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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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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).
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K
e

| ]
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€

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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€

e
K3Ca

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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RESUMEN

Los aceptares y donadores de electrones artifi-
ciales son compuestos que efectiian reacciones oxi-
dorreductoras con alglin componente de la cadena
de transporte en el cloroplasto. Los aceptores son
reducidos en algin sitio de la cadena, ya sea a nivel
del fotosistema I o del II clasificindose por eso co-

ACEPTORES Y DONADORES ARTIFICIALES DE
ELECTRONES EN LA CADENA DE TRANSPORTE
DE ELECTRONES DE LA FOTOSINTESIS
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Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica, UNAM 04510, México, D.F.
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mo A, y A, respectivamente. Los donadores artifi-
ciales de electrones son oxidados también en varios
sitios del sistema de transporte, clasificindose de la
misma forma como D; y D,.

Los aceptores o donadores artificiales de electro-
nes que sean ideales deben reunir ciertas caracteris-
ticas para actuar como tales: tener un potencial re-



dox adecuado para poder efectuar una reaccion de
oxidorreduccién con el que va a ser pareja que pue-
de ser algin acarreador natural de la cadena oxido-
rreductora, las propiedades de solubilidad en la
membrana de los tilacoides y lamelas sean adecua-
das para que tenga accesibilidad a tal o cual aca-
rreador natural, otras propiedades de los aceptores
y donadores de electrones artificiales son tamafio
molecular, reactividad quimica, etc. Los estudios
con aceptores artificiales de electrones en la cadena
oxidorreductora de electrones en la fotosintesis ha
generado informacion acerca de la secuencia de los
acarreadores de electrones de la cadena, de las zo-
nas de conservacion de energfa cuando se midieron
segmentos de ella, con el uso de aceptores y dona-
dores de electrones, estos estudios estin aunados al
uso de inhibidores del flujo de electrones. Final-
mente, los aceptores y donadores artificiales>de
electrones ya sean hidrosolubles o liposolubles, han
contribuido a entender la topografia de los acarrea-
dores en la membrana de los tilacoides y lamelas
del cloroplasto .

Las reacciones de transporte de electrones en la
cadena oxidorreductora o reaccién de Hill son de-
pendientes de luz y forman parte de la fotosintesis,
éstas pueden medirse de diferentes formas, ya sea
cuantificando la reduccioén o la disminucién del es-
tado oxidado de los aceptores artificiales por méto-
dos espectrofotométricos o midiendo los cambios
de concentracion de oxigeno que se desprende en
el sistema al fotolizarse el agua.

En sistemas en los cuales la medicion no se pue-
de efectuar de esta forma, como en el flujo ciclico
de electrones, se mide la velocidad de sintesis de
ATP asociada al transporte de electrones.

INTRODUCCION

Los aceptores y donadores artificiales de electro-
nes y los inhibidores artificiales del transporte de
electrones se han utilizado como un modelo bio-
quimico para elucidar los componentes, la secuen-
cia y la topografia de la cadena transportadora de
electrones en membranas biolégicas. El estudio de
los aceptores de electrones en la fotosintesis empe-
26 desde 1937 cuando Robert Hill descubrié que el
sitio donde se capta la radiacién electromagnética
del sol y se transforma en erergia quimica, esta lo-
calizado en los cloroplastos. Ademds, Hill separd
las reacciones llamadas oscuras (ciclo de Calvin,
que se lleva a cabo en la fase acuosa llamada estro-
ma del cloroplasto) de las llamadas reaccicnes lumi-
nosas (reacciones de oxido-reduccién localizadas en
la membrana). Otro de los hallazgos importantes
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del Dr. Hill es que los cloroplastos iluminados des-
prenden oxigeno, aunque sin asimilaciéon de CO,
en presencia de una sal férrica adecuada. Asi, esta
sal férrica fue el primer oxidante artificial utilizado
para el estudio de la fotosintesis. Posteriormente se
descubrieron mds aceptores artificiales de electro-
nes como la para-benzoquinona y las sales de bipiri-
dilio. Finalmente se descubri6 al aceptor natural de
electrones de la cadena oxidorreductora fotosinté-
tica, que es la NADP®, éste es uno de los produc-
tos de la fase luminosa, que finalmente reduce al
CO, para su biosintesis a carbohidratos. Ahora se
sabe que los cloroplastos que aisl6 el Dr. Hill esta-
ban rotos, por lo tanto carentes de las enzimas del
ciclo de Calvin, incapaces asi de reducir al CO, .

En honor a su descubridor, las reacciones de re-
duccién de aceptores naturales y artificiales de elec-
trones por los cloroplastos, se les llama ahora reac-
ciones de Hill y se definen como la fotorreduccion
de un aceptor natural o artificial de electrones a ex-
pensas de la fotooxidacién del agua, a través de la
cadena oxidorreductora, ademds produciéndose
oxigeno, dando la siguiente reaccion:

’ k :
2H, 0 + 2A oxidado ¥ 0, + 2Areducido

CADENA OXIDORREDUCTORA DE TRANS-
PORTE DE ELECTRONES EN LA FOTOSINTE-
SIS

Los datos de la literatura indican que los aca-
rreadores de electrones y los pigmentos cosechado-
res de luz, asi como los complejos proteinas-pig-
mentos cosechadores de luz, estin localizados en
las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Es-
tas reacciones participan en la reduccién fotosinté-
tica del NADP* a expensas de la fotooxidacion del
agua. Fl término de cadena transportadora de elec-
trones se usa para calificar al sistema constituido
por los componentes que catalizan el flujo de elec-
trones desde el nivel del potencial redox del agua
hasta el del NADP*,

En las siguientes figuras se representa la cadena
de transporte de electrones, en forma lineal (fig. 1),
de acuerdo con los potenciales de los acarreadores
o diagrama “Z” (fig. 2) v con su posicidén y la loca-
lizacion de los acarreadores en la membrana (fig. 3).

En la figura 1 podemos observar que los donado-
res (D; y D; )y los aceptores (A; y A, ) de electro-
nes en la reaccion de Hill pueden ser oxidados o re-
ducidos en diferentes puntos de la cadena. Cuando
se usan donadores artificiales (D, ), se puede pres-
cindir del agua como donadora (tabla I a IV).
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Figura I. Cadena oxidorreductora de transporte de electrones aciclico representada en forma lineal. Las lineas punteadas enumerados con
numeros ardbigos indican los sitios de inhibicion de flujo de electrones. Los sitios de acépcion y donacidn de electrones se representan como A, y

A, y D, y D, respectivamente.

La importancia del uso de aceptores, donadores
e inhibidores del flujo de electrones radica en po-
der separar funcionalmente tramos de la cadena,
as{ en el fotosistema II (PS-II) los electrones fluyen
del agua hasta Q o PQ en presencia de inhibidores
que actiien en los sitios 4 o 3 respectivamente, en
combinacién con aceptores artificiales del tipo A; o
A, y donadores artificiales de tipo D, o natural co-
mo el agua. El flujo de electrones en el fotosistema
I (PS-I) se separa inhibiendo el PS-II en el sitio 3
con DCMU o en el 4 con DBMIB, en combinacién
con donadores artificiales del tipo D, y aceptores
artificiales del tipo A; o un aceptor natural como
el NADP*.

