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Presentación


La biotecnología moderna es sin duda una de las promesas del presente siglo para ayudar a resolver incontables problemas en diferentes áreas que incluyen la salud, los alimentos, el sector agropecuario, el medio ambiente, las energías renovables, la industria, etc. Mucho de lo que se esperaba ya ha cristalizado, especialmente en el área médica y con apuntes importantes en el medio ambiente y el sector agropecuario e industrial.

La biotecnología se ha cultivado en diversas instituciones en México en las últimas dos décadas. El Instituto de Biotecnología (IBt), entidad pionera en esta área, nació hace cinco lustros con la convicción de profundizar en el conocimiento de los sistemas biológicos y de aplicar este conocimiento al desarrollo de tecnologías y procesos basados en la manipulación responsable de los seres vivos y sus componentes. Desde su creación, el IBt ha sido líder en el área, impulsando el desarrollo de la biotecnología en la Universidad y en el país. Los temas que han ocupado a sus investigadores en estos 25 años han evolucionado notablemente. Al principio se concentraban en el desarrollo de herramientas de ingeniería genética, en métodos para la purificación y caracterización de péptidos y proteínas, en la producción de biomoléculas con aplicación en las áreas de salud y alimentos, así como en la caracterización a diferentes niveles de la regulación y fisiología del metabolismo nitrogenado bacteriano.

Actualmente se cultiva una amplia diversidad de disciplinas, tales como las ciencias genómicas, la biología del desarrollo vegetal y animal, la ingeniería de proteínas y de bioprocesos, la biocatálisis, la ingeniería celular, la bioinformática, la interacción huésped-parásito, la neurobiología y la toxinología, entre muchas otras. Todo esto en diferentes modelos biológicos, como el erizo de mar, el ratón, la mosca Drosophila melanogaster, el pez cebra, la planta arabidopsis, la bacteria E. coli y las levaduras, o en organismos de mayor interés y relevancia para el ser humano como el maíz, el frijol, los virus, bacterias y parásitos patógenos, animales ponzoñosos, etc., que ofrecen a sus investigadores la posibilidad de hacer contribuciones en áreas muy variadas.

Me es grato por lo tanto presentar este libro, que reúne el esfuerzo de los investigadores del Instituto de Biotecnología en torno a la celebración del 25 aniversario de la creación del mismo. Estas páginas son un mosaico selecto, y por tanto no exhaustivo, del quehacer del Instituto, sus investigaciones, el contexto en que se llevan a cabo y su relevancia en relación al área científica en que están inmersas.

Los artículos están organizados de tal manera que dan una revisión general al área particular de su interés, seguida de las contribuciones que los grupos del IBt han hecho en tal área, por lo que este libro será de interés tanto para lectores interesados en los temas de frontera de las disciplinas que dan sustento a la biotecnología, como para lectores especializados que deseen enterarse de las contribuciones particulares del Instituto de Biotecnología en estas áreas.

Enhorabuena por los 25 años de existencia de la comunidad del Instituto, siempre y cada vez más comprometida con la formación de recursos humanos de calidad, con la investigación de frontera y su aplicación al desarrollo de biotecnologías, y, consecuentemente, con la sociedad en su conjunto. [image: Image]

Carlos F. Arias

Director



Prefacio


La comunidad del Instituto de Biotecnología cumplió en 2007 veinticinco años de existencia dentro de la Universidad Nacional Autónoma de México, campus Estado de Morelos. Este aniversario se celebró de diversas maneras: seminarios, conferencias, congresos, justas deportivas, medallas, logotipos, eventos sociales (a los que los mexicanos, investigadores científicos o no, somos tan afectos). En las páginas que siguen presentamos una manera más de celebrar llenos de orgullo este acontecimiento de particular importancia para nuestro país: contando lo que hacemos.

No nos cansamos de repetir de repetir en todo foro posible que sin ciencia y tecnología México enfrenta un futuro sombrío. Son claras las correlaciones entre la riqueza de un país (y por ende el nivel de vida de sus ciudadanos) y parámetros tales como el número de científicos que tiene, el presupuesto que le dedica a la ciencia y la escolaridad de su población. Pero sólo a veces hay alguna respuesta. Ante esto, lo mejor que podemos hacer quienes nos dedicamos a la investigación científica es divulgar lo que hacemos. No será hasta que el ciudadano común reconozca para qué sirve la ciencia y haga suyo también este reclamo, que la clase gobernante decidirá apoyar la creación de nuevos centros de investigación en vez de incontables plazas comerciales. La riqueza de un país se mide también por el nivel de cultura científica de sus ciudadanos y, lo más importante, ésta lo libera de uno de los peores males del presente: el fanatismo y las ideas oscuras. Muchos factores dividen a la humanidad. Hay una brecha cada vez más amplia entre los que saben y los que no saben, los que entienden y buscan el porqué de las cosas y los que esperan un milagro o que alguien lo haga por ellos. El que sabe puede transformar y adquiere poder.

¿Qué es la biotecnología? En este libro no se hallará una definición, pero sí muchas maneras de entenderla. Los lectores encontrarán información sobre proteínas y azúcares; sobre genes y ADN; sobre virus, bacterias, levaduras y hongos; sobre plantas y animales, e incluso sobre el parecido entre moscas y seres humanos. Podrán acceder al comportamiento íntimo de la célula: ¿Cómo funciona? ¿Cómo está estructurada? ¿Cómo se mueve? ¿Cómo crece? ¿Qué hace en un medio ambiente adverso? ¿Qué sucede cuando es atacada? ¿Cómo se comunica? Se sorprenderán del lenguaje bioquímico que se establece entre el espermatozoide y el óvulo; o del silencio que las moléculas de ARN introducen en la comunicación de los genes. También sabrán de los esfuerzos por hacer trascender este conocimiento: desde plásticos biodegradables hasta azúcares, energéticos y nuevos medicamentos, casos exitosos de relaciones con el sector productivo. Pero sobre todo percibirán que tras cada contribución hay un grupo de científicos mexicanos que trabajan con estudiantes en formación, todos con la intención de servir al país en la creación de una ciencia y tecnología nacionales.

En cada artículo se intentó describir de una manera sencilla (a veces no tanto) el tema de estudio más importante de cada grupo de investigación del IBt. A pesar de la elevada carga de trabajo de los investigadores, la construcción de este texto fue una tarea relativamente fácil dado el entusiasmo que despertó la idea de celebrar de esta manera nuestro aniversario. Algunos artículos abordan temas de alta especialización que no serán en su totalidad de fácil acceso para todo tipo de lector, pero todos contienen introducciones de carácter general que esperamos resulten interesantes y comprensibles para el lector no experto. Lo que aparece no es todo lo que hacen los grupos que participaron, ni participaron todos los grupos que hay en el IBt, pero es nuestro anhelo que, después de asomarse por esta ventana a nuestro quehacer científico, el lector obtenga una clara idea de los avances en investigación básica y aplicada en algunos temas de actualidad relacionados con la biotecnología y, en particular, de la manera en que la UNAM contribuye en este campo. Esta es nuestra celebración.

Para la elaboración del libro tratamos de respetar al máximo el modo particular que tiene cada grupo de transmitir el conocimiento, pero sin sacrificar la claridad para un lector no experto. Se conjuntó el trabajo de un investigador enterado en aspectos biotecnológicos y el de un divulgador enterado en aspectos literarios. La realización de este proyecto editorial fue en gran medida posible gracias al entusiasta apoyo de Julia Tagüeña y Juan Tonda, a cargo de la Dirección General de Divulgación de la Ciencia y de la subdirección de Medios Escritos de la misma, respectivamente, a la determinación de Karla Cedano, responsable de divulgación del campus Morelos de la UNAM, y al trabajo del equipo a cargo del editor Nemesio Chávez Arredondo, de la DGDC, y de Mariana Trujillo, del IBt, en la elaboración de ilustraciones. [image: Image]

Agustín López Munguía
Francisco Rebolledo



Creación y consolidación del Centro de Investigación sobre Ingeniería Genética y Biotecnología y su transformación en el Instituto de Biotecnología de la UNAM


Francisco Gonzalo Bolívar Zapata

Durante el período 1977-1980 realicé en la Universidad de California una estancia posdoctoral en el laboratorio del Dr. Herbert Boyer trabajando en el desarrollo de herramientas moleculares para la clonación y expresión de material genético en E. coli. Mi trabajo generó vehículos moleculares que permitieron la expresión en bacterias de genes que codificaban para proteínas humanas como la insulina. En esta etapa me convencí de que la metodología de la ingeniería genética iba a generar una verdadera revolución en las Ciencias de la Vida, porque permitía, por un lado, aislar genes de cualquier organismo (y con ello la oportunidad de caracterizarlos a nivel molecular, es decir, conocer la secuencia de sus nucleótidos) y por el otro, permitía también la utilización y modificación de estos genes para construir organismos dando lugar a una nueva tecnología biológica para contender con problemas en diferentes áreas. Así surgió inmediatamente la posibilidad de usar estas capacidades en el área de la salud para producir industrialmente proteínas humanas en bacterias. Me percaté también, sobre todo por mi participación en la creación de la empresa Genentech, Inc., de que esta revolución iba a generar, a nivel mundial, una nueva industria de la biotecnología sustentada en la ingeniería genética, que si bien en sus inicios impactaría el sector salud, en poco tiempo sería clave en otros sectores. Todo lo anterior me convenció de que esta era una oportunidad extraordinaria para poder implementar esta tecnología en México y utilizarla en la solución de problemas de nuestro país. Para ello era importante capacitar a mucha gente y desarrollar la infraestructura necesaria. En ese momento, empecé a concebir la creación de un centro para organizar en México este esfuerzo en el área de la ingeniería genética y la biotecnología. Comenté esta idea con el Dr. Guillermo Soberón, entonces Rector de la UNAM, con el fin de concebir una estrategia para desarrollar la ingeniería genética en la UNAM y en México.

Guillermo Soberón me sugirió que integrara una propuesta para la creación de un centro en esta área. Esta situación coincidió con un esfuerzo que iniciaba en 1979 la Organización de Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial (ONUDI) en el sentido de concertar capacidades internacionales en el área de la ingeniería genética y la nueva biotecnología. De hecho, como resultado del análisis de la importancia de esta nueva metodología, surgió la iniciativa en la ONUDI de crear dos centros de investigación en esta área, con la prioridad de ubicarlos en países en vías de desarrollo. Fui invitado a formar parte del consejo de asesores del futuro Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología de la ONUDI. Nos reunimos en dos ocasiones en Trieste, Italia, en conjunto con un grupo de académicos e industriales para elaborar un planteamiento que permitiera la creación del centro de la ONUDI. Entre los asuntos que discutimos estaba el la organización académica de este nuevo organismo. La propuesta a la que finalmente se llegó fue que la actividad se organizaría en grandes grupos de trabajo –células académicas– como les llamamos en aquel entonces. Estos grupos estarían dirigidos por investigadores maduros y tendrían el apoyo de investigadores en formación, de estudiantes de posdoctorado, de técnicos, y también de estudiantes. Asimismo, la idea incluía que los grupos integraran su trabajo alrededor de un conjunto de proyectos de investigación en una línea de investigación. Durante la discusión se llegó a la propuesta de crear un primer centro con proyectos en el área de la salud primariamente, y posteriormente un segundo centro en el área de la biotecnología vegetal. El siguiente acuerdo estaría relacionado con la ubicación del centro y como es de suponer, uno de los países propuestos fue México. Llevé entonces esta idea a consideración del rector Soberón, quien pensó que se trataba de una oportunidad muy interesante que debíamos explorar. Propuso que invitáramos al grupo de expertos de ONUDI a México, y así se hizo. Trajimos a los responsables, entre ellos el Dr. Ananda Chakrabarti, uno de los líderes mundiales en el uso y registro de patentes en tecnología biológica. Después de visitar nuestro país y conocer de nuestro potencial, consideraron viable la propuesta de México como sede del centro de la ONUDI. En este sentido nos hicieron llegar un conjunto de requisitos que deberían cumplirse para que la ONUDI considerara oficialmente la propuesta, entre ellos los recursos que se requería canalizar inicialmente para crear el centro, que se estimaban del orden de diez millones de dólares. El centro debía tener también un conjunto de características y el país debía dar trato diplomático a su personal, tal como sucede en un centro de Naciones Unidas.

