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EDITORIAL

EL POSGRADO EN BIOQUIMICA

Hace ya cerca de 25 afios que se iniciaron
los primeros intentos para establecer un pro-
grama de posgrado en bioquimica. Los esfuer-
zos se iniciaron casi simultdineamente en el
Centro de Investigacion y de Estudios Avanza-
dos, y en la Fscuela Nacional de Ciencias Bio-
légicas, en el Politécnico, vy por la participa-
cion conjunta de las Facultades de Medicina y
de Quimica, v el Instituto de Investigaciones
Biomédicas, en la UNAM.

Fue un pequenio grupo de investigadores
que con numerosas dificultades inicio estos es-
tudios de posgrado, cargando con un gran ni-
mero de cursos buscando la colaboracion de
colegas, tanto nacionales como extranjeros
para llegar finalmente a producir doctores en
bioquimica de muy alto nivel. El esfuerzo que
se invirtio para producir graduados se vié coro-
nado por el éxito.

Los resultados obtenidos en los distintos
cursos de posgrado y el desarrollo de la bio-
quimica y dreas afines como resultado de los
esfuerzos iniciales, se tradujeron en que, por
ejemplo, para el afio de 1979 alrededor de una
tercera parte delos egresados de los programas
de posgrado de la Facultad de Quimica de la
UNAM, fueran bioquimicos. En parte como
resultado del desarrollo logrado, se iniciaron
otros programas afines, como en el Colegio de
Ciencias y Humanidades de la UNAM, con un

enfoque mds amplio en preparar posgraduados
en Investigacion Biomédica Bdsica; hace algu-
nos meses en este programa se ha llegado a im-
plantar también un drea de bioquimica.

Esta aparente dispersion de algunos progra-
mas de posgrado, se justifica por las caracteris-
ticas particulares de cada grupo de trabajo v la
lejunia que existe, por ejemplo, entre el Insti-
tituto Politécnico y la UNAM y la diversifica-
cion de dreas e intereses de los distintos luga-
res donde se hace bioguimica. A esto se suma
la necesidad de bioquimicos que un pais tan
grande como el nuestro tiene, no solo de bio-
quimicos, sino de investigadores cientificos
en general.

En la bioquimica y algunas dreas afines, se
han llegado a desarrollar programas de posgra-
do que debieran hacer autosuficiente al pars
parala formacion de docentes e investigadores.
Aunque de cualquier manera es necesario hacer
un posdoctorado, de preferencia fuera del
parts, estamos ya en condiciones de preparar al
personal, no sélo con capacidad de realizar la-
bores del mds alto nivel, sino inclusive de pro-
mover también la formacion de grupos nuevos
en dreas nuevas.

Son tan numerosas las aplicaciones de lg
bioquimica, que tampoco debemos preocupar-
nos por las posibilidades de empleo de los egre-
sados. Por otra parte, si debe ser nuestra
preocupacion central la calidad de éstos.

Debemos mantener un alto nivel y hacer
crecer estos posgrados para legar a una cada
vez mds solida infraestructura cientifica capaz
de servir de base a las multiples opciones de
actividad de los futuros bioquimicos. Sélo asi
podremos lograr mejores perspectivas, no sélo
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r en la investigacion bdsica, sino también en
dreas como la salud, alimentos, industria y
otras numerosas aplicaciones de la bioguimica
y dreas afines a la resolucion de los problemas
que aquejan al pais. Si con la misma calidad
actual, pudiéramos multiplicar por diez la
capacidad de todos los posgrados nacionales,

es posible que apenas estuviéramos en el limite
inferior de nuestras necesidades para proveer
a México de los investigadores que requicre.

Dr. Antonio Pefia Diaz
Centro de Investigaciones en
Fisiologia Celular, UNAM,

Alberto Hamabata y Mitla Garcia Maya.

LA ESPECIFICIDAD DE LA SINTESIS DE
PROTEINAS EN EUCARIONTES

Departamento de Bioquimica, Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Apdo. Postal 14-740. México 07000, D.F.

A. INTRODUCCION

La sintesis de proteinas es uno de los procesos
distintivos de la vida enla Tierra, la maquinaria para
llevarla a cabo es una de las que se han conservado
a través de todas las formas vivientes. De entre los
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Figura 1. Esquema de la sintesis de proteinas.



la misma division de funciones entre la subunidad
pequeiia y la grande, los eventos de la formacion
del aminoacil-tRNA, la de la union peptidica y Ia
translocacion ribosomal son virtualmente pasos
idénticos en todos los organismos.

Sin embargo, se empieza a encontrar, en forma
sorprendente, que al menos el proceso de inicia-
cidon de la biosintesis protéica no es igual entre pro-
carivnies, cucarionies y orzaneios (1, 2).

Uno de los problemas mas importantes y fasci-
nantes y atn sin solucion es la especificidad de la
biosintesis de proteinas. Este problema es el factor
comun en la regulacion de todos los procesos meta-
bolicos, el funcionamiento celular, el crecimiento,

el desarrollo y la diferenciacién de los organismos
vivos.

En contraste con otras vias metabdlicas cono-
cidas, la biosintesis de proteinas tiene una enorme
cantidad de sustratos, cofactores y productos. El
ribosoma debe tener la capacidad de seleccionar
entre varios tipos y especies de mRNA para sinte-
tizar proteinas especificas en distintos tiemposy a
diferentes velocidades. Si se piensa en el enorme
nimero de proteinas intra y extracelulares conoci-
das, las cuales varian en mucho en sus proporciones
molares, el problema de la especificidad de la bio-
sintesis proteica adquiere una dimensiéon extraordi-
naria. Ahora bien, si las reacciones biosintéticas son
comunes a todas las proteinas de procariontes y de
eucariontes, ;cémo se regula en forma selectiva la
sintesis de proteinas especificas? La iniciacion de
la formacion de la cadena polipeptidica es el paso
limitante en el proceso de la biosintesis de proteinas
en la mayoria de los sistemas activos, es ahi donde
se han descrito la mayor parte de los mecanismos
de control traduccional v que afecta la eficiencia
relativa de la traduccion de diferentes especies de
mRNA.

El estudio del control de la traducciéon es muy
complejo. Solamente, visto a nivel de la iniciacion,
involucra muchos sitios posibles donde se puede
cjercer csta regulacion.

1) El ribosoma, incluyendo no soélo su funciona-
miento, sino también la sintesis de las distintas
especies de proteinas que componen las subunida-
des pequena y grande, Ia sintesis de sus rRNA y el
autoensamble.

2) Sintesis y disponibilidad de las especies de
tRNA, especificamente para el proceso de inicia-

cion de los tRNA iniciadores.

3) Siatesis y disponibilidad de aminodcidos.

4) Enzimas activadoras de aminodcidos, incluyen-
do la Met-tRNA Met; sintetasa y transformilasa de
bacterias.

5) Transcripcion de los mRNA con el codén ini-
ciador, AUG, en la secuencia primaria y en las es-
tructuras secundaria y terciaria apropiadas. Debe
incluirse también la velocidad de transcripcion, pro-
cesamiento, transporte, almacenamiento y estabili-
dad de esos mRNA.

6) Los distintos factores de iniciacion.

A través de esta revision se hard énfasis en orga-
nismos eucariontes y con este término se hara alu-
sion a los sistemas citopldsmicos; se hard la distin-
cién pertinente cuando se refiera a los organelos:
cloroplasto y mitocondria. En el caso de bacterias,
la discusion se centrard en las eubacterias.

EL PROBLEMA:

A pesar de que existe s6lo una maquinaria para
llevar a cabo la biosintesis de proteinas en una célu-
la, ésta es capaz de autorregular todo el proceso
para que no solo se sinteticen varias cadenas poli-
peptidicas en un momento dado del ciclo celular y
cambien en otro momento a la sintesis de otras pro-
teinas, sino también la velocidad con la que se sin-
tetizan.

O sea, las especies proteicas celulares pueden
variar:

1) En una misma célula, dependiendo de:

a) Su ciclo celular

b) La disponibilidad de nutrimentos

c) El pH, tipo de iones inorgdnicos y fuerza idénica

d) Las hormonas

e) La introduccion de DNA extrano

f) Los estimuladores e inhibidores y

¢) El nivel de desarrollo y grado de diferencia-
cion.

2) De una célula a otra.

3) De un tejido a otro.

4) De un organismo a otro.

Los estudios realizados en bacterias muestran que
la especificidad a nivel de la especie proteica que se
va a sintetizar, se logra al regular la transcripcion
del mRNA correspondiente, aunque la existencia



de varias especies de mRNA no explica su traduc-
cion diferencial a distintas velocidades. En eucarion-
tes ésto es por demads insuficiente, ya que se ha mos-
trado que la existencia de un mRNA dado no es
garantia de que va a ser traducido en la proteina
correspondiente.

B. COMPONENTES DE LA INICIACION

1. Ribosomas.

1.1 Proteinas ribosomales

Los componentes proteicos de los ribosomas de
Escherichia coli se conocen con gran amplitud.
Existen 52 especies proteicas diferentes en el ribo-
soma completo, ya que atn cuando hay 21 pro-
teinas en la subunidad pequefia y 32 en la grande,
resulta que la proteina S20 (S = small) es idéntica a
la L26 (L = large), (Tablas I a III). Existe s6lo una

copia de proteina por ribosoma, con la excepcion
de la proteina acidica L7/L12 de la cual hay 4. Los
estudios con anticuerpos han permitido la localiza:
cion de esas proteinas, la mayoria de las cuales se
encuentran en la superficie del ribosoma. A la fecha
se ha determinado la secuencia primaria de las 52
proteinas y se han llevado a cabo, con éxito, expe-

rimentos de desensamblaje y reensamblaje de ribo-
somas funcionales.

Los ribosomas de eucariontes, vistos al micros-
copio electrénico, tienen forma semejante al de los
procariontes aunque un poco mas grandes (Tabla I).
La electroforesis bidimensional revela un patron de
proteinas bastante diferente al de las bacterias y se
obtiene un nimero mayor de cadenas polipeptidi-
cas, 70 a 80 en lugar de las 52 especies proteicas
mencionadas arriba. Las proteinas ribosomales de
eucariontes se parecen a aquellas de las bacterias en

TABLA 1
COMPARACION ENTRE RIBOSOMAS DE DIFERENTES FUENTES
2 Contenido Homologia funcional, Especies
Eincnte Forma y Tamafio Proteico electroforética e inmuno- Proteicas
logica
Escherichia coli - 37% — 52
Citoplasma Forma semejante a 50% Poca homol_ogl’a con
los de bacteria pe- los de bacteriad
ro mds grandes
Cloroplasto Forma y tamaiio se- Mucha homologia 70-80
mejante a los de con los de bacteria
bacterias
Mitocondria Tamaiio muy varia- 70% Ninguna homologia
ole desde mds pe- con bacterias o cito-
queiios que los de plasma.
bacterias hasta mas
grandes que los de ]
citoplasma de euca-
riontes

2L a excepcion es la L7/L 12, proteina acidica que participa en fos pasos de la sintesis de protefnas en los que interviene el
GTP. La homologia estructural y funcional se ha demastrado no sélo porque los anticuerpos contra L7/L 7_2 bacteriana
inhiben la funcién de ribosomas de eucariontes, sino porque se ha logrado con éxito la reconstitucion de ribosomas de leva-

duras utilizando la proteina bacteriana,



TABLA 1I
COMPOSICION PROTEICA DE LOS RIBOSOMAS DE VARIAS ESPECIES (2).
Coeficiente de Sedimentacion Nam. de proteinas
Subunidad Subunidad Ribosoma Subunidad Subunidad

Fuente pequeiia grande completo pequeiia grande
Escherichia coli 30S8¢ 508 708 21 32
Cloroplastos de
plantas superiores?d 308 508 708 22-24 32-35
Mitocondriab

Levadura 378 508 70-748 33 38

Plantas 408 60S 78-808 = -

Mamiferos ~308 ~408 55-608 33 52
Citoplasma de

eucariontes

Levadura 408 60S 808 30-32 41-4

Roedores 408 60S 808 ~v31 ~49

a
b

11 proteinas se encuentran codificadas en el organelo,
Sdlo 1 proteina se encuentra codificada en el organelo (Neurospora).

