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PROBLEMAS Y SOLUCIONES DEL BEB

En marzo de 1982 se distribuyo el primer
ntmero de nuestra publicacion trimestral. El
editorial que sigue a continuacion da cuenta
de algunos problemas del BEB y de
soluciones, mismas que pudieran ser de
utilidad para quienes aspiren a editar
publicaciones periddicas relativas a difusion
de la ciencia.

Cuando planeamos el primer nimero del
BEB, el optimismo desbordante del Comité
Editorial inicial nos impidi6 vislumbrar los
barruntos de borrasca econémica en la que
nos sumfamos inmisericordemente a nivel
nacional; como consecuencia propusimos el es-
tablecimiento de una publicacion de
distribucion gratuita. No falté quien nos recor-
dara la idea del desaprecio por los bienes o
servicios otorgados gratuitamente; sin embar-
go, procedimos como queda dicho. Hasta este
ntimero se mantiene la decision inicial de dis-
tribuir el BEB a gratuidad; es obvio que uno
de los problemas vividos se refiere a las
limitaciones, los recursos econémicos para
sufragar los gastos de edicién y distribucion
del BEB. Para resolver el problema hemos
contado con 2 tipos de ayuda: el tiempo,
siempre valioso tiempo, de los miembros del

S

Comité Editorial del BEB, y los recursos finan-
cieros de la Universidad Naciona! Auténoma
de México (UNAM) y el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT, México).
Quien se ha distinguido, entre los integrantes
del Comité Editorial, prodigando su tiempo
en aras de la revista es Yolanda Saldaia; ella,
sin regateos, destina un par de horas diarias a
velar por incontables detalles relativos a la
revista. El esfuerzo y dedicacion de Yolanda
no han sido reconocidos ni justipreciados en
su sitio de adscripcion en la Universidad. Una
pequeiia parte del tiempo de trabajo de la
Srita. Alicia Arreguin también esta destinado
al BEB, gracias a la labor persuasiva de
nuestra Coordinadora del Comité Editorial.
Entre los miembros del Comité, unos masy
otros menos, pero todos han cedido generosa-
mente su tiempo y capacidad para mejorar la
publicacién. La contribucién econémica
proporcionada por la UNAM ha provenido de
su Facultad de Medicina y, més reciente-
mente, del Sistema de Universidad Abierta
(SUA). La, en un principio generosa,
aportacion de la Facultad de Medicina se ha
burocratizado y es cada vez mds irregular. La

pasa a la pag. 3
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participacion del SUA, a traves de su Coor-
dinador, el Dr. Eduardo Téllez y Reyes
Retana ha sido el simbolo de oportunidad y la
hidalgufa. Por su parte, el CONACYT; con
decidido interés del Dr. Jestis Guzman Garcia,
nos concedi6é durante tres afios los correspon-
dientes donativos, destinados primordial-
mente a la tipografia y distribucion de la revis-
ta. A todos los que contribuyeron de corazon,
gracias, muchas gracias.

Pero los problemas principales del BEB, a los
ojos del Comité Editorial, se refieren a otros
aspectos: dificultad para publicar los niimeros
en las fechas previstas, falta de comunicacién
con nuestros lectores, uso y utilidad real de Ia
publicacion y una insatisfecha sensacion de
responsabilidad. Como problema menor
tenemos la crénica carencia de editoriales
para el BEB. Unas lineas para cada problema.

La primera condicién para identificar como
seria y profesional una publicacién cientifica
es que aparezca con regularidad y opor-
tunidad, es decir, en las fechas previstas.
Desde hace algunos afos esta condicion no la
ha podido satisfacer el BEB, lo cual constituye
una afrenta para el Comité Editorial. En el
deterioro hemos contribuido en distinto grado
la mayoria de los actores. Asi, ha habido
desidia en la revision oportuna de los trabajos
recibidos, lentitud en la organizacion de los
nimeros, pero sin lugar a dudas, lo que ha
hecho mas lento el trabajo y nos causa mayor
desaliento son los tiempos de impresion:
mientras que en 1982 fueron de 1 semana por
niumero, en 1986 llegaron a 9 meses por
numero. En 1987 iniciamos un sistema
diferente de impresion y esperamos estar al
dfa a fines de 1989. Es importante dejar con-
stancia de que nunca nos han faltado buenos
articulos cientificos para satisfacer holgada-
mente la publicacién del BEB.