De acuerdo con los potenciales redox de los aca-
rreadores electronicos naturales, la cadena se ex-
pande en un rango de aproximadamente +1.0 V
del lado oxidante del PS-11 hasta alrededor de= 0.6
V del lado reductor del PSE: presentando - 0.1 V del
lado reductor del PS-11 v+ 0.45 V del lado oxidan-
te del PS-1. Desde ¢l punto de vista termoedindamico
los valores de los potenciales de fa cadena marcan
los limites de actividad de los compuestos acepto-
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Figura 2. Diagrama “Z”, disposicion de la cadena conforme a los po-
tenciales redox de los acarreadores de electrones.
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res o donadores de electrones, para realizar reaccio-
nes redox. De esta forma, tenemos por ejemplo,
que el PS-I podria reducir compuestos con un po-
tencial mas positivo a — 0.6V y oxidar compuestos
con potenciales mas negativos de +1.0V. Cabe ha-
cer notar que la especificidad de los aceptores o do-
nadores artificiales de electrones por un sitio,
depende de un potencial redox adecuado de estos
compuestos, de modo que formen pareja oxidorreduc-
tora con el acarreador y de otras propiedades fisico-
quimicas como solubilidad, polaridad y reactividad
de estos compuestos.

ACEPTORES DE ELECTRONES

En la reaccidon de Hill, cuando se usa el agua co-
mo donador natural de electrones, el aceptor natu-
ral o artificial de ellos es reducido por los cloroplas-
tos iluminados, concomitantemente a la liberacién
de oxigeno, la cantidad de oxigeno desprendidoes
estequiométricamente igual a la cantidad del acep-
tor natural o artificial reducido,en la reaccion de
Hill. As{ la cantidad de oxigeno desprendido es uti-
lizado para calcular la velocidad del flujo de electro-
nes en la fotosintesis generalmente reportadc como
umoles O, .h*mg! de clorofila. Otra de las formas
de medir estas reacciones es cuantificando los cam-
bios de absorcién del aceptor artificial o natural de
electrones al pasar del estado oxidado al estado re-
ducido. En muchos casos cuando el aceptor artifi-
cial como el metilviolégeno (MV) o paraquat se re-
duce pasa a un estado inestable el cual es oxidado
por el oxigeno del medio recobrando su estado oxi-
dado inicial. La estequiometria de la reduccién del
MV por la cadena de transporte de electrones es di-
ferente a la de la oxidacion del MV reducido
(MVH, ) con el oxigeno del medio: la reduccién de
un mol de aceptor (MV a MVH; ) produce 0.5 mo-
les de oxigeno pcr dos electrones que fluyen en la
cadena y la oxidacién del aceptor artificial reduci-
do (MVH,) reacciona con 1 mol de oxigeno, en
forma global se registra un decremento en la con-
centracién de oxigeno del medio. La reduccion del
aceptor por el cloroplasto es dependiente de la luz,
mientras que la oxidacion del aceptor reducido no
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Figura 3. Esquema de la cadena oxidorreductora de electrones representados de acuerdo a su topologia en la membrana tilacoidal. Los
acarreadores electronicos de la cadena son: complejo enzimdtico que fotoliza al agua; Pgg centro de reaccion del PSII complejo protel-
na-clorofila; Q, aceptor primario de PSII; B y PQ, plastoquinonas; f, citrocromo f; PC, plasticianina; P700, centro de reaccibn del PSI;
X aceptor primario del PSI sulfoferroproteina; fd, ferredoxina; Fp, ferredoxina-NADP -reductasa; PSI, fotosistema I: PSII, fotosistema
II. DCMU, DBMIB.

lo es. Este tipo de reacciones se conocen con el nom-
bre de reacciones de Mehler y pueden representarse
de la siguiente forma:

FHYO 2 A kB 0 AHE O,
cloroplastos
H,0+ 0, Iy = TH,0,
cloroplastos
REDUCCION DE ACEPTORES DE ELECTRO-
NES POR EL FOTOSISTEMA I

La reaccién de Hill a través de la cadena oxido-
mreductora aciclica se puede representar de la si-
guiente manera.

02
2H209-4—ei Fotosistema IT 4=, Fotosistema I
4H"

esta reaccion se puede escribir en forma mds com-
pleta incluyendo los acarreadores electrénicos de la
cadena indicados en la figura 1. Como se recordaré
el ferricianuro fue el primer aceptor artificial de
electrones utilizado por Robert Hill y en la actuali-
dad es uno de los mas frecuentemente usados. La
reduccion del ferricianuro se puede medir indirec-
tamente cuantificando el oxfgeno que se libera en

_.4;°;>A1
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la fotolisis del agua, o directamente detectando el
decremento de la absorbancia a 420 nm que pre-
senta el ferricianuro; finalmente se puede medir
la formacién de un complejo ferricianuro-fenantro-
lina. La reduccién del ferricianuro (sal de Na o K)
por el cloroplasto seria de la siguiente manera.

02 LUz
4[Fe(CN)s]* +2H,0 4[Fe(CN)g I*
cloroplastos
4H‘+ i6n ferrocianuro

i6n ferricianuro

El sitio de reduccidén del ferrocianuro de potasio
en la cadena oxidorreductora es en el lado reductor
del PS-I directamente de X y corresponde a un
aceptor A, (fig. 1) en cloroplastos intactos. El fe-
rricianuro posee un potencial Eb de + 0.42V for-
mando la siguiente pareja redox [Fe (CN)¢1™/
{Fe (CN)¢T?. Aunque termodindmicamente es ca-
paz de aceptar electrones directamente del lado
aceptor del PS-II, no lo hace debido a su alta solu-
bilidad ep agua, permanece en el exterior de la
membrana, siendo asi inaccesible al sitio en que se
encuentran embebidcs en la membrana los acarrea-
dores de electrones Q,B y PQ de tipo A, . La reac-
cién de agua a ferricianuro en PS II es insensible a



inhibidores que actien en el sitio 1 pero se inhibe
con compuestos que bloqueen los sitios 2, 3,4y 5
(fig. 1). La reaccidn de Hill aciclico de agua a ferri-
cianuro cuando acepta electrones a nivel de X estd
acoplada a la sintesis de ATP con una estequiome-

tria de 2 moles de ATP por cada 4 ¢ transporta-
dos y se forma la mitad de ATP cuando acepta
electrones a nivel de PQ o sea cuando actlla como
aceptor artificial de electrones de la clase A, (tablas
1y II).