Guillermo Soberón llevó el planteamiento al entonces presidente José López Portillo quien lo consideró atractivo y pidió al propio Dr. Soberón que explorara su viabilidad. Cuando esto ocurrió, el Dr. Soberón ya no era rector de la UNAM, sino el coordinador de los servicios de salud de la presidencia. Durante este tiempo, como era de esperarse, otros países de Europa y Asia también propusieron ser sedes. En particular Italia propuso que el centro se localizara en Trieste, donde ya había un centro internacional de física y la India propuso ser sede del centro de biotecnología vegetal. Lamentablemente cuando en México se analizaba la decisión de canalizar recursos económicos para la creación del centro ocurrió la devaluación de 1980 lo que llevó a que el presidente López Portillo retirara su apoyo a la propuesta de traer a México el centro internacional, pero mantuvo la promesa de canalizar un millón de dólares para crear un Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología en la UNAM, que era nuestra propuesta original: un centro del subsistema de la Investigación Científica de la UNAM. Esto llevó a plantear en 1981 la creación del tal centro primero ante el Instituto de Investigaciones Biomédicas, en el cual yo trabajaba como investigador, y posteriormente ante el Consejo Técnico de la Investigación Científica (CTIC), cuyo coordinador era el Dr. Jaime Martuscelli.

La propuesta de la creación del centro se hizo utilizando el modelo de organización del trabajo en grupos académicos. El consejo interno de Biomédicas consideró pertinente la propuesta del nuevo centro y se recomendó que éste tuviera su sede en Cuernavaca, donde se había creado el año anterior el Centro de Investigación sobre Fijación de Nitrógeno (CIFN), también como resultado de una iniciativa del Dr. Guillermo Soberón. Así, la creación del Centro de Investigación sobre Ingeniería Genética y Biotecnología, quedó integrada dentro de los esfuerzos de desconcentración de la UNAM en el polo de desarrollo de Cuernavaca, Morelos.

Esto sucedía durante el bienio 1980-1981. Para 1981 se tenía ya maduro el proyecto de la creación del centro, en particular, la selección de los líderes de investigación. En el área de la bioingeniería se propuso al Dr. Rodolfo Quintero, quien había colaborado intensamente en la propuesta con ONUDI. El área de la biología molecular sería dirigida por el Dr. Fernando Bastarrachea y yo. También se pensó en el Dr. Xavier Soberón, que acababa de regresar de Estados Unidos donde trabajó en el área de la síntesis química de fragmentos de material genético. Se planteó también la posibilidad de contar con académicos en el área de los neuropéptidos, en la que estaban trabajando los doctores Patricia Joseph y Jean Louis Charli, en total, un primer grupo de nueve investigadores. El CTIC analizó esta propuesta y recomendó su creación al rector de la UNAM, quien en aquel entonces era la autoridad responsable de la creación de nuevos centros. En la actualidad es el Consejo Universitario a propuesta del rector y con las recomendaciones de los consejos técnicos correspondientes quien da la autorización. Es así como a propuesta del Consejo Técnico de la Investigación Científica y del Dr. Octavio Rivero, rector de la UNAM se aprobó la creación del Centro de Investigación sobre Ingeniería Genética y Biotecnología (CIIGB) el 26 de abril de 1982, con sede en Cuernavaca. Vale la pena recordar que el acuerdo de creación del CIIGB señalaba claramente, que el centro tendría como misión: a) efectuar investigación básica y aplicada en las diferentes áreas de su competencia; b) utilizar el conocimiento generado para desarrollar tecnología biológica que permitiera resolver problemas en diferentes sectores; c) participar en la formación de recursos humanos; y d) proporcionar asesoría en las áreas de su competencia.

La UNAM asumió el compromiso de construir las instalaciones físicas del CIIGB en Cuernavaca con el propósito de ponerlo en marcha en 1984. Es importante reconocer también que el gobierno federal, tal y como se había comprometido, aportó un millón de dólares como recursos extraordinarios a la UNAM con los que se inició la construcción de las instalaciones del centro. Además, hubo también otro apoyo importante del CONACyT con el que se adquirió una parte muy importante del equipamiento inicial del centro.

El centro se construyó en terrenos que se tenían en comodato con la Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM) en un espacio junto al CIFN, otro centro de investigación científica. La construcción empezó en 1982. Pasaron casi dos años antes de tener las primeras instalaciones funcionando. Estas instalaciones fueron producto de un cuidadoso análisis para idear espacios en donde se pudiera compartir infraestructura entre varios grupos e investigadores, de acuerdo con el modelo de organización de los grupos académicos. Así, se diseñaron los laboratorios como espacios grandes, donde pudieran trabajar 20 o hasta 30 individuos, de preferencia con dos jefes de grupo por laboratorio. Como ya señalé, el modelo implicaba el trabajo de estos grupos alrededor de líneas de investigación comunes, por lo que en el diseño se buscaba propiciar y estimular la colaboración e intercambio académicos. Además, paralelo a este concepto de los grupos o células académicas, se trabajó en el diseño de la organización de espacios físicos en los que se integrarían las “unidades de apoyo técnico”. Estas unidades fueron concebidas para auxiliar y apoyar a todos los grupos de investigación en diferentes aspectos específicos. En un inicio estas eran las unidades de cómputo, la de bioterio, la de la planta piloto —donde se llevaría a cabo el crecimiento de microorganismos—, la de síntesis química de macromoléculas —que ofrecería sus servicios para la síntesis de oligonucleótidos y péptidos— y la unidad de purificación de proteínas. Estas unidades técnicas no se diseñaron como espacios de investigación, sino como unidades de servicio. Las unidades técnicas funcionarían con el apoyo de un comité técnico específico para cada unidad, integrado con investigadores responsables e interesados en definir la misión, los objetivos y el buen funcionamiento de la unidad. Habría, además, un grupo de técnicos académicos asociados a cada unidad para llevar a cabo las labores de apoyo técnico a los diferentes proyectos de investigación del centro. Inicialmente se diseñaron las cinco unidades mencionadas. Actualmente hay diez unidades de apoyo técnico en el instituto.

El organizar el trabajo de investigación mediante la definición de grandes líneas alrededor de varios organismos modelo, pudiera dar la impresión inicial de que se trabajaba en aspectos muy dispersos y poco relacionados. Había grupos trabajando en el cerebro de animales, otros en plantas, algunos en animales y otros en bacterias. Sin embargo, todos los grupos teníamos un común denominador que eran los ácidos nucleicos, en particular el ácido desoxirribonucleico (ADN), y las proteínas, que son las moléculas informacionales de la célula viva, independientemente del organismo en el cual se trabajaba. Así, la labor de investigación se organizó en realidad con el propósito de contar en el CIIGB con las capacidades para aislar, purificar, caracterizar, manipular y modificar el material genético de cualquier organismo, incluyendo la síntesis química de ADN. Lo mismo en el nivel de las proteínas: tener la capacidad de identificar, aislar y caracterizar proteínas de cualquier organismo, de cualquier célula, en cualquier momento de su etapa de desarrollo o de su crecimiento. Los ácidos nucleicos y las proteínas se convirtieron así en la columna vertebral de la investigación en el CIIGB. A partir de este concepto, el esfuerzo se concentró en aislar, sintetizar, caracterizar y modificar genes específicos. Con algunos de estos genes es posible construir organismos transgénicos, incorporándoles dichos genes y buscando beneficios específicos a través de su uso. Lo mismo al nivel de las proteínas: detectarlas, caracterizarlas, conocer sus funciones y utilizarlas también con propósitos específicos. Todo lo anterior independientemente de los organismos modelo en los que se trabaja. Esta estrategia nos proporcionó un importante elemento de cohesión e integración inicial en el Centro.

Así, había académicos trabajando en las proteínas con propiedades de toxinas de alacranes, víboras y otros animales ponzoñosos, mientras que otros trababan con proteínas y genes específicos en bacterias. Además había muchas colaboraciones interdisciplinarias entre los grupos. Por ejemplo, tuve la oportunidad de colaborar con el Dr. Possani aislando los genes que codifican para las toxinas de los alacranes. Inicialmente trabajamos en nuestro laboratorio con el Dr. Baltazar Becerril en el aislamiento de los primeros genes que más tarde se incorporaron en bacterias para su caracterización. Hoy sigue habiendo colaboración entre nuestros grupos en el tema de la expresión de los genes que codifican para estas proteínas en bacterias. Lo mismo podemos decir de muchos otros proyectos que ocurrieron en el centro, que si bien en un principio parecían dispersos, en realidad no lo eran dentro del contexto de los genes y las proteínas. Este fue el elemento clave que permitió la interacción de varios grupos y la integración de nuevos investigadores en el CIIGB.

Otro de los elementos importantes discutido y finalmente incorporado como parte de la misión del centro fue que, si bien era importante que una parte del esfuerzo del CIIGB se orientara a la generación de tecnología biológica para ayudar a la solución de problemas específicos, no sería este el eje del desarrollo del centro. Lo que se esperaba como primer requisito era que los grupos de investigación tanto básica como aplicada, en particular los investigadores responsables, hicieran investigación de primer nivel. Que estos esfuerzos contribuyeran al avance del conocimiento y que los resultados fueran evaluados y avalados por pares académicos a nivel internacional, y que ello permitiera su publicación en revistas de prestigio y circulación internacional. En otras palabras, crear en el CIIGB la cultura de la generación del conocimiento y su publicación en revistas de circulación internacional, coadyuvando así a reforzar la presencia de la UNAM en la red global del conocimiento científico. Simultáneamente a este esfuerzo, desde la creación del centro se planteó la importancia del trabajo docente. Se realizaron así esfuerzos importantes en la formación de recursos humanos, particularmente a nivel posgrado. De esta forma, el objetivo y la visión del CIIGB se definieron conforme a su misión de desarrollar la biotecnología: trabajar en diferentes modelos biológicos, pero fundamentalmente con los genes y las proteínas de estos organismos; generar y publicar conocimiento sobre estos organismos, contribuyendo al avance del conocimiento global y formar gente con este propósito y esfuerzo. Naturalmente, desde un principio, y también como parte de la misión del centro, varios de los proyectos de investigación en esta institución pretendían incidir en la solución de problemas importantes en diferentes sectores, tales como el de la salud, el agrícola, el industrial, etc. Con el tiempo algunos de los grupos utilizaron este conocimiento para el desarrollo de tecnología que coadyuvó en la solución de problemas en éstos y otros sectores. Indudablemente, en los primeros años de trabajo en el centro los grupos más cercanos a la problemática industrial eran los integrados por los bioingenieros. Ellos empezaron a tener contactos con la industria, a establecer contratos y a conseguir recursos extraordinarios para el desarrollo de tecnología y, eventualmente, se dio la transferencia de algunas tecnologías al sector productivo. Esta filosofía y este tipo de trabajo se extendió a otros departamentos. A la fecha hay muchos investigadores de diferentes departamentos del actual instituto que tienen proyectos de colaboración con empresas en la solución de problemas en diferentes áreas.