Carecemos de algtin tipo de comunicacién con
nuestros lectores por lo que nos resulta par-
ticularmente subjetiva la evaluacion de

nuestro trabajo editorial, y sobre todo, la
utilidad efectiva y real de nuestra publicacidn.
En la preparacién de cada nimero tratamos
de satisfacer plenamente la demanda no
siempre explicita de actualizacién, que
creemos debe existir en muchos de los
profesores que imparten cursos de bioquimica
en centros de ensefianza superior, donde la
actualizacién de los conocimientos de esta
materia no tiene todo el apoyo institucional
deseable. Ni siquiera podemos responder con
certeza si los profesores tienen la inquietud y
la disposicion para actualizar sus conocimien-
tos. Menos podemos asegurar que ¢l BEB
satisface dicha inquietud y disposicion. Las
visitas ocasionales de los profesores de la
provincia mexicana a las oficinas del BEB, en
la UNAM, nos hacen sentir tutiles y satis-
fechos. Pero son los menos y tenemos una mar-
cada predisposicién a dejarnos seducir. Nos
faltan datos sélidos. Nos gustaria oir deman-
das sobre los temas en que desearia adquirir
actualizacién, sobre nuestros errores, sobre la
bondad de los temas analizados, etc.

Otro problema mads se refiere a la respon-
sabilidad del Comité Editorial al calificar los
articulos como adecuados o no adecuados
para su publicacion en el BEB. Es claro que
el procedimiento es ampliamente usado a
nivel internacional; sin embargo, la falta de
tradicion y en ocasiones el alejamiento con
determinados temas nos lleva a tener
razonables dudas sobre un, casi 30%, de
articulos que no aceptamos para su
publicacién.

Por tltimo, la falta de editoriales que nos
dejen satisfechos es también un problema, por
lo que nos permitimos solicitar a nuestros lec-
tores, futuros editoriales que engalanen
nuestra revista.

Nosotros continuaremos trabajando, ojala ten-
gamos respuesta por parte de algunos entusias-
tas lectores de las mas de 1200 revistas que en-
viamos trimestralmente.

Ennque Piria Garza




Leonor Fernandez Rivera Rio

BIOQUIMICA DE LA "EXPLOSION OXIDATIVA" EN EL
MACROFAGO

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. Apartado Postal 70159, México, D.F. 04510

DESARROLLO GENERAL DEL SISTEMA
DE FAGOCITOS MONONUCLEARES

Elie Metchnikoff acuné el término de fago-
citosis para nombrar la capacidad para ingerir
microorganismos presentes en algunas células
de animales resistentes a algunas infecciones; y
de fagocitos a las células capaces de esta fun-
cién.

Hay dos tipos de fagocitos: a) Los leucocitos
polimorfonucleares, que son células circulantes
que emigran hacia los sitios de inflamacién y b)
Los fagocitos mononucleares que se encuen-
tran fijos en los tejidos, o que emigran hacia los
sitios de inflamacion.

El sistema de fagocitos mononucleares estéd
formado por células precursoras; monoblastos,
promonocitos y monocitos que se alojan en la
médula 6sea; los macréfagos que se encuen-
tran en los diferentes tejidos: histiocitos en teji-
do conectivo, macréfagos alveolares en pul-
moén, macréfagos pleurales y peritoneales en
dichas cavidades, células de Kupffer en higado,
osteoclastos en hueso, células microgliales en
sistema nervioso, células sinoviales en las arti-
culaciones y macrofagos tisulares fijos a bazo, a
ganglios linfaticos y a otros tejidos.