TABLA 1 ACEPTORES ARTIFICIALES DE ELECTRONES TIPO A; O ACICLICO
NOMBRE POTENCIAL (E(') ) POLARIDAD SENSIBILIDAD A
(en voltios) INHIBIDORES
(ver fig. 1)
FERRICIANURO DE
POTASIO +0.42 HIDROSOLUBLE 2,3,4y5
QUINONAS
ANTRAQUINONA -0.2a LIPOSOLUBLES E 2,3,4y5
NAFTOQUINONAS,etc. *+0.24 HIDROSOLUBLES
VIOLOGENOS o -0.342 LIPOSOLUBLES 2,3,4y5
BIPIRIDILOS a E
-0.656 HIDROSOLUBLES
DIOXATIODIAZOHE- -0.227 LIPOSOLUBLES
TERO a E 2,3,4y5
PENTALENOS -0416 HIDROSOLUBLES
BENZOFUROXANO +0.229 LIPOSOLUBLE 2,3,4y5
0 +H OH
Las quinonas de bajo potencial redox como an-
= s A & R. +2e R
traquinona (Eo = -0.2V) y naftoquinonas alquila- —
das y/o sulfonadas de bajo y alto potencial (Eo = .
-0.22, +0.16 y +0.245V) también son reducidos H308 %% H30S
por el fotosistema [, en el mismo sitio en que lo ha- o ut OH

ce el ferricianuro, dando la siguiente reaccion:

NAFTOQUINONA OXIDADA NAFTOQUINONA REDUCIDA

TABLA II ACEPTORES ARTIFICIALES DE ELECTRONES TIPO A,
NOMBRE POTENCIAL (Eo) POLARIDAD SENSIBILIDAD A
(en voltios) INHIBIDORES
(Ver fig. 1)
FERRICIANURO + 0.42 HIDROSOLUBLE 4y5
DE POTASIO
PARA FENILEN-
DIAMINA (PD) + 0.23 LIPOSOLUBLE 4y5
2,3,5,6 TETRA-
METIL-PARA
FENILENDIAMINA
(DAD) + 0.22 LIPOSOLUBLE 4y5
2,6-DICLOROFE-
NOLINDOFENOL
DCPIP TIPO A, + 022 LIPOSOLUBLE 4y5
SILICOMOLIBDA-
TO DE SODIO =01 HIDROSOLUBLE 5
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La quinona reducida es autooxidable transfirien-
do sus electrones al oxigeno del medio de ensayo
que pasa a radical super6xido el cual dismuta a
H; 0, y O, ; llevando a cabo la reacciér de Mehler.
La reaccion de las quinonas también estd acoplada
a la sintesis de ATP con una estequiometria de 2
moles de ATP por 4 ¢” transportados (tabla I).

Las sales de bipiridilio, como viol6genos, diquat,
triquat o paraquat, se usan frecuentemente para
efectuar la reaccion de Mehler. Estos compuestos
tienen un potencial redox que va desde -0.342 V a
-0.656V, compitiendo por los equivalentes reduc-
tores con la ferredoxina; la reaccién se puede repre-

sentar as{:
OO
Cl- \——CI
PARACUAT PARACUAT
OXIDADO REDUCIDO
DICUAT DlCUAT
OXIDADO SEMIRREDUCIDO

En estos sistemas la velocidad de captacién de
oxigeno y la fotofosforilacién son independientes
de los potenciales de los aceptores, aunque a medi-
da en que el viol6geno tiene un potencial menor, se
requiere mayor concentracion del compuesto para
saturar el sistema. La reduccion de viologenos estd
acoplada a la sintesis de ATP, con una estequiome-
tria de 2 moles de ATP por 4 € transportados (ta-
bla I).

Se ha postulado que la propiedad de aceptar
electrones en competencia con la ferredoxina expli-
ca la accién herbicida de dichos compuestos. Ac-
tualmente se sabe que los viol6genos (o sales de bi-
piridilio) con actividad herbicida necesitan ser esta-
bles al pH fisiologico de la planta y que al ser redu-
cidos se forme un cation, radical en solucion, el
cual es oxidado por el oxfgeno del medio en la
reaccion de Mehler, ademis deben tener bajo po-
tencial en el rango entre -0.35V y -0.45V. Final-
mente la molécula herbicida debe ser compacta.
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Recientemente se ha encontrado que los dioxa-
tiodiazoheteropentalenos actian como aceptores
artificiales de electrones tipo A, a nivel de X del fo-
tosistema I. Los potenciales 6ptimos van entre
-0.227V a -0.416V, estos compuestos al reducirse
forman radicales anionicos en la primera fotorre-
duccibn, los cuales al reaccionar con el oxigeno del
medio en la reacciéon de Mehler probablemente for-
men sl radical superdxido (O - 2) repenerando al
aceptor oxidado: La reaccion probable es:

DIOXATIODIAZA

HETEROPENTALENDS
SEMIRREDUCIDO

1 Z—0

DIOXATIODIAZA
HETEROPENTALENOS
OXIDADO

Los radicales anionicos de estos compuestos poseen
propiedades herbicidas similares a las de los com-
puestos bipiridilios en el mismo rango de concen-
tracion y potencial redox (tabla I).

En nuestro laboratorio se ha encontrado que el
benzofuroxano actia como aceptor artificial de
electrones del fotosistema I tipo A, con un poten-
cial Eb = + 0.229V, pues es sensible a los inhibido-
res de los sitios 2, 3, 4 y 5 (fig. 1) dando la si-

guiente reaccién:
N
Z '\ NOH
0
\N'/ N\NOH
0-BENZODIOXIMA

h
>

1 o
]

BENZOFUROXANO

En este sistema la reduccién del benzofuroxano
es irreversible pues no hay oxidacién de la orto-
benzodioxima por acciéon del oxigeno del medio.
La irreversibilidad de la reaccién se confirmé por
estudios de voltametria ciclica. En la voltametria ci-
clica, el potencial de un pequefio electrodo estacio-
nario se hace variar linealmente con el tiempo em-
pezando desde un potencial donde no hay alguna
reaccion de electrodo y moviéndolo hacia potencia-
les donde aparece la oxidacion o reducciéon del ma-
terial que estd siendo estudiado. Después de cruzar
la region del potencial donde una o més reacciones



de electrodo tiene lugar, la direccién del barrido se
invierte y las reacciones de electrodo de los inter-
mediarios y productos formados durante el barrido
inicial pueden ser detectados.

En una reaccién de oxidorreduccién reversible
la curva de reduccién (voltamograma) es simétrica
o casi simétrica con la de oxidaci6én y la diferencia
de potencial catdédico menos el potencial an6dico
es de aproximadamente 56 milivoltios por cada
electron intercambiado.

En la reacci6én de oxidorreduccioén irreversible
como ha sido el caso de la reacciéon del benzofuro-
xano a orto-benzoquinona se observa solo la curva
de reduccidn, en cambio la curva de oxidacién no
aparece, indicando que es una reacciébn de oxido-
rreduccibn irreversible.

En la reduccion del benzofuroxano por el cloro-
plasto se genera energfa libre para la sintesis de
ATP.

Existen otros aceptores artificiales de electrones
del fotosistema I con propiedades inespecificas co-
mo los derivados de fenolindofenol, sales de tetra-
zolio o rojo de metilo.

