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( EDITORIAL

EL PARADIGMA DE PLANEACION

La planeacion en general y en este caso en
el contexto académico, puede entenderse co-
mo el conjunto de acciones coordinadas cuya
mision es, en el marco de una politica clara-
mente definida, la optimizacion del uso de los
recursos disponibles con el fin de conseguir el
mayor grado de eficiencia y eficacia en la con-
secucién de los fines que persigue la institu-
cion. En lo especificamente operacional, im-
plica, una serie de decisiones libres pero racio-
nales gue han de reflejarse responsablemente
en el disefio de proyectos coherentes, inscritos
dentro de los Ifmites empiricos-metodoldgicos
de la factibilidad.

Ahora bien, en una institucién como es el
caso de nuestra dependencia, la planeacion se
debe realizar en dos niveles:

1. El de la microplaneacion, en el que,
1.1 se definen claramente, las relaciones en-
tre los pardametros A, B y C del paradig-
ma de planeacion (fig. 1).

1.2 se disefia el proyecto académico-admi-
nistrativo de la dependencia y el plan
general de trabajo.

2. El de la microplaneacion, en el que,

2.1 se definen las caracteristicas estructura-
les y funcionales tanto de los proyectos
respectivos como las de los modelos im-
plicitos en ellos, y

2.2 se disefian los proyectos operativos de-
rivados del proyecto académico-admi-

nistrativo.

Todo esto implica que, la planeacién y por
ende los proyectos que de ella emanan, por
sencillos que sean, requieren de una triple jus-
tificacion:

1. Una justificacion de orden préctico (dar

respuesta a necesidades y demandas)

2. Una justificacion institucional (politico-

académica) y
3. Una justificacion metodologica.

Ahora bien, dadas las caracteristicas de una
institucidon universitaria como la nuestra, la
planeacion debe ser participativa y para ello,
se requiere que la comunidad de la dependen-
cia, aporte la base empirica de los proyectos,
esto es, su experiencia y participe en la elabo-
racion y discusion de éstos, unas veces a través
de las instancias estructurales de la dependen-
cia y otras, de una manera colectiva en los fo-
ros y reuniones académicas.

Comao consecuencia de lo anterior, la pla-
neacion y los proyectos inscritos en ella, supo-
nen una triple vertiente de participacion:

1. la de la comunidad involucrada, apor-
tando la base empirica y participando en
la elaboracion y discusién de los proyec-
tos.

2. la de las autoridades, definiendo el mar-
co politico-institucional y

3. la de los organos de planeacion, dando el
apoyo metodolégico.

Esto significa pues que todo proyecto surgi-
do de la planeacion, ha de quedar determina-
do por los tres pardmetros del paradigma de la
planeacion:
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EL PARADIGMA DE PLANEACION

B
MARCO INSTITUCIONAL
Legislaci6én UNAM.
Polftica Académica.
Necesidades a satisfacer, desde
la perspectiva oficial
Alternativas
aportacion i justificacién
PROYECTO ACADEMICO
A sgin e =
BASE EMPIRICA ’5 B 8 BASE METODOLOGICA
= =1
5 £ .
Necesidades a satisfacer, 2 g S, g Metodologia proyectucl que
propuestas por la comunidad o = o = asegure:
de la Facultad. — La operatividad del proyecto y
Alternativas (escenarios deseables) — Su seguimiento y evaluacion.

A.Una base empirica, formada por el con-
junto de elementos y relaciones del siste-
ma real abordado, que hay que tomar en
cuenta para la elaboracion del proyecto.

. Una politica institucional, constituida
por el marco juridico-politico que esta-
blece los limites, las directrices y las es-
trategias que marca la institucion como
normativa para la teoria y la prdctica del
proyecto, y

C. Una base metodologica, que es el conjun-
to de modelos y métodos que permiten
racionalizar y sistematizar el desarrollo
del proyecto.

Al mismo tiempo la relacién estructura-fun-
cion entre los parametros A, B y C, debe inci-
dir en los proyectos a desarrollar, como crite-
rios para:

1. La captacibn, andlisis e interpretacion de
las necesidades a satisfacer, para definir
objetivos de la planeacion y la estrategia
de la consecucion

2. La interpretacion de la politica institu-
cional en lo que a los proyectos concre-
tos se refiere y en base a los objetivos de
la planeacion.

3. El disefio y/o la seleccion de los modelos
y metodologlas de apoyo necesarios.

Ahora bien, cada uno de los parametros
que determinan tanto la planeacion en general
(macroplaneacion) como a los proyectos en

particular (microplaneacion), se mueven a su
vez, dentro de los limites dialécticos definidos
que, ponen de manifiesto, la contradiccion
entre libertad y necesidad, esto es, entre nues-
tros deseos y las limitaciones reales.

Ast pues,
1. La base emplrica tiene como limite a,
1.1 la experiencia concreta, frente a

1.2 la prospectiva (escenarios a futuro,
deseables);

2. Las politicas institucionales tienen como li-
mites a,
2.1 las exigencias estructurales de los siste-
mas involucrados en el proceso de pla-
neacion frente a

2.2 el marco o normativa instiucional (le-
yes, reglamentos, politicas especificas,
etc.), y

3. La base metodologica tiene como limite a,
3.1 las caracteristicas de la planeacion nece-
saria, frente a

3.2 los instrumentos metodoldgicos dispo-
nibles.

De donde a su vez pueden deducir las nor-
mas de coherencia y la evaluacion de los pro-
yectos.

Enrique Villarreal Dominguez
Sistema de Universidad Abierta.
Universidad Nacional Autdnoma de México.
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INTRODUCCION

El tema relacionado con la biosintesis y procesa-
miento de RNA representa un campo en el que se
ha logrado un progreso considerable en los tltimos
afics. Especificamente ha permitido una mejor
comprension del procesamiento del RNA eucaridn-
tico desde el descubrimiento del encadenado (spli-
cing). Esta revision, presenta algunos de los avances
recientes en el conocimiento del procesamiento de
RNA, en particular del evento del encadenado y
compara los conceptos actuales acerca de las vias y
mecanismos de procesamiento de las distintas cla-
ses de RNA en las células procaridnticas y euca-
rionticas (1).

El primer evento necesario para la sintesis del
RNA es la transcripcion, la cual tanto en procarion-
tes como en eucariontes sigue un mecanismo simi-
lar. En-el caso de los RNA mensajeros (RNAm), és-
ta se inicia por el reconocimiento y union de la
RNA polimerasa (RNApol) a un sitio promotor,
denominado “caja Hogness” en eucariontes. Poste-
riormente, la polimerasa avanza en direccion 3’5’
hasta el sitio de inicio de la transcripcion, donde
empieza a polimerizar ribonucle6tidos complemen-
tarios al gene en cuestion. El transcrito finaliza al
reconocer una sefial de terminacion.