El CIIGB se creó con nueve investigadores y siete técnicos. Cuando nos mudamos a Cuernavaca, a fines de 1984, éramos un grupo de 12 investigadores, 18 técnicos, 50 estudiantes —la mayor parte de ellos de posgrado— y 20 trabajadores administrativos. En ese primer grupo se encontraban Fernando Bastarrachea, Rodolfo Quintero, Patricia Joseph, Jean Louis Charli, Lidia Casas, Enrique Galindo, Xavier Soberón, Fernando Valle, Ignacio Huerta, Guillermo Ramírez y Francisco Bolívar como investigadores.

Otro elemento importante para el desarrollo adecuado del Centro, fue el compromiso de que los nuevos académicos contratados deberían ser siempre del más alto nivel posible. En el proceso de selección de nuevos jefes de grupo participan hasta la fecha todos los jefes de grupo existentes integrados como colegio: analizan el currículum del candidato y atienden las presentaciones y perspectivas del área y del nuevo grupo de investigación. Así, en los siguientes tres años después de que llegamos a Cuernavaca, incorporamos al CIIGB un buen número de investigadores como jefes de grupo trabajando en diferentes disciplinas y en proyectos atractivos en diferentes áreas. Llegó inicialmente el Dr. Edmundo Calva que estaba en el CIFN y trabajaba en microbiología clínica de bacterias patógenas. Un poco más adelante logramos convencer a los doctores Lourival Possani y Alejandro Alagón, que trabajaban en las toxinas de animales ponzoñosos en el IIB, de venir a Cuernavaca. Con el apoyo de Lourival y Alejandro pudimos convencer al Dr. Paul Lizardi, que trabajaba en la Universidad Rockefeller en EUA, de venir al centro a trabajar en el área de los parásitos. Poco después llegaron los doctores Carlos Arias y Susana López, que trabajan en virología con rotavirus; y el Dr. Enrique Galindo, estudiante destacado del Dr. Rodolfo Quintero, pasó a ser jefe de grupo en el área de bioingeniería.

Las instalaciones del primer edificio, el actual edificio sur, con más de 9000 m2, fueron inauguradas en 1985 por el rector Jorge Carpizo y el presidente Miguel de la Madrid. En este edificio se localizaron inicialmente laboratorios que compartíamos los académicos, además de los espacios de las unidades técnicas.

El centro siguió creciendo rápidamente: de 30 académicos en 1984 pasó a 75 a principios de 1990 (entre ellos 40 investigadores) repartidos en los tres departamentos que había en ese momento: bioingeniería, biología molecular y bioquímica. El número de grupos de investigación también se incrementó, de cinco que teníamos originalmente pasó a quince en 1990. Durante este período se incorporaron como nuevos jefes de grupo los doctores Gloria Soberón, Guadalupe Espín, Alberto Darszon, Agustín López Munguía y Tonatiuh Ramírez.

Cuando el Rector de la UNAM me nombró director del Centro en 1982, tenía 32 años y era el decano. En 1984, el Dr. Possani era el decano con unos cuantos años más que yo. El Centro estaba formado por mucha gente joven y entusiasta, comprometida con el objetivo y la misión de la institución. Es importante señalar que desde un principio, y de manera permanente, en el CIIGB realizábamos labores anuales de evaluación y planeación. Siempre hemos mantenido esa visión original de cómo debían integrarse los nuevos investigadores, los nuevos proyectos y las áreas de trabajo, tomando como base un plan de desarrollo anual en donde se revisan colegiadamente los nuevos horizontes, los avances y se señalan las deficiencias y carencias. Asimismo, se instauró la política de reunir de manera extraordinaria al consejo interno después del informe anual de la dirección con el fin de evaluarlo y de planear las acciones de consolidación. Así, se analizaban colegiadamente de manera permanente las posibilidades de crecimiento balanceado con base en los horizontes académicos, las áreas de oportunidad y a las necesidades.

Una coyuntura que contribuyó al crecimiento del centro, fue que a fines de los ochentas, el CIFN decidió concentrar su esfuerzo de investigación en el área de la fijación biológica de nitrógeno. Para los investigadores que estaban trabajando en la biología molecular de plantas se abrió entonces la posibilidad de quedar adscritos al CIIGB. Esta situación se analizó de manera cuidadosa en el seno de la comunidad académica del CIIGB en donde se le consideró como una oportunidad y coyuntura interesante para poder incorporar al grupo, ampliando nuestros esfuerzos en la biología molecular de plantas. Tomando en cuenta ambas consideraciones, se hizo el planteamiento de crecimiento y recursos a la Coordinación de la Investigación Científica y a la rectoría. En 1990 se aprobó la construcción de un segundo edificio (el edificio norte). En este espacio se incorporaron los académicos provenientes del CIFN que trabajaban en plantas, ocupando la mitad del edificio; la otra mitad se utilizaría para incorporar nuevos académicos y consolidar así el trabajo en el área de la biología del desarrollo de animales. Entre ellos estaban Mario Zurita, trabajando con moscas, y Luis Covarrubias, que trabajaba con ratones. Se analizó también la posibilidad de integrar gente trabajando en el área de la inmunología, y por ello se pensó en contratar a la doctora Yvonne Rosenstein. Todos ellos trabajarían en el nuevo edificio, incluyendo al Dr. Alberto Darszon, que llegó del CINVESTAV trabajando en el área de la biología molecular y la fisiología del espermatozoide. Con estos planteamientos logramos que la UNAM hiciera suya la propuesta de crecimiento del centro. El edificio norte empezó a construirse a fines de 1990 con una superficie de dos terceras partes de la de su antecesor. Esta casi duplicación de la superficie de trabajo permitió integrar a principios de 1991 a casi todos los académicos que estaban trabajando en biología molecular de plantas en el CIFN, entre ellos los doctores Federico Sánchez y Carmen Quinto, que trabajan en la bacteria Rhizobium y en nodulación de plantas. Se incorporaron también los doctores Alejandra Covarrubias, Mario Rocha, Patricia León y Miguel Lara, que trabajan en estrés en plantas, y los doctores Alejandra Bravo y Mario Soberón, que trabajan en toxinas bioinsecticidas de origen bacteriano. Así, el consejo interno del CIIGB planeó el desarrollo de la dependencia abriendo este otro espacio en las áreas de la biología molecular de plantas y animales. Fue así como, con las nuevas incorporaciones y el nuevo edificio, se consolidó el esfuerzo de expansión del trabajo del CIIGB al área de organismos superiores (plantas y animales).

Los grandes avances y cambios en las áreas volvieron obsoletos algunos proyectos y, por ello, había que reestructurar el esfuerzo hacia otras líneas, áreas y proyectos de investigación. Además, la incorporación de los nuevos grupos con nuevos proyectos hizo necesaria la reestructuración. De esa manera, nos convertíamos en uno de los centros más grandes de la UNAM. Esta reestructuración y crecimiento nos llevó a la siguiente etapa del CIIGB.

En ese momento nuestra comunidad era ya un grupo maduro que generaba conocimiento de frontera publicándolo en buenas revistas, y que formaba recursos humanos de manera importante, con una buena experiencia en la vinculación con la industria y con el gobierno. Por esto se analizó en el consejo interno del centro la posibilidad de su transformación a Instituto de Biotecnología. El Consejo Técnico de la Investigación Científica (CTIC), cuyo coordinador en 1991 era el Dr. Juan Ramón de la Fuente, analizó la propuesta y recomendó al rector José Sarukhán y al Consejo Universitario la transformación del centro en instituto. Así, el 19 de septiembre de 1991 se creó el Instituto de Biotecnología manteniendo la visión y misión originales del CIIGB.

Considero que la universidad visualizó que había una coyuntura y una oportunidad para avanzar en el desarrollo y consolidación de la biotecnología en México, y que la transformación del centro en instituto iba en ese sentido. Considero también que la UNAM ratificó y reconoció nuevamente que la biotecnología es una herramienta extraordinariamente poderosa que va a cambiar al planeta, coadyuvando en la solución de problemas importantes, a través del uso sustentable de la biodiversidad. Todavía es escasa la aplicación de la biotecnología moderna en México. Por ello habrá que seguir avanzando, ya que tenemos una gran responsabilidad en la UNAM para lograr el desarrollo de esta actividad multidisciplinaria en el país. En el Instituto hoy, al igual que en el Centro ayer, tenemos un compromiso claro con el desarrollo y la consolidación de la biotecnología en México y por ello seguimos trabajando intensamente en la formación de recursos humanos, en particular en el posgrado en Ciencias Bioquímicas, que hoy compartimos con la Facultad de Química y con el Instituto de Fisiología Celular, y en el cual participan también académicos de Biomédicas y de Medicina. Además, estamos participando como sede conjunta de la Licenciatura en Ciencias Genómicas, lo que nos permite tener contacto permanente con 160 a 200 alumnos de licenciatura, muchos de ellos candidatos al posgrado. Tenemos que formar mucha más gente en ciencia, y en particular en biotecnología, pero hay que hacerlo con excelencia. En nuestro posgrado, con más de 200 alumnos, cada uno de los estudiantes tiene tres tutores que se reúnen con el alumno al menos una vez al semestre, y algunas veces más, para analizar el avance de los proyectos; esto representa una carga muy importante de trabajo. Un estudiante requiere que su trabajo haya sido publicado (o aceptado) en revistas de circulación internacional para obtener el grado de doctor y contar además con el aval del comité tutoral. Hemos graduado más de 100 doctores y actualmente se reciben de 14 a 15 doctores al año, y entre 20 y 25 maestros en ciencias, sin contar los graduados de licenciatura. Esperamos que los nuevos graduados puedan integrarse a otras universidades y a empresas, como Probiomed S.A. de C.V., que ya está contratando personal formado en nuestra comunidad. Sin embargo, es fundamental que pudiéramos avanzar concertando este esfuerzo y capacidad de formación de recursos humanos con otras instituciones del país, las cuales formamos entre todas cerca de cien doctores al año en biotecnología y disciplinas afines. Unir este esfuerzo permitiría planear concertadamente la formación de nuevos centros y la consolidación de otros centros más débiles en el país si se canalizan los recursos. Creo que ahí está la misión principal del instituto que, como parte de la universidad, sigue teniendo indudablemente la misión de generar conocimiento, publicarlo, difundirlo, pero, simultáneamente, de formar gente de alto nivel en este proceso de generación y utilización de conocimiento, que deberá tener cada vez más presencia en el país. Sin gente formada así, no hay posibilidades de crecimiento y desarrollo.

Una vez creado el Instituto en 1991, del cual tuve la distinción de ser su primer director, la pregunta seguía siendo ¿cómo vamos a consolidar el desarrollo de la biotecnología en nuestra comunidad de una manera concertada y balanceada, y cómo vamos a propiciar el desarrollo de la biotecnología fuera del instituto? Indudablemente, pensamos que debíamos seguir creciendo hasta alcanzar una masa crítica mayor que permitiera consolidar la biotecnología en nuestra institución y que permitiera, además, la posibilidad de generar nuevos centros a partir del instituto. Con el plan de crecimiento apoyado por la UNAM crecimos de unos 50 investigadores en 1991 hasta alcanzar casi 90 en 1997, cuando me sucedió en la dirección Xavier Soberón.