Analizando las propiedades de los aceptores de
electrones A; se puede encontrar las siguientes ca-
racteristicas: Todos son reducidos a baja velocidad
en ausencia de fosforilacién, la cual es mayor en
presencia de ADP y Pi o desacoplantes, con excep-
cién del benzofuroxano. El ATP es sintetizado con
una alta eficiencia ya que se obtiene un P/e, mayor
de 1 (P/e, son las moles de ATP que se sintetizan
en el equilibrio durante el flujo de dos electrones
en la cadena oxidorreductora), lo que indica que se
tienen dos zonas de generacién de energia libre pa-
ra la fosforilacion. Una de las caracteristicas que
més llama la atencibn de estos aceptores artificiales
es el amplio rango de potencial que estos presen-
tan, que va desde + 0.42 V para el ferricianuro has-
ta -0.6 V aproximadamente para algunos de los vio-
16genos, comparados con el potencial de -0.55 V
del acarreador electrénico natural X que es el sitio
donde son reducidos los aceptores. De acuerdo con
el caricter hidrofilico e hidrofobico de los acepto-
res artificiales de electrones A, se indica que el la-
do aceptor natural de electrones del fotosistema I
se encuentra localizado en el lado exterior de la su-
perficie de la membrana.

REDUCCION DE ACEPTORES DE ELECTRONES
TIPO A, POR EL FOTOSISTEMA II (PS II).

La reaccion general para los aceptores del PS-I1
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es semejante a la de los aceptores A,, cuando el
flujo de electrones es del agua hasta X.

hy
cloroplastos

2H,0 + 2A 0, + 2AH;

Sin embargo, el flujo de electrones del PS-1I s6lo
utiliza uno de los fotosistemas, la reaccion se repre-
senta asi:

FOTOSISTEMA II A, (0x) + H,0 hy

— FOTOSISTEMA II 2A;H; (red) + O, + 4H*

Las caracteristicas de reduccién de los aceptores
artificiales de electrones del PS-II difieren de los
aceptores artificiales de electrones A; en que son
reducidos a altas velocidades independientemente
de las condiciones fosforilantes, esto es, las veloci-
dades del flujo de electrones en los sistemas no fos-
forilante, fosforilante o desacoplado son iguales y
méximos. La eficiencia de la fotofosforilacion es la
mitad del valor que se tiene comparado con toda la
cadena ya que tiene un P/e, de 0.5 debido a que
sblo esta funcionando el PS II. Esto dltimo sugiere
que soOlo se.tiene un sitio de generacién de ener-
gia libre para la fosforilacion en el tramo de la ca-
dena oxidcrreductora entre agua a PQ. La fotorre-
duccién de los aceptores artificiales de electrones
A; no es sensible a los inhibidores de los sitios
2 v 3 (fig. 1). Los aceptores artificiales de electro-
nes A, son compuestos lipofilicos sugiriendo que
necesitan penetrar en la membrana para reducirse,
ademads los potenciales redox de estos aceptores A,
son positivos como benzoquinonas y para-fenilen-
diaminas y adecuados para formar pareja con el
acarreador electronico natural, PQ. La reaccion re-
dox seria asi:

H 105 <0 o
-2H" e e
— i e e —
F;" R b
+2H +e +e

H +0: CER 0 I 0

HIDROQUINONA BENZOQUINONA
NH, NHj . NH NH
+
= + -H
-g -H P
— ———————— —
@ < < + @ <
+e” +H +e"
+
: NH NH NH, +H° NH
para-FENILENDIAMINA para-FENILENDIIMINA

(PD) REDUCIDO



2,6 DICLOROFENOLINDOFENOL

Podremos distingur diferentes sitios de aceptacion
de electrones del fotosistema II, uno a nivel de la
plastoquinona A, , sistema que es sensible a la inhi-
bicion con DCMU y acoplado a la fosforilacion y
otro a nivel de Q insensible al mismo inhibidor (fig.
1 y tabla II).

Las reacciones de algunos de estos compuestos
son las siguientes:

NH,

NH2 E i NH2 H

ORTOFENILENDIAMINA

NH ..
NH NH
—
-~

ORTOBENZOQUINONADIMINA

cl -ay* cl
- 2e-
HO Iii N=(CH3); — 0 N N-(CH3);
Cl " cl

REDUCIDO OXIDADO

DONADORES DE ELECTRONES

Los donadores artificiales de electrones son com-
puestos reducidos que sustituyen al agua como do-
nador natural de electrones. El primer reductor
descubierto fue el DCPIPH, (diclorofenol-indofe-
nol reducido) el cual restituye el flujo de electrones
en los cloroplastos inhibidos con DCMU. A partir
de este descubrimiento se han desarrollado muchos
compuestos que actiian como donadores de elec-
trones en diversos sitios de la cadena lo que permi-
te estudiar tramos de la cadena oxidorreductora en
combinacion con aceptores artificiales de electro-
nes apropiado, asi como inhibidores del flujo de
electrones especificos. Los donadores de electrones
se han clasificado de acuerdo con el sitio donde ac-
then, asi se les ha llamado donadores del fotosiste-
ma I (D; ) y del fotosistema II (D, ) (tabla I y II).

2,6-DICLOROFENOLINDOFENOL
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DONADORES DE ELECTRONES PARA EL FO-
TOSISTEMA 1.

La reaccion de los donadores de electrones para
el PSIllamado D, puede representarse asi:

D,

[
I
..:.S.,
H; O—FOTOSISTEMA II FOTOSISTEMA I —=- A

1
|

|
INHIBIDOR

Esta reaccion puede medirse indirectamente cuanti-
ficando la reduccién de A, yasea midiendo la espe-
cie reducida, NADPH por ejemplo o midiendo la
disminucién de oxigeno para cuando se utilizan
aceptores reoxidables como los viologenos.

Los donadores de electrones artificiales D, pue-
den subdividirse al menos en 3 grupos, en base a la
sensibilidad de los acarreadores de electrones a
inhibidores especificos: las reacciones de donacién
de electrones insensibles a inhibidores del sitio 2
(fig. 1), en donde el donador cede a nivel de P;q ;
como por ejemplo el 2, 6 diclorofenolindofenol re-

ducido
cl
H
cl
o la metilsulfato de fenacina
H
1
©8©
Y
CH3 _J

vel 23,56 tetrametﬂ-p-fenﬂen diamina reducido
(DAD)

CH3504

CH;  CHj

HaN NH,

CH3 CH3



TABLA I DONADORES ARTIFICIALES DE ELECTRONES TIPO D,

NOMBRE POTENCIAL (Eo) POLARIDAD SENSIBILIDAD A
(en voltios) INHIBIDORES
(Ver fig. 1)

2,6 DICLORQINDO-

FENOL (DCPIP) + 0.22 LIPOSOLUBLE 1,2

2,3,5,6 TETRAMETIL

PARA-FENILENDIA-

MINA (DAD) + 0.22 LIPOSOLUBLE 1.2

TETRAMETIL-PARA-

HIDROQUINONA

(DUROHIDROQUI-

NONA, DHQ) + 0.06 LIPOSOLUBLE 1,2y3

FENAZINA META

SULFATO, PMS + 0.08 HIDROSOLUBLE 1y 2 EN CIERTAS
CONDICIONES
SOLO 2.