En muchos casos los transcritos primarios, no
son idénticos a las formas maduras del RNA, sirio
que sufren varias modificaciones para dar lugar al
producto funcional. Dichas modificaciones inclu-
yen principalmente: a) Reacciones nucleoliticas,
b) Adicién de nucleétidos en los extremos y ¢) Mo-
dificaciones de las bases. Histéricamente, la idea so-
bre el procesamiento del RNA se originé a partir de
dos hallazgos sumultineos. Se observo que la meti-
lacién de bases ocurria a nivel del polinucle6tido
creciente y también que el RNA ribosomal (RNAr)
de mamiferos se genera a partir de moléculas pre-
cursoras de mayor tamafio.

* Esta revision es el resultado de la evaluacion final del topico se-
lecto correspondiente al Programa de Maestria y Doctorado en
Investigacion Biomédica Basica del Colegio de Ciencias y Huma-
nidades de la Universidad Nacional Auténoma de México.

BIOSINTESIS Y PROCESAMIENTO
DE LOS ACIDOS RIBONUCLEICOS*

P.G. Nava, P.S. Solis, M.A. Arriaga, R.F. Ortiz, R.O. Coria, R.V. Uribe, y L. Diaz de Le6n. Departa-
mento de Biologia del Desarrollo. Instituto de nvestigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auto-
noma de México. Apartado Postal 70228. 04510, México D.F.
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Durante un tiempo parecié como si el procesa-
miento de precursores largos a formas maduras mas
pequefias, fuera una propiedad distintiva de las cé-
lulas eucaridnticas. Sin embargo, estudios y andlisis
mads finos de la sintesis del RNAr bacteriano, de-
mostraron que el procesamiento de RNA también
sucede en procariontes. La diferencia principal es-
triba en que en los procariontes, el proceso es un
evento mucho mds rdpido que en eucariontes, de
tal manera que los transcritos primarios son muy
dificiles de aislar y de identificar.

RNA POLIMERASAS

La molécula responsable de la sintesis del RNA
es la RNA polimerasa (RNApol), caracterizada con
detalle en los procariontes, consiste de cuatro sub-
unidades polipeptidicas («, «’, B y 8’) integradas en
un nucleo proteico v un péptido independiente de-
nominada factor sigma (o), el cual se piensa permite
a la enzima localizar las regiones promotoras del
gene.

En los eucariontes, la transcripcién se ha descri-
to como un evento diferencial porque no es un pro-
ceso Unico sino que se realiza en forma diferente
para las distintas clases de RNA y se han aislado
tres tipos distintos de moléculas con propiedades
de RNApol. La RNApol I se ha detectado primor-
dialmente en el nucleolo (tabla I). La RNApol Il se
ha localizado preferencialmente en el nucleoplasma
y la RNApal III se encuentra dispersa en el nicleo.
La funcion principal de estas enzimas es la sintesis
de los ARN ribosomales, RNA nuclear heterogénea
(RNAhn) y del RNA de tranferencia (RNAt), res-
pectivamente (2).

Estas polimerasas muestran heterogeneidad es-
tructural, asi como en la escala filogenética. Estin
constituidas por diversas proteinas que varian en
tamafio (desde 10 hasta 200 kd). Esta heterogenei-
dad se pone de manifiesto en la susceptibilidad de



TABLAI
CLASIFICACION GENERAL DE LAS RNA POLIMERASAS NUCLEARES

Propiedad RNA RNA RNA

Polimerasa I Polimerasa II Polimerasa III

Localizacibn Nucleolar Nucleopldsmica Nucleopldsmica

Porciento de la actividad celular total 50-170 20 - 40 10

Elucién de DEAE-Sephadex por

(NH; ), 804 ~0.10M ~v0.20M 0.20-0.30M

Actividad éptima en

(NH4 ), 80,4 ~005M ~ 0,09 M 0.05-0.17M

Relacion Mn*/Mg** para

actividades optimas L2158 2-5 2

Concentraciones de c-amanitina

que produce el 50% de inhibicion:

Mamiferos 400 ug/ml 0.025 pg/ml 20 ug/ml

Insectos - 0.030 ug/ml 1000 pg/mi

Levaduras 600 pg/ml 1.000 ug/ml 2000 ug/ml

las polimerasas a ser inhibidas por la droga a-amani-
tina, la cual actia preferencialmente sobre la poli-
merasa II, ligeramente sobre la III y muy poco so-
bre la L.

PRCCESAMIENTO DEL RNA DE
TRANSFERENCIA

Los RNAt son moléculas relativamente pequerias,
con pesos moleculares que oscilan entre 23 y 28 Kd
y coeficientes de sedimentacion que van de 4.0-4.5
S. Contienen entre 73 y 93 nucleétidos dependien-
do del tipo de RNAt. Ademads de las bases purini-
cas y pirimidinicas principales, los RNAt contienen
algunos nucledtidos que son modificados quimica-
mente. En el extremo 5’ todos los RNAt contienen
un resto de 4dcido guanilico y en el extremo 3’ con-
tienen la secuencia CCA.

Los genes para estas moléculas pueden estar ais-
lados o presentarse en grupos formando unidades
de transcripcion y haber una o varias copias de ca-
da RNAt por genoma haploide. También se ha ob-
servado que en algunas especies los RNAt se en-
cuentran como espaciadores de los genes ribosoma-
les 168 y 238 de procariontes.

La transcripcion de los genes de RNAt puede dar
lugar a moléculas monoméricas con un sdlo RNAt
o multiméricas con dos o mds RMAt. En ambos ca-
sos se trata de precursores de RNAt con un mayor

L
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tamafio que la molécula madura y son procesados
en una etapa post-transcripcional (fig. 1).

p I 11
v ¥ N G o) 3
PPP ———— Prirss i D 2
s ‘J{
RNAty RNAt,
ger gene RNAttir  — 1 T transcripcién
INUCLEO RNApII

- £
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scrito primario modificacién de
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C .
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modificacién de
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97 nuclebtidos

A

c
c
CITOPLASMA %—(ﬁg n modificaciones s
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Figura 1. Sitios de accién de las enzimas procesadoras de los precur-
sores de RNAt (ribonucleasas P, IIl y D). Pasos involucrados en la
maduracion de los RNAt, ast c~mo modificaciones de ciertas bases:
Q) S5-metil-citosing, (2) pseudouridina, (&) I-metil-adenosina, (O)
dihidrouridina, (®) modificaciones no caracterizadas en la guanosina.



Procariontes

Se ha demostrado que solamente una enzima, la
ribonucleasa P (RNAsa P), es esencial en la biosin-
tesis del RNAt en E. coli. Esta endorribonucleasa
genera los extremos 5° de la molécula madura. Se
ha observado que mutaciones que eliminan la acti-
vidad de RNAsa P en E. coli son letales. Esta enzi-

ma parece reconocer una estructura general comin
en sus sustratos, que estd dada por algunos nucle6-

tidos especificos en los RNAt, comc se ha demos-
trado para el trinucle6tido CCA del extremo 3°. Si
esta secuencia es alterada con o sin la ayuda de en-
zimas, la actividad de la RNAsa P decrece significa-
tivamente. Esta enzima es una ribonucleoproteina
y se ha asociado su actividad catalitica al compo-
nente de RNA.