En esta etapa de 1991 a 1997, el instituto creó pocos nuevos grupos por razones de espacio. En este período se incorporaron los doctores José Luis Puente, Rafael Vázquez, Omar Pantoja, Jorge Nieto, Gladys Cassab, Enrique Morett, Yvonne Rosenstein y Eduardo Horjales como jefes de grupo. Sin embargo, se apoyó el crecimiento en cuanto al número de investigadores asociados a los grupos. En el período 1997-2000 el instituto creció hasta contar con 100 investigadores; pero a partir de 2000 fueron muy pocas las nuevas plazas de investigadores y técnicos. Lamentablemente, en los últimos años la situación ha sido precaria y no hemos logrado el crecimiento deseado.

Desde 1999, siendo Coordinador de la Investigación Científica, se generaron dos prepropuestas adicionales de creación de nuevos centros: uno en el área de farmacología molecular, organizado por Alejandro Alagón y otro en el área de la biotecnología ambiental, organizado por los doctores Guadalupe Espín, Rafael Vázquez y Esperanza Martínez. Y aunque las propuestas siguen siendo viables, la situación política y económica del país ha deteniendo estos proyectos. La madurez del instituto es tal que está en posibilidades de dar lugar a al menos dos centros de investigación en diferentes áreas. Basta con que exista voluntad política y económica.

Así, la posibilidad de gemación académica está detenida, pero no ha impedido que continuara, aunque a bajo ritmo, la consolidación académica del instituto. En la última década se inició la integración de los llamados consorcios de investigación entre diferentes laboratorios, buscando optimizar el uso de espacios físicos, compartiendo mejor un mayor número de recursos en proyectos de investigación. Esta figura va a emerger con más fuerza, como una manera también para contender con la problemática de limitación de espacios. Así, ante la dificultad para la gemación, el Instituto se reestructura y se reconforma con nuevos departamentos en 1998, buscando una mejor utilización de espacios y optimizando las posibilidades de colaboración entre los grupos.

La demanda de la industria y de los diferentes sectores por tecnología biológica competitiva y respetuosa de la biodiversidad va a ser cada vez más alta. Tal es el caso del diagnóstico de enfermedades patógenas y de enfermedades genéticas. Tenemos herramientas poderosas para determinar si en el agua hay contaminantes biológicos, si los alimentos vienen contaminados con patógenos o hay presencia de transgénicos. Todavía no lo es, pero va a ser grande el requerimiento de gente con entrenamiento en el uso de estas herramientas y en el entendimiento y manejo de los ácidos nucleicos y las proteínas. Ahí están los conocimientos y las herramientas que tendrán impacto en la solución de muchos problemas en diferentes áreas.

Es evidente que vendrá una gran demanda de recursos humanos en biotecnología de parte de la industria y de la sociedad, pero esto no será sino hasta que el país despierte de la somnolencia en la que está inmerso. Despertar es necesario para caer en la cuenta del potencial de la biotecnología y de la biodiversidad y la necesidad de conservar y aprovechar de manera sustentable esta oportunidad. Así, el futuro del instituto está garantizado al seguir cumpliendo con su misión de formar recursos humanos y generar conocimiento en áreas relevantes para el desarrollo de la biotecnología, y buscar la utilización de este conocimiento en la solución de muchos de los problemas a los que se enfrenta la sociedad. [image: Image]



La vida cotidiana de los linfocitos, o de los quehaceres de los inmunólogos


Yvonne Rosenstein y Gustavo Pedraza-Alva
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¿Alguna vez se han preguntado qué tan complejos son los eventos celulares y moleculares que suceden cuando nuestro cuerpo reacciona en contra del virus de la gripa? Eventos como éstos son los que estudian los inmunólogos. Cuando hablamos de inmunidad nos referimos a un estado de protección en contra de una enfermedad, en particular de una enfermedad infecciosa. Las células y moléculas responsables de la inmunidad constituyen lo que se conoce como el sistema inmunológico. La acción concertada y colectiva de los distintos componentes del sistema inmunológico en respuesta a un agente patógeno es lo que llamamos la respuesta inmune.

En general logramos contender con la mayor parte de los agentes infecciosos con los que nos enfrentamos gracias a lo que llamamos inmunidad innata. Si bien la piel y las mucosas de los tractos respiratorio y gastro-intestinal constituyen una barrera que impide la entrada de la mayoría de los agentes infecciosos, algunos de ellos, como por ejemplo el virus de la gripa (rhinovirus), son particularmente hábiles para burlar esta primera línea de defensa. Al adherirse firmemente a las células de la mucosa del tracto respiratorio, el rhinovirus causa daño al epitelio y logra penetrarlo. Rápidamente, atraídas por las señales de alarma (liberación de substancias quimioatractantes lanzadas por las células epiteliales del tracto respiratorio), llegan al sitio de infección células fagocíticas tales como macrófagos y neutrófilos. Durante los dos o tres primeros días, los macrófagos y los neutrófilos harán un gran esfuerzo por identificar e ingerir a las células infectadas por rhinovirus para desactivar a las partículas virales. Al mismo tiempo, estas células, así como las células del epitelio, liberan al medio extracelular grandes cantidades de unas proteínas conocidas como citocinas, a las que podríamos definir como las hormonas del sistema inmunológico. Particularmente los interferones (IFN) α, β y γ inciden sobre la multiplicación viral de varias maneras: disminuyendo el número de partículas virales que entran a las células epiteliales, reduciendo el número de receptores para el virus, así como inhibiendo la transcripción de proteínas virales. Estos primeros eventos causan inflamación de las membranas nasales, salida de proteínas y líquido de los capilares y vasos linfáticos hacia el tejido subyacente, así como incremento en la producción de moco. Así, los primeros síntomas de un resfriado son escurrimiento nasal y dolor de cabeza.

Sin embargo, si la infección es mayor que eltrabajo de limpieza que estas células pueden realizar, será necesario reclutar a otros elementos del sistema inmune, y hacer uso de los sofisticados mecanismos de reconocimiento molecular que rigen a la inmunidad adaptativa. Además de inducir la síntesis de interferones, rhinovirus es capaz de estimular la producción de otras citocinas como son TNF-a, IL-1, IL-12, así como de otras proteinas que funcionan como quimioatractantes (quimiocinas) y que, además, controlan el tráfico de linfocitos.

La respuesta inmune adaptativa (figura 1) consta de dos grandes ramales: la respuesta humoral (a cargo de los linfocitos B que sintetizan anticuerpos que reconocen, en nuestro caso, específicamente al virus), y la respuesta celular efectuada por los linfocitos T, llamados así porque sus precursores pasan de la médula ósea, donde se originan, al timo, donde maduran. Hay tres tipos de linfocitos T: los linfocitos T cooperadores, que se encargan de secretar citocinas, las cuales van a estimular a los linfocitos B, y a los macrófagos; los linfocitos T citotóxicos que se encargaran de matar específicamente a las células infectadas, para frenar la replicación viral y la diseminación de la infección; y finalmente, los linfocitos T reguladores cuya función es impedir la autoinmunidad (reacción en contra de uno mismo) y controlar la amplitud de la respuesta inmune que es indispensable para eliminar al agente patógeno, pero que si se sale de control, produce graves efectos colaterales para la salud. La respuesta adaptativa induce también la producción de células de memoria, gracias a las cuales podemos montar una respuesta mucho más rápida (de ahí la noción de inmunidad) cuando nos enfrentamos nuevamente con el mismo virus.

¿Cómo reconoce un linfocito T a las células infectadas?

Un linfocito T (LT) lleva en su superficie un receptor que detecta específicamente pedazos de proteína derivados del agente invasor (en nuestro caso, rhinovirus). Estos fragmentos de proteína (antígenos) del virus se generan en células presentadoras de antígeno, entre las que se encuentran las células dendríticas, los macrófagos y los linfocitos B. Estas células se comen al agente invasor y utilizando un “sistema digestivo” especializado (fagosomas) digieren sus proteínas a fragmentos de alrededor de 10-15 amino ácidos (los componentes básicos de las proteínas). A su vez, estos fragmentos son cargados sobre otras proteínas llamadas complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés, major histocompatibility complex). Las proteínas del MHC, con su antígeno, son transportadas a la cara externa de la membrana de la célula presentadora de antígeno, la cual ahora está lista para mostrarle el antígeno a un linfocito T.

En el momento en que el receptor para el antígeno del linfocito T (TCR, del inglés T cell receptor) reconoce a la mancuerna antígeno de rhinovirus-MHC, se desencadena un conjunto de eventos bioquímicos, cuya función es acarrear la información proporcionada por esta interacción al interior del linfocito T, indicándole que tiene que prepararse para eliminar a las partículas virales que están proliferando en las células infectadas. El proceso de preparación se conoce como activación del linfocito. Como resultado de este proceso, el linfocito producirá una serie de moléculas que le servirán para combatir al agente invasor. Para esto, las señales generadas por el receptor para el antígeno deben llegar al núcleo y encender el programa “activación”, cuya información se encuentra guardada en el ADN, e inducir la expresión de aquellos genes que codifican para las proteínas que se requerirán para combatir al organismo patógeno. Si se trata de un linfocito T cooperador (CD4), producirá citocinas para alertar y activar a otras células del sistema inmune (macrófagos, linfocitos CD8 y linfocitos B). En cambio, si se trata de un linfocito T citotóxico (CD8), se producirán moléculas que le permitirán matar directamente a las células que han sido infectadas por rhinovirus, previniendo la multiplicación de éste. Entre las proteínas que produce un linfocito citotóxico, se encuentran las porinas que formarán un poro en la membrana de la célula infectada y las gramcimas, las cuales penetrarán por dicho poro para inducir la muerte de las células infectadas. Las gramcimas son proteasas (proteínas que cortan otras proteínas) que, al penetrar en el interior de la célula blanco, desencadenan una cascada de degradación que culmina con la muerte de la célula infectada. A este proceso se le conoce como apoptosis. Además de adquirir las armas necesarias para eliminar al agente invasor, durante el proceso de activación, el linfocito T debe multiplicarse para constituir un ejército de clones que dispongan de las mismas armas y reconozcan específicamente al mismo agente invasor, que también está proliferando dentro del organismo.
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Figura 1.

Interacciones celulares en la respuesta inmune adaptativa.