Se ha reportado que el sitio de donacién preferente
de estos compuestos es a nivel del tramo de la cade-
na citocromo f/plastocianina (f/PC), aunque a muy
altas concentraciones de estos donadores y con in-

4 FOTONES

POTENCIALES DE OXIDO REDUCCION (VOLTS)
o
O
ot b
{

+.6 — PIGMENTOS
ANTENA
ATP
4e- de
+.8 — 2|;120 @ P680
!— —_——_—— e 0

hibidores que actian a nivel de PC tienen acceso a
P,oo (fig. 1). Por lo que respecta al segundo grupo
de donadores artificiales de electrones (D, ) (tabla
IIT), es en el que la reaccién es sensible a inhibido-

4H*

znapp* | aNappH [217]

4 FOTONES

PIGMENTOS

ANTENA

P700

Figura 4. En este esquema se hace incapié en el transporte de electrones ciclico natural y artificial.
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TABLA IV DONADORES ARTIFICIALES DE ELECTRONES TIPO D,

NOMBRE POTENCIAL (Eo) POLARIDAD SENSIBILIDAD A
(en voltios) INHIBIDORES

(Ver fig. 1)

SEMICARBACIDA — HIDROSOLUBLE 123y4

HIDRACINA + 1.27 HIDROSOLUBLE 123y4

HIDROXILAMINA + 1.42 HIDROSOLUBLE 1,23yv4

ASCORBATO DE

SODIO + 0.6 HIDROSOLUBLE 1,23y 4

FERROCIANURO DE

POTASIO + 042 HIDROSOLUBLE 1,23y 4

YODURO I’ - 0.535 HIDROSOLUBLE 1,23y4

res del sitio 2 de la figura 1 pero no a inhibidores
del sitio 3 debido a que el donador cede a nivel de
citocromo f/plastocianina. En tercer lugar tenemos
reacciones sensibles a inhibidores del sitio 3, pero
insensibles a inhibidores del sitio 4. El sitio de do-
nacion es a nivel de plastoquinona y solo existe re-
portado a la tetrametil-p-hidroquinona (durohidro-
quinona; Eb + 0.06 V, DHQ, Fig. 4).

Los donadores artificiales de electrones D, re-
quieren tres componentes para su reaccibn: un
agente inhibidor que bloquee el flujo de electrones
del fotosistema II; un almacén de electrones que
mantenga constantemente reducido a D, , general-
mente se usa ascorbato de sodio o potasio por un
potencial (Ed = + 0.06 V) y por su poca habilidad
para servir como donador de electrones directa-
mente a la cadena y finalmente un aceptor de elec-
trones A, (fig. 1) del bajo potencial.

Las reacciones en las que interviene un donador
D; que al oxidarse ‘erde un proton en el interior
del espacio tilacoidal y al volverse a reducir toma
otro proton del espacio externo o estroma del clo-
roplasto, puede generar un gradiente de pli en este
proceso y catalizar la fosforilacion del ADP por el
ortofosfato inorganico mediado por CF,. La este-
quiometria es del orden de la mitad comparada con
la de la fosforilacién asociada a toda la cadena oxi-
dorreductora aciclica.

Los donadores D, deben ser liposolubles para
que tengan accesibilidad al PS-I, debido a que el Ia-
do donador de PS I se encuentra localizado hacia el
interior del tilacoide (fig. 3). Los anédlogos hidroso-
Iubles no funcionan como donadores al FS-I a pesar
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de tener un Eb similar al compuesto liposoluble D,
(tabla III).

DONADORES DE ELECTRONES PARA EL FO-
TOSISTEMA II (TABLA 1V)

Los donadores de electrones para el fotosistema
II (D, fig. 1), son compuestos que ceden electrones

a nivel de los componentes de la fot6lisis del agua
hasta Pgy, para esto deben estudiarse en cloroplas-
tos inhibidos con inhibidores del flujo de electro-
nes tipo 5 (fig. 1) ya que bloquean al donador de
electrones natural que es el agua.

Se han descrito muchos donadores artificiales de
electrones D,' como hidroquinonas, benzidinas, se-
micarbazidas, difenilcarbazidas, hidracinas, hid:o-
xilaminas, ascorbato, tetrafenilborato, ferrocianuro y
iones como I~y Mn™. La cuantificacion de la reac-
cion se puede hacer midiendo la reduccién de acep-
tores A;, A; o A; (tablas I y II). Podemos repre-
sentar la reaccién como:

I Dy Ay
i
H,0 -!'—'—'L FOTOSISTEMA II —= FOTOSISTEMA [ —p A,
i
1 i

i 1
INHIBIDOR

Az

S O

INHIBIDOR

Muchas de las reacciones de los donadores D, no
estdn asociadas a la fosforilacién puesto que no
permiten la fot6lisis del agua que contribuye a la
formacién del gradiente electroquimico de proto-
nes, ni en la reaccion de tal donador se produce el
gradiente de pH.



TRANSPORTE CICLICO DE ELECTRONES

Existen algunos compuestos que catalizan un
transporte ciclico de electrones en el cual el com-
puesto reducido se oxida en algiin punto de la ca-
dena actuando como D,, produciendose una espe-
cie oxidada capaz de aceptar electrones en un sitio
posterior a nivel de A, , regenerandose el compues-
to reducido inicial el cual puede iniciar de nuevo el
proceso, haciendo de esta manera ciclico (fig. 4).

Existen muchos donadores D; que al oxidarse
preden funcionar como aceptores A; y pueden
mediar el flujo de electrones ciclicos por el fotosis-
tema I en condiciones controladas. Notese que el
transporte de electrones ciclicos es alrededor de fo-
rosistema I (fig. 4).

El flujo de electrones ciclicos no se puede medir
directamente pues se establece un equilibrio entre
las especies reducidas y oxidadas del catalizador,
pero en este sistema se genera la energia libre para
la sintesis de ATP entonces se mide a través de este
parametro. Los compuestos como la metilsulfato
de fenacina (PMS) y piocianina generan altas velo-
cidades de fotofosforilacién catalizando el trans-
porte de electrones ciclico. Finalmente, que no se
han caracterizado transportes ciclicos de electrones
alrededor del fotosistema II o de toda la cadena sa-
tisfactoriamente.

Como por ejemplo el 2,6 diclorofenolindofenol
oxidado (DCIP) es acarreador ciclico de electrones.

ci
C;QN‘@—OH
cl
o el metil sulfato de fenacina (PMS) oxidado

TGO

y el 2,3,5,6 tetrametil-p-fenilen diamina oxidado
(DAD)

CH3 S04

CH; CHj
HN H
CH;  CHj;
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Se ha reportado que el sitio de donacién prefe-
rente de estos compuestos es a nivel del tramo de la
cadena citocromo f/plastocianina (f/PC, fig. 4),
aunque a muy altas concentraciones de estos dona-
dcres y con inhibidores que actiian a nivel de PC
(fig. 1) tienen acceso a P;g0. Por lo que el segundo
grupo de donadores artificiales de electrones (D, ),
es en el que la reaccidn es sensible a inhibidores del
sitio 2 (fig. 2) pero no a inhibidores del sitio 3, en
donde el donador cede a nivel de citocromo f/plas-
ticianina (fig. 4).