También se ha sugerido que la endorribonucleasa
RNAsa III puede estar involucrada en el procesa-
miento del RNAt. Los RNAt del bacteri6fago T4
maduran en su extremo 3’ por una endonucleasa
con actividad parecida a la RNAsa III. Sin embar-
go, mutantes de E. coli que no presentan esta acti-
vidad son viables. Se ha demostrado que la RNAsa
III efectua un corte endonucleolitico después de la
secuencia CCA terminal.

Adicionalmente, se ha sugerido que una activi-
dad de exonucleasa 3’ es necesaria para eliminar
nucle6fidos extra en este extremo, hasta alcanzar
la secuencia CCA del RNAt maduro. En E. coli se
ha descrito una enzima con estas caracteristicas y
que cotresponde a la exonucleasa RNAsa D..La ac-
tividad de esta enzima es dependiente de la secuen-
cia CCA ya que si este trinucleétido es alterado, la
maduracion del RNAt es incorrecta.

Se han identificado otras actividades nucleoliti-
cas en el procesamiento de transcritos multiméri-
cos. Varias nucleasas participan en la generacién de
precursores monoméricos. En principio se ha suge-
rido que la endenucleasa RNAsa P4 puede partici-
par en estos eventos. También se ha identificado
una RNAsa P2 con caracteristicas similares, aunque
no se han descrito mutaciones que afecten directa-
mente alguna de estas actividades. Es atin incierto
si alguna endonucleasa intercistrénica es esencial
para la biosintesis de los RNAt. Cuando el extremo
CCA del RNAt es incompleto es necesaria la activi-
dad de la RNAt nucleotidil - transferasa (enzima re-
paradora de la secuencia CCA), que corrige el de-
fecto y produce moléculas funcionales de RNAt

3).

Otro grupo de enzimas que participan en el pro-

K}

cesamiento del RNAt son las que modifican algiin
grupo quimico en los nucle6tidos. Entre ellas se en-
cuentran metilasas, tiolasas, enzimas pseudouridi-
lantes, metilasas de ribosa, hidrolasas, etc. Estas
enzimas son extremadamente selectivas en los nu-
cleétidos que modifican. Por ejemplo, en E. coli la
RNAt transglicosilasa modifica inicamente los resi-
duos G en la primera posicion del asa (loop) del an-
ticodén con GUX (donde X puede ser cualquier
nucledtido). No se han descrito efectos letales de
mutaciones que afecten las enzimas de modifica-
cion, sélo en la velocidad de crecimiento y en pro-
cesos regulatorios. Por lo que se piensa que estas
modificaciones aparentemente aiteran las funciones
biolégicas del RNAt y no su biosintesis.

Eucariontes

El procesamiento de los RNAt de eucariontes es
similar al de procariontes, al menos en cuanto ala
presencia de algunas actividades nucleoliticas. Se
ha demostrado ur.a actividad de RNAsa P en euca-
riontes, aunque no se ha caracterizado completa-
mente a la enzima. Al parecer esta actividad enzi-
matica es universal y necesaria en la biosintesis del
RNALt. La existencia de una endonucleasa de pro-
cesamiento 3’, equivale a la RNAsa III, ha sido pos-
tulada para la maduracidon de transcritos de RNAt
del gusano de seda. En levaduras se ha demostrado
una actividad endonucleolitica del tipo de RNAsa
Il para el procesamiento en el extremo 3’, de
transcritos producidos por la RNA polimerasa IIL

La presencia de una actividad de exonucleasa 3’
equivalente a RNAsa D, no ha sido plenamente
confirmada en eucariontes. Se han reconocido una
serie de exonucleasas de este tipo aunque su activi-
dad parece ser inespecifica (RNAsa II, RNAsa Y).

En adicibn a estas nucleasas, una RNAt nucleoti-
dil - tranferasa es necesaria para agregar la secuen-
cia CCA a los precursores de los RNAt eucariéniti-
cos, ya que dicha secuencia no necesariamente est4
codificada en los genes de RNAt. Sin embargo, la
actividad de estas enzimas es esencial para la bio-
sintesis y funcionalidad de los RNAt.

El Ginico paso metabdlico considerado esencial-
mente eucaribnitico en 1a maduracién de los pre-
cursores del RNAt, es la eliminacién de secuencias
de intermisiéon (intrén). Se ha aislado y purificado
parcialmente en levaduras, una endorribonucleasa
asociada a la remocion de un intrén presente en el
precursor de RN También se ha demostrado
que en ciertos organismos existen mutaciones leta-
les que tienen alterado el mecanismo del encadena-
do de las secuencias de intermision, y que a seme-



janza con los organismos procariontes, existe una
gran variedad de enzimas modificadoras, que son
necesarias para obtener un RNAt funcional (4).

Por otra parte se ha observado que los eventos
de la maduraciéon del RNA® ocurren en un orden
unico y estricto. En este caso particular se ha de-
mostrado que la maduracion del RNAt empieza el
extremo 5’ del precursor. La secuencia CCA es aiia-
dida hasta que se han madurado ambos extremos
del precursor y la remocion del intrén ocurre Gni-
camente después de que ha sido adicionado el tri-
nucledtido CCA. Por otro lado las modificaciones
también ocurren en un orden obligatorio, el cual
estd estrictamente relacionado con las alteraciones
en el tamafio del precursor del RNAt. Algunas mc-
dificaciones se realizan en precurscres que tienen
los extremos 5’ y 3’ inmaduros mientras que otras

no ocurren hasta que estos extremos son procesa--

dos. Todos los eventos mencionados ar:teriormente
ocurren en el nicleo y no se ha demostrado de ma-
nera concluyente que en citoplasma ocurran algu-
nas modificaciones posteriores, excepto por al-
gunas modificaciones quimicas de las bases.

PROCESAMIENTO DEL RNA RIBOSOMAL

En la mayoria de los organismos los genes que
codifican para los RNAr estin organizados en va-
rios cientos de copias codificadoras, las cuales se
encuentran agrupadas en forma de tandem (extre-

16S W 238

mo 3’ de un gene unido al extremo 5’ del siguiente)
en uno o varios sitios cromosomales. En E. coli, las
unidades transcripcionales que codifican para los
RNAt correspondientes a glu, ile y ala, se encuen-
tran en la regidn espaciadora entre los cistrones co-
rrespondientes a las especies 16S y 23S del RNAr
(fig. 2A). Las unidades transcripcionales en euca-
riontes contienen los genes que codifican para los
RNAr 188, 5.8S8 y 288, transcritos que correspon-

den en este orden, de acuerdo 2 un precursor que
se transcribe colinealmente (fig. 2B).