€S =unidad de sedimentacién = 10°'? cm seg*

que son pequeias, bdsicas e insolubles, pero la se-
mejanza termina ahi, ya que no comparten un gran
numero de determinantes antigénicos. Por supuesto
que existe una notable excepcidn, la proteina aci-
dica L7/L12 (nomenclatura en bacterias), la cual
estd involucrada en los pasos de la sintesis de pro-
teinas en los que interviene el GTP. Esta proteina
tiene un caricter bastante conservado, determinado
por la homologia de su secuencia de aminodcidos,

este cardcter conservado se pone de manifiesto tam-
bién a nivel funcional: los anticuerpos dirigidos
contra la L7/L12 de bacteria inhiben la funcion de
los ribosomas de eucariontes y ademas se ha logra-
do la reconstitucién funcional de ribosomas de leva-
dura utilizando la L7/L12 de bacteria. Existen
otras homologifas, aunque son mucho méis frecuen-
tes las diferencias, entre las proteinas ribosomales
de procariontes y eucariontes (Tabla III).



TABLA I

PROTEINAS RIBOSOMALES DE BACTERIA (4)

Subunidad pequeiia

Subunidad grande

Ausentes en

mutantes S20,

Regulan sintesis S4; 87, S8.
de proteinas

ribosomales

Numeradas S1a S21 L1 aL34a
Redundantes S20=L26 L7 = N-acetil L12
(L7/L12)
L8 = (L7/L12)4-L10
No numeradas S1A;NS1,NS2; L31’; A, B.

S1;S6;89;S17:;

L1;L11;L15:L19;
L24;1.27;L28;L29;
L30; L33.

L1;L4;L10.

9En 1970 se describieron 21 proteinas en la subunidad pequefia y 34 en la grande. Actualmente, esos niimeros se han redu-

cido a 21 y 32 especies proteicas en las subunidades respectivas al tomar en cuenta las proteinas redundantes o repetidas.
Si se considera que la S20 es igual a la L26, entonces el numero total de especies proteicas diferentes se reduce a 52 por

ribosoma 708S.

Es ‘interesante que aunque es muy pequeiia la
semejanza entre los ribosomas de eucariontes y de
procariontes, los ribosomas de cloroplastos se pare-
cen mds a los de las bacterias. Estos tdltimos son
semejantes en tamafio, tipo y topografia de las pro-
teinas y especies de rRNA (Tablas I y II). No se
conocen con detalle las proteinas ribosomales del
cloroplasto, pero se ha mostrado que hay reaccién
inmunolégica cruzada entre ribosomas de cloroplas-
tos de Chlamydomonas y las de E. coli.

En contraste, los ribosomas de mitocondrias no
tienen parecido a los ribosomas de procariontes ni
eucariontes. Su tamaiio varfa desde aquellos mds
pequeiios que los de las bacterias, hasta mas grandes
que los ribosomas citoplismicos de eucariontes.
Contienen una mayor proporcion de proteina rela-
tiva al RNA (70% ) que el ribosoma citopldsmico
de eucariontes (50% ) y el de E. coli (37% ) (Tabla
I). La movilidad electroforética de las proteinas
ribosomales de mitocondrias es bastante diferente
a las correspondientes de ribosomas citopldsmicos
de eucariontes y procariontes y no se ha demostra-
do inmunidad cruzada con ninguna de las dos ulti-
mas.

1.2 Los RNA ribosomales.

La comparacién de los rRNA de distintos orga-

nismos y organelos celulares, tanto en sus secuen-
cias primarias y sus homologias, como en los mode-
los construidos sobre bases tedricas y experimenta-
les, muestra que las diferencias entre estos rfRNA
no son tan grandes como en el caso comparativo de
las proteinas ribosomales discutidas arriba. Mds atin,
se ha llegado a postular un ancestro comiin para los
rRNA de la subunidad pequeiia, incluyendo a los
de organelos como la mitocondria y el cloroplasto.

Los ribosomas bacterianos contienen invariable-
mente 3 componentes nucléicos: 5S, 16S, 23s
(S = unidad de sedimentacién = 10™'3 cm seg™t).
Los ribosomas de eucariontes suelen contener 4
componentes, aunque muestran mayor diversidad
que las bacterias, estos componentes se designan
como 58, 5.8S, 18S, y 25 a 28S. Se han descrito
desviaciones raras de este patréon como la ruptura
del rRNA grande de los insectos en dos piezas y la
existencia de dos fragmentos provenientes del
tRNA 5.8S en Drosophila.

Los rRNA de cloroplasto son muy parecidos a
los de las bacterias. La subunidad grande contiene
ademids otras especiesde RNA, 1a 4.58 en ribosomas
de plantas superiores y la 3S y 7S en Chlamydomo-



nas reinhardii. Sin embargo la homologia se conser-
va ya que el rRNA 4.5S de Zea Mays tiene una
homologia del 65% con la porcion 3’ terminal del
rRNA 23S de E. coli, y los rRNA 7S y 3S que se
han descrito en C. reinhardii son homélogos al
extremo 5’ del RNA 23S de cloroplasto de maiz y
de bacteria. Es posible que los rRNA pequeiios dela
subunidad grande hayan aparecido por fragmenta-
cion durante la secuencia evolutiva del rRNA gran-
de de las bacterias.

Nuevamente, las mitocondrias muestran una ma-
yor diversidad estructural y de tamaiio en los TRNA
grandes y varia mucho la presencia de la especie pe-
queiia 58.

El rRNA 58, el cual se transcribe por separado
en eucariontes, confirma las homologias discutidas
arriba en funcién de sus estructuras primaria y se-
cundaria. Los rRNA 35S de cloroplasto y de bacteria
son muy parecidos entre si; el correspondiente de
eucariontes estd mas alejando, el rRNA 58S de mito-
condrias de trigo aunque tiene caracteristicas pro-
pias también comparte cierta homologia con los

dos primeros. Resulta curioso que los ribosomas de
mitocondrias de mamifero y de levadura carezcan
del rRNA 58 y es sorprendente este hecho en vista
de las funciones tan importantes que se le atribuyen
en otros ribosomas.

2. Factores Proteicos Solubles.

Los llamados factores de iniciacion IF y elF, (en
inglés), son proteinas solubles que difieren de las
proteinas ribosomales estructurales en que parti-
cipan en forma ciclica en la iniciacion de la sintesis
de proteinas o sea que se unen al Met-tRNA; (ver
nomenclatura mds adelante), al ribosoma o al
mRNA en algiin paso de la iniciacién y se despegan
al concluir su funcién.

Se han reconocido 3 proteinas que han sido alta-
mente purificadas a partir de E. coli que intervienen
en la formacion de los complejos de iniciacion,
mientras que en sistemas de eucariontes se han des-
crito un minimo de 8 factores de iniciacién que
cumplen funciones similares a los 3 IF de bacteria
(Tabla IV) y ademads otras funciones adicionales que

TABLA 1V

FACTORES DE INICIACION

E. coli (3)
Eucariontesd ( 8)
(9)
(10)
(11)
elF-4B.
(12) Otros

IF-1, 1F-2, IF-3

Caracterizados: elF-1, elF-2, elF-3, eIF-4A, elF-4B,
elF-4C, elF-4D, y elF-5.

Factor que interviene en el reciclamiento del eIF-2.

El eIF-6 que promueve la disociacién del ribosoma
en sus subunidades.

Factor que mteractua con el 7-metilguanosina (cas-
quete o “cap”) (m’ G) del mRNA, llamado “Cap-
binding protein™ (CBP). Copurifica con el elF-3 y

3A Ja abreviatura de factor de iniciacion, IF, de bacteria se afiadié una e de eucarionte, elF.

no comparten los procariontes, como un factor
que interviene en el reciclo de elF-2, y otro factor
que interactiia con el casquete 7-metllguanosma
(m7G) del mRNA. Falta mucho trabajo para cono-
cer con claridad las funciones y el mecanismo de
los factores de iniciacion hasta ahora descritos en
eucarionies y es posible que Ia lista de factores

proteicos solubles se alargue mas.

El factor de iniciacion 2 tiene la misma funcion
en ambos tipos de células: procariontes y eucarion-
tes, favorece la unién dependiente de GTP del
tRN A\iet a la subunidad pequefia. El mecanismo
no se conoce. En ausencia de ribosomas el IF-2 for-



ma un complejo binario con formilmetionina (fMet)
RNAMet pero este complejo es inestable in vitro.
Por otro lado el IF-2 es capaz de unirse en forma
estable con la subunidad ribosomal 30S en ausencia
de Met-tRNA y de GTP. De manera que s6lo se pue-
de indicar que en procariontes la interaccion entre
IF-2, GTP y fMet—tRNA]\-l/[et se leva a cabo sobre la
supetficie del ribosoma bacteriano. Esto contrasta
con los eucariontes como en el caso del reticulocito
de conejo, donde el elF-2 forma complejos ternarios
estables con Met«tRNANilet y GTP en solucion, este
complejo ternario se une luego a la subunidad pe-
queia del ribosoma. Ademds, este sistema requiere
de otra protefna que recicla el elF-2, el cual se libe-
ra como un complejo con GDP a partir del riboso-
ma. Este factor de reciclamiento no existe en £. coli
donde el GDP no permanece unido al IF-2 bacteria-
no después de la hidrolisis del GTP.

El equilibrio entre los ribosomas y sus subuni-
dades se desplaza en favor de la disociacion en
subunidades en presencia de factores de iniciacion.
En E. coli esto se logra mediante la unién del IF-3
a la subunidad ribosomal pequeiia y en eucariontes
el elF-6 se une a la subunidad grande. El mecanis-
mo es distinto, pero ambos factores evitan la reaso-
ciacién de las subunidades ribosomales.

Otrc ejemplo de lo poco que sabemos de los me-
canismos es la participacion de los factores de ini-
ciacién en la union del mRNA a los ribosomas.
Esta reaccion que en bacterias se estimula con la

adicion de IF-3 ;jrequiere cinco factores en eucar-
riontes!

