posiblemente en las 
fases muy tempranas del cuadro de intoxicación 
por mercurio aparecen en orina albúmina y ciertas 
proteinas de bajo peso molecular por inhibición del 
mecanismo de reabsorción de proteínas, pero no 
necesariamente porque ya hubo una destrucción 
de los túbulos contorneados, sino porque los re- 
ceptores específicos de las células tubulares han 
perdido afinidad por ellas. Nuestra suposición se 
apoya en que existe un transporteselectivo, depen- 
diente de la constante de afinidad (T,,,) de proteínas 
a nivel tubulaPgy en que el mercurio se combina 
con grupos sulfhidrilo que inhiben gran cantidad de 
enzimas31 y que podrían interferir con la unión de 
las proteínas con sus receptores, en una forma 
selectiva. Nuestro propósito es identificar una pro- 
teína como marcador temprano de intoxicación 
renal por mercurio, utilizando un método mucho 
más sensible que los convencionales. Ello permi- 
tiría detectar una disfunción a nivel de túbulos 
contorneados proximales, antes de queéstos sean 
lesionados severamente y permitan la liberción de 
proteínas de las propias células tubulares. 

En nuestro laboratorio hemos elegido como 
modelo experimental a los epitelios de células de 
túbulos contorneados proximales para analizar 
sistemáticamente el efecto de mercurio y de otros 
metales pesados sobre el transporte transepitelial 
de proteinas de alto y bajo peso molecular, empe- 
zando con albúmina, por ser uno de los biomar- 
cadores de daño renal mejor estudiados. Nuestra 

hipótesis consiste en que el mercurio y otros meta- 
les pesados, administrados a los cultivos en dosis 
sublíticas inhibirán el mecanismo de reabsorción 
de la albúmina (internalización y excreción de los 
productos de hidrólisis). Utilizando monocapas de 
células de túbulo proximal de riñón de zarigüeya 
americana, llamadas OK por sus siglas en inglés 
(Opossum Kidney)?" Estas células se organizan 
in vitro como los epitelios tubulares originales, 
conservando su polaridad estructural y funcional, y 
muchas de las características de los epitelios 
tubulares. Las monocapas que forman in vitro las 
células OK muestran una resistencia transepitelial 
de 41 - 63 o h m ~ l c m ~ . ~ ~  

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 cultivo y la proteína cuyo transporte se 
quiere investigar. El inserto 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 constituído por el pozo, 
dentro del cual se alojael anillo. Las células crecen 
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, típicas de los epi- 
telios tubulares. La cara basal de todas las células 
queda adherida al filtro. 

En experimentos de transporte transepitelial 
utilizamos [3H]-inulina y [1311]-sero albúmina bovi- 
na. La inuiina es un polisacárido que no se traspor- 
ta por vía 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 ['311] con el que marcamos la 
seroalbumina es transportado transepitelialmente 
por las células OK en sentido apical-basolateral y 
en menor grado en el sentido opuesto. 

Nuestro modelo nos permitirá analizarcon deta- 
lle los efectos de dosissublíticasde mercuriosobre 
la reabsorción de proteínas; y si, como esperamos, 
este efectoconsisteen lainhibicíón de la reabsorción 
de proteinas, investigar si el mecanismo de trans- 
porte transepitelial está afectado a nivel de endo- 
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citosis, formación del fagosoma, delfagolisosoma, embrio teratogenensis assay-Xenopus. J Appl Toxicol. 

de la hidrólisis de las proteínas o de la excreción de 1995;15:183-'91. 

los productos de hidrólisis. 11. Bucio L, Souza B, Albores A y cols. Cadmium and 
mercury toxicity in a human fetal hepatic cell line (WRL- 

Las perspectivas de este trabajo consisten en 68 cells). Toxicology. 1995;102:285-299. 
que el mismo modelo celular sería útil para anaii- 12. Bohets HH, Van ?hielen MN, Van Der Biest y cols. 
zar el efecto de éste y de otros metales pesados y CytotocicitY of mercury compounds in LLC-PK, MDCK 

fármacos sobre el transporte de biomar- and human proximal tubular cells. Kidney International. 
1995:47:395-403. 

de daño renal, a de reabsorción de 13. Vineis P, Talaska G, Malaveille C y cols. DNA adducts 
10s túbulos contorneados proximales. in urothelialcells: relationshipwith biomarkersof exposure 

Desde un aspecto más uráctico. es~eramos to arylamines and polycyclic aromatic hydrocarbons . , 

que el modelo q;e estamos'implementando per- from tobacco smoke. Int J Cancer. 1996;65:314-316. 

mita identificar nuevos biomarcadores de intoxica- 14. Stringer BK, Blankemeyer JT. Measurement of DNA 
integrity and structure in Xenopus embryos inthe presence 

ción renal, y por Otro lado, se en una ofhydroxyurea,actinomycin-D,andtriethylenemelamine 
buena alternativa para el estudio de efectos tóxi- usinq the fluorescent urobe Hoechst 33258. Teratoa 
cos de diversas sustancias, sin necesidad de ~arc jnog Mutagen. 1995;15:53-63. 

sacrificar animales de laboratorio. 15. Ulrich RG, Bacon JA, Cramer CT y cols. Cultured 
hepatocytes as investigational modelsfor hepatic toxicity: 
practicalapplications in drugdiscoveryanddevelopment. 
Toxicol Lett. 1995;82-83:107-115. 
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ssion and the potential imuact of druq concentration 
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