Dentro del grupo de enzimas que participan en
la maduracion de los precursores ribosomales, se
encuentran las RNAsas III, E, M5 y P, las cuales
actiian en sitios especificos del sustrato. El recono-
cimiento de los sitios de accion de las ribonuclea-
sas, puede estar dado por la secuencia o presencia
de una estructura. En el caso de la RNAsa III, esta
enzima incide en unsitio cercano al gene correspon-
diente al RNAr 23S, reconociendo una estructura
de doble cadena e hidrolizando al RNA en zonas
ricas en G-C. La RNAsa M5, que es la responsable
de la maduracion del RNAr 58S, reconoce su sitio
de accién por la conformaciéon particular que ad-
quiere el precursor correspondiente (5).

En el caso de los eucariontes, el gene que codifi-
ca para la especie ribosomal mayor (288S), se en-
cuentra interrumrido por intrones, los cuales se
transcriben colinealmente. Por lo que respecta al

Figura 2. Organizacion de los genes ribosomales en procariontes (A) y eucariontes (B) Las barras vacias representan las secuencias que
codifican para los RNAr maduros de acuerdo con su coeficiente de sedimentacién. Las lineas equivalen g las secuencias que son elimina-
das de los precursores durante el procesamiento y las barras sonbreadas a las secuencias de RNAt. P, 1l y E son las enzimas procesado-
ras. IVS representan los intrones (secuencias de intermisidn) presentes en la especie mayor de RNAvr (28 5) en eucariontes.



mecanismo de encadenado, recientemente se kan
reportado algunos casos en los cuales se ha observa-
do que éste es autocatalitico. Estudios sobre la es-
pecie de RNAr mayor en Tetrahymena, han revela-
do que la Gnica informacidén necesaria para el enca-
denado estd contenida en el mismo intrén, origi-
nando asi su propio “auto-encadenamiento”, sin
que sea necesaria la presencia de actividades enzi-
miticas adicionales. Diferentes estudios y hallazgos
sugieren que el mecanismo de “auto-encadenamien-
to” s¢ encuentra mas difundido en la naturaleza, ya
que este mismo proceso se ha descrito para los pre-
cursores de RNA ribosomal y mensajero en las mi-
tocondrias de levaduras (6).

PROCESAMIENTO DE RNA MENSAJEROS
Procariontes

Es muy poco lo que se conoce del procesamien-
to de RNA mensajeros en procariontes. Con excep-
cion de algunas especies de fagos, las evidencias
acumuladas hasta la fecha sugieren que los RNAm
de procariontes estin sujetos a un procesamiento
minimo para obtener una molécula madura y fun-
cional. Esta afirmacion estd basada en las siguientes
consideraciones: 1). En los organismos procaridon-
ticos los procesos de transcripcion y de traduccion
estin extrechamente acoplados, de tal forma que
una gran parte de los RNAm son traducidos y
algunos parcialmente degradados aun antes que se
terminen de transcribir. 2). Tanto la poliadenila-
cién como la metilacion, las cuales ocurren durante
la biosintesis de los RNAm eucarionticos, no se ob-
servan en los RNA bacterianos. Unicamente se han
encontrado algunos RNA que cortienen poli A en
células bacterianas, pero no se ha podido demos-
trar que corresponden a algin RNAm. A pesar de
los argumentos anteriores, es posible que algunos
de los productos de transcripcidon en procariontes,
requieran de cierto tipo de procesamiento.

Eucariontes

El RNAm es la inica molécula transcrita que po-
see la informacion necesaria para establecer un or-
den de aminodcidos durante la sintesis de protei-
nas. Se ha demostrado que esta molécula sufre una
serie de modificaciones durante su proceso de ma-
duracion. De acuerdo al momento en que se reali-
za cada una de estas, se podrian clasificar en el si-
guiente orden: a).- Eventos cotranscripcionales (for-
macion del casquete, cap), b).- Eventos que ocu-
rren al final de la transcripcion (adicion del poli A)
y ¢).- Eventes postranscripcionales (metilacion y
encadenado).
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Durante el inicio de la transcripcion se lleva a ca-
bo el encasquetado de los mensajeros. La presencia
de un casquete 5’ terminal 7-metilguanosina, 5° tri-
fosfato-5" N (m’ -G(5")ppp(5')N; donde N es un
nucledsido no identificado), es un rasgo caracteris-
tico de los RNAm de eucariontes. El encasquetado
es una reacci6on temprana, que ocurre en el extre-
mo 5’ fosfato de la cadena naciente del RNAm, in-
mediatamente después de la iniciacion. Esta reac-
ciébn es catalizada por las actividades de guanilil y
metil transferasas, las cuales son enzimas nucleares.

El casquete es retenido durante el procesamiento
del transcrito y sirve como elemento estabilizante
para el RNAm tanto en el nicleo como en el cito-
plasma. Se ha demostrado que la presencia del cas-
quete eleva notablemente el proceso de traduccion,
a través de promover la formacion de complejos de
iniciaciéon. No obstante, la presencia del casquete
no es un evento necesario, ya que se ha observado
que los RNAm de poliovirus, asi camo de otros virus
que infectan céiulas eucarionticas, estin exentos de
esta modificacion.

Una vez terminado el transcrito primatrio, la si-
guiente modificacion que se lleva a cabo, es la adi-
cién de un polimero de adenina (poli-A) en el ex-
tremo 3’ hidroxilo del RNAm. Este polimero pue-
de ser de una longitud variable, aunque se presenta
en promedio como colas (tracks) de 200 bases.
Durante algtin tiempo se sugirié que la funcién de este
agregado era servir como estabilizador, facilitador
de la exportacion del RNAm al citoplasma o esti-
mulador de la eficiencia de la traduccion. Sin em-
bargo, en trabajos realizados recientemente, se ha
establecido que las colas de poli-A nc necesaria-
mente confieren mayor estabilidad al RNAm, sino
que la longitud de éstos estd determinada por el
metabolismo de las células, el cual puede variar de
acuerdo a la estirpe y al ciclo celular.

El siguiente grupo de modificaciones son las me-
tilaciones, las cuales son eventos poco frecuentes y
se detectan en promedio de 2 a 3 por cada 1 000
nucleétidos. Estas reacciones ocurren tanto en las
bases como en los azlcares v se localizan primor-
dialmente en el casquete, asi como en la porcion
central de la molécula, afectando de manera prefe-
rencial a las adeninas. Se ha observado una metila-
cién preferencial de los exones, con nulas modifica-
ciones en adeninas correspondientes a los intro-
nes (7).

Encadenado
En los RNAm eucariénticos, los intrones estdn

unidos a los exones en sus extremos 5’ y 3’ por una
secuencia de bases altamente conservada a lo largo



de la escala biologica y en donde se piensa que el
encadenado se lleva a cabo:

*
5'  HCAGICT A~ = «wwes UNCAGIG -~ 3"
Exén 2

OH
Exo6n 1 Intréon

# N=nucledsido no identificado.

Este tipo de secuencias repetidas permite que el
encaderado pueda ocurrir en diferentes marcos de
lectura sin que se altere la informacién codificada
en los exones y que es esencial para la respectiva
secuencia de aminodcidos durante el proceso de
traduccién.