En cuanto a la traduccion diferencial de especies
de mRNA, resultaria muy interesante saber si los
factores de iniciacién participan activamente en la
seleccion de sitios de iniciacion especificos en las
especies de mRNA o solamente estabilizan la unién
en los sitios seleccionados por la subunidad ribo-
somal pequeiia. Hasta el momento la mayor parte
de la evidencia experimental obtenida en procarion-
tes sugiere que el reconocimiento de los sitios de
iniciacion en el mRNA es una propiedad intrinseca
de la subunidad pequeiia del ribosoma, pero ya em-
piezan a emerger datos que demuestran la participa-
cion de ciertos factores de iniciacion de eucariontes
con la habilidad para discriminar entre varios mRNA
(vea Discusion mis adelante).

3. Los tRNA Iniciadores.

Las representaciones convencionales de las espe-
cies de tRNA iniciadores en procariontes y euca-
riontes son: tRNAl\f/Iet (f = formil) y tRNAMet

(i = iniciador) respectivamente, (tRNAl}iI'ét ;/

tRNAMet en inglés); por conveniencia de este traba-
jo se utilizard la nomenclatura tRl*«IAD?et indepen-
dientemente de su origen. Los subscritos f e i distin-
guen la especie tRNAMet de iniciacion de aquella
que dona su metionina en posiciones internas de la
cadena polipeptidica, la cual se designa como
tRNAMet (m = medium).

El papel sin paralelo que tiene el tRNAI\iVIet en la
sintesis de proteina podria implicar que posee una
estructura tnica que lo hace diferente a los otros
tRNA. Sin embargo, los estudios de las estructuras
primaria, secundaria y terciaria de varias especies
de tRNA no muestran muchas caracteristicas distin-
tivas notables.

Un hecho muy aparente en los sistemas de tra-
duccion de bacteria, cloroplasto y mitocondria es
que el tRNAl\i’[et es formilado y se ha descrito una
transformilasa que transfiere el grupo formato del
N10-formil-tetrahidrofolato para dar el N-fMet-
tRNA. Esto puede ser importante en la iniciacion,
ya que el IF-2 de E. coli interactia solo con los
tRNA que llevan un aminodcido con el grupo amino
bloqueado. Ademis del fMet-tRNAMet que parti-
cipa solo en la iniciacién en bacterias, cloroplastos
y mitocondrias, también existe el Met-tl“\’l\IAI!\il.et
que dona su grupo metionil durante el proceso de
elongacion de la cadena polipeptidica, mientras
que el citoplasma de eucariontes contiene dos espe-
cies Met-tRN A ambos no formilados. Uno participa
en la iniciacién y otro en la elongacién. Al contrario
que en sistemas de procariontes la formilacion del
grupo Met disminuye la afinidad del Met-tRNAMet
por los factores de iniciacion eucarionticos. Esto
aumenta la postbilidad de que los tRNAMet deben
contener caracteristicas distintivas quel los haga
diferentes a los tRNA no iniciadores, sin embargo,
esta hipétesis no se ha comprobado.

La comparacion de tRNA; de distintas fuentes a
niveles primarios, secundarios y terciarios, sélo han
mostrado ciertos hechos distintivos, pero no se ha
podido establecer que ésos sean los responsables de
la especificidad. El tinico hecho universal es la pre-
sencia de 4 pares G'C en posiciones idénticas en
todos los tRNA.: en los lugares 3, 12,30y 31. Los
tRNA; de eucariontes se pueden distinguir por tres
caracteristicas: (a) la presencia de AUCG o Ay CG
(¢ = pseudouridina) en vez de la secuencia usual
Ty CG (T = ribotimidina) en las posiciones 54 o 57
de la asa IV; (b) una A en el lugar de la pirimidina
usual en posicion 60 y (c) una C en vez de U en
posicién 33.

En este contexto es interesante preguntar cuiles
serian las caracteristicas de los tRNA; que son re-



conocidas por la I\/let-tRl\iA‘”’lf1Ct sintetasa y la trans-
formilasa bacteriana. Es obvio que el campo requie-
re de una enorme cantidad de investigaciones.

4. Los RNA mensajeros.

Otra posibilidad que explique la aparente selec-
cion de especies especificas de mRNA para su tra-
duccion es la estructura del mismo mensajero. Por
ejicmplo, los intentos de traducir mRNA de una
especie celular en sistemas heterdlogos, o sea, la
traduccion de un mRNA de procariontes en riboso-
mas de cucariontes, o viceversa, han tenido poco
éxito, lo que sugicre diferencias en el reconocimien-
to de especies distintas de mRNA. Puede ser, como
se ha discutido antes, que la falta de reconocimien-
to radique en los ribosomas, los factores de inicia-
cion, ete. o bien que el mRNA carezca de las estruc-
turas ue son reconocidas,

En procariontes no es raro encontrar formas mul-
tiples de mRNA derivadas de un solo gene. Esto se
debe a la variacion del sitio donde se inicia la trans-
cripcion o a la extension del procesamiento post-
transcripcional. Por lo general los mRNA de bacte-
rin son policistronicos y contienen secuencias de
longitud variable que no se traducen, éstas son de
26 a 200 nucledtidos en el extremo 57 v otra se-
cuencia corta de este tipo en el extremo 3°. La ma-
voria de los mRNA bacterianos tienen secuencias
intercistronicas que no se traducen, con una longi-
tud de 1 a 400 nucledtidos, se han encontrado
muchos ejemplos donde se carece de las regiones
intercistronicas v un cistron empicza inmediata-
mente después de otro, inclusive se ha descrito el
traslape de una base entre el coddn de terminacion

0) MONOCISTRONICO EN ESTRUCTURA Y FUNCION

m'G-AUG UAA-(A),
(polipéptido)

b) POLICISTRONICO EN ESTRUCTURA
MONOCISTRONICO EN FUNCION

m’ G-AUG, — UAA-AUG;—UAA—(A)

l,\,\_><

c) DICISTRONICOS FUNCIONALES

mG-AUG,~AUG, UAA-=(A),
1)
2, T —— e ——

de un cistron y el codén iniciador del siguiente, o
sea: UGAUG, tal vez este hecho tenga algiin signi-
ficado en la regulacién, pero no se ha demostrado
que la traduccion del cistron corriente arriba inter-
fiera con la traduccién del cistron corriente abajo,
los casos en que esa demostracion ha resultado
positiva no se relacionan a la presencia de codones
de terminacion y de iniciacion traslapados.

El codon. iniciador en mRNA de procariontes es
por lo general AUG, aunque los ribosomas bacte-
rianos también reconocen otros: GUG, UUG y
AUU con menos eficiencia. Hay ejemplos donde
GUG y UUG funcionan como seiiales de “reinicio”
después de un codon sin sentido.

Corriente arriba a partir del codén iniciador en
mensajeros de procariontes se ha descrito la presen-
cia de una secuencia rica en purinas, llamada de
Shine-Dalgarno, de aproximadamente 10 nucledti-
dos de longitud (5). A esta secuencia se le ha dado
una enorme importancia en el proceso de inicia-
cion en procariontes, ya que es complementaria del
extremo 3’ del RNA ribosomal 16S y precede cada
cistron en los mRNA policistronicos. Se han publi-
cado muchas evidencias donde el apareamiento
entre el extremo 3” del RNA de la subunidad ribo-
somal pequena y la secuencia Shine-Dalgarno del
mRNA permite la seleccion de los sitios de inicia-
cion en mRNA de procariontes. La kasugamicina
se unc cerca del extremo 37 del rRNA 16S y es un
mhibidor potente de la iniciacion.

Los mRNA de cucariontes son por lo general
monocistronicos, aunque hay excepciones confir-
madas (Fig. 2). Esta regla significa no s6lo que un

Todos los mRNA celulares caracterizados. Muchos mRNA
de virus animales incluyendo al reovirus, virus de la influen-
zda, virus de fa estomatitis vesicular y virus de vacuna.

mRNA 198 tardio del virus del polioma.
mARNA tardios del adenovirus

mRNA 195 tardro del virus Simian.
mRANA de la timidina cinasa del virus Herpes simple
RNA Elb de adenovirus

Figura 2. Sintesis de cadenas polipetidicas dirigicss per mRNA de eucariotes (2). En general, el ribosoma reconoce el
primer codén iniciador (a y b), aunque en pocas ocacicnes es posible obtener dos cadenas polipeptidicas a partir de un

solo mRNA (c).
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mRNA dirige la sintesis de una sola cadena polipep-
tidica, sino también que la proteina codificada mds
cercana al extremo 5° es la que se sintetiza, como
se ejemplifica en la figura 2 (b), o sea que, en el
caso de mRNA policistronicos de eucariontes, s6lo
se expresa el cistron mds cercano al extremo 5’ del
mRNA. Esta restriccion la impone no el mRNA
sino el ribosoma eucarionte, como se ha demostra-
do. Si se incuba el mensajero policistronico del bac-
teri6fago lambda en un sistema de sintesis de pro-
teinas in vitro, los ribosomas de £ coli traducen el
primero y el segundo cistrones, mientras que los
ribosomas de trigo solo traducen el primero. Esta
falla en la traduccion de cistrones localizados co-
rriente abajo respecto al primero, se puede interpre-
tar en el sentido de que los ribosomas eucariontes
no reconocen sitios de iniciacion internos ni reini-
cian en el segundo cistron después de traducir el
primero. Esto estd de acuerdo con la naturaleza mo-
nocistronica de los mRNA eucariontes, pero tam-
bién elimina el mecanismo regulador predominante
que siguen los procariontes: los mRNA policistro-
nicos que coordinan la sintesis de un grupo de pro-
teinas. Se ha propuesto un mecanismo en eucarion-
tes que sustituye al de procariontes, y es posible
que no sea el tinico. El mecanismo en eucariontes
se basa en la fusion de genes que producen, en vez
de un mRNA policistronico como las bacterias, una
“poliproteina” derivada de un solo y enorme
mRNA. Se pueden citar algunos ejemplos, las sub-
unidades o2 y 2 de la triptofano sintetasa estin
codificados en genes separados en la £. coli y fun-
didas en un solo gene de S. cerevisiae que codifica
para una proteina bifuncional. Tal vez el ejemplo
mas impresionante es la sintetasa de dcidos grasos
de mamiferos que corresponde a 7 cadenas polipep-
tidicas en £. coli.