Las caracteristicas més importantes de los
macrofagos es su capacidad para fagocitar y la
presencia de receptores Fc en su superficie.
Los fagocitos mononucleares, después de su
desarrollo en la médula 6sea, migran a los teji-
dos a través de la sangre, en donde estin suje-
tos a diferentes sefiales estimuladoras o inhibi-
doras, particularmente en situaciones en las
que la homeostasis esta alterada, tal como su-

cede en la inflamacién. En estas situaciones, se
alteran profundamente la forma, el metabo-
lismo y la fisiologia de estas células. George
Mackaness y colaboradores dieron el nombre
de "Macré6fago Activado” al macréfago grande
capaz de fagocitar y destruir a microorganis-
mos y células neoplésicas.

Los macréfagos activados, tomados de sitios
inflamatorios, presentan caracteristicas dife-
rentes de las de los macréfagos residentes (ma-
crofagos presentes en los tejidos en ausencia
de infeccién), entre las que estdn, el aumento
en su tamafio y en el contenido de hidrolasas
4cidas, aumento de secrecidn de proteasas y de
otras ectoenzimas, aumento en quimiotéxis y
fagocitosis. Conn y colaboradores demostraron
que algunas substancias activas en la superficie
del macréfago inducen muchas de las modifi-
caciones del macréfago inflamatorio.

En los casos en que la inflamacién es media-
da inmunoldgicamente, los macréfagos poseen
la capacidad de procesar y presentar el antige-
no a los linfocitos T, y de destruir células tumo-
rales y pardsitos intracelulares, ademds de las
caracteristicas presentes en los macréfagos ac-
tivados.

Las capacidades de los macrofagos conside-
radas importantes para la maduracién funcio-
nal, se pueden separar en tres categorias:

a) Capacidades intracelulares participantes
en el metabolismo dé¢ la célulay en la degrada-
cién de los materiales endocitados.

b) Capacidades de la superficie celular, ge-
neralmente mediadas por receptores, encarga-



das de reconocer e interaccionar con gran can-
tidad de moléculas del medio externo.

¢) Capacidades secretoras, involucradas en
sintetizar, empacar y secretar gran cantidad de
productos activos intra y extracelularmente.

En este trabajo, se intenta dar una vision pa-
noramica de los sucesos bioquimicos més im-
portantes que ocurren cuando un macrofago es
estimulado y pasa a ser un "macréfago activa-
do".

Durante los Gltimos afios, ha habido gran
cantidad de investigaciones que han permitido
el conocimiento de los mecanismos por medio
de los cuales los fagocitos son capaces de ejer-
cer un papel importante en la defensa del
huésped y en la evolucién del proceso inflama-
torio.

Estas células poseen una maquinaria muy
compleja, localizada tanto en la membrana ce-
lular como en el citoplasma que permite la res-
puesta a diferentes estimulos, lo que se traduce
en movimientos, endocitosis, produccion de ra-
dicales libres de oxigeno y de perdxido de hi-
drégeno, secrecion de enzimas, de factores al-
macenados en organelos intracelulares y de
compuestos recién formados.

La respuesta més impresionante de los fago-
citos al estimulo, es el cambio en el consumo
de oxfgeno (1). Esta respuesta llamada "Explo-
sion Oxidativa" (EO), fué descubierta por Bal-
drige, Gerard y Ado, quienes describieron que
los leucocitos de la sangre aumentan el consu-
mo de oxigeno cuando fagocitan.

Durante los afios 50, se hicieron varias ob-
servaciones fundamentales: la primera de ellas
es que el consumo de oxigeno estimulado por
la fagocitosis se acompafia de un aumento en el
catabolismo de glucosa por la via colateral de
las pentosas (1). La segunda observacion es
que dicho consumo de oxigeno es insensible al
cianuro y a otros inhibidores de la respiracion
mitocondrial.