Ademis de estos sitios de encadenado 5’ y 3’, re-
cientemente se ha reportado otra secuencia alta-
mente conservada en los diferentes intrones. Esta
secuencia (T - A-C-T- A - A -C) se encuentra lo-
calizada a una distancia de entre 20-50 necledtidos
del sitio de encadenado 3’. Se ha observado que
mutaciores que afectan los sitios de encadenado 3’
y 5°, asi como la secuencia TACTAAC eliminan o
disminuyen el proceso de encadenado (8).

El primer paso durante el proceso es un corte
endonucleolitico en el sitio de encadenado 5’ del
pre-RNAm, precisamente entre las dos guanosinas
de la secuencia UCAGGTA, para liberar al ex6n 1
del extremo 5°. Se ha demostrade que los interme-

dios generados en el encadenado adoptan estructu-
ras caracteristicas que se han denominado lazos
(lariats). En este intermediario la guanosina termi-
nal del extremo 5’ se une a la tercera adenina de la
secuencua TACTAAC, localizada 20-50 nucledti-
dos antes del extremo 3’. Esta unién que es del ti-
po 2’-5°, ocurre entre el extremo 5'p de la guanosi-
navy el 2° OH de la ribosa en la adenosina, formando
una estructura en forma de lazo. El evento siguiente
es el corte endonucleolftico en el sitio de encadena-
do 3’0OH, precisamente entre las 2 guanosinas de la
secuencia UNCAGG, la unién por medio de una li-
gasa, del exon 1 con el exdn 2, con la consiguiente
salida del intron (fig. 3).

El corte endonucleolitico que se produce en el
exon 1, puede dejar libre a éste y permitir que di-
funda lejos del sitio de reaccién, en tanto tiene lu-
gar el subsiguiente corte entre el intron y el exén 2.
En mamiferos, se piensa que el Ul-RNA o su ribo-
nucleoproteina -sn (RNPsn) correspondiente, po-
dria mantener al exén 1 en la vecindad mientras
que ocurre reaccidon de encadenado ya que se han
encontrado secuencias complementarias entre el
UI-RNA y el sitio de errcadenado 5’p. También, se
han demostrado secuencias complementarias entre
la secuencia TACTAAC vy el sitio de encadenado 3’
OH con otro RNA de bajo peso molecular el
U2-RNA. Por lo anterior se ha sugerido que una
accion combinada de Ul-RNA y U2-RNA podrian
acercar y mantener en vecindad a las diferentes re-
giones y secuencias involucradas en la eliminacion

nucleasa
3 0?3 (\\._ ,@ INTRON C?S >
5’ LAC‘,’Q’ UCAG_ 4 GUA TACTAAC UNCAG } G : : A200 3’
casquete  EXON \ EXON
Uz

|

Ligasa

lazo
2 ]
Vo /7 nucleasa
IV,

9 Cfl'ls CH3 +
E) 1
5’ 'gé’// <~ UCAGG - /7/@ A 2003’

A 2003

Al
u

G
TACTAAC UNCAG ]

casquete RNAm

INTRON

Figura 3. Mecanismo propuesto para el encadenado (eliminacion de las secuencias de intermisién y unién de las secuencias codificado-
ras) en RNAm y su relacién con los complejos ribonucleoproteicos RNPsn (U-1 y U-2). Identificacién de las secuencias y sitios de accion
de las enzimas que intervienen en el encadenado y estructura propuesta para los intermediarios (lazo).
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PROMOTOR  INICIADOR CASQUETE EXON INTRON POLI A
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Figura 4. Secuencia de los eventos biosintéticos involucrados en la transcripcion y maduracion de los RNAm. Pol II: RNA polimerasa I;
12 RNPs: RNAsa que libera el sitio de adicicn de poli A en el extremo 3" terminal; casquete: modificaciones caracteristicas del extremo 5' terminal; encadenado:

eliminacion de los intrones y union de los exones.

del intron. Tanto la actividad endonucleolitica
como la ligasa no han sido caracterizadas, pero se
piensa que podrian localizarse entre las proteinas
asociadas a los RNAsn.

El hecho de encontrar las sefiales 5° y 3’, asi co-
mo la secuencia TACTAAC o equivalentes de la
misma en los intrones de varios organismos, indi-
ca que la formacion de estructuras de lazo, es pro-
bablemente el mecanismo general de encadenado
en los RNAm. En la figura 4 se presenta un esque-
ma general de las modificaciones y reacciones que
ocurren durante la biosintesis v maduracién de los
RNA de eucariontes. -
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INTRODUCCION

Los mecanismos mediante los cuales las diferen-
tes seflales dependientes del ién calcio son transfor-
madas en respuestas bioldgicas, han acaparado en
nuestros dfas una buena parte de la atencién de
muchos investigadores. Diferentes tipos de estimu-
los afectando la concentracién intracelular de cal-
cio han sido reconocidos como activadores de una
multitud de procesos celulares especializados y di-
ferentes actividades enziméticas relacionadas con
estos estimulos. De entre los procesos involucra-
dos, se podria enumerar a los siguientes: contrac-
ci6on muscular, motilidad celular y secrecion exoci-
totica de tejidos enddcrinos y exocrinos (1).

Para que se lleve a cabo la transformacion o tra-
ducciéon de las sefiales dependientes de calcio, se
postula la existencia de receptores intracelulares
para este i6n, que pudiera rdpida y reversiblemente
unir al calcio en un rango de concentraciones fisio-
logicas existente en el citoplasma de las células en
reposo (2). En vista de que este rango de concen-
traciones se ha descrito puede variar entre 1 x 1077
M cuando la célula estd en reposo y 1 x 10°M
cuando esta es estimulada electricamente; se ha
propuesto que para que estas moléculas receptoras
lleven a cabo su funcién, como requisito indispen-
sable deberdn presentar constantes de afinidad altas
para el i6n calcio.