Los mRNA de eucariontes muestran 4 caracteris-
ticas estructurales distintivas. a) Presencia de 7-me-
tileuanosina unida por un enlace trifosfato 5°-5°
poco usual al nucleétido del extremo 5°, formando
lo que se llama un casquete (cap en mtﬂes) (m
GpppNpN-). b) Una cola de poliadenilico, poli (A),
de 50 a 200 residuos, unido al extremo 3’. ¢)
Ausencia de Ia secuencia de Shine-Dalgarno en el
lado 5’ del codén iniciador. A pesar de que se han
realizado extensas investigacioics, no se ha llegado
a concluslones firmes sobre la participacion del
casquete m’G- y de la cola poli(A) en Ia regulacion
de la traduccion. El poli(A) puede contribuir a
aumentar la estabilidad del mRNA. La ausencia de
Shine-Dalgarno obliga a pensar de que existe otro
mecanismo de reconocimiento del sitio de inicia-
cion por los ribosomas en eucariontes. Como se
dijo antes, en bacterias, la base para la seleccion de
sitios de iniciacion en el mRNA que tiene poca es-
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tructura secundaria, incluye el apareamiento com-
plementario de bases entre la region Shine-Dalgar-
no del mRNA y una secuencia de nucledtidos cerca
del extremo 3’ del RNA ribosomal 168S. d) En con-
traste con las bacterias, los ribosomas eucariontes
solo reconocen al coddn AUG como senal de inicia-
cion. Los ribosomas de eucariontes probablemente
localicen el sitio de iniciacidon a través de un meca-
nismo de monitoreo. Hay muchas evidencias cir-
cunstanciales que apoyan la hipoétesis de que la
subunidad 408 con los elF asociados se une al
extremo 5’ del mRNA y luego migra corriente abajo
hasta el primer coddén iniciador AUG, el cual seria
el mds cercano al extremo 5°. Se han encontrado
s6lo 18 mRNA entre mas de 200 en donde el inicio
de la sintesis de proteinas se establece en un codén
interno, y este hallazgo ha conducido a una version
nmdlflulda del modelo de monitoreo. La subuni-
dad ribosomal 408 con los factores de iniciacion
correspondientes se une al extremo 5’ y busca
corriente abajo un codén iniciador flanqueado por
cierta secuencia que puede modificar la eficiencia
del reconocimiento. Se ha identificado tentativa-
mente la secuencia 6ptima como ANN{\EG (en
donde N es cualquier base) basado en el estudio de
mds de 200 mensajeros v experimentos de union
in vitro con oligonucledtidos que contienen AUG.
Otr'ls secuencias menos favorables son GNNALG (

SNAAUGG Si la subunidad 408 se Cucucntm
primero con la secuencia dptima, la sintesis de pro-
teina se inicia ahi, pero si la primer secuencia inicia-
dora es menos favorable algunos de los ribosomas
se detiencn e inician en ese punto, otros pasarin de
Iargo e iniciarin en otro coddén de iniciacion co-
rriente abajo. Esto introduce una flexibilidad inte-
resante en el sistema, o sea que es posible que un
MmRNA de eucariontes dirija la sintesis de 2 cadenas
polipeptidicas distintas si el primer AUG se encuen-
tra en una secuencia desfavorable y también que la
ruptura de un mRNA puede dejar descubierto un
codon iniciador interno que ahora puede actuar
como sitio iniciador. Este mecanismo sugiere que
los extremos 5° sonimportantes para unir a la subu-
nidad 408 e 1mclar el monitoreo, en este contexto
el cwquete m’G tal vez sea importante facilitando
la unién.

CONTROL DE LA INICIACION

Un buen nimero de evidencias seialan que el
control de la sintesis de proteinas se lleva a cabo a
nivel de la iniciacion tanto en procariontes como en
eucariontes. Tal control es cualitativo y cuantita-
tivo. El control de la calidad se refiere a la traduc-
cion diferencial de especies de mRNA respecto a
otras especies, o sea, dada una gran variedad de
mRNA diferentes, el ribosoma traduce un grupo de



mRNA en forma preferencial en ciertas condicio-
nes, al cambiar estas condiciones se traduce otro
grupo distinto de mensajeros. La regulacion de la
cantidad se refiere a que la frecuencia de iniciacio-
nes aumenta o disminuye segin las condiciones
celulares.

Los mecanismos de regulacion de la iniciacion
pueden ser muy complejos y en su mayoria apenas
empiezan a conocerse. Por ejemplo, uno de los sis-
temas més estudiados es la sintesis de proteinas en
reticulocitos y en sus lisados libres de células, la
cual se inhibe en ausencia de hemina, en donde, en
realidad, funcionan dos mecanismos (Fig. 3). El
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control de la iniciacion de la sintesis de proteinas
dependiente de hemina en lisados de reticulocitos
apareci6 bastante confuso, cuando se llegé a des-
cribir que esta iniciacién se inhibia bajo al menos
siete condiciones diferentes:

1) Deficiencia de heme. Tipicamente, cuando se
mide la velocidad inicial de incorporacién de ' 4 C-
leucina en polipéptidos en un lisado de reticuloci-
tos a 37°C, en ausencia de hemina, durante los pri-

meros 5 min de la incubacion la incorporacion del
aminodcido marcado es igual a la del control con

hemina anadida, después de ese tiempo la incorpo-
racion disminuye drdsticamente a 2 % o 5% de la
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Figura 3. Regulacion de la sintesis de proterna en reticulocito.Se muestran dos sistemas descritos:el HCR (Hemin-controlled repressor)
represor controlado por hemina y el sistema de RNA doble hélice (dsRNA, double-stranded RNA) — interferén. Ambos sistemas involu-

cran la fosforilacion, independiente de cAMP, de la subunidad O del elF-2,

catalizada por proterna cinasas distintas, una de 100 Kd y

otra de 67 Kd. El sistema HCR contiene ademds la activacion de otras 3 proteinas, una 18bil a la temperatura (HL, heat-labile), otra esta-
ble a la temperatura (HSheat-stablel v un péptido de 90 Kd, aunque es posible que existan otros componentes adicionales del sistema. La
adicién de RNA doble hélice (dsRNA) al lisado de reticulocitos causa inhibicion de la sintesis de proterna que depende también de la
fosforilacion de la el F-20, aunque la protefna cinasa activada es diferente a la anterior. Existe alguna relacién entre el dsRNA y el inter-
ferén. E! dsRNA induce al interferén y éste es esencial para que se manifieste el efecto inhibitario del dsRNA. Ademads el interferén
causa otros fenémenos moleculares (a) la sintesis de 2°5"-oligoadenilatos que inhiben la sintesis de proternas y activan una endonucleasa
y (b} aumenta la sensibilidad de la activacion de la el F-2Qt cinasa por el dsRNA. Se desconocen muchos detalles de ambos mecanismos

todavia (3).

velocidad inicial. Esta inhibicion de la sintesis de
proteina en ausencia de hemina es potenciada por
ATP y revertida por GTP o AMP ciclico y se ha
identificado a nivel de la unioén del complejo terna-
rio Met-tRNAYCt, eIF-2 y GTP con la subunidad
ribosomal pequefa.

2) La sintesis de proteinas en lisados de reticulo-
citos también se inhibe por la adiciéon de RNA doble

12

hélice (double stranded RNA, dsRNA, en inglés).
3) Cuando se afade glutation.

4) Cuando el lisado se prepara de células incuba-

das en anaerobiosis y coninhibidores de la fosforila-
cion oxidativa,



5) Cuando el lisado de reticulocitos se dializa
para eliminar compuestos de bajo peso molecular.

6) Cuando ellisado se somete a presiones altas o a

7) Temperaturas altas.

A pesar de las causas de inhibiciéon tan dispares,
parece que cada condicién conduce a la fosforila-
cién de la subunidad « la mis pequeina, del elF-2, o
sea la elF-2¢ (PM, = 38,000) y finalmente a la inhi-
bicion de la iniciaciéon. Como se puede ver en Ia fi-
gura 3 el mecanismo de la represién controlada por
hemina (HCR, Hemin-controlled repressor) involu-
cra un sistema de cascada en donde participan al
menos 3 componentes: la proteina libil al calor
(HL, heat-labile factor), otra estable al calor ( HS,
heat-stable factor) y un péptido de 90 Kd, aunque
es muy probable que aparezcan nuevos componen-
tes en este mecanismo (Fig. 3).

Ademais la sintesis de proteina en lisados de reti-
culocitos también se inhibe por la adicion de canti-
dades muy pequeinias de RNA doble hélice (dsRNA).
La cinética de inhibicién es muy similar a la causada
por la ausencia de heme, también involucra la fosfo-
rilacion de la elF-2¢ aunque la proteina cinasa es
distinta a la del sistema HCR. Se ha descrito una in-
terrelacion muy interesante entre el dsRNA y el
interferon. El interferon se induce con dsRNA. El
tratamiento de células animales sensibles con inter-
feron causa que los lisados de esas células muestren
una sensibilidad al dsRNA similar a la observada en
lisados de reticulocitos. En ausencia del tratamien-
to, los lisados de la mayoria de las células son rela-
tivamente insensibles al dsRNA. Ademds de este
efecto el interferén activa la sintesis de 2°5-oligo-
adenilatos (pppA2’p5°A2’p5°A y de otros tamaiios)
que inhiben la sintesis de protefnas y activan una
endorribonucleasa. Se ha descrito que esta endo-
nucleasa degrada preferencialmente RNA riboso-
mal, mRNA de globina y tRNA, pero no RNA de
reovirus.

Otros ejemplos de traduccién diferencial de
mRNA son: a) La inhibicion causada por una infec-
cion viral de la sintesis de protefnas celulares: b)
Los efectos de sales sobre la eficiencia relativa de la
traduccion de mRNA especificos y c) Los efectos
de hormonas vegetales sobre el patron de proteinas
sintetizadas.

Si se infectan células HeLa con virus polio,la sin-
tesis de proteinas de la célula hospedera cae en 80%
a 90% en 2 a 4 h después de la infeccién, mientras
que la sintesis de proteinas virales llega a un maxi-
mo en ese mismo periodo. Se ha demostrado que
no hay degradacién de los mRNA celulares existen-
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tes en el momento de la infeccion. Se han propues-
to ai menos tres mecanismos que explican esta tra-
duccion diferencial de losmRNA virales con respec-
to a los mensajeros celulares.

1. El virus induce la modificacion de factores e
iniciacién o altera el requerimiento de factores. La
adicion del elF-4B a sistemas de sintesis de pro-
teinas libre de células es capaz de inhibir Ia traduc-
cion del RNA del virus de la encefalomiocarditis y
por otro lado, favorece 1a traduccion dei RNA del
virus de la estomatitis vesicular. No se ha podido
confirmar esta hipotesis.

2. El virus induce cambios en la composicion
ionica intracelular o en la fuerza iénica y se favo-
rece asi la sintesis preferencial de proteinas virales.
Esta hipdtesis se baso en la observacion de que los
mRNA virales se traducen mejor iz vifro en concen-
traciones relativamente altas de cationes monova-
lentes, mientras que los mRNA celulares son prefe-
ridos a bajas concentraciones de sal. Se sugirio que
los virus producen cambios en la permeabilidad de
la membrana plasmitica que resulta en un aumento
en la concentracion intracelular de sales. La hipote-
sis ha recibido un fuerte apoyo con el resultado de
experimentos in vivo. La transferencia de células
intactas recién infectadas con virus a medios hiper-
tonicos hace que se acelere la sintesis de proteinas
virales. Es posible que los diferentes mRNA virales
y celulares tengan una concentracion dptima de sal
para su traduccion preferencial.