En 1961 Iyer y colaboradores, demostraron
por medio de un método indirecto, la produc-
ci6n de peréxido de hidrégeno durante la EO.
En 1964, Rossi y su grupo (2) describieron una
oxidasa de piridin nucleétido, méds activa con
NADPH que con NADH, cuya activaci6n es la
responsable de la EO . En 1967 Bahener y Nat-
han (3) y Holmes y colaboradores (4), descu-
brieron que los leucocitos de los pacientes con
granulomatosis crénica, no presentan el feno-
meno de EO durante la fagocitosis. Quie y co-
laboradores demostraron que estos linfocitos
tienen una actividad bactericida defectuosa.
Otro descubrimiento importante fué hecho por
Babior y colaboradores en 1973, quienes pre-
sentaron evidencias de que en la activacion de
los neutréfilos humanos el aumento en la res-
piracién se asocia a la produccion de superodxi-
do (fig. 1) (5).

Todos estos hallazgos, han servido para favo-
recer las investigaciones acerca de los mecanis-
mos bioquimicos de la EO y de su papel biol6-
gico.

CARACTERISTICAS DE LA EXPLOSION
OXIDATIVA

La EO ocurre en todos los fagocitos ya sean
granulocitos, monocitos o macréfagos. La in-
tensidad de la respiracién varia de acuerdo al
tipo de célula, de su estado funcional y a si es
un fagocito residente o activado.

La EO es desencadenada por particulas fa-
gocitables tales como bacterias, virus, materia-
les agregados, restos de células, etc. y por algu-
nos factores solubles como péptidos quimiotéc-
ticos, lectinas, factores del complemento, cal-
cio, ionéforos, leucotrienos, citocalasinas, aci-
dos grasos, detergentes, ésteres de forbol, dia-
cilglicerol, factor activador de las plaquetas y
endotoxinas. Es importante sefalar que el au-
mento en el consumo de oxigeno se inicia
cuando la particula interacciona con la mem-
brana plasmética, continfia mientras ésta es in-
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corporada y cesa cuando la fagocitosis se com-
pleta (5).

La EO se induce también cuando los fagoci-
tos se adhieren a substratos no fagocitables, co-
mo son las superficies cubiertas con complejos
inmunes.

El curso temporal de la EO varia dependien-
do del tipo y la désis del estimulo. En experi-
mentos hechos con neutréfilos de cobayo in-
fectados con Bacillus subtilis Klebanoff y Klark
(contenido en 1) mostraron que en los neutr6-
filos aumentan el catabolismo de la glucosa
e y la liberacién de superdxido y de
agua oxigenada; al mismo tiempo que disminu-
ye la poblacion de bacterias durante los prime-
ros 5 minutos de contacto.

La Tabla I, indica las reacciones que se han
propuesto para explicar la aparicién de iones y
de substancias bactericidas. El primer interme-
diario es el ani6n superéxido (reaccién 1), que
es liberado afuera de la célula, pero adentro de
la vacuola de fagocitosis. En este sitio, la enzi-
ma superdxido dismutasa lo transforma en pe-
roxido de hidrégeno (reaccion 2). Este en pre-
sencia de pequenas cantidades de iones metali-
cos produce iones oxhidrilo (reaccién 3). Otra

posibilidad es la formacién de haluros por la
accién de la mieloperoxidasa (reaccion 4); en
este caso, la especie t6xica que se produce es
probablemente el 4cido hipocloroso.

ENZIMAS QUE INTERVIENEN EN LA
EXPLOSION OXIDATIVA

Actualmente es aceptado que la enzima o
sistema enzimdtico responsable de la EO es la
NADPH oxidasa, enzima que fue descrita por
primera vez en 1964, (citado en 5, 6). Esta en-
zima se localiza en la membrana plasmaética; su
activacion se lleva a cabo Gnicamente en las
porciones de la membrana que son invaginadas
para formar el fagosoma, que es la porcion de
la membrana plasmaética que se invagina y que
envuelve a la particula fagocitada. La activa-
ci6n de esta enzima permite la formacién de
compuestos toxicos derivados del oxigeno, que
son liberados en el sitio y el momento adecua-
dos para la destruccién de los organismos fago-
citados. Las moléculas solubles estimulan a la
NADPH oxidasa en toda la extensién de la
membrana plasmaética.