Al penetrar en el cuerpo, los antígenos son transportados hacia los órganos linfáticos periféricos más cercanos al puerto de entrada, generalmente los ganglios drenantes, en donde son procesados por células presentadoras de antígeno y expuestos en la superficie de estas mismas, bajo la forma de un complejo [MHC-Ag], el cual puede ser reconocido por el receptor para el antígeno de linfocitos T (TCR) o de linfocitos B (BCR). Por lo general, las señales de los receptores para el antígenos no son suficientes para que una linfocito T o B se active, por lo que se requieren las señales proporcionadas por un gran número de moléculas co-receptoras. Estas últimas le proporcionan al linfocito información adicional acerca del contexto biológico en el que se presenta el antígeno. Las células dendríticas son células especializadas en la “presentación” de antígenos. Se encuentran localizadas estratégicamente para capturar antígenos y transportarlos a los ganglios linfáticos en donde se los muestran a los linfocitos T. Cuando un linfocito T encuentra a su antígeno, las señales generadas por el TCR y las moléculas co-receptoras inducen al linfocito a proliferar. En un primer tiempo, los linfocitos T CD4+, también conocidos como linfocitos T cooperadores, producen grandes cantidades de citocinas que participan en la activación de los distintos tipos de linfocitos T. Así por ejemplo, la interleucina-2 (IL-2), es indispensable para que las distintas poblaciones de linfocitos T y B puedan proliferar y diferenciarse. Además de IL-2, estas células producen otras citocinas que participan de manera importante en definir las características de la respuesta inmune en un momento dado. Tanto la respuesta inmune celular como humoral se caracterizan por tener células “efectoras”, que hacen el trabajo de manera inmediata, y células de “memoria”, que pueden vivir por períodos de tiempo mucho más largos y que, al reconocer a través de su receptor para el antígeno a un antígeno que ya han visto alguna vez, permiten que la respuesta inmune sea mucho más rápida, intensa y específica.



Así entonces, la especificidad de la respuesta inmune depende del receptor para el antígeno. Sin embargo, para que los linfocitos T se activen, además de las señales generadas por el TCR cuando reconoce a su antígeno, se requieren las señales proporcionadas por otras proteínas de la superficie (moléculas co-receptoras). Al interactuar con sus contra-receptores en la superficie de la célula presentadora de antígeno, las moléculas co-receptoras generan señales bioquímicas que se suman a las del TCR para, en conjunto, generar señales muy intensas y de larga duración que superan una barrera o umbral de activación. En ausencia de las señales de las moléculas co-receptoras, las solas señales del TCR no son suficientes para rebasar el umbral de activación y conducen al linfocito T hacia a un estado de anergia, en el que no puede proliferar ni producir citocinas, y por tanto, no hay una respuesta inmune adecuada. De hecho, ratones que carecen de o tienen mutaciones en alguna de las moléculas co-receptoras, son más susceptibles a sufrir infecciones que ratones normales, por su incapacidad de montar una respuesta inmune adecuada. Sin embargo, el que exista un umbral de activación evita que los linfocitos se activen a la menor provocación, y que se generen respuestas inmunes contra nosotros mismos (enfermedades autoinmunes).

¿Qué pasa a nivel molecular durante la activación del linfocito T?

Cuando el TCR de un linfocito reconoce a su antígeno, presentado por las moléculas MHC de una célula presentadora de antígeno, esta información es acarreada hacia el interior de la célula a través de una serie de moléculas intracelulares que funcionan como un relevo (figura 2). Por lo general estas moléculas están formadas por distintos módulos o dominios que les permiten establecer interacciones con otras moléculas, de tal modo que se pueden formar grandes complejos multimoleculares cuya composición se regula en base al conjunto de señales que la célula percibe en un momento dado. Algunas de estas moléculas tienen actividad enzimática, mientras que otras, no menos importantes, llamadas moléculas adaptadoras, constituyen el andamiaje para la formación de esos complejos macromoleculares. Entre las enzimas, destacan aquellas que unen covalentemente un grupo fosfato que toman del ATP a residuos de tirosina, serinas o treoninas y que reciben el nombre de cinasas. Las enzimas que realizan la reacción opuesta, es decir remueven grupos fosfatos, se denominan fosfatasas. Todas estas moléculas son esenciales para que las señales que se generan cuando un linfocito T reconoce a su antígeno. En particular, las moléculas adaptadoras tienen un papel fundamental en la transducción de las señales, ya que permiten concentrar a las moléculas de señalización reclutadas en respuesta al reconocimiento del antígeno por el TCR. De hecho, animales que no expresan las moléculas adaptadoras SLP-76 o LAT son inmunodeficientes, pues sus linfocitos no se activan adecuadamente.

Cuando un linfocito T contacta una célula presentadora de antígeno, las señales del TCR, combinadas con las de las moléculas co-receptoras, activan a la cinasa Lck, la cual fosforila varias tirosinas de las proteínas asociadas al TCR. En particular, las tirosinas fosforiladas de la cadena [image: Image] sirven de sitio de anclaje para otra tirosina-cinasa, ZAP-70. En el momento en que esto sucede, ZAP-70 es a su vez fosforilado en residuos de tirosina, nuevamente por Lck. Cuando ZAP-70 se fosforila, se induce su actividad de tirosina-cinasa, lo que resulta en la fosforilación de otras proteínas, algunas de las cuales son proteínas adaptadoras, tales como LAT o SLP-76. La fosforilación en tirosinas de LAT y SLP-76 por ZAP-70 conduce a la formación de un complejo macromolecular en el que también se encuentra la fosfolipasa Cg (PLC[image: Image]). Al estar ahora muy cercana a ZAP-70, PLC[image: Image] es fosforilada por esta última, lo cual induce su actividad enzimática que resulta en la degradación del fosfatidil inositol, un lípido de la membrana.
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Figura 2.

Principales eventos moleculares durante la activación de un linfocito T.

Una vez que el receptor para el antígeno del linfocito T (TCR) reconoce a su antígeno junto con el MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) en la superficie de la célula presentadora de antígeno, se desencadena una serie de eventos bioquímicos que en conjunto se conocen como “vías de señalización”. Estos eventos incluyen la fosforilación de proteínas y lípidos, la generación de inositol 3 fosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG), el aumento en los niveles intracelulares de calcio (Ca2+), la hidrólisis de guanosina trifosfato (GTP) a guanosina difosfato (GDP), entre otros. En conjunto, estos mensajeros bioquímicos llevan al núcleo la información del encuentro con el antígeno para encender los programas genéticos que le permiten al linfocito multiplicarse e iniciar la producción de citocinas y de las proteínas necesarias para hacerle frente al agente invasor y eliminarlo.
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PLC[image: Image] genera dos productos a partir de fosfatidil inositol: diacil glicerol (DAG) e inositol-3-fosfato (IP3). El DAG se retiene en la membrana y constituye el punto de anclaje a la membrana de una serina/treonina-cinasa llamada PKC. Sin embargo, para activarse, esta PKC requiere de Ca2+, el cual es liberado de pozas intracelulares cuando el IP3 interacciona con su receptor en el retículo endoplásmico, abriendo las compuertas por las que sale el calcio. Este aumento en los niveles de calcio en el citosol no solamente activa a PKC, sino que también activa a una fosfatasa de serinas y treoninas llamada calcineurina. Esta fosfatasa defosforila a una proteína conocida como NFAT (del inglés nuclear factor of activated T cells). Una vez desfosforilado, NFAT se transporta al núcleo y se une al ADN en las regiones que regulan la expresión de los genes que contienen la información para sintetizar citocinas, que, como mencionamos anteriormente, se requieren para montar una respuesta inmune adecuada.

La primer citocina que se sintetiza durante la activación de un linfocito T es la interleucina 2 (IL-2). Pero para que se produzca IL-2 no sólo se necesita activar NFAT, se requieren por lo menos otros dos factores transcripcionales: AP-1 y NFkB. AP-1, a diferencia de NFAT, siempre se encuentra en el núcleo, unido a ADN, en estado inactivo. Para activarse y favorecer la transcripción del gene de IL-2, es necesario que AP-1 se fosforile. La cinasa que se encarga de esto se llama MAP cinasa (del inglés mitogen activated kinase), la cual se activa y se traslada al núcleo al ser, tambien, fosforilada por otra cinasa llamada MEK. Esta última se activa al ser fosforilada por la cinasa Raf.

Raf se puede activar por dos vías; una, al ser fosforilado por PKC, la cual, como mencionamos antes, se activa en respuesta a la generación de DAG y al aumento en los niveles de Ca2+ intracelular; y la otra, al interactuar con una molécula llamada Ras, que cambia de su estado inactivo (unida a GDP) a su estado activo (unida a GTP) al interactuar con SOS, una molécula que favorece el intercambio de guaninas. SOS, a su vez, es activada al ser fosforilada por ZAP-70. Esta vía, conocida como la vía de las MAP cinasas, también participa en la activación del tercer factor de transcripción requerido para la síntesis de IL-2, NFkB.

Al igual que NFAT, en un linfocito T no activado, NFkB, se encuentra en el citosol, unido a un inhibidor (IkB) que lo secuestra y le impide ir al núcleo. Sin embargo, cuando el TCR reconoce a su antígeno y activa la vía de las MAP cinasas, se activa a otra cinasa llamada IKK (del inglés IkB Kinase) que se encarga de fosforilar al inhibidor IkB. En cuanto esto sucede, el inhibidor IkB es degradado, dejando que NFkB vaya al al núcleo y se una, junto con NFAT y AP-1, a las regiones reguladoras del gene de IL-2 y, promoviendo su síntesis. Este complejo conjunto de eventos permite que se inicie la transcripción del gen de IL-2; es decir, se va a copiar la información almacenada en el ADN a moléculas de ARN. La información codificada en el ARN es utilizada para producir muchas copias de la proteína IL-2. IL-2 es después empaquetada en pequeñas vesículas de exportación que serán transportadas a la membrana celular con la que se fusionarán, liberando así la IL-2 al medio extracelular. Para que el linfocito T pueda responder a la IL-2 que acaba de producir, necesita un receptor para ésta. Resulta que las mismas vías de señalización desencadenadas por la interacción del TCR con su antígeno que indujeron la producción de IL-2 también inducen la síntesis del receptor de IL-2. De esta manera, aquellos linfocitos que expresan el receptor de IL-2 la podrán atrapar. La interacción de IL-2 con su receptor en la superficie del linfocito T desencadena también vías de señalización que, aunque distintas, se regulan de manera similar a las activadas por el TCR, con la salvedad que las del receptor para IL-2 culminan con el encendido del programa de prolifereración o división celular, para formar el ejército de clones que se necesita para atacar al rhinovirus.

¿Cómo llegan los linfocitos al sitio de infección?

Cuando el médico nos revisa y dice que nuestros ganglios linfáticos están inflamados, se debe precisamente a la multiplicación de linfocitos que ya han sido activados. Una vez que se han multiplicado, los linfocitos salen de los ganglios linfáticos y entran al torrente sanguíneo en búsqueda del agente invasor, el cual se encuentra en las células epiteliales del tracto respiratorio. Como mencionamos en un principio, en el momento en el que penetra un agente patógeno, las células infectadas son capaces de generar algunas señales de alarma que llaman al sitio de infección a la primera oleada de neutrófilos, monocitos y células asesinos naturales que tratarán de contener la infección. Para encontrar al rhinovirus, los leucocitos deberán salir del torrente sanguíneo por medio de un proceso llamado extravasación o diapédesis y dirigirse al tejido donde se encuentran las células infectadas. Pero, ¿cómo saben exactamente adónde salir, si hay kilómetros de vasos sanguíneos?

Este proceso es iniciado por los factores quimiotácticos liberados por las células endoteliales del tracto respiratorio en respuesta a la presencia de rhinovirus o de otros patógenos. Además de atraer al sitio de infección a las células linfoides, estos mismos factores quimoatractantes provocan la expresión de moléculas de adhesión tales como las selectinas e integrinas en la superficie de las células endoteliales de los vasos sanguíneos. Estas moléculas de adhesión permiten que, mediante receptores específicos para ellas, las células linfoides que van pasando a gran velocidad por el torrente sanguíneo puedan frenar, estacionarse y, finalmente, “cambiar de carril”, o mejor dicho escurrirse entre las uniones estrechas que acercan a las células endoteliales de los vasos sanguíneos y que permiten que, en condiciones normales, no haya fugas en la tubería.