En vista del esfuerzo empleado durante los ultimos
afios en esta busqueda, actualmente contamos con
una serie de estas moléculas receptoras de calcio y de
entre las mdas estudiadas tenemos las siguientes: tro-
ponina C, calciquestrina, parvalbumina, espasmina ,
proteina S-100, acuorina y calmodulina. De entre las
anteriores, tomando en cuanta su amplio espectro
de efectos intracelulares probado en diferentes sis-
temas con diferentes metodologias, la calmodulina
ha sido considerada como la molécula de mas am-
plia distribucion. Esto principalmente debido a que
el resto de estas moléculas receptoras del i6n calcio
presentan una distribucién muy limitada y aunque
muy activas, aparentemente sélo estdn relacionadas

CALMODULINA COMO REGULADORA
DE MULTIPLES FUNCIONES CELULARES
MODULADAS POR CALCIO

Jaime Mas Oliva.Departamento de Bioenergética, Instituto de Fisiologia Celular; Universidad Nacionsl
Auténoma de México, Apartado Postal 70-600; 04510 México, D.F.
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con procesos especificos de ciertos tejidos (3). En
vista de sus propiedades y distribucion, el péptido
calmodulina muy probablemente representa la mo-
lécula mas antigua de la familia de proteinas que
unen calcio; ya que su estructura se ha mantenido
casi intacta durante la evolucién en el reino animal
y algunas plantas superiores. Esta molécula ya ha
sido encontrada en la mayoria de los organismos
por arriba del nivel de las bacterias, aparentemente
encontrindose presente en todos los eucariontes.
Calmodulinas aisladas de diferentes fuentes filoge-
néticas presentan idénticas propiedades bioquimi-
cas, donde un ejemplo consistiria en una secuencia
de aminodcidos altamente conservada entre ellas.
Debido a esta caracteristica, esta proteina no pre-
senta especificidad de especie ni de tejido; esto se
demuestra al encontrar que la calmodulina aislada
de protozoarios funciona de manera Gptima en sis-
temas superiores, activando a la enzima fosfodieste-
rasa de cerebro o a la ATPasa—(Ca?**, Mg?*) de co-
razon.

IDENTIFICACION Y PROPIEDADES DE
CALMODULINA

En 1970, el grupo de Cheung (4) reporté por
primera vez que la activacion dependiente de calcio
de la 3°, 5° — nucledtido fosfodiestierasa requeria
de la presencia de un activador protéico termoesta-
ble. A partir de este estudio y de las investigaciones
de Wolff y Siegel (5) quienes en 1972 por primera
vez purificaron a este factor de extractos de cere-
bro bovino, el factor activador se ha aislado de di-
ferentes fuentes, donde el testiculo y el electroplax
u organo eléctrico del Electrophorus electricus, son
de los tejidos més ricos en este factor. Durante el
periddo de identificacién y-purificacion de este fac-
tor, varios nombres como el de regulador depen-
diente de Ca**, proteina similar a troponina C, pro-
teina moduladora, etc., fueron utilizados. Final-
mente en 1978 y de nuevo el grupo de Cheung (6),
proruso el término calmodulina en vista de las pro-
piedades de esta proteina de modular actividades
enzimiticas dependientes de Ca®*, al igual que re-
gular a diferentes movimientos de este i6n a través



METABOLISMO DE
NUCLEOTIDOS CICLICOS

— fosfodiesterasa

— adenilato ciclasa
— guanilato ciclasa

METABOLISMO DEL Ca®*
— ATPasa (Ca*", Mg*")

o

CALMODULINA

OTRAS REACCIONES
METABOLICAS
— Cinasa del NAD

/

=y

PROCESOS CONTRACTILES
— Cinasa de la cadena ligera de miosina

FOSFORILACION DE PROTEINAS
— Protein cinasa dependientes de calcio

METABOLISMO DEL

GLUCOGENO

— Fosforilasa cinasa
— Sintetasa cinasa del glucégeno

Figura 1. Diferentes funciones celulares de la calmodulina y de las enzimas en las que actia.

de las membranas. Hasta nuestros dias, de entre las
actividades enzim4ticas moduladas por la calmodu-
lina se han descrito las siguientes: adenilato ciclasa,
cinasa de la cadena ligera de la miosina, fosforilasa
b cinasa, ATPasa- (Ca%*, Mg®*), cinasa del NAD",
sintetasa cinasa del glucdgeno y a la fosfodiesterasa
de nucledtidos ciclicos (fig. 1). De entre éstas, con
excepcidén de la fosforilasa b cinasa, que presenta
un componente endbdgeno no disociable de la cal-
modulina se ha demostrado que estas actividades
enzimdticas son activadas por accion directa de la
calmodulina en una manera disociable y reversible

(7).

La molécula de calmodulina es una proteina de
16 500 daltons con una estabilidad térmica bien
comprobada en presencia de calcio. Contiene 148
aminoécidos y se caracteriza por la presencia de tri-
metilisina y Ia ausencia de cisteina y de tript6fano.
Su naturaleza fuertemente acidica ha sido emplea-
da con éxito en su purificacién que generalmente
incluye fraccionamiento con sulfato de amonio,
tratamiento con calor, filtracién en gel y cromato-
grafia de intercambio idnico.

La calmodulina de vertebrados contiene dos tiro-
sinas en posiciones 99 y 138, lo que aunado a la
ausencia de cisteinas y triptéfano, ha facilitado
enormemente el estudio de la molécula mediante
mediciones de su fluorescencia intrinseca. Se ha de-
terminado que Tiryy esta expuesto al ambiente hi-
drofilico de la molécula ya sea en presencia o au-
sencia de Ca?*, en comparacién con Tir;3s que en
presencia de calcio desaparece de la region hidrofi-
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lica para orientarse hacia una regi6on mds hidrof6bi-
ca de la molécula. De entre las propiedades espec-
trales en Tir,ss , también se incluye un aumento en
su emision de fluorescencia por calcio. La predomi-
nancia de amincdcidos acidicos sobre aminodcidos
bdsicos, es a su vez responsable del bajo punto
isoeléctrico de la calmodulina, mientras que la alta
relacidon de residuos de fenilalanina sobre los de ti-
rosina le da la propiedad a la molécula de presentar
un coeficiente de extincion bajo (E'7°= 1.8).

Mediante la técnica de dicroismo circular, se ha
determinado un grado importante de la molécula
en una conformacién de ¢ hélice, con la presencia
de cuatro sitios con las caracteristicas necesarias
para unir el i6n calcio (fig. 2). Estos cuatro sitios
de unidn para calcio presentan un alto grado de ho-
mologfa er cuanto a su secuencia de aminoécidos.
Si se estudia a la molécula empezando por su ami-
no terminal, el grado de homologia es mayor entre
los sitios Il y IV de unidn para calcio. Este hallazgo
ha sido interpretado como un reflejo del grado de
redundancia en el codén de calmodulina de células
primitivas que existieron hace millones de afios.

Ahora bien, a pesar de existir un acuerdo gene-
ral, en relacidén con la estructura, funcién, origen y
propiedades fisicas de la calmodulina; la determina-
ciéon de las diferentes afinidades por calcio de la
molécula, ha sido dificil de establecer. De entre los
estudios que se han realizado a este respecto, se ha
llegado al acuerdo de la existencia de dos clases de
sitios de unién. Una de ellas uniendo calcic con va-
lores de K4 (constantes de disociacion) variando de



Figura 2. Esquema de la molécula de calmeduling en su forma
inactiva (a) y su forma activa (b). I, il, III, IV se refiere al numero
del sitio de unidn de la molécula con el ion calcio. Al aminodeido
ntimero 1 le corresponde el amino terminal, mientras que al 148 el
carboxilo terminal. Los circulos cerrados corresponden a los amino-
deidos con los que se coordina el idn calcio, que por lo general
corresponden a glutamato, aspartato y asparagina.