Las propiedades m4s importantes de esta
enzima son (5,6):

TABLA 1
REACCIONES DE FORMACION DE PRODUCTOS BACTERICIDAS

REACCION

REFERENCIA

1.02 + € — 02
L0 t2H. — - Ho@®
3.Fe?* +H02 — Fe®' +OH + OH
La suma de estas reacciones
O2"+H202 — 02 + OH +0OH
4. H202+CIT —  OCI +H20

Babior y col. (1973)

Waber y Weiss (1934)

Reacciones tomadas de Mc Phail y Snyderman (5).



a) Es completamente inactiva en células en
reposo y es activada cuando éstas son expuestas
a un estimulo adecuado.

b) Cataliza la oxidaci6n del NADPH produ-
cido en la via de las pentosas durante la oxida-
cion de la glucosa 6 fosfato (fig. 1)

¢) La actividad es insensible al cianuro, la
rotenona, la antimicina y el mixothiazol (inhi-
bidores de la respiracién mitocondrial), pero
es sensible a substancias capaces de reaccionar
con grupos SH, como son el paracloromercuri-
benzoato, el azul de cibacrom, el sulfonato de

betafenantrolina y los anélogos del FAD. Se ha
observado que la actividad de esta enzima au-
menta en presencia de los iones calcio y mag-
nesio, y se inhibe en presencia de el EDTA.

d) La actividad se destruye cuando se trata a
las membranas celulares con agentes solubili-
zadores de la membrana celular.

e) Su actividad requiere de ambiente lipidi-
co.

f) Es activada en forma reversible atin cuan-
do no se sabe cial es el mecanismo de su acti-
vacion y desactivacion.

membrana celular.

NADPH FAD QUINON A
RED
NADP FADHMH, QUINON A
ox
Figura 2.

Mecanismo hipotético de la reaccién de la NADPH oxidasa.

EINADPH dona sus cquivalentcs reductores a una flavoproteina y probablemente a una quinona; ésta a un
citocromo b-588. El citocromo b-588 genera cl ion superéxido. Los componentes de este sistema estdn en la

CITOCROMO b-558 ’3
ox

C/ITOCROMO b-558 02
RED




Las caracteristicas mencionadas han hecho
muy dificil el estudio de esta enzima; en la ac-
tualidad se acepta que la oxidasa estd formada
por una flavoproteina, un citocromo b-588 de
bajo potencial eléctrico (Em 7.0 = -245 mV) y
posiblemente algunas quinonas. Se acepta que
estos componentes estin colocados en la mem-
brana celular como una cadena transportadora
de electrones en donde la flavoproteina actia
como NADPH deshidrogenasa y citocromo b
reductasa, posiblemente con la participacién
intermedia de algunas quinonas. El citocromo
b-588, reduce al oxigeno y genera superdxido

(figura 2).

El papel de la flavoproteina fué descubierto
cuando se demostré que la enzima solubilizada
por medio del traiamiento con Triton X-100
aumenta su actividad al aiadir FAD a la mez-
cla de reaccion (6). Otros hallazgos indican que
esta actividad enzimadtica es inhibida por andlo-
gos del FAD como el 5-deaza FAD (7), ademas
el FAD se reduce en las membranas y en los
extractos de membranas tratadas con NADPH
en anaerobiosis. Otra observacion importante
es la presencia de defectos en las flavoprotei-
nas de pacientes con granulomatosis cronica.

Durante los tltimos afios se ha obtenido evi-
dencia de que el citocromo b-558 estd involu-
crado en el sistema de transporte de electrones
de NADPH al oxigeno; el dato més importante
es que el citocromo b-558 se encuentra sola-
mente en las membranas celulares de los fago-
citos y que su sefial optica no se detecta en los
pacientes con granulomatosis crénica (8); este
citocromo tiene un potencial estandar muy ba-
jo (-245 mV) comparado con otros citocromos
b, y parece ser el Gltimo eslabon en esta cadena
oxidativa, ya que se une con mucha facilidad al
monoxido de carbono y cataliza con alta veloci-
dad la oxidacion del oxigeno.