3. El virus produce modificaciones en el ribo-
soma, estos cambios pueden ser desde la fosforila-
cion de proteinas ribosomales hasta la union al
ribosoma de alguna proteina inducida por el virus.
Estos ribosomas alterados traducirian prefercncial-
mente mRNA virales. Efectivamente, se ha publi-
ado que las proteinas S2 y S16 de ribosomas de
células HeLa se fosforilan cuando se infectan con
virus de vacuna; por otro lado, que una proteina
del virus de la vacuna inhibe la traduccion de mRNA
naturales en lisados de reticulocitos, pero no tiene
efecto sobre la sintesis de polipéptido dirigida por
poli(U) utilizado como mensajero.

La mayoria de estos estudios se refieren al reco-
nocimiento preferencial entre mRNA virales y celu-
lares, o sea mensajes provenientes de DNA exogeno.
Sin embargo, un ejemplo que nos hace pensar que
esos mecanismos de traduccion preferencial ocu-
rren también en células intactas y normales es el
efecto de las fitohormonas. La capa de aleurona de
semillas de cereales no germinadas, normalmente
sintetizan un grupo de proteinas que se distinguen
con facilidad en una autorradiografia de un electro-



foregrama en gel de poliacrilamida. La incubacion
de la aleurona con dcido giberélico (GA3) induce
la sintesis preferencial de a-amilasa, la cual consti-
tuye el 60% de las proteinas que se sintetizan en
presencia de esta fitohormona. Este efecto se revier-
te al patron original de sintesis de proteinas, si se
adiciona dcido abscisico (ABA) a las células indu-
cidas de la aleurona. Se ha demostrado que el
mRNA de a-amilasa es muy estable y que el cam-
bio en especies proteicas sintetizadas en presencia
de una u otra fitohormona no se debe a la desapari-
cion de mRNA.

RESUMEN

Los mRNA de eucariontes no se traducen necesa-
riamente en proporcion a su abundancia molar.
Existe una traduccién selectiva tanto cualitativa
como cuantitativa que afecta las especies de pro-
teinas que se sintetizan, asi como su cantidad rela-
tiva, segiin las. condiciones celulares. Hasta el mo-
mento no se conocen las caracteristicas estructura-
les de los mRNA y de los componentes del sistema
de sintesis de proteinas, tampoco se conocen facto-
tes proteicos y menos atin los mecanismos que con-
tribuyan a esta aparente seleccion de Ia traduccion,
sin embargo, es evidente que la proporcion relativa
de péptidos que se sintetizan a partir de una poza

de mRNA se puede modificar cambiando las con-
diciones de traduccion o la velocidad de la sintesis.
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El ciclo celular se inicia cuando se completa la
division de una célula y termina cuando se completa
la siguiente division; asi a medida que progresa el
ciclo celular se observan fundamentalmente dos
procesos plenamente identificados: la duplicacion
del DNA vy la division celular. Howard y Peic (1)
utilizando estos dos eventos dividen el ciclo celuiar
en cuatro fases sucesivas: G1, S, G2 y D o mitosis
(Fig. 1).

Esta division facilité el andlisis descriptivo del
ciclo celular por medio de estudios con autorradio-
grafia y citofotometria en los anos cincuenta.
Durante la década siguiente se estudiaron los even-
tos del ciclo en forma separada; la duplicacién del
DNA se estudié en cultivos sincronizados mediante
incorporacion de timidina tritiada (2). Desde 1970
destaca el uso de inhibidores que bloquean alguna
fase del ciclo y como consecuencia sincronizan el
cultivo celular; se obtuvieron mutantes del ciclo
celular de levadura (cdce), que ayudaron a esclarecer
algunas etapas del ciclo; se efectuaron estudios de
sincronizacién con bromodesoxiuridina, los cuales
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ASPECTOS BIOQUIMICOS DEL CICLO
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PERIODO DE
DIVISION

—

Figura 1: Prineipales eventos del ciclo celular. Las proporciones rela-
tivas de las fases del ciclo celular varian considerablemente de una
Iinea celular a otra, pero la repraduceion de cada célula consiste fun-
damentalmente de crecimiento acoplado con duplicacion del DNA vy
sequido de division celular. Tomado de Reproduction of eukaryotic
cells. (4).



permitieron desarrollar modelos de regulacion del
ciclo celular, tanto en microorganismos como orga-
nismos pluricelulares y en cultivos de tejidos.

Existen dos tipos de sincronizacion: a) cuando
ocurre en forma natural; los embriones de erizo de
mar son uno de los mejores sistemas de sincronia
natural; los huevos pueden ser fertilizados simultd-
neamente obteniéndose durante los tres primeros
ciclos una sincronia excelente. El moho del fango
Physarum polycephalum es un plasmodio que con-
tiene un compartimento citoplismico con miles de
nticleos los cuales siguen su ciclo en perfecta sincro-
nia natural. b) cuando se induce experimentalmen-
te se obtiene sincronia de dos tipos: sincronia selec-
tiva y sincronfa inducida. En la sincronfa selectiva
se obtiecne la separacion fisica de las células que
estin en un mismo estado del ciclo provenientes de
una poblacion asincronica; consiste fundamental-
mente en la separaciéon de células por tamaino o por
seleccion de células dividiéndose en los cultivos.

Se pueden seleccionar células sincrdnicas por su
velocidad de sedimentacion, aplicindose el hecho
de que a un tamaiio dado de las células todas esta-
rin aproximadamente en la misma posicion del
ciclo celular. Otra modalidad es por seleccion mito-
tica aplicada a lineas celulares que crecen en mono-
capa en cultivo, en mitosis las células se tornan ru-
gosas y mediante agitacion con medio liquido se
separan obteniéndose rendimientos de hasta 99% .

La sincronia inducida se lleva a cabo bloqueando
el progreso del ciclo celular y de esta manera todas
las células son detenidas en la misma posicion del
ciclo. Se pueden obtener cultivos sincronizados por
medio de choques térmicos o inhibiéndose la sinte-
sis del DNA con drogas como: hidroxiurea, arabiné-
sido de citosina, fluorodesoxiuridina, etc. (Fig. 2).

NUCLEOSIDO DIFOSFATO REDUCTASA

INHIBIDA POR HIDROXIUREA.
ChP

\‘ .
dCDP —— dCTP DNA POLIMERASA INHIBIDA
//' POR ARABINOSIDO DE CITOSINA

dCdr ——2
Lty DNA

TMP *— TOP = TTP

dUMP\ TIMIDILATO SINTETASA INHIBIDA

T POR FLUORODESOXIURIDINA Y
METROTREXATO

dupp

UbPpP

Figura 2: Inhibicién de la sintesis de DNA. Inhibicidn de
la sintesis de dCTP o de TTP o inhibicion de la actividad de
la DNA polimerasa (4).

También se obtiene sincronia inducida privando al
cultivo de aminodcidos como la leucina o la isoleu-
cina, aqui las células se detienen en el periodo G1.

PERIODO Gl1.

Muestra gran variabilidad con respecto a la dura-
cion; la variacion en tamaiio de las células hijas al
inicio de su ciclo es un factor importante para defi-
nir acertadamente esta variabilidad. Se han propues-
to tres modelos de regulacion para células detenidas
durante G1: a) inhibicion especifica de reproduc-
cion celular en tejidos, b) inhibicion del crecimien-
to dependiente dela densidad celular en cultivo y ¢}
inhibicion de la reproduccion celular por privacion
de nutrimentos en el medio de cultivo. Se ha de-
mostrado correlacion entre la masa de una célula
hija y el aumento porcentual de la masa durante el
periodo G1, por tanto, la célula al nacer es pequena
y crece a través de G1 hasta obtener su tamaiio cri-
tico para poder pasar al periodo S. Ciertamente se
involucran interacciones ntcleo-citoplasma mas
complejas que el observar exclusivamente el papel
de 1a masa celular o el crecimiento de la célula en
la iniciacion de la duplicacion del DNA, pero estos
dos ultimos hechos son cada vez mis demostrativos.

La sintesis de constituyentes celulares durante la
fase G1 como RNA, proteinas o fosfolipidos es
continua, observandose que al reducir el aporte de
aminodicidos en este periodo, disminuye el grado
de sintesis de proteinas, asi mismo al inhibirse la
entrada de fosfato o uridina se provoca el mismo
efecto en la sintesis de RNA. Por otro lado, Ia cap-
tacion de hexosas para la formacion de carbohidra-
tos se lleva a cabo en la fase temprana de G1; el
transporte de adenosina no cambia durante el creci-
miento de la célula en G1, aunque la cinética y el
mecanismo de transporte difiere para cada uno de
los nutrimentos. Se ha sugerido que la sintesis de
enzimas que funcionan en la provision de desoxinu-
cledtidos de trifosfato, precursores del DNA, se
lleva a cabo en la fase tardia de G1; atin cuando el
significado de su presencia en el periodo G1 revela
mecanismos de regulaciéon muy importantes para la
proliferacion celular, no se han podido explicar si-
tuaciones en las cuales se tiene ausencia del periodo
G1 como es el caso para Physarum, la levadura
Schizosaccharomyces pombe, Amoeba proteus o
en los micronticleos de Tetfrahymena.

PERIODO S .

En la iniciacién del periodo S al menos dos fac-
tores estin involucrados: 1) El “encendido” de la
duplicacién nuclear se muestra como un fendme-
no inducible; el inductor parece ser un factor, posi-
blemente una molécula pequefia producida por es-
timulo nuclear, difusible a través del citoplasma y
presente en el niicleo durante tedo el proceso dupli-



cativo. Este factor inductor no es especifico de
especie. Rao y col. (citado en 3) proponen un mo-
delo en el que el inductor se acumula gradualmente
durantc el periodo G1 hasta alcanzar un nivel que
permite el paso G1 - S. 2) Otro factor esencial para
iniciar la duplicacion del DNA es una sintesis previa
de proteinas como sucede en plantas (3), aunque
una vez que se ha iniciado la duplicacion la sintesis
puede no ser necesaria, tal es el caso de células pro-
cariontes o de eucariontes como plantasy levaduras
(3).

EI patréon de sintesis de DNA en mitocondrias y
en cloroplastos es diferente del que se observa en el
DNA nuclear, ambos son regulados de manera inde-
pendiente; aparentemente tanto el DNA mitocon-
drial como el de cloroplastos se encuentran dupli-
candgo duranie todo el ciclo celufar.

Por medio de incorporacion de precursores radi-
activos y de autorradiografia se encontré que exis-
ten entre 107 y 10* unidades replicativas adheridas
en la membrana nuclear sintetizando DNA durante
la fase S. La sintesis de RNA examinada mediante
autorradiografia es continua durante todo el perio-
do S. Otras macromoléculas como carbohidratos
también muestran un grado de sintesis continuo en
este periodo del ciclo celular.