Las reacciones de oxidorreduccién que efectiian
estos donadores son iguales a las descritas arriba,
como cuando donan a nivel de P4, f/PC 0 PQ.

TRANSPORTE DE ELECTRONES PUENTE

Otro tipo de compuestos artificiales que puede
aceptar electrones en algiin punto de la cadena oxi-
dorreductora para cederlas nuevamente a alglin aca-
rreador electronico natural subsiguiente de la cade-
na, desviando el flujo de electrones son los forma-
dores de puente artificial. E1 TMPD es un compues-
to descrito como puente. Las reacciones se repre-
sentan asi:

H O——FOTOSISTEMA II FOTOSISTEMA I—A;

TMPD

TRANSPORTADOR DE
ELECTRONES PUENTE
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ACTA CONSTITUTIVA

En México Distrito Federal siendo las 9:00 horas
del dia 20 del mes de marzo del afio 1986, reuni-
dos en sesion plenaria en la sala de juntas de la Se-
cretaria de Planeacién y Servicios Escolares de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México, los miembros fundadores
del Circulo de Investigacién en Educacién Médica
acordaron constituirse como un grupo auténomo
de trabajo para promover la superacién académica
mediante el estudio, desarrollo y divulgacién de as-
pectos metodoldgicos e investigaciones pedagdgicas
en el drea de ciencias de la salud.

Con el propésito de normar sus actividades, el
grupo aprobd las bases Generales de Organizacion
que se anexan a la presente, y de acuerdo con el in-
ciso 3.2 del capitulo 3 del mismo documento, se
nombré como Presidente del Circulo a la Dra. Ma.
Eugenia Ferndndez Alonso y como Secretario a la
Lic. Ma. del Carmen Osorio Alvarez, para el primer
ciclo de sesiones, en el lapso comprendido del lo.
de julio de 1986 al 30 de junio de 1987.

Para los efectos pertinentes se levanta Ia presente
acta por triplicado, la cual firman de conformidad
los miembros fundadores del circulo.

Dr. Guillermo Alvarez Llera, Lic. Silvia Baum
Wollestein, Dra. Ma. Eugenia Fernindez Alonso,
Dra. Julieta Garcia Medrano, Dr. Alejandro Merca-
do Coria, Lic. Carmen Osorio Alvarez, Dra. lleana
Petra Micu, Dr. Bernardc Pintos Aguilar, Dr. Joa-
quin Reyes Tellez, Dra. Yolanda Saldafia de Delga-
dillo.

Robins, R.K. Synthetic antiviral agents., Special re-
port., Chem & Eng. News., 64: (4) 2840 (1986)
Enero 27.

Los agentes quimicos antivirales estdn asentados
en una nueva era de la medicina moderna, que pue-
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de compararse con la que vi6 el desarrollo de anti-
bibticos para el tratamiento de las infecciones bac-
terianas.

Las enfermedades virales bien definidas incluyen
el resfriado comin, la influenza, 1a bronquitis, la
hepatitis, el herpes, la poliomielitis, las gastroente-
ritis, la rabia, asi como varias de las enfermedades
comunes de la infancia tales como la varicela, el sa-
rampion y las paperas. Ademd4s, a los virus se les ha
involucrado en otras enfermedades, desde la artritis
reumatoide, la diabetes mellitus, la esclerosis multi-
ple y el cincer cervico-uterino hasta la enfermedad
cardiaca congénita, la aterosclerosis y muchas otras
enfermedades degenerativas y cronicas. El sindro-
me de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) tam-
bien es causado por un virus. En el pasado han ocu-
rmido epidemias por virus que causaron muchas
mueries y podrian suceder otra vez. El ejemplo
espectacular mas reciente fue la influenza epidémi-
ca de 1918-1919 que ocasioné 500 millones de ca-
sos y 20 millones de muertes en todo el mundo. La
influenza persiste como una gran amenaza de enfer-
medad y muerte en nuestro mundo, siendo mis se-
ria conforme la edad promedio aumenta. En los
brotes recientes de influenza, del 85 al 90% de los
fallecimientos tuvieron lugar en personas de mas de
65 afios.

En este interesantisimo articulo se describen la
forma de replicacién tanto de los virus con DNA
como los que tienen RNA (retrovirus). As{ mismo,
pueden apreciarse las diferentes moléculas de los
compuestos antivirales que se emplean actualmente
en medicina, como p. ej. los medicamentos activos
contra virus con DNA: 5-lododesoxiuridina, 1a Tri-
fluridina, la Ara-T (Arabinosil-Timina), la Arabino-
sil-Adenina (Ara-A), el Acyclovir (y la forma como
¢éste se convierte en Acyclovir-Trifosfato).

Hay ocho andlogos de la guanosina y de la ade-
nosina que inhiben a los virus con DNA y a los que
tienen RNA. Entre estos se encuentran la 3-desaza-
guanosina, la Rivavirina, la Selenazofurina, etc. Se
explica también cémo la ribavirina se convierte en
ribavirina-trifosfato y compite con los substratos
naturales (GTP y ATP) para inhibir la replicacion
de los virus.



En la parte final se discuten los prometedores
nuevos agentes: Foscarnet (fofonoformato), la
Amantadina y.Rimantadina (activas contra el virus
de la influenza A) y la 3’-Azidotimidina que actiia
contra los retrovirus y en estudios preliminares ac-
tha contra el virus del SIDA: Science., 231: (4745)
1504-1505 (1986) Marzo 28: Yarchoan, R. et. al,

Lancet., I, 575 (1986) ).
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Dr. Guillermo Carvajal S.
Depto. de Bioquimica. ENCB. IPN.
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Monnier, Y.M., Vishwanath, V., Frank, K.E., Ele-
mets, C.A., Dauchot, P. y Kohn, R.R., Relation
between complications of Type I diabetes mellitus
and collagen-linked fluorescence., New Engl. J.
Med., 314 (7) 403408 (1986) Feb. 13.

Las proteinas glicosiladas no-enzimaticamente
forman gradualmente aductos de proteinas fluo-
rescentes con los enlaces cruzados —un proceso de-
nominado “oscurecimiento” (browning)—. La velo-
cidad de esta reaccién aumenta con la concetracion
de glucosa. Por lo tanto, la determinacion de la pre-
sencia de producto de “oscurecimiento’ en las pro-
tefnas de vida-larga deberia de dar informaci6n del
control metabdlico a largo plazo.