La participacioén de las quinonas en la reac-
cion de NADPH oxidasa, estd atn sujeta a con-
troversia; los datos a favor son los siguientes:

- La ubiquinona se ha aislado de las mem-
branas plasmaticas de los neutréfilos.

- La actividad de la NADPH reductasa es
estimulada por la menadiona y estd acompafia-
da por la formacién de superéxido.

- La ubiquinona y la duroquinona estimulan
el consumo de oxigeno en leucocitos intactos
en presencia de NADPH y de NADH (5,6). Se
ha aislado la ubiquinona de los fagolisosomas
de leucocitos en el momento de fagocitar.

Los datos en contra son: Que la concentra-
cién de quinonas en los neutréfilos es muy baja
y estd asociada a la fraccién mitocondrial (6) ;
Rossi y su grupo han demostrado en una frac-
cién parcialmente purificada y activa de
NADPH oxidasa la ausencia total de quinonas.

MECANISMOS DE ACTIVACION DE LA
NADPH OXIDASA.

Para que la NADPH oxidasa se active tienen
que ocurrir los siguientes pasos que se mues-
tran en la figura 3:

a) Interaccion entre la superficie celular y el
estimulo; este proceso es regulado por la afini-
dad y la cantidad de los receptores, el grado de
ocupacién y la velocidad de ocupacién de los
mismos.

b) La transduccién del estimulo recibido en
la membrana celular, en una senal fisica o qui-
mica intracelular a la que responde la célula.
Los mecanismos de transduccién que se han
descrito son el cambio del potencial de mem-
brana y la formacién de prostaglandinas, hidro-
xidcidos, diacilglicerol y 4cido fosfatidico, au-
mento en el transporte y la concentracién in-
tracelular de calcio, translocacion de la protei-
na quinasa C del citosol a la membrana celular
y aumento de la fosforilacién de proteinas. La
funcion de cada uno de estos cambios se desco-
noce, aiin que se supone que todos tienen co-
mo funcion final a la activacién de la NADPH
oxidasa.
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Figura 3. Regulacién dela actividad de la NADPH oxidasa.

El agente estimulante se pega al receptor. Se produce la activacion de la enzima fosfolipasa C; su accién
sobre el fosfatidil inositol produce la liberacién de inositol y de diacilglicerol; el primero, moviliza calcio

de la membrana celular; el segundo, activa a la enzima proteina quinasa, misma que fosforila y activa a la
NADPH oxidasa.

Fl calcio liberado de la membrana celular, también interviene en la activacion de la NADPH oxidasa.
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Como para muchos casos de respuestas es-
pecificas a receptores membranales en gran
cantidad de células, las sefales extracelulares
en los leucocitos comprenden la activacion y el
recambio de fosfoinositidos (6). Este proceso
tiene lugar con agonistas que actuan como re-
ceptores movilizados por calcio; estos son los
péptidos quimiotacticos, leucotrienos, conca-
navalina A y zimosan opsonizado.

Los agentes estimulantes cuya actividad no
estd asociada a cambios en la concentracion de
calcio citosoélico, tales como los ésteres de for-
bol, el acilglicerol sintético y los asociados a la
sintesis de AMP ciclico, no tienen esta activi-
dad tansductora.

Se propone que la secuencia de eventos en
la transduccion sea la siguiente (fig. 3):

1.- Lainteraccion entre el agente estimulan-
te y el receptor especifico activa a la fosfolipasa
C, (Evento 1, fig. 3).

2.- Esta hidroliza al fosfatidil inositol-4,5-
bifosfato, dando origen a la formacién de ino-
sitol -1,4,5- trifosfato (Evento 2, fig. 3).