PERIODO G2

Representa el tiempo requerido por una célula
para sintetizar los elementos necesarios para la con-
densacién del cromosoma y la construccion y ope-
racion del aparato mitotico. En alganas clases de
cclulas, aquéllas que no presentan el periodo G1, el
periodo G2 es mas complejo. Las células de Ia epi-
dermis del oido de ratdn exhiben sincronra natural
de bloqueo en el periodo G2; por otro lado las his-
tonas tienen un papel importante durante este
periodo: por ejemplo la fosforilacion de la histona
F1 selleva a cabo durante las fases S y G2 obtenién-
dose el miximo de fosforilacion en G2 y ademds
tiene relacion temporal conla condensacion del cro-
mosoma, permaneciendo fosforiladas durante la mi-
tosis ya que en Ia fase G1 se defosforilan. Existe
correlacion entre la histona F1 fosforilada presente
en celulas proliferativas v la histona F1 no fosfori-
lada en células no proliferativas; por otro lado, la
enzima encargada de la fosforilacion es la fosfoqui-
masa que purificada y anadida a un cultivo de Phiy-
saruimn acelera la entrada de las células en G2 a mito-
sis (4). La sintesis de macromoléculas como RNA y
proteinas es necesaria para completar G2.

PERIODO M Y DIVISION

Tedricamente el periodo G2 termina cuando em-
pivza la condensacion mitdtica del cromosoma
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aunque la posicién de transicién no ha podido ser
identificada en forma precisa. Las actividades de
sintesis de RNA y de proteinas se suprimen; en
general los mecanismos moleculares de la serie de
eventos que suceden durante la division celular son
desconocidos.

CICLO CELULAR Y MEMBRANA

Los cambios fisiologicos y bioquimicos breve-
mente enumerados a lo largo del ciclo celular se
acompanan de ajustes en el funcionamiento de la
membrana celular que pueden ejemplificarse al revi-
sar el transporte de cationes monovalentes en el
ciclo celular. Durante la fase G1 las células de pul-
mon de hamster chino (citado en 5) presentan un
potencial de membrana bajo, el cual se incrementa
ripidamente durante las fases S y G2, disminuyen-
do cuando las células entran en mitosis: aparecen
también respuestas especificas del ciclo celular a
factores de crecimiento externos, principalmente
en G1. Boonstra y col. (5) enuncian que en la fase
G1 podria existir la expresion de un receptor espe-
cifico para factores de crecimiento por medio del
cual posteriormente las células iniciarian una se-
cuencia de eventos idnicos que disparan la entrada
al periodo S: algo similar ocurre cuando se adicio-
nan factores de crecimiento purificados a células
sin dividirse.

El transporte de cationes monovalentes se en-
cuentra estrechamente ligado con el transporte de
iones (Ca*> ™, H*) y nutrimentos como aminodcidos
y azlicares.

Respecto a los cationes divalentes, la relacion
entre el calcio y el ciclo celular ha sido discutida en
diferentes tipos celulares, tanto en células de mami-
fero transformadas (6) como en microorganismos
(7). Los resultados obtenidos indican que el trans-
porte del i6n calcio se lleva a cabo en la fase tem-
prana del periodo S antes de que las células entren
en mitosis: sin embargo si se afiade dcido etilenglicol
(Bis-f-amino etilenglicol) N, N. N, N’, tetraacético
EGTA (quelante de iones calcio) a un cultivo sin-
cronizado de células de mastocitoma P-815 de
raton al inicio del periodo S 0 en M, no se afecta el
dclo normal (8), observandose ademas que se obtie-
ne el maximo nivel de transporte de calcio en la
parte media del periodo S (Fig. 3).

Saavedra y col. (7) encontraron en un cultivo sin-
cronizado de levadura que existe correlacion entre
el inicio de la gemacion y el transporte de calcio; la
aparicion de la vema, futura célula hija, en la leva-
dura coincide con la iniciacion del periodo S. Tam-
bién el calcio y los nucleétidos ciclicos interactian
en el control de Ia mitogénesis en linfocitos (citado
en 4). Se puede aceptar que el calcio tiene un papel
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Figura 3: Ciclo celular de células de mastocitoma P-815
dependiente de la captacion de calcio. Las células fueron
sincronizadas por el método de bloqueo con colchicina e
incubadas a 37°C. (8).

importante en el control del crecimiento celular.
Por otro lado, el magnesio podria regular aquellas
vias metabolicas en las cuales los pasos limitantes
son reacciones de transfosforilacion (9). Otros ca-
tiones divalentes como zinc, cadmio y mercurio
estimulan la sintesis de DNA en células de embridon
de pollo a concentraciones subtoxicas (9).

El estudio de la division celular a nivel molecular
estriba esencialmente en la identificacion de fac-
tores de crecimiento y facteres inhibidores del cre-
cimiento celular, asi como los genes o productos de
los genes que regulan ordenadamente el proceso de
l1a division celular.

En términos de regulacién de genes responsables
de la proliferacién celular deben distinguirse dos
problemas: 1) la identificacion de los genes y 2) el
mecanismo por el cual esos genes son activos o re-
primidos. Ambos problemas son importantes pues-
to que los mismos genes estin claramente presentes
tanto en células bloqueadas como en células proli-
ferativas y por tanto la division celular dependeri
de si esos genes son expresados o no.

MICROINYECCION

Un enfoque interesante para estudiar el papel se-
lectivo de una molécula informativa en el ciclo celu-
lar es el de la microinyeccion (10). Consiste en la
introduccion artificial de genes en particular o pro-
ductos de genes a células biologicamente funciona-
les. Esta técnica ofrece la ventaja de estudiar la
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expresion de la molécula introducida la cual puede
ser seguida a puntos definidos como es el caso de la
incorporaciéon de timidina tritiada al DNA, o la
apariciéon de una proteina; ademads es posible seguir
sintesis de polipéptidos en pocas células después de
una microinyeccion manual de DNA o mRNA por
medio de una electroforesis bidimensional (citado
en 10). La microinyeccion manual integra la técnica
de cultivo de células, micromanipulaciéon y micros-
copia de contraste de fases, pudiendo microinyec-
tarse voliimenes altamente concentrados de hasta
10 femtolitros. Las células pueden ser monitorea-
das, examinadas, despegadas, clonadas o analizadas
inmediatamente o a cualquier tiempo después de la
microinyeccién; por ejemplo para estudios de proli-
feracion celular, células detenidas, células sincroni-
zadas a tiempos especificos de su ciclo celular, etc.
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Liga Toro Calzada* y Sergio Estrada

En los dltimos anos se ha hecho evidente que el
ion Ca® * actia como organizador, promotor y men-
san]ero de un elegante y complejo sistema de mfon;
macion y comunicacion celular. También el Ca®
ha emergido como modulador de la amplitud de di-
versos procesos celulares fundamentales. A manera
de ejemplo, puede sefialarse que dentro de los even-
tos y procesos moleculares y celulares generales
que estin bajo el control del i6n divalente se en-
cuentran: el procesamiento y control dela informa-
cion visual; la regulacion electroquimica del impul-
so nervioso; la accién de transduccion de diversas’
hormonas; numerosas actividades mecanoquimicas
celulares y fenémenos como la transformacion, la
diferenciaciéon y la fecundacion celular, asi como
eventos particulares del tipo de las transiciones plds-
ticas de macromoléculas membranales.

Por otro lado, a lo largo de los tltimos 20 ainos
se han generado centenares de trabajos particulares,
los cuales han descrito con acuciosidad las peculia-
ridades del proceso por el cual la mitocondria trans-
porta Ca®* a través de su membrana interna. Una
de varias razones y ciertamente no la mas importan-
te, que estimuld la ejecucion de dichos estudms
fué el considerar que el transporte de Ca®* mito-
condrial controlaba el nivel del calcio citopldsmico,
actuando como amortiguador de los grandes cam-
bios de concentracion de calcio libre requeridos en
e citosol.

Sin embargo, estudios realizados en fechas recien-
tes han demostrado que las mitocondrias del axén
gigante de calamar tanto como las de musculo liso,
cardiaco y esquelético, poseen muy bajas concen-
traciones del Ca** libre en su matriz (= 0.1 uM) lo
cual indica que éste organelo, en condiciones fisio-
logicas no acumula grandes cantidades de Ca? ™, es
cecir, no tiene un papel importante como amorti-
guador de la concentracion de Ca® *citosolico (1).

Asimismo, se ha encontrado que la mitocondria
es capaz de regular de manera delicada los flujos de
Ca’t a través de su membrana, mediante dos vias
principales e independientes entre si; una que con-
trola la entrada del i6n y otra que regula su salida
{2). Esto indica que atn cuando el papel de la mito-
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LA FUNCION DEL PROCESO DE
TRANSPORTE DE Ca?* MITOC ONDRIAL

UNA CUESTION EN DEBATE
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condria no sea el de regular la concentracién de
Ca’t libre en citosol, éste, aunque bien parezca
paradoja, puede ser el de modular su propia concen-
tracidén de calcio intramitocondrial. Por supuesto,
la pregunta central sobre este doble sistema de
transporte seria ;para qué?, ;tiene este sistema
algln significado propio en la membrana mitocon-
drial? ;podria ser que el sistema de transporte
membranal de este organelo evolucion6 hacia un
doble sistema de flujos para mantener independien-
te el control metabdlico mitocondrial del citoplas-
mico?

Al respecto, no parece haber ninguna duda que
existen claras diferencias entre el translocador mito-
condrial responsable del influjo o entrada con res-
pecto al sistema de transporte involucrado con el
eflujo o salida.

El sistema de entrada aceptado universalmente,
consiste en un translocador de tipo uniporte regu-
lado por el potencial eléctrico, el cual se genera a
través de la membrana mitocondrial por la distribu-
cion asimétrica de iones. En este sentido, la regula-
con de los movimientos de calcio llevada a cabo
inica e inequivocamente por el potencial eléctrico
interno de la propia mitocondria es consistente con
la hipotesis de que el sistema de flujos de calcio
tiene el propdsito primario de beneficiar la funcién
mitocondrial y no la citoplasmdtica. De este modo,
es el valor y, por supuesto, el signo del potencial
eléctrico mitocondrial y no la concentracion del
calcio citoplasmitico, quien actiia como monitor y
seilalador del ingreso neto de calcio a la mitocon-
dria. Este uniporte es inhibido por rojo de rutenio
con un alto grado de especificidad y a muy bajas
concentraciones (la uniéon de 1 pmol/mg proteina
es suficiente para inhibirlo). También el transporta-

dor se inhibe con los elementos de Ia serie de los
lantanidos.

La entrada de Ca’* a la mitocondria se v
aumentada cuando al cation se agrega un anion
capaz de cotransportarse con H*, como el fosfato
inorgdnico (P;). Sin embargo, el Pi per se no actiia
directamente sobre el translocador del influjo modi-

ficando su cinética, sino que penetra independiente-
mente a través de un acarreador Pi-H | previniendo
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a través de un acarreador Pi-H", previniendo asi la
formacién de un mayor ApH.

Ademads, se han propuesto otros acarreadores
para el influjo de Ca’>*, que han sido altamente
cuestionados como son los simportadores (Ca), * ""/
HPO;3 "y Ca® +/B-hidr0xibutirat0.