0.2 a 10.0 uM y la otra con valores de K4 de 10.0
a 800 pM; por lo que en general se habla de 2 sitios
de alta afinidad por calcio y los otros 2 sitios de ba-
ja afinidad respectivamente. En realidad la discre-
pancia existente entre los diferentes reportes, muy
probablemente estd dada por las condiciones y pro-
cedimientos empleados para la determinacion de
las constantes de disociaci6n para el idn calcio (8).

MECANISMO CINETICO GENERAL DE
ACTIVACION ENZIMATICA REALIZADA POR
LA CALMODULINA

En el afio de 1975, se propuso que el mecanismc
de activacion enzimitica consist{a solamente de
dos pasos. El primero en la unién de la calmodulina
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con el i6n calcio y el segundo de la unién del com-
plejo calmoculina-calcio con la enzima:
(reaccion 1)

Cal + Ca?* <— Cal*:Ca

E + Ca*, Ca<=—E* Cal*-Ca

donde el complejo Cal*-Ca es considerado como la
especie biologicamente activa de calmodulina, E la
enzima en condiciones basales y E* a la misma en-
zima en forma activada expresando su actividad
enzimitica maxima. Teshima y Kakiuchi (9) por
primera vez demostraron la reversibilidad del com-
plejo v Wolff y Brostrom (10) apoyaron importan-
temente este mecanismo de activacidén al demostrar
que a concentraciones subestequiométricas de en-
zima/calmodulina, incrementos en la concentracién
de calmodulina afiadida al medio de reaccion des-
plaza la curva de sensibilidad del complejo a valores
menores de concentracion de calcio contenida en el
medio de reaccion (fig. 3). Sin embargo, a pesar de
ser el esquema de la figura 2 tedricamente vélido y
comprobado in vivo utilizando diferentes sistemas,
no considera como se realiza la interaccion del ion
calcio con los sitios de unién bien establecidos de
diferente afinidad para este catidn, en la molécula
de calmodulina. En vista del comportamiento “des-
proporcionado”, como algunos investigadores lla-
man al everto critico del cambio de conformacion
que sufre la calmodulina al volverse bioldgicamente
activa; después de la asociaciéon con mas de un dto-
mo de calcio sin coperatividad aparente del sistema
(con excepcion de la fosfodiesterasa), el siguiente
esquema ha sido propuesto:

(reaccion 2)

Cal + Ca?* :—Iil——\ Cal - Ca
CaleCa L oM G ¥ 80« oy,

E + Cal**Ca —— 5%~ E*.Cal* Ca,

donde K; y K, son las constantes de unidn en la
saturacion de calmcdulina por calcio, v K, 1a cons-
tante de asociacion del complejo activador Cal*e Ca,
con la enzima. Siguiendo este esquema desde el
punto de vista termodindmico, esta claro que la
unidn del calcio a la calmodulina aumenta la afini-
dad de esta proteina a la enzima, la que a su vez
con la formacién del complejo enzima-calmodulina
aumenta la afinidad del complejo por calcio.

Huang y cols. (11), estudiando la activacion de
la enzima fosfodiesterasa, obtuvieron una serie de
curvas de Lineweaver-Burk utilizando diferentes
concentraciones libres de Ca®* como funci6n de la
concentracidon total de calmodulina, de las cuales
los valores reciprocos de las pendientes (S) se pue-
den igualar en la siguiente ecuacién:



K; K; Kn[Ca?*Jn. .. + K; K; K3 K, [Ca?*]*

AVmax =

1
S

(ecuacion 1)

donde AVmax corresponde a la diferencia entre las
velocidades médximas de la enzima en presencia y
ausencia de calmodulina a concentraciones saturan-
tes de calcio.

De acuerdo con este tratamiento matemdtico y
a pesar de que este método de cdlculo no puede ser
utilizado cuando existen mas de una especie activa,
Huang y cols. modificaron esta ecuacién y conclu-
yeron que el complejo Cal-Ca, deberia ser de tni-
ca especie activa en la activacion de la enzima por
calmcdulina (11). Sin embargo, a pesar de esta im-
portante objecion al trabajo de Huang, actualmente
se conoce que tanto para la fosfodiesterasa como
para la ATPasa-(Ca®*, Mg?*) y la fosforilasa b cina-
sa, la especie activa se encuentra en equilibrio entre
Cal-Ca; y Cal-Ca, (8).

En relacién con los eventos fenomenologices en
el complejo terciario E*-Cal*+Ca,, varios estudios
han sido publicados. De entre éstos, el primer gru-
po en considerar la activacion de la fosfodiesterasa
por calmodulina v calcio en base a la llamaca teo-
ria del acoplamiento o de funciones aunadas fue el

de Wang y cols. en 1980 (12). Ellos proponen el
siguiente esquema general:

Ca®* Ca”™*

Ca® unido / complejo E+Cal

1 + K, [Ca®*]+ K, K3[Ca*]? +K, K; K3[Ca¥]® + K, K, K3 K4 [Ca?)*

i+

pCa

Figura 3. Curvas tedricas de unién del calcio al complejo enzimafcal-
moduling asumiendo que solamente la primera (a), segunda (b), ter-
cera (c) y cuarta (dj constantes de union estequiométrica aumentan
como predicho por la teoria de las funciones acopladas. Las constan-
tes estequiométricas KEC bajo consideracién pueden aumentar de
dos, cuaire o seis ordenes Te magnitud. (tomado de la ref. 10).

Cat? Ca®*

Cal =—— Cal*Ca ~——— Cal'Cag <~ Cal*Caz =——= Cal*Ca,
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K K
e e e

1

K’Ca 2C3’L

KXCa 3¢,

K
€

K*Ca 404

K
e

| ]

E+Cal «=—>E+Cal*Ca = E-(Cal-Ca, = E+Cal*Ca; ——— E-+Cal*Ca,

€

e
1Ca K

K 2Ca

donde K, Ca, K, Ca, etc. y K, , K5, , etc., repre-
sentan a las constantes estequiométricas de la unién
de calcio/calmodulina en ausencia y presencia de la
enzima respectivamente. K, Klec" , etc., son las
constantes de afinidad de las diferentes especies de
Cal-Ca, por la enzima. La figura 4 a su vez presen-
ta a las constantes hipotéticas de asociacidon del idn
calcio en la reaccion E-Cal + ,Ca?* = E-Cal-Ca,,
asumiendo diferentes amylitudes en el aumento de
la afinidad del primer (a), segundo (b), tercero (c)
y cuarto (d) iones de calcio unidos. En ausencia de
este cation, la afinidad de la calmodulina por las
diferentes proteinas blanco es menor de 10*M™
(12) y por lo menos 100 000 veces menor que en la
presencia de calcio; por lo que a partir de las curvas
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Kaca (reaccion 3).

presentadas en la figura 1, la determinacion exacta
de los valores K"Ca han sido realizados a una muy
baja conceniracion libre de calcio. De esta manera,
también el cdlculo de las estequiométricas para cal-
cio en el complejo E-Cal ha sido facilitada, ya que
valores de saturacién aparente se han obtenido en
un rango de concentracion libre de calcio con dife-
rencias de alrededor de dos ordenes de magnitud.