Para que el linfocito, que es redondo, con aproximadamente diez micras de diámetro, pueda pasar por un espacio menor a dos micras, que es el espacio que le abren las células endoteliales, tiene que cambiar de forma y hacerse lo más aplanado posible. Esto lo logra reorganizando su esqueleto (citoesqueleto). Primero se aplana por el frente y comienza a avanzar. Cuando el frente de la célula sale al tejido, empieza a tomar forma globular nuevamente, de tal manera que, antes de que la célula pase por completo, parece un globo lleno de agua apretado por la mitad. Este cambio en morfología no sólo le permite pasar entre dos células endoteliales, sino que además lo prepara para caminar sobre el tejido en búsqueda del virus (que hay recordar que venía flotando en la sangre). Esto implica una relocalizacion de las proteínas que le sirven para locomoción, particularmente, de las integrinas que le sirven para agarrarse al “piso”, o sea, la matriz extracelular. La matriz extracelular está formada por diferentes proteínas secretadas por las células de los tejidos; entre éstas, la fibronectina es reconocida por las integrinas del linfocito. Esta interacción le proporciona a la célula un medio de tracción, permitiéndole dirigirse hacia el sitio de infección. En la parte posterior del linfocito se forma una estructura que se conoce como uropodo, que le permite al linfocito impulsarse hacia delante. Así, soltándose e impulsándose, el linfocito camina como lo hace una oruga.

Pero, ¿cómo sabe el linfocito adónde ir? Bueno, con el cambio de morfología también concentró sus antenas (receptores) al frente de la célula para detectar las pistas que mandan las células infectadas y que le indican el camino. Estas pistas son, una vez más, quimiocinas. Cuando el linfocito censa las quimiocinas a través de sus receptores, éstos activan vías de señalización específicas que hacen que la célula reorganice su citoesqueleto y camine sobre la matriz extracelular, dirigiéndose hacia donde hay concentraciones mayores de esa misma quimiocina, esto es, las células infectadas por rhinovirus. Uno se puede imaginar ahora al linfocito como un perro de caza, olfateando a la presa usando sus receptores de quimiocinas como nariz.

¿Qué sucede cuando el linfocito llega al sitio de la infección?

Una vez que llegó al sitio de mayor concentración de quimiocinas, el linfocito sabe que está cerca de una célula infectada. ¿Pero cómo saber cuál es y no atacar una célula sana? Con su receptor para el antígeno, el linfocito empieza a preguntarles a las células cuál es la que está infectada. Si se trata de una célula sana, al hacer contacto con las proteínas del MHC de las células epiteliales, el receptor no detectara péptidos extraños y el linfocito seguirá su búsqueda hasta encontrar la célula que en su MHC lleve el mismo antígeno que le fue presentado en el ganglio por la célula presentadora de antígeno, y que lo activó. Al encontrar el antígeno en la superficie de la célula infectada, el linfocito se prepara para darle el beso de la muerte. Esta interacción del receptor con su antígeno da la señal para empezar el ataque. Primero libera las porinas que le hacen un hoyo a la membrana de la célula infectada, y después las gramcimas que entran por este hoyo. Como se mencionó anteriormente, las gramcimas desencadenan la cascada de degradación de proteínas que culmina con la muerte de la célula infectada y con la destrucción de los virus que se estaban ensamblando dentro de la célula y preparándose a salir e infectar nuevas células.

Pero, ¿cómo se evita que escapen virus durante la destrucción de la célula? Como mencionamos anteriormente, la muerte inducida por el linfocito T CD8 se llama apoptosis, y una característica de este tipo de muerte es que el contenido de la célula que está muriendo nunca se derrama al medio, ya que queda atrapado en pequeñas vesículas, las cuales son reconocidas, ingeridas y digeridas por los macrófagos que se encargan de limpiar los tejidos después del ataque de las células inmunes. Un mismo linfocito T CD8 puede matar muchas células infectadas.

Una vez que el virus se elimina, además de ya no sentir malestar, nuestros ganglios linfáticos regresan a su tamaño normal. ¿Qué pasó con el ejército de linfocitos que se generó para combatir al virus? Después de atacar al virus, algunos linfocitos se quedan en el tejido, vigilando, pero la mayoría de ellos regresan a los ganglios linfáticos a morir, también por apoptosis. Si esto no ocurriera nuestros ganglios linfáticos crecerían cada vez que nos enfermáramos de gripa o por causa de cualquier otro agente invasor (bacteria o parásitos) y acabaríamos pareciendo costales de papas, con chipotes por todos lados. A los linfocitos que sobreviven y que se encargan de vigilarnos y protegernos contra una nueva infección por el mismo patógeno se les llama linfocitos de memoria, ya que lo recordarán (usando su receptor para el antígeno) y la respuesta para eliminarlo nuevamente será mucho más rápida y eficiente. Aún no tenemos muy claro qué hace que un linfocito activado no muera y en cambio se convierta en linfocito de memoria, pero hay varios grupos de investigación tratando de contestar esta pregunta y muchas otras más.

El ejemplo que hemos descrito es el de una respuesta inmune exitosa. Sin embargo, muchos agentes invasores han diseñado estrategias muy finas para escapar del sistema inmune, y aquellos que lo logran producen enfermedades crónicas como tuberculosis, enfermedad de Chagas, síndrome de inmunodeficiencia adquirida por el virus del VIH, entre otras. Pero también hay ocasiones en que la respuesta inmune, más que el patógeno, es lo que genera la enfermedad. Así, entender a nivel molecular cada uno de los pasos que ocurre desde el momento en que un agente patógeno nos invade hasta que es eliminado, nos permite diseñar nuevas herramientas (fármacos y vacunas) para prevenir la entrada del patógeno, mejorar la respuesta inmune contra éste y encaminarla para que no sea la respuesta inmune la que nos cause mayores complicaciones. Esto involucra no solamente inmunólogos sino todo un grupo multidisciplinario de investigadores: médicos, microbiólogos, biólogos celulares, bioquímicos y biólogos moleculares. [image: Image]
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Canales, iones y cómo el espermatozoide interpreta los mensajes del óvulo


Alberto Darszon
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El espermatozoide y el óvulo tienen que dialogar para que ocurra la fecundación, quizá el evento biológico más importante en las especies con reproducción sexual. La posibilidad de recombinación genética y la probabilidad de que las especies subsistan en el tiempo depende del éxito de esta comunicación. La forma en la que estas dos células, o gametos, influye una sobre la otra, regulando cómo los iones atraviesan su membrana plasmática, es parte clave de su lenguaje. Entre las moléculas de la membrana que permiten el flujo de los iones a través de la membrana tenemos a los canales iónicos. La regulación de estos canales influye sobre cómo nada el espermatozoide y sobre los cambios de forma que le deben ocurrir para fusionarse con el óvulo y fecundarlo. Estos cambios se conocen como reacción acrosomal (RA). Los canales iónicos son proteínas membranales que forman un poro a través del cual los iones atraviesan las membranas de manera regulada y con gran eficiencia (~107 iones/seg).

Entre los organismos de fecundación externa que liberan sus espermatozoides y óvulos al medio ambiente tenemos al erizo de mar. En cambio, en la fecundación interna los espermatozoides se eyaculan dentro del tracto genital femenino, como en los mamíferos. El interior del tracto genital femenino es mucho más complejo que el agua de mar. Es menos probable que en la fecundación externa se encuentren los gametos (a causa de la enorme dilución) que en la interna. Debido a esto, distintos tipos de organismos producen cantidades diferentes de gametos. Un erizo macho genera alrededor de 1010 espermatozoides y una hembra varios millones de óvulos. En cambio, el hombre produce ~108 espermatozoides y la mujer sólo unos cuantos óvulos al mes. Estos números no cambian significativamente entre los mamíferos. Por lo anterior se entiende porqué el erizo de mar es uno de los organismos preferidos para el estudio de la fecundación. Su enorme producción de gametos permite aislar sus componentes celulares y caracterizarlos bioquímica y funcionalmente. Además, este proceso ocurre en el mar, un medio fácil de simular.

Es curioso que siendo tan importante el espermatozoide sea tan pequeño y especializado y con una capacidad muy limitada para sintetizar proteínas (figura 1). Casi todos sus transportadores iónicos y proteínas se sintetizan durante la diferenciación de las células espermatogénicas, progenitoras del espermatozoide. A este proceso se le llama espermatogénesis.
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Figura 1.

Ilustración del espermatozoide de erizo de mar (arriba) y de ratón (abajo) antes (A) y después (B) de la reacción acrosomal. Se muestran los organelos principales de estas células.



El espermatozoide tiene cabeza y flagelo. Dentro de la cabeza está el núcleo, la vesícula acrosomal y un centríolo. El número y localización de las mitocondrias y la forma de la cabeza depende de la especie (figura 1).

Todas las células poseen canales iónicos; el espermatozoide no es la excepción. Estas proteínas son eficientes catalizadores del paso de 107-108 iones por segundo. Afortunadamente hoy en día existen amplificadores comerciales que pueden medir esta pequeña corriente. Gracias a esto es posible estudiar los cambios estructurales que le ocurren a un solo canal (una proteína) cuando se abre o se cierra. La actividad de estos canales es vital para que las células puedan comunicarse con el mundo externo e interno y entre ellas. Los flujos iónicos a través de membranas en el espermatozoide, particularmente los mediados por canales, regulan su respiración, movilidad y capacidad para fecundar al óvulo. Nuestro grupo registró directamente, por primera vez en el mundo, la actividad unitaria de canales iónicos en el espermatozoide. A lo largo de los años hemos contribuido a constituir un catálogo de los canales iónicos que están presentes en esta importante célula y a entender cómo se regulan e influyen sobre su fisiología (Darszon et al., 2006).

¿Cómo se estudia el movimiento de los iones en el pequeño espermatozoide?

Ha sido difícil usar técnicas electrofisiológicas tradicionales en una célula tan chica y de morfología compleja. Afortunadamente en la última década se desarrollaron moléculas fluorescentes que detectan selectivamente cambios en las concentraciones intracelulares de calcio2+ ([Ca2+]i), potencial de hidrógeno (pHi), sodio+ ([Na+]i), potencial eléctrico de membrana (Em) y otros. El uso de estos colorantes fluorescentes para estudiar los cambios iónicos que ocurren en poblaciones de espermatozoides del erizo de mar en respuesta a los componentes de la capa externa del óvulo se muestra en la figura 2. Este tipo de determinaciones son útiles también en el espermatozoide de mamífero (Darszon et al., 2006).

La información que se ha obtenido midiendo flujos iónicos en poblaciones de espermatozoides usando colorantes fluorescentes ha sido muy valiosa. Sin embargo, en estos experimentos no se sabe dónde ocurren los cambios iónicos en la célula, que es fundamental para comprender cómo estos flujos regulan el comportamiento celular. Ahora es posible combinar la microscopía con el uso de los colorantes fluorescentes para medir simultáneamente cambios en el [Ca2+]i en un espermatozoide nadando, la forma de su flagelo y su trayectoria. La figura 3 ilustra cómo logramos realizar estos experimentos por primera vez en el espermatozoide del erizo de mar (Wood et al., 2005).