Por otro lado, no existe ya ninguna duda en el
presente de la existencia de un sistema de transpor-
te de Ca® + mitocondrial que especificamente regula
el eflujo del i6n divalente y el cual es independien-
te y diferente al translocador membranal que regula
el influjo del i6n al interior de la particula. Sin em-
bargo, debe sefialarse que en contraste con el trans-
portador que controla el influjo, el sistema de eflu-
jo todavia no ha sido bien caracterizado, a pesar de
que en los ultimos 10 aios éste ha sido campo de
intenso estudio. El sistema, sin embargo presenta
claras diferencias con el acarreador de influjo con
respecto a su regulacion. Una de sus caracteristicas
es no ser inhibido por la presencia de rojo de rutenio
o lantdnidos.

El requerimiento de sodio también distingue al
influjo del eflujo de calcio; asi, inicialmente, se
propuso la existencia de un acarreador Nat/Ca®>*
que catalizaba el eflujo de Ca’** en mitocondrias
de corazon, musculo esquelético, glindula parétida,
corteza suprarrenal y cerebro, y el cual se supuso
que no existia en rif6n, higado, pulmoén y utero.
Empero, estudios mds recientes muestran la existen-
cia de este tipo de acarreador también en higado.
Se ha encontrado recientemente que la actividad de
este supuesto acarreador Na*/Ca® * de higado puede
ser regulada por glucagon y agonistas g-adrenérgicos
(3). También es altamente sugerente que el sodio
sea un elemento primario para el control de eflujo
del calcio, toda vez que la membrana mitocondrial
de higado muestra una afinidad natural para inter-
cambiar sodio por protéon mis que alta que para
mtercambiar potasio por proton.

Asimismo, en los inicios del estudio del eflujo de
Ca’*, también se propuso en mitocondrias de
higado Ia existencia de un acarreador de tipo uni-
porte Ca? */H* regulado por el estado de 6xido-re-
duccién de los piridin-nucledtidos (4), sin embargo,
se demostré mas tarde que puede haber eflujos de
Ca** independiente de cambios en el estado de
Oxido-reduccidon de los piridin-nucledtidos vy que
ademds, en las condiciones estudiadas, el eflujo de
Ca> ™ puede ocurrir a través del uniporte al invertir-
se su actividad cuando se colapsa el Ay.

No es tampoco de sorprender que el proton sea
una de las principales especies idnicas que indepen-
diza el control del eflujo del calcio citoplasmatico.
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En efecto, la poza metabolica de protones es el re-
curse energético predominante de la mitocondria
y como tal puede garantizar la autonomia del orga-
nelo para mantener su homeostdsis iénica, con res-
pecto a la del citoplasma.

Por otra parte, existe un buen nimero de eviden-
cias que sefialan que el fosfato inorginico estd invo-
lucrado en el proceso directo de eflujo de Ca**, 0
bien como regulador del proceso. La regulacion de
este tipo de transporte por el ApH no estd atin bien
definida (5, 6). En estos (ltimos anos se ha encon-
trado que en ciertas condiciones experimentales
cuando se observa eflujos de Ca® + dependiente de
Pi, la presencia de ATP o Mg’ *, evita eventos en la
mitocondria considerados como sintomas o reflejos
de una catistrofe irreversible y deteriorante dc? la
integridad membranal (colapso de Ay, aceleracion
de la respiracion, salida de Mg**, salida de adenin
nucledtidos e hinchamiento mitocondrial). Sin em-
bargo también recientemente se ha demostrado que
el colapso del Ay en las condiciones expuestas no
es un proceso irreversible, lo que abre entonces una
nueva pregunta acerca del significado de estos even-

tos (7).

Finalmente un hallazgo en el estudio del eflujo
de Ca** v su regulacién, realizado por nuestro labo-
ratorio, es el hecho de encontrar que el eflujo de
Ca’ * muestra especificidad en cuanto a su requeri-
miento de sustratos oxidables; ésto es, el eflujo de
Ca’™* acoplado al de Pi es promovido especifica-
mente por §-hidroxibutirato, pero no por diversos
metabolitos oxidables a través del ciclco de Krebs o
directamente por via oxidativa mitocondrial. Este
eflujo, tanto de Ca** como de Pi, es inhibido al mo-
dificar el ApH mediante el uso de ion6foros carbo-
xilicos, o bien en presencia de N’-etilmaleimida. El
hecho de que la actividad del ionéforo cation mo-
novalente/H+ influya sobre el eflujo de Ca®*,
muestra la posibilidad de que, in situ, sea el anti-
porte Na*/H* el que esté acoplado al eflujo de Ca* ¥
vy que por lo tanto el acarreador Na*/Ca?* en mito-
condrias de higado no exista (8).

También consistente con la premisa de que el
equilibrio idnico mitocondrial debe ser visto como
un proceso independiente de las transiciones de cal-
cio citoplasmatico, lo constituye el hecho de que el
acetoacetato tanto como e]'ﬁ-hidroxibutirato, OXi-
dados en la mitocondria, controlan homélogamen-
te el eflujo de calcio. Ambos aniones constituyen
un sistema de recambio de equivalentes de éxido-
reduccion el cual primariamente puede estar orien-
tado a suplir una fuente permanente de equivalentes
reductivos en la matriz mitocondrial. Es evidente
entonces, que la mitocondria posee una regulacién



muy fina de sus propios niveles de calcio lo cual,
estando regulado por el equilibrio Donnan y por
los grandientes electroquimicos del Ca’* y otras
especies ionicas como el proton o el sodio, obvia-
mente ocurre sin manifiesta dependencia univoca
de las concentraciones del calcio celular. Esto es asi-
mismo compatible con el posible origen evolutivo
independiente de la célula y 1a mitocondria. De aqui
se desprende con naturalidad que el significado fi-
siologico del mecanismo de recambio mitocondrial
de calcio involucre en si la regulacién del propio
calcio intramitocondrial como un medio de contro-
lar la capacidad transductora de energia de la mito-
condria a través de equilibrar la magnitud y el signo
de las diferencias de potencial electroquimico dtil
para capacitar la sintesis de ATP. Esta alternativa,
para ser vilida, requiere, sin embargo de que sea
debidamente esclarecido el mecanismo molecular
del acoplamiento entre los procesos de influjo y
eflujo. Es mds, no sélo ésta alternativa, sino la com-
prension del papel del transporte de calcio mitocon-
drial en el procesamiento y control de la informas
cion visual, de la transducién en diversas hormonas
y de la regulacién electroquimica del impulso ner-
vioso, entre otros, requiere de que sea bien caracte-
rizado el proceso molecular detallado de los flujos
de calcio. Esto se muestra con el hecho de que el
ion6foro modelo de calcio, HLR-X537, descubier-
to por nuestro laboratorio, no solo transporta cal-
cio, sino que también, como acarreador movil anio-
nico, es capaz de transportar aminas biotransmisoras
a través de membranas. El mismo translocador
puede entonces mover al calcio y a otros metaboli-
tos que estan funcionalmente acoplados al rol biol6-
gico del cation divalente en ciertas estirpes celulares
de alto rango.

Resumiendo, aquellos investigadores que estin
Gnicamente interesados en esclarecer el mecanismo
molecular de la contracciéon muscular pueden afir-
mar que el transporte de calcio mitocondrial no es
ciertamente el sistema buffer que auxilia al reticulo
sarcopldsmico muscular a mover grandes cantidades
de calcio del y haciael citoplasma. Esto no sorpren-
de en lo minimo a quienes trabajan en problemas
de bioenergética y biomembranas. Hubiese sorpren-
dido si la mitocondria se hubiese comportado
como un buffer inespecifico eficiente.

Sin embargo, aquellos que estin interesados en
el rol del transporte de calcio en la conservacion de
energia, en la neurobiologia, en la diferenciacion
celular, en la respuesta hormonal y en las transicio-
nes plasticas de macromoléculas e interfases biold-
gicas, entre otros procesos y fenémenos biologicos
fundamentales, seguramente obtendrin una infor-
macion de gran utilidad sustantiva al problema que
cultivan cuando se aclare en detalle el mecanismo
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molecular del proceso de transporte de calcio en la
membrana mitocondrial.
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ESTUDIOS BIOORGANICOS SOBRE LOS
SITIOS RECEPTORES

(Nakanishi, K. Editor., Bioorganic Studies on
Receptor Sites., TETRAHEDRON., 40: (3) 455-
592 (1984).

Este notable simposio organizado por el bien
conocido Prof. Koji Nakanishi, de la Universidad
de Columbia, EE.UU. recoge las contribuciones de
un numeroso grupo de quimicos asociados 0 no
con bioquimicos de muy diversos lugares del mun-
do. Reconoce el Prof. Nakanishi “que la ciencia
aqui es menos exacta que a la que el quimico estd
acostumbrado y que este cambio algunas veces los
conduce a caminos sin salida y a la frustracion

hasta que se consigue la comprensiéon y el manejo -

adecuado de los biopolimeros”.

Como dice Nakanishi, los “recién llegados™ al
campo pueden contribuir con ideas frescas y hacer
progresar esta importante drea del conocimiento de
las ciencias de la vida.

El simposio incluye catorce contribuciones origi-
nales, todas de interés: “Ruptura del DNA por
afinidad. Rompimiento del DNA especifico de se-
cuencia por Distamicina-EDTA Fe(Il) y por EDTA-
Distamicina-Fe(II)”. “La estructura cristalina y la
conformaciéon molecular de la treo-5-metilmeta-
dona, en relacion conla union al receptor opioide”.
“Siete nuevas rodopsinas isoméricas impedidas.
Un reexamen de la estereoespecificidad del sitio de
union de la opsina bovina”. “Unidén covalente ripi-
da y floja de cetonas como un mecanismo molecu-
lar en los receptores olfatorios de los vertebrados.
Produccién quimica de anosmia selectiva™. “Mar-
cado de fotoafinidad de la rodopsina bovina™. “In-
teraccion DNA-Bleomicina. Union especifica de
secuencia de nucledtidos y ruptura del DNA por la
Bleomicina”. “Inactivacion autocatalitica del cito-
cromo P-450 y la cloroperoxidasa por el 1-amino-
benzotriazol y otros precursores de arinos”. “Neu-
rotoxinas fotoactivables en el estudio de receptores
de membranas”. “Marcado de fotoafinidad para
proteinas que se unen a hormonas juveniles de los
insectos. Sintesis y evaluacién “in vitro™.

“Aislamiento de andlogos de la saxitoxina sulfa-
tados en la cadena lateral. Su significado enla inter-
pretacion del mecanismo de accién”. “Ciclodextri-
nas funcionalizadas como receptores artificiales.
Uni6on del huésped al bisimidazolil-g-ciclodextrina
zinc”. “Estudios con compuestos modelo relacio-
nados con las peroxidasas-II. La reactividad quimi-
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ca de un compuesto de protohemina multivalente”.
“Interacciones de la vancomicina y la ristocetina
con péptidos como un modelo para la union a las
proteinas”. “Ciclofano porfirinas y sus complejos
metalicos. Estudio biomimético sobre el sitio recep-
tor de la unién del oxigeno a la hemoproteina”.