Este tipo de manejo matematico tedrico ya ha
sido extrapclado a diferentes sistemas enzimaticos,
de donde el siguiente esquema general ha surgido
con la importante descripcién del mecanismo de
activacién de la calmodulina.



2uM 6uM

18uM

200uM

Cal =—=(al-Ca — Cal-Cay, =— Cal-Ca; --——= Cal-Ca,

\[‘ ImM

ImM J‘ ImM

1M \[ 1M

Cal~—>= E-Cal-Ca ~— E-Cal-Ca, <—E-Cal-Cay =~—E-Cal-Cay

2uM 6uM

En esta reaccion los valores numéricos represen-
tan a las constantes de disociacidon estequiomé-
tricas de cada paso. Se puede apreciar que los valores
de Kic" y K‘ic“ en comparacion con K, Kic" y
Kf}‘, InM y 1mM respectivamente, explican al
término de activacién donde en presencia de con-
centraciones de calcio en el rango uM, las especies
Cal-Ca; y Cal-Ca, se asocian con la proteina blan-
co activindose ésta.

CARACTERISTICAS DE ACTIVACION DE LA
ATPasa{Ca**, Mg**)

Al igual que realizada por diferentes grupos,
en nuestro laboratorio desde ya hace algunos afios
hemos emprendido el estudio de los mecanismos
modulares de la ATPasa-(Ca*, Mg?*) plasmalemal
o bomba de calcio por la molécula de calmodulina.
Esto lo hemos llevado a cabo tanto en la sarcolema

de la célula muscular cardiaca (13) como en la
membrana de eritrocitos humanos (14). La ATPasa

dependiente de Mg?* activada por Ca®* que es la
expresion enzimdtica de la bomba de calcio, es esti-
mulada por Ca?* de dos maneras; a través del sitio
catalftico de la enzima y en el sitio de union al
complejo Cal-Ca**.

En presencia de concentraciones micromolares
de Ca®*, la ATPasa sarcolemal es activada de mane-
ra Optima por calmodulina (fig. 4), esta activacion
esta dada por un aumento en la velocidad méxima
de la enzima asi como en una disminucion en la
Km para calcio en un factor de 20 aproximadamen-
te. Ahora bien, mientras que ya es bien conocida es-
ta activacion de la reaccion de hidrolisis ie ATP
por calmodulina, en nuestro laboratorio por prime-
ra vez fue descrita la activacidon dada por calmodu-
lina de la reaccion inversa del ciclo catalitico de la
ATPasa o recambio ATP/Pi coro reaccion interme-
dia en la sintesis de ATP que cataliza esta ATPasa
(13-14). Por lo tanto, aparentemente la accion ci-
nética de la calmodulina sobre este sistema trans-
portador es la de aumentar la velocidad del ciclo
catalitico en ambas direcciones, hacia la hidroélisis
de ATP y de manera concomitante hacia la sintesis
de este nucle6tido. Dentro de los camtios de con-

18uM
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200uM (reaccion 4).
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Figura 4. Estimulacion de la A TPasa-{Caz"', Mgz"') sarcolemal de
musculo cardiaco por la calmodulina.

formacién postulados en la estructura de la enzima
al activarse y desactivarse estos sistemas, en base a
datos obtenidos mediante pretedlisis controlada
utilizando tripsina, creemos la ATPasa cambia su
conformacién cuando la calmodulina se encuentra
unida a esta (15).

A partir del reconocimiento del papel multifun-
cional de la calmodulina sobre diferentes sistemas
enzimdticos, el estudio de los mecanismos; de in-
teraccion del complejo Cal-Ca®* con las diferentes
enzimas ha cobrado suma importancia. Utilizanco
una preparacién enriquecida de vesiculas de sarco-
lema cardiaco, la figura 5 muestra la unién especi-
fica de '* I-calmodulina utilizando un amplio ran-
go en la concentracion de Ca** del medio. Es posi-
ble apreciar que en nuestras vesiculas el 6ptimo de
unién se obtiene a una concentracién de 1 x 107*
M de calcio, apoyando los datos del requerimiento
de una especie activa Cal + Ca, para obtener el 6p-
timo en capacidad hidrolitica (fig. 4). De manera
interesante, en nuestro laboratorio también hemos
encontrado que un cambio en la hidrofobicidad del
medio, donde la reaccion de unién de la calmoduli-
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Figura 5. Unidn especifica de ("I} - calmodeuling a vesiculas de sarcolema de miisculo cardiaco en funcién de la concentracién libre

de calcio.

na con la enzima se lleva a cabo, aparentemente
altera la afinidad de union del péptido a la mem-
brana, sin que el nimero de sitios de union especi-
ficos saturados sea alterado (fig. 6).

A pesar de que una gran cantidad de efectos del
i6n calcio en las diferentes funciones celulares han
sido explorados en los tltimos 20 afios, los meca-
nismos de accion moleculares de éstos en nuestros
dias empiezan a resolverse. Podemos comentar que
esto filtimo en gran parte es debido a la intensa in-
vestigacidn que se ha realizado con la calmodulina
y otras proteinas que unen al ién calcio.

En relacién con los diferentes aspectos regulado-
res de los diferentes tipos de complejos, muchos
puntos deben ser aliin resueltos para tener el pano-
rama completo. Entre estos puntos podemos men-
cionar a los siguientes:

1) Identificacibn de nuevas proteinas que se
unen con la molécula de calmodulina.

2) Identificacién de nuevos receptores para cal-
cio.

3) Nuevos factores que pudiéran afectar los nive-
les de calcio citopldsmico.

4) Aclaracion de la funcién de las altas concen-
traciones de calmodulina presente en algunos
tejidos.

5) Investigacidon de los factores que regulan la li-
beracion del ion calcio unido a la calmodulina
y sus efectos especificos.

6) Estudio de las probabilidades de que la calmo-
dulina adopte la misma estructura terciaria al
interactuar con diferentes moléculas recepto-
ras.
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Figura 6. Unidn especifica de ( 1251}wcal'nmx:lulz'mz a vesiculas de
sarcolema de miisculo cardiaco en funcion de la concentracion de la
calmodulina utilizando una concentracion de calcio de 100 M.
Medio de reaccitn en ausencia (®) o presencia (O) de 40% dimetil
sulfoxido.

7)  Papel regulador de la calmodulina en la com-
partamentalizacion del i6n calcio en la célula.

La respuesta a estos puntos muy probablemente
apoyardn al conocimiento del papel regulador del
complejo Cal-Ca, que actualmente ya es considera-
do como esencial en la regulacidon del metabolismo
celular.
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