El estudio directo de la participación de canales iónicos en la fisiología de una célula requiere de medidas eléctricas. Nuestros experimentos fueron los primeros en documentar la actividad de canales individuales en el espermatozoide (Darszon et al., 2005). Existen diferentes estrategias para estudiar los canales iónicos del espermatozoide que se ilustran en la figura 4. Estas técnicas requieren de la incorporación de componentes de la membrana plasmática del espermatozoide, ya sea directamente de la célula o aisladas con diferente grado de pureza, a membranas modelo planas. Las propiedades básicas de los canales iónicos, tales como la selectividad iónica, la dependencia de voltaje, la regulación por pH, por segundos mensajeros (Ca2+, AMPc, GMPc, IP3, etc.) y por el estado de fosforilación, se pueden estudiar detalladamente usando estas estrategias. Incluso en el espermatozoide, que es tan pequeño, hemos podido registrar la actividad de canales iónicos directamente usando espermatozoides de erizo de mar y ratón normales (Guerrero et al., 1986 y Espinoza et al., 1998) o hinchados (Babcock et al., 1992 y Sánchez et al., 2001). En estos experimentos se utilizó una estrategia de electrofisiología llamada “patch- clamp” en la que se usa una pipeta de vidrio con una punta de fracciones de micra que en su interior tiene un electrodo de metal. La pipeta establece un sello de alta resistencia eléctrica y mecánica con la membrana plasmática celular. Esto permite medir corrientes iónicas muy pequeñas, como las que pasan por un solo canal, o más grandes como las que pasan por el conjunto de canales celulares. Ahora es posible utilizar una nueva estrategia que permite controlar con mayor precisión el sitio en la membrana del cual se pueden registrar canales iónicos individuales, incluso en el espermatozoide (Gorelik et al., 2002). Recientemente se logró medir las corrientes iónicas del ensamble completo de canales del espermatozoide de ratón inmaduro. Este importante avance se logró haciendo “patch-clamp” en la gota citoplásmica que muestran estos espermatozoides. Esta gota se genera durante la maduración del espermatozoide y sirve para eliminar componentes celulares que el espermatozoide maduro ya no necesitará (Kirichok et al., 2006 y Darszon et al., 2006).
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Figura 2.

Medición de flujos iónicos usando colorantes fluorescentes. Cambios en el potencial de membrana (Em), concentración de Ca intracelular ([Ca2+]i), pH intracelular (pHi) y Na intracelular ([Na+]i). Respuesta al speract (A) y respuesta al factor (B) que induce la reacción acrosomal en espermatozoides de S. purpuratus. Los porcentajes al final de los trazos representan el % de reacción acrosomal. La flecha indica la adición de 100 nM speract o del factor en todos los trazos. Una deflexión hacia arriba indica un aumento en el parámetro indicado. La estructura de la sonda fluorescente usada se muestra al centro de la figura: DisC3-(5) para Em, BCECF para pHi, Fura-2 para [Ca2+]i, y SBFI para [Na+]i.
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Figura 3.

Aumento en el [Ca2+]i inducido por la liberación de GMPc en un espermatozoide del erizo de mar S. purpuratus nadando. Los espermatozoides tienen en su interior GMPc enjaulado y fluo-4 (un indicador de Ca2+). El GMPc enjaulado se activa disparando un pulso de luz ultravioleta (UV) que induce un aumento en el Ca2+ intracelular y en la asimetría del flagelo en un espermatozoide nadando. Los paneles superiores muestran imágenes de fluorescencia del fluo-4 que muestran un aumento en el Ca2+ en el flagelo, después de la aplicación de un pulso de luz UV. Debajo de cada imagen, la posición normalizada del espermatozoide muestra que la asimetría del flagelo, con relación al eje largo de la cabeza, aumenta inmediatamente después del inicio del aumento en el Ca2+. El flagelo regresa a un estado más simétrico en las imágenes subsecuentes, aunque el Ca2+ sigue elevado. La gráfica muestra el aumento de la fluorescencia como promedio a lo largo del flagelo, y los números corresponden a las imágenes de arriba. F/F0 representa el valor de la fluorescencia del flagelo en cada imagen normalizado con respecto al valor de fluorescencia del flagelo en la primera imagen (después del pulso UV).



Además de que el espermatozoide es diminuto y difícil de estudiar electrofisiológicamente, en este momento no es claro si pueda sintetizar algunas proteínas. En cambio, las células espermatogénicas que dan lugar al espermatozoide maduro son más grandes y sintetizan proteínas. Usando estas células en el ratón, hemos podido hacer registros electrofisiológicos más fácilmente (figura 4F) y además utilizar por primera vez técnicas de biología molecular para determinar los ARN mensajeros que codifican a los canales iónicos presentes en los diferentes estadios de la espermatogénesis (Liévano et al., 1996 y Darszon et al., 2006). Hemos documentado mensajeros en las células espermatogénicas de ratón y la expresión de proteínas, tanto en estas células como en el espermatozoide maduro, para los siguientes canales: receptor de ryanodina (RyR), receptor de IP3 (RIP3), las subunidades [image: Image] y [image: Image] de canales de Ca2+ voltaje dependientes (Cav), los 7 genes homólogos a trp de Drosophila, y las proteínas TRP 1, 3 y 6. La distribución de estos canales a lo largo del espermatozoide es heterogénea, lo que sugiere que tienen funciones particulares. También hemos caracterizado detalladamente las corrientes de los Cav de tipo T (bajo umbral de activación) en las células espermatogénicas (figura 4F) y ahora en el espermatozoide testicular. Por otra parte, estamos estudiando canales de K+, de Na+ y Cl- tanto en células espermatogénicas de ratón como en el espermatozoide (Darszon et al., 2006).

Participación de canales iónicos del espermatozoide del erizo de mar en la movilidad y la reacción acrosomal

Una propiedad fundamental de algunas células es la movilidad. Las células eucariontes se impulsan gracias a cilios y flagelos, cuya estructura es muy conservada. El flagelo del espermatozoide le permite nadar y cumplir con su principal cometido: fecundar al ovocito e introducir en él su material genético. El movimiento flagelar lo genera el axonema, un complejo aparato formado por cientos de proteínas, entre ellas las tubulinas y las dinein-ATPasas. El batido flagelar y por ende la movilidad están regulados finamente por la composición del medio y especialmente por el Ca2+.

La alta tensión de CO2 en el semen mantiene el pHi del espermatozoide a ~7.2, impidiendo que naden los espermatozoides del erizo de mar dentro del testículo. La energía para mover el flagelo proviene del ATP que hidroliza la dineina, una ATPasa que es inactiva a este pHi. La concentración de CO2 disminuye cuando se liberan los espermatozoides al agua de mar; entonces se alcaliniza el pHi y se activa la dineina. La respiración mitocondrial y la movilidad del espermatozoide aumentan al elevarse el ADP.

En la capa que rodea al óvulo, llamada gelatina, existen pequeños péptidos que modulan la movilidad del espermatozoide. Cuando esta modulación aumenta el número de espermatozoides cerca del óvulo, se le conoce como quimotaxis. En la especie Arbacia punculata del erizo se ha demostrado que muy bajas concentraciones (<10-9 M, millonésimos de gramo por litro) de un dodecapéptido de la gelatina del óvulo llamado resact es quimotáctico. Varios organismos marinos usan esta estrategia para lidiar con el problema de dilución que ocurre cuando se liberan los espermatozoides al mar y que estos puedan encontrar al óvulo. La quimotaxis y la forma en que se mueven los flagelos depende del Ca2+ en el agua de mar.
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Figura 4.

¿Cómo se mide directamente la actividad de los canales iónicos del espermatozoide? Se muestran los registros de los canales detectados con diferentes estrategias. Se indica el ión que se transporta principalmente. (A) Bicapas en la punta de una pipeta de “patch-clamp”. En todas las figuras “C” indica el nivel cerrado del canal. (B) Membranas lipídicas negras. Se fusionan vesículas de membrana plasmática de espermatozoides a una bicapa lipídica plana. Se muestran fluctuacionves esporádicas control entre el estado cerrado y el abierto de un canal catiónico activado por hiperpolarización. La parte inferior muestra la activación por AMPc. (C) Registros de “patch-clamp” en la configuración de célula unida en espermatozoides completos de ratón. Se ilustra el trazo control y el bloqueo de un canal aniónico por ácido niflúmico (NA). (D) Registros de “patch-clamp” en espermatozoides de erizo de mar osmóticamente hinchados. (E) Transferencia directa de canales del espermatozoide completo a bicapas planas. (F) Registros de corrientes (derecha) de Ca2+ tipo T en células espermatogénicas de ratón (izquierda). Se muestra la corriente obtenida por un pulso de -90 mV a -20 mV y como ésta se bloquea reversiblemente con nifedipina. (G) “Smart patch”.
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Figura 5.

Arriba. Esquema de las vías de señalización inducidas por el speract en el erizo de mar de S. purpuratus. (1) Al unirse el speract a su receptor activa una guanilato ciclasa (GC, 2) que aumenta el GMPc, lo cual promueve el flujo de K+ a través de un canal de K+ dependiente de GMPc (3) que vuelve al potencial de membrana del espermatozoide (Em) más negativo. Esta hiperpolarización activa al intercambiador Na+/Ca2+(4), Na+/H+ (5), a la adenilato ciclasa (AC, 6) y a un canal activado por hiperpolarización y nucléotidos cíclicos llamado SpHCN (7), esto da como resultado la alcalinización intracelular, la elevación del AMPc, y a un influjo de Na+ (despolarización del Em). La despolarización activa a un canal de Ca2+ voltaje-dependiente (8). El aumento en el AMPc puede estimular a una canal de Ca2+ aún no identificado (9). También, el aumento en el [Na+]i y la despolarización podrían revertir el intercambio Na+/Ca2+. Algunas fosfatasas y fosfodiesterasas pueden ser sensibles al pHi reduciendo rápidamente los niveles de GMPc. Abajo. La reacción acrosomal en espermatozoide de erizo de mar y de ratón. En ambas especies, la unión del ligando (el factor para erizo y la ZP3 para ratón) a su receptor (1) induce aumento transitorio en la [Ca2+]i (2) y alcalinización (4). Estos cambios son indispensables para el subsecuente incremento sostenido de [Ca2+]i (7), el cual es una señal fundamental para que ocurra la reacción acrosomal. El incremento de [Ca2+]i a través de canales voltaje dependientes podría estimular a la fosfolipasa C (PLC, 5) y así producirse 1,4,5-inositol trifosfato (IP3). La salida de Ca2+ a través de los receptores de IP3 (6), vacía la poza interna de Ca2+ (probablemente el acrosoma), conduciendo a la activación de canales de Ca2+ operados por pozas internas (SOC, 7) en la membrana plasmática. El incremento en el pHi puede de manera directa o indirecta (i. e. aumentando la afinidad del receptor por el IP3) incrementar la actividad de los canales SOC. El mecanismo detallado de las dos especies muestra diferencias. En erizo de mar, la unión del factor a su receptor (REJ) activa un canal de Ca2+ sensible a dihidropiridinas (2) y transitoriamente a un canal de K+ sensible a TEA por mecanismos desconocidos. Posiblemente, REJ mismo tenga actividad de canal. La hiperpolarización que resulta de la salida de K+ estimula al intercambio Na+/H+ dependiente de potencial y de Ca2+, incrementando así el pHi. El incremento en el AMPc podría regular varios canales. En ratón, es probable que existan varios receptores a la ZP3. Uno de ellos (quizá PKDREJ) podría activar un canal catiónico y aumentar el Em activando un canal de Ca2+ voltaje-dependiente tipo T (2). Otro receptor candidato es la a-galactosiltransferasa (GalT), que estaría acoplada a proteínas G (Gi) sensibles a la toxina de pertussis (PTx), controlando el pHi, el intercambio Cl-/HCO3- dependiente de Na+ y el eflujo de H+.