Guillermo Carvajal Sandoval
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas.
Instituto Politécnico Nacional.

RECEPTORES EN LA FARMACOLOGIA
CLASICA Y EN LA BIOLOGIA CELULAR

Los dias 22 y 23 de julio de 1983, tuvo lugar en
Oxford un Symposium para conmemorar el XXV
Aniversario de la revista BIOCHEMICAL PHARMA-
COLOGY. Los resultados se publican en: Biochem.
Pharmacol., 33: (6) 833-943 (1984) que constituye
todo el nimero. Son cuarenta autores y 14 articu-
los, cuyos titulos son: ““Criterios para los sitios re-
ceptores en los estudios de union”. “Receptores
nicotinicos a la acetilcolina: una vision general”,
“Ligandos para los receptores de las benzodiaze-
pinas con eficacia positiva y negativa”. “El receptor
hepdtico adrenérgico alfa,”. ““Interacciones “in
vitro” de agonistas y antagonistas con receptores
g-adrenérgicos”. “Interacciones de agonistas con
receptores D-2 a la dopamina: evidencia para la
existencia de una poblacion de receptores simples
existentes en estados de afinidad a agonistas malti-
ples en membranas estriatales de rata”. “El receptor
de la insulina: su estructura y funciéon”. “Transpor-
te axonal de receptores: coexistencia con neuro-
transmisores y el reciclaje”. “Farmacologia de re-
receptores de esteroides: de estudios moleculares y
celulares hasta drogas antihormonales eficientes™.
“El receptor de los glucocorticoides en el higado
de rata”. “El receptor Ah: especificidad de union
;solo para compuestos quimicos ex6genos?”. “Re-
ceptores para la transferrina: estructura y funcion”.
“Mecanismo de accion de los ésteres del forbol
como promotores de los tumores: receptores espe-
cificos para ligandos lipofilicos™. “Sintesis conco-
mitante de factores de crecimiento y sus receptores-
un aspecto de la transformaci6n maligna”.

Guillermo Carvajal Sandoval.
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas.
Instituto Politécnico Nacional.



LA BIOQUIMICA DE LA MEMORIA: UNA
HIPOTESIS NUEVA Y ESPECIFICA

{Lynch, G. y Baudry, M., The Biochemistry of
Memory: A new and Specific Hypothesis., SCIEN-
CE., 224: (4653) 1057-1063 (1984).

Estudios recientes han descubierto un proceso
sindptico con las propiedades requeridas para una
etapa intermedia en el almacenamiento de la me-
moria. En las membranas sindpticas del cerebro
anterior, el calcio aumenta ripida e irreversiblemen-
te, el nimero de receptores para el glutamato (un
probable neurotransmisor) activando una proteinasa
(Ia calpaina) que degrada a la fodrina, una proteina
similar a la espectrina. Este proceso proporciona
un medio mediante el cual la actividad fisiologica
podria producir cambios de larga duracion en Ia
quimica sindptica y en la ultraestructura. Debido
a que este proceso solo estd pobremente represen-
tado en el tallo cerebral, se emite la hipétesis de
que este es responsable de aquellas formas de me-
moria localizadas en el telencéfalo.

Guillermo Carvajai Sandoval.
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas.
Instituto Politécnico Nacional.

DATOS EN APOYO DE QUE EL PRODUCTO
GENICO TRANSFORMANTE DEL VIRUS
DEL SARCOMA DE ROUS, FOSFORILA AL
FOSFATIDILINOSITOL Y AL
DIACILGLICEROL

(Sugimoto, Y., Whitman, M., Cantley, L.C. y
Erikson, R.L., Evidence that the Rous sarcoma virus
transforming gene product phosphorylates phos-
phatidylinositol and diacylglycerol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA., 871: 2117-2121 (1984).

Se investigd la capacidad del producto génico
transformante pp60Y-s7¢ purificado del virus del
Sarcoma de Rous, para fosforilar el fosfatidilinosi-
tol y el diacilglicerol. El fosfatidilinositol se fosfo-
rild para formar tanto derivados mono como difos-
forilados. el 1, 2-Diaciglicerol se fosforil6 para for-
mar icidos fosfatidicos. Estas actividades demos-
traron la misma termolabilidad y la misma sensibili-
dad a los inhibidores demostrada por la caseina-
cinasa de pp60¥-sT¢. Ademds, cuando los fibroblas-
tos de embrion de pollo transformados por una mu-
~tante del virus sensible a la temperatura para la
transformacion se pasé de la temperatura no-permi-
siva a la permisva, se observé un aumento de 50 a
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100%en la marca del fostatidilinositol-4-fostato, en
el fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato y en el dcido fos-
fatidico, comparados con las células no infectadas.

Guillermo Carvajal Sandoval.
Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas.
Instituto Politécnico Nacional.

SE ASOCIA UNA PROTEINA
TRANSFORMANTE DE UN VIRUS DE
SARCOMA AVIARIO CON LA ACTIVIDAD
DE FOSFATIDILINOSITOL CINASA:

POSIBLE PAPEL EN LA TUMORIGENESIS.

(Macara, 1.G., Marinetti, G.V. y Balduzzi, P.C.,
Transforming protein of avian sarcoma virus UR2
is associated with phosphatidylinositol kinase acti-
vity: Possible role in tumorigenesis., Proc., Natl
Acad. Sci. USA., 81: 2728-2732 (1984).

La proteina transformante del virus del sarcoma
aviario UR2, p68Y- "%, tiene una actividad de pro-
teina cinasa especifica para la tirosina, similar a la
de p60Y3T¢ y a varios otros productos de los onco-
genes. Sin embargo, esta actividad no se ha ligado
inequivocamente con la transformacion y perma-
nece en duda la accion fisiologica de estas pro-
teinas. Ahora se ha encontrado que la p68Y7°%,
también estd asociada con la actividad de cinasa del
fosfatidilinositol (ATP: PtdIns 4-fosfotransferasa,
EC 2.7.1.67). El fosfatidilinositol 4.5-bifosfato
[(PtdIns (4,5) P, ] inhibe especificamente esta acti-
vidad y la autofosforilacion dela p68Y'"°°. Ademds,
las células transformadas por UR2 demostraron
aumentos significativos en el marcado con *?P del
PtdIns 4-fosfato y en el PtdIns(4,5)P, asi como en
la formacién de sus catabolitos, inositol 1.4-bisfos-
fato e inositol 1,4,5-trifosfato, comparado con las
células no-infectadas. Estos resultados sugieren que
una funcion fisiolégicamente relevante de las cinasas
de los oncogenes, podria ser la fosforilacion de
PtdIns y que el recambio aumentado del PtdIns4P
y del PtdIns (4.5)P, podrian jugar un papel en la
transformacion, aumentando la formacion del dia-
cilglicerol, un catabolito de los polifosfoinositidos
que activan a la cinasa C. Esta proteina se copuri-
fica con el receptor para el éster del forbol, y su ac-
tivacion estd probablemente intimamente ligada
con la mitogénesis. Esta hipétesis sugiere un meca-
nismo mediante el cual ciertas proteinas oncogéni-
cas podrian causar el tipico crecimiento irrestricto
de las células transformadas y podria explicar por-



qué los promotores de los tumores imitan o reme-
dan muchos de los efectos de la transformacion
maligna.

Guillermo Carvajal Sandoval.
Escuela Nacional de Ciencis Biologicas.
Instituto Politécnico Nacional.

METODO DE TINCION DE PROTEINAS CON
AZUL DE COOMASIE, DESPUES DE
ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA.

Introduccion. El azul de Coomasie es uno de los
colorantes mds empleados para teiir proteinas
incluidas en geles de poliacrilamida. Debido a que
la intensidad del color es proporcional a la concen-
tracion de proteina en las bandas (manchas en el
caso de geles bidimensionales) tenidas, se le puede
usar con fines cuantitativos. Esto tltimo se ve limi-
tado por la dificultad para eliminar por completo
al colorante que se adsorbe inespecificamente a la
matriz. del gel. Es mds, el color de “fondo™ imposi-
bilita detectar concentraciones de proteinas meno-
res de 0.5 microgramos particularmente si son geles
acidos. El protocolo que se detalla a continuaciéon
elimina pricticamente todo el color basal; nos ha
permitido detectar hasta 10 nanogramos de pro-
teina en geles de isoelectroenfoque, pH 4dcido, pH
bdsico o pH neutro en presencia de dodecil sulfato
de sodio.

1. Precipitacion de las proteinas en el gel.

1.1. Terminada la electroforesis, el gel se sumerge,
en un recipiente adecuado, que contenga dcido
tricloroaccéiico (TCA) al 12.5% durante: a) 30
nin (geles en placa hasta de 1 mm de grosor);
1) 2 howas (geles en placa entre 1.5 mm a 3
mm de grosor); ¢) 6 horas (geles cilindricos de
6 mm de didmetro), con agitacion constante.

1.2. Lavar el gel con agua destilada. Cambiar el
agua cada 15 min las veces que sea necesario,
para eliminar todo el TCA libre (medir el pH
del agua con papel indicador).

2. Tincion de las proteinas.

2.1. El gel se sumerge en una soluciéon de azul de
Coomasie al 0.1% disuelto en metanol-dcido
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acético-agua destilada (25:10:65 v/v) durante:
a) una hora (geles en placa hasta de 1 mm de
grosor); b) 3 a 5 horas (geles en placa entre 1.5
mm a 3 mm de grosor); ¢) 14 horas (zeles
cilindricos de 6 mm de didgmetro) en agitacion
constante.

3. Destenido del gel.

3.1. Retire la solucién de azul de Coomasie y eli-
mine el exceso lavando el gel con agua desti-
lada.

3.2. Sumerja el gel en las siguientes soluciones bajo
agitacion constante:

3.2.1 Etanol al 50% durante: a) 10 min (geles en
placa hasta de 1 mm de grosor); b) 30 min
(geles en placa entre 1.5 a 3 mm de grosor);
una hora (geles cilindricos de 6 mm de did-
metro).

3.2.2 Etanol-icido acético-agua destilada (30:7:63
v/v) durante: 30 min (geles en placa hasta de
1 mm de grosor); b) 4 horas (geles en placa
entre 1.5 a 3 mm de grosor); ¢) 5 horas (geles
cilindricos).

3.2.3 Metanol-icido acético-agua destilada (25:10:
65 v/v) hasta eliminar todo el colorante de
fondo.

4. Comentarios,

a) En el paso 1.2. es indispensable eliminar todo
el TCA o de lo contrario el azul de Coomasie
precipita y no penetra en el gel. b) El trata-
miento mis prolongado con etanol al 50%
(paso 3.2.1.) puede afectar la tincion de algu-
nas proteinas. c) Todas las soluciones son reu-
tilizables. El azul de Coomasie de las solucio-
nes de desteiiido se elimina filtriandolas a través
de carbdn activado granular.

Dr. Samuel Zinker
Depto. de Genética y Biologia Molecular.
CINVESTAU. I.P.N.
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