Los autores determinan la fluorescencia ligada a
la coldgena, tipica para el “oscurecimiento™ no-
enzimdtico, en especimenes de biopsias de piel de
41 enfermos con diabetes de Tipo I de larga dura-
cion y de 25 testigos. La fluorescencia se correla-
cion6 con la edad y (débilmente) con la duraciéon
de la diabetes. Los valores de fluorescencia ajusta-
dos por la edad promedio, fueron dos veces mads
altos en los sujetos diabéticos que en los testigos
(P < 0.0001) y aumentoé con la severidad de 1a reti-
nopatia, la nefropatia y el endurecimiento arterial
y articular. La correlacién fue significativa para la
retinopatia (r= 0.42; P<0.01); endurecimiento ar-
terial (r = 0.41; P < 0.01); endurecimiento de las
articulaciones (r= 0.34;P< 0.05) y la suma de to-
das las complicaciones (r = 0.47; P < 0.01). La
fluorescencia también se correlaciond con las pre-
siones sistolica (r = 0.42; P < 0.01) y diastélica
(r = 0.36; P < 0.05). Si podemos suponer que la
fluorescencia resulta de un producto de “oscureci-
miento” de la glucosa, nuestros datos sugieren que
hay una correlacion total entre la severidad de las
complicaciones de la diabetes y la hiperglicemia
acumulativa de muchos afios.

Dr. Guillermo Carvajal S.
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas
Instituto Politécnico Nacioral

Veronese, F. di M., Copeland, T.D., Divico, A.L.
Rahman, R., Oroszlan, 8., Gallo, R.C. y Sarngadha-
ran, M.G. Characterization of highly immunogenic
p66/p51 as the reverse transcriptase of HTL V-III/
LAV., SCIENCE., 231: (4743) 1289-1291 (1986)
Marzo 14,

Aproximadamente el 80% de todos los sueros
humanos que reaccionana con antigenos del HTLV-



IT1, el agente etiolégico del sindrome de inmunode-
ficiencia adquirida (SIDA), reconocen bandas de
proteinas de 66 y Slkilodaltones. Se produjo un
hibridoma de ratén que fue especifico para estas
proteinas. La clonacién repetida del hibridoma no
separd las dos reactividades. La p66/p51 se purificd
de lisados del HTLV-III por cromatografia de in-
munoafinidad y se sujet6 a degradaci6én de Edman
(partiendo del extremo amino libre terminal). Se
obtuvieron residuos de aminoécidos individuales en
17 ciclos sucesivos de degradacién. La secuencia
determianda fue una traduccion perfecta de la se-
cuencia nucleotidilica de una porcién del gene pol
del HTLV-IIL

La p66/p51 tuvo actividad de transcriptasa in-
versa y la inmunoglobulina G monoclonal, especifi-
camente suprimié la actividad enzimitica del ex-
tracto viral crudo asf como la de la enzima purifica-
da.

Dr. Guillermo Carvajal S.
Depto. de Bioquimica. ENCB. IPN.

Wang, E., Fishman, D., Liem, RXH. y T.-T. Sun.,
Eds., Intermediate Filaments., Ann. New York
Acad. Sci., 455: (1985) 832 pp. Oct. 31

Los filamentos intermediarios (IF) con los mi-
crotGbulos y los microfilamentos constituyen los
tres principales sistemas de protefnas fibrosas que
se¢ han encontrado por estudios de microscopfa
electrénica, bioquimicos e inmunolégicos, en una
gran variedad de tipos celulares. Los IF tienen un dii-
metro de 810 nm y se les llama as{ porque tienen un
tamafio intermedio entre los microfilamentos (que
aproximadamente son de 6nm, tipo actina) y los mi-
crofilamentos & 15 nm, tipo miosina). Ademds de las
subunidades proteicas que constituyen la columna
vertebral o el corazén de estas fibras citoplismicas
(p. €j. la tubulina en los microtbulos) hay nume-
rosas “proteinas asociadas” que parecen formar
complejos con sus paredes. Estas protefnas asocia-
das se cree estan involucradas en varias funciones,
que incluyen la formacién de enlaces cruzados y la
regulaciéon de la polimerizacion. Se pueden encon-
trar en la literatura numerosos ejemplos de estas
proteinas asociadas que incluyen a mucha de la ac-
tina o proteinas asociadas a los microfilamentos ta-
les como la tropomiosina, la a-actinina, la filamina,
etc. y las protefnas asociadas a los microtibulos
(MAPs) que han sido descritas ampliamente. Re-
cientemente se han descrito protefnas asociadas a
los IF (IFAPs) y la actividad en esta 4rea de estudio
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indudablemente aumentard en intensidad en el fu-
turo cercano.

Cuando se consideran juntos, estos tres sistemas
de fibras y sus protefnas asociadas constituyen una
gran proporcion de las proteinas totales de la célula
que en conjunto se les conoce como el citoesquele-
to o el sistema citoesquelético. Desafortunadamen-
te el término “citoesqueleto” cuando se usa en esta
forma es equivoco porque implica una falta de acti-
vidad dindmica y ademds sugiere que estos tres sis-
temas de proteinas fibrosas son semejantes respec-
to a sus funciones.

Esto, ciertamente no es el caso y es contrario a
hechos bien establecidos que demuestran que los
tres sistemas de fibras citoplasmiticas son clara-
mente diferentes respecto a su organizacion subce-
lular, su relaci6n con diferentes funciones celulares,
sus estabilidades relativas y sus propiedades bioqui-
micas e inmunol6gicas. A pesar de estas considera-
ciones, numerosos estudios bioquimicos y molecu-
lares recientes han enfatizado las asociaciones de
varios componentes celulares (p. ej. ntcleos, ribo-
somas, etc.) con “elementos citoesqueléticos” no
descritos que usualmente se preparan como resi-
duos protéicos insolubles en detergente. Las solucio-
nes usadas para preparar estos ‘‘citoesqueletos’ inso-
lubles en detergente, varian de laboratorio a labora-
torio, especialmente en lo que se refiere a pardme-
tros tales como pH y fuerza i6nica. En la mayoria
de los casos, los componentes més insolubles y por
lo tanto m4s estables presentes en los residuos celu-
lares extraidos con detergente (p. ej. preparaciones
de citoesqueleto) son los filamentos intermediarios
(IF). En realidad, las redes citoplasméticas enteras
de IF se retienen en su posicién normal después de
solubilizar la vasta mayorfa de los constituyentes
citoplasmdticos y nucleares, incluyendo a los mi-
crotibulos y a los microfilamentos. Basados en es-
tas y en otras propiedades bioquimicas y biofisicas
pareceria que los IF son los candidatos m4s proba-
bles para involucrarlos en las funciones de verdade-
ro citoesqueleto. Tales funciones pcdrian incluir la
produccién de la forma celular y su mantenimien-
to, la posicién y distribucién de los organelos inclu-
yendo el nicleo, el mantenimiento de la integridad
de los contactos celulares, etc.

En esta monograffa se presentan 90 contribucio-
nes originales de las que 43 son “in extenso” y el
resto presentaciones en carteles.