En el erizo Strongylocentrotus purpuratus, el speract, un decapéptido de la gelatina de óvulos análogo al resact, induce cambios en las concentraciones de segundos mensajeros y en la permeabilidad iónica del espermatozoide. La figura 5 ilustra nuestra hipótesis de trabajo sobre estos cambios (parecidos a los producidos por el resact):

1. Se activa transitoriamente una guanilato ciclasa que aumenta temporalmente la concentración de GMPc.

2. La elevación del GMPc activa un canal selectivo para K+ que hace más negativa a la célula, la hiperpolariza.

3. La hiperpolarización estimula un intercambio de Na+ por H+ a través de la membrana plasmática, aumenta el pHi y activa intercambiadores Na+/Ca2+ disminuyendo el [Ca2+]i. Esta hiperpolarización también estimula a una adenilato ciclasa, elevando los niveles de AMPc.

4. La hiperpolarización y el aumento de AMPc activan un canal iónico del espermatozoide llamado SpHCN de la familia HCN que depolarizaría a la célula.

5. Seguramente otros canales participan en la repolarización y depolarización del Em que estimula Cav, aumentando transitoriamente el [Ca2+]i. Existe al menos un canal de Ca2+ regulado por AMPc y posiblemente canales de Cl- que modulan esta respuesta (Darszon et al., 2006).

Recientemente demostramos que los espermatozoides de S. purpuratus cambian su forma de nadar cuando aumenta el GMPc debido a un aumento transitorio en el [Ca2+] i que posiblemente ocurre a través de canales Cav (Wood et al., 2005). Unos meses después, otro grupo alemán reportó cambios parecidos en A. punctulata disparados por resact y GMPc (Bohmer et al., 2005). Ahora nosotros hemos registrado cambios en el [Ca2+]i y en la movilidad en respuesta al speract que documentan la relación entre las vías específicas por las que entra el Ca2+ y la respuesta del flagelo (observaciones de C. Wood et al., remitidas para su publicación). Ambos grupos coincidimos en que la regulación local del [Ca2+]i es la que gobierna la movilidad del espermatozoide aumentando la probabilidad de que éste encuentre al óvulo y pueda fecundarlo.

La reacción acrosomal. La vesícula acrosomal, que se encuentra en la parte anterior de la cabeza del espermatozoide, se deriva del aparato de Golgi. Esta vesícula contiene las enzimas necesarias para penetrar la capa externa del óvulo. La reacción acrosomal (RA) es un proceso en cual la membrana acrosomal y la plasmática se fusionan en múltiples sitios y se liberan las enzimas líticas presentes en el acrosoma. El espermatozoide expone nuevos componentes de membrana requeridos para que se fusione con el óvulo durante este proceso. La RA está orquestada por cambios de permeabilidad iónica que induce la capa externa que rodea al óvulo (Yanagimachi, 1994 y Vacquier, 1998).

Además de péptidos pequeños como el speract y el resact, la gelatina del óvulo contiene una molécula de alto peso molecular (>106 KDa) rica en fucosa sulfatada (un polímero de azucar con grupos sulfato) con poca proteína llamada factor. Esta compleja molécula dispara la RA que involucra cambios morfológicos necesarios para que el espermatozoide fecunde al óvulo. El gránulo acrosomal y la membrana plasmática se fusionan durante esta reacción exponiéndose componentes necesarios para que el espermatozoide pueda fusionarse con el óvulo. Segundos después de que el espermatozoide detecta al factor de la gelatina, éste se une a su receptor (suREJ1) y dispara una entrada de Ca2+ y Na+ y una salida de K+ y H+. SuREJ1 es una glicoproteína que se encuentra en la membrana plasmática. Los movimientos iónicos disparados por el factor cambian el Em del espermatozoide, su [Ca2+]i y pHi, y aumentan los niveles de los segundos mensajeros AMPc e IP3 (figura 5B). La RA se inhibe con bloqueadores de canales de Ca2+, como el Ni2+, el verapamil y las dihidropiridinas; de K+, como el TEA+ y aniónicos como DIDS y ácido niflúmico. Estos resultados muestran la importante participación de los canales iónicos en este proceso fundamental para la fecundación (revisado en Darszon et al., 2006).

SuREJ1 se llama así porque tiene un módulo REJ (una secuencia de amino ácidos particular) que está presente en una proteína membranal de las células renales llamada policistina-1. Esta proteína, junto con otra, la policistina-2, forma canales iónicos que influyen sobre la morfología y la función de los túbulos renales. La enfermedad renal autosómica poliquística en la que se formas quistes en el riñón, se debe a mutaciones en estas dos proteínas renales y es médicamente muy importante y frecuente. El espermatozoide del erizo contiene varias isoformas de REJ (Vacquier, 1998 y Darszon et al., 2006).

El speract y el factor inducen cambios de permeabilidad aparentemente parecidos. Sin embargo, bloqueadores de la RA, como el Ni2+ y el TEA+, inhiben los flujos de Ca2+ y H+ inducidos por el factor, pero no los que produce el speract. El perfil farmacológico de estos cambios indica que hay diferencias en los sistemas de transporte iónico que participan en las respuestas inducidas por estos dos componentes de la gelatina del óvulo (Darszon et al., 2006).

Importancia de los canales iónicos en la capacitación y la RA del espermatozoide de mamífero

La permeabilidad iónica es también esencial para el espermatozoide y para la fecundación en mamíferos y se estudia usando las estrategias descritas en las figuras 2 y 4. Desgraciadamente los espermatozoides de mamífero no son más grandes que los del erizo, por lo que las estrategias experimentales que desarrollamos para estudiar la fisiología del espermatozoide del erizo se deben utilizar en el ratón y el hombre. Afortunadamente, desde hace tiempo existen metodologías para aislar y separar células espermatogénicas de mamíferos de acuerdo a su estadio de desarrollo (revisado en Darszon et al., 2005, 2006).

Capacitación. Para poder fecundar al óvulo, los espermatozoides de los mamíferos deben llevar a cabo un proceso de maduración en el tracto reproductor femenino llamado capacitación. Esta maduración se ha asociado a la reducción del contenido de colesterol que resulta en una disminución en la rigidez de la membrana plasmática y re-arreglos y/o modificaciones en el contenido de lípidos y proteínas de esta membrana. Adicionalmente aumenta el pHi y los niveles de Ca2+, así como la permeabilidad a K+ y los niveles de segundos mensajeros, como AMPc, IP3 y diacilglicerol. Estas alteraciones en las propiedades de la membrana plasmática quizá expliquen el aumento en la entrada de Ca2+ y HCO3– que activan a la adenilato ciclasa. Aparte de activar a la AC, la entrada de HCO3– hace más negativo el potencial de membrana (hiperpolarización) del espermatozoide de ratón, dependiendo de la presencia de K+ y Na+ en el medio externo, y también contribuye al aumento del pHi durante la capacitación. Se puede llevar a cabo la capacitación in vitro, incubando los espermatozoides en un medio definido que contenga al menos tres elementos claves: Ca2+, HCO3– y albúmina sérica bovina (BSA) (revisado en Yanagimachi, 1994).

Estudiando electrofisiológicamente las células espermatogénicas de ratón, encontramos un canal que deja entrar con mayor facilidad al K+ que salir. Esta característica es típica de canales de K+ llamados rectificadores entrantes. El pHi regula a estos canales que se bloquean con iones de bario (Ba2+). Resulta que la presencia de Ba2+ mM durante la capacitación previene la hiperpolarización asociada a este proceso e inhibe parcialmente la RA inducida por la ZP. Estos hallazgos indican que canales de K+ rectificadores entrantes participan en la capacitación del espermatozoide maduro (Muñoz-Garay et al., 2001). Hace poco detectamos, tanto funcionalmente como por sus RNA mensajeros y proteínas, canales rectificadores de K+ entrantes sensibles a ATP (canales KATP), tanto en células espermatogénicas como en espermatozoides maduros de ratón (Acevedo et al., 2006). Registros de “patch-clamp” en células espermatogénicas de ratón mostraron corrientes de K+ de rectificadores entrantes sensibles a Ba2+, glucosa y sulfonilureas, como la tolbutamida, que bloquean a los canales KATP. Es interesante que la tolbutamida inhibe la hiperpolarización asociada a la capacitación y la RA de manera dosis dependiente. Estas observaciones indican que canales KATP participan en la hiperpolarización y en la capacitación del espermatozoide de ratón. Se piensa que la hiperpolarización que ocurre durante la capacitación es necesaria para que los Cav que participan en la RA cambien de su estado inactivado a su estado cerrado. Esta modificación permitiría que estos canales se pudieran abrir en respuesta a la despolarización inducida por el inductor fisiológico de la RA (Darszon et al., 2006).

Reacción acrosomal. Para que el segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide de mamífero pueda fusionarse con el óvulo es necesario que ocurra la RA (Yanagimachi, 1994). La capa externa que rodea al óvulo de los mamíferos llamada zona pelúcida (ZP) contiene al inductor fisiológico de la RA del espermatozoide. La ZP está compuesta de tres o cuatro glicoproteínas, entre las que la ZP3 es la responsable de inducir esta reacción. La RA inducida por ZP o ZP3 requiere de Ca2+ externo e involucra: incrementos en el [Ca2+]i mediados por canales, un aumento en el pHi y cambios en el Em. Aún se desconoce cuál(es) es(son) el(los) receptor(es) de ZP3. Se postula que la unión de la ZP a su(s) receptor(es) dispara cambios en el Em que activan a los Cav del espermatozoide maduro, ya que su inactivación se elimina durante la capacitación. Además de estos cambios, la RA inducida por la ZP requiere de un incremento transitorio de pHi, que es sensible a la toxina pertussis, un inhibidor de proteínas G. Desconocemos todavía cuál es la relación entre el aumento en el pHi y el [Ca2+]i. Resultados nuestros y de la literatura indican que la calmodulina (CaM), una proteína que une Ca2+ y media la función de segundo mensajero de este catión, pudiera participar en la RA. En espermatozoides de erizo de mar y de ratón, inhibidores de la CaM bloquean la RA, la entrada de Ca2+ asociado a esta reacción y la corriente de Ca2+ a través de Cav que se registra en células espermatogénicas de ratón. La CaM está presente en la región acrosomal (López-González et al., 2001).

La RA disparada por la ZP en el espermatozoide de ratón conlleva un aumento en el [Ca2+] i que tiene dos fases. Al menos dos tipos de canales de Ca2+ diferentes participan en la RA de esta especie (revisado en Darszon et al., 2006). Inicialmente ocurre una rápida entrada de Ca2+, cuyo perfil farmacológico y temporal semeja al que muestran los Cav tipo T registrados en células espermatogénicas (Liévano et al., 1996). A pesar de la relevancia de la corriente T del espermatozoide en la fecundación, aún se desconoce su identidad molecular, ya que están presentes los tres miembros de esta familia. Nuestros resultados (Treviño et al., 2004) y los del grupo de Arnoult sugieren que CaV3.2 ([image: Image]1H) codifica a los canales T del espermatozoide de ratón (revisado en Darszon et al., 2006).
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