Incluyen trabajos sobre la ‘“vimentina”, la ‘“‘des-
mina”, la “keratina”, el “neurocitoesqueleto” y los
“filamentos intermediarios en patologfa”.



Puede complementar o substituir como un ar-
ticulo de divulgacién comprensivo sobre el tema:
“The Intermediate Filament Proteins”, de N.F.
Cooper., Biochem. E., 13: (4) 154-159 (1985) oc-
tubre.

Dr. Guillermo Carvajal S.
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas
Instituto Politécnico Nacional.

Anorexia Nerviosa y Zinc. En: Bruce-Smith, D.
John Jeyes Lecture: Environmental Chemical In-
fluences of Behaviour and Mentation, Chem. Soc.
Revs., 15: 93-123 (1986).

Esta “enfermedad de los delgados™ afecta grave-
mente a aproximadamente 10 000 pacientes en el
Reino Unido, en su mayoria muchachas. Conven-
cionalmente se ve como de origen psicosocial o se-
xual “tocdo en la mente”, ““imagen corporal defec-
tuosa”, “valores de clase media”. Aun el alimento
se ve con simbolismo sexual en siquiatria; pero el
tratamiento psiquidtrico basado en estas teorfas es
notoriamente ineficaz y‘el padecimiento algunas
veces es fatal. En contraste, hemos desarrollado un
tratamiento eficaz basado en el conocimiento de
que aunque la anorexia nerviosa puede involucrar
contribuciones de ciertos factores sociales, el factor
predominante es usualmente quimico: deficiencia
de zinc.
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No dudamos que la reduccion inicial en el consu-
mo de alimento resulte principalmente de factores
sociales tales como la asociacién dominante de la
delgadez con el atractivo sexual. Sin embargo se al-
canza un punto en que el ayuno, como otros
“stresses’”’, paradéjicamente provoca pérdida au-
mentada de zinc en la orina exacerbando asi los
efectos del consumo disminuido. Conforme el zinc
declina, la alteracién de los sentidos dependientes
del zinc, el gusto y el olfato, puede esperarse reduz-
can més el deseo de alimento. La depresién mental,
un conocido sintoma de la deficiencia de zinc, hace
que una situacién mala empeore. Nosotros pensa-
mos que el circulo vicioso se romperia, dando zinc
extra. La otra inevitable deficiencia dietética, nor-
malmente se remediaria automditicamente tan
pronto como los pacientes empezaran a comer nor-
malmente y su depresién mental se abatiera. Este
nuevo enfoque ha resultado muy gratificante en
manos de mis colaboradores médicos: R.L D.
Simpson y D. Latto. La anorexia nerviosa junto
con otros varios estados mentales, depresivos, com-
pulsivos o neurdticos, ahora parecen ser ficilmente
curables proporcionando 15 a 150 mg. de Zn/dia
(66 a 660 mg. de ZnSOQ, - 7H; O) en la mayoria de
los casos en los que se diagnostica la deficiencia de
zinc mediante la “prueba del sabor” (reaccion al
gusto de una solucion al 0.1% de ZnSO, - 7TH, 0).
Si la solucion sabe insipida puede esperarse una res-
puesta positiva a la administracion del zinc. La me-
jorfa es aparente en dias o a veces en horas alin en
pacientes en que la enfermedad ha sido de larga du-
racion.

Dr. Guillermo Carvajal Sandoval
Escuela Nacional de Ciencias Biolbgicas
Instituto Politécnico Nacional



INSTRUCCIONES PARA LOS

COLABORADORES DELBOLETIN

DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divulgacion
de temas interesantes y relevantes en el campo de la
bioquimica y en dreas afines. Estd dirigido a profe-
sores y estudiantes no especializados, por lo que se
sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste
a sus lectores y sea simple explicita y diddctica. Se-
ran bienvenidas las contribuciones en forma de ar-
ticulos de revision y otras comunicaciones. Solicita-
mos a los autores se ajusten a los siguientes linea-
mientos para facilitar la labor editorial.

I. ARTICULOS DE REVISION

1) El manuscrito no debe exceder de 12 cuartillas
escritas a mdquina a doble espacio (27 renglones
por cuartilla y 70 golpes por renglon.)

2) Se aceptardn como mdximo 6 figuras o tablas.
La limitacion en el mimero de figuras, tablas y
referencias obliga a los autores a que seleccionen
aquellas realmente importantes e informativas.
Numere las figuras con niumeros ardbigos y las
tablas con niimeros romanos. Adicione las leyen-
das y pies de figuras en una hoja aparte. Consi-
dere que las figuras y tablas serdn reducidas de
tamario, aproximadamente a 1/2 o 1/4 de la hoja
carta, las letras o nimeros mds pequerios, una
vez hecha la reduccion no deben ser menores a
los 2 mm.

3) Sugerimos un mdximo de 10 referencias tanto
especificas como lecturas recomendadas. Cada
referencia debe contener: nombre(s) del au-
tor(es), afio entre paréntesis, titulo del articulo,
nombre de la revista, volumen a cursiva y el ni-
mero de la primera y ultima pdginas. Ejemplos:

a) Miller, C.0. (1982). Cytokinin Modification
of Mitochondrial Function. Plan Physiol, 69,
1274-1277.

b) Larkins, B.A., Pearlmutter, N.L. y Hurkman,
WJ. (1979). The mechanism of zein synthesis

and deposition in protein bodies of maize en-
dosperm. En The Plant Seed. Development,
Peservation, and Germination, Editores: Ru-
benstein, I., Phillips. R.L., Green, C.E. y Gen-
genbach, B.G. Academic Press. New York.
pp. 49-55.

4) Evite hasta donde sea posible los pies de pdginas.
Las abreviaturas poco comunes utilizadas. en el
texto deberan, enlistarse en la primera pdgina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

1) El tema de las otras comunicaciones puede ser
muy variado; desde resumenes de articulos inte-
resantes, relevantes o significativos, informacion
de tipo general, bolsa de trabajo, etc.

2) El contenido debera ser desarrollado en forma
resumida y de una manera muy explicita.

3) El manuscrito debe ser de una o cuatro cuartillas
de longitud, escritas en mdquina a doble espacio
(27 renglones por cuartilla y 70 golpes por linea).

4) Se aceptardn un mdximo de dos referencias in-
cluidas entre paréntesis en el texto. En casos en
que se juzgue necesario se podrd incluir una figu-
rac tabla.

Los manuscritos serdn leidos por dos revisores,
uno de ellos familiarizado con el tema y el otro ajeno
al mismo. Las correcciones y sugerencias se comuni-
cardn al primer autor.

Envié el original y dos copias de los manuscritos a
la Dra. Yolanda Saldaria de Delgadillo. Departa-
mento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Apdo.
Postal 70-159, Delegacion Coyoacdn, 04510 Méxi-
co, D.F., o al Dr. Alberto Hamabata, Departamento
de Bioquimica, Centro de Investigacion y de Estu-
dios Avanzados del IPN, Apdo. Postal 14-740,
07000 Meéxico, D.F. o bien a través del corresponsal
BEB.
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