3.- Este es responsable de la movilizacién
intracelular de calcio (Evento 3, fig. 3).

4.- En la reaccion catalizada por la fosfoli-
pasa C, también se produce diacilglicerol, que
estimula a la protefna quinasa C (Evento 4, fig.
3).

Hasta ahora existen datos experimentales en
favor y en contra de la relacién entre la activa-
ciéon de la NADPH oxidasa y el recambio de
fosfoinositidos. Entre las relaciones a favor te-
nemos que:

1) El AMP ciclico inhibe la EO y el recam-
bio de fosfoinositidos activados por la incuba-
cién en fMet-Leu-Fen; (Evento S en la figura
3).

2) La interaccion lenta entre los receptores
membranales y péptidos quimiotécticos depri-
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me tanto la EO como el recambio de fosfoino-
sitidos (Evento 6, fig. 3).

Entre la informacién en contra, se tiene que:

1) La activacién del recambio de fosfoinosi-
tidos se lleva a cabo con concentraciones de
péptidos quimiotécticos mucho menores que
las que se necesitan para activar a la EO.

2) Los inhibidores de la movilizacién del
calcio, tales como el EDTA inhiben a la EO,
pero no a la formacién de inositol -1, 4, 5- tri-
fosfato.

3) En los neutréfilos activados con el miris-
tato-acetato de forbol(PMA) (Evento 9, fig. 3),
la EO es potenciada por la fMet-Leu-Fen,
mientras que el recambio de fosfoinositidos
es deprimido.

4) En los neutrdfilos vaciados de calcio e ini-
ciados con el PMA la fMet-Leu-Fen induce la
EO en ausencia del recambio de fosfoinositi-
dos.

5) La fMet-Leu-Fen activa a la EO en forma
independiente del recambio de fosfoinositidos
en los neutréfilos vaciados de calcio e iniciados
con concanavalina A.

Los datos mencionados no apoyan una rela-

cién entre el recambio de fosfoinositidos y la

EO, sin embargo, la activacién de la NADPH
oxidasa se puede llevar a cabo por medio de
diferentes caminos.

El aumento rdpido de las concentraciones
intracelulares de calcio, se debe a un cambio
en la localizacién del calcio que es liberado de
las membranas no mitocondriales al citosol. La
interaccion lenta entre la fMet-Leu-Fen y los
receptores especificos, deprime la magnitud de
la EOy la velocidad de movilizacién del calcio;
estas respuestas a péptidos quimioticticos se
deprimen con inhibidores de la movilizacién
de calcio. Los neutréfilos vaciados de calcio
con menos de 10 nmolas / L no presentan EO
cuando son estimulados por fMet-Leu-Fen.



Algunos reportes mencionan que la EO pue-
de desencadenarse sin que se aumenten las
concentraciones de calcio, por lo que la rela-
ci6n directa entre el aumento de calcio intrace-
lular y la activacién de la NADPH oxidasa no
se observa en todos los casos.

Los datos actuales indican que las concen-
traciones de calcio son importantes para la es-
timulacién de algunos agonistas, pero no son
suficientes per se para explicar la activacion de
la EO, ya que es posible que se necesiten otras
sefiales, como puede ser la secrecién de enzi-
mas liposomales. Hasta ahora, existen reportes
contradictorios acerca de la accién del calcio
sobre la NADPH oxidasa; algunos autores re-
portan una activacion, otros autores sefalan
que el calcio no ejerce influencia en la activi-
dad de esta enzima, e incluso hay reportes de
inactivaciéon de la NADPH oxidasa por el cal-
cio (5,6).

Se sabe ademds que la proteina quinasa C
dependiente de fosfolipidos, desempefa un pa-
pel importante en la transduccién de sefales
(6) . Se ha sugerido que esta proteina participa
decisivamente en algunas funciones del leuco-
cito, incluyendo a la EO. Los datos a favor de
este punto de vista son que:

a) La proteina quinasa C actiia como recep-
tor del PMA el cual es activador de la EO
(Evento 9 fig. 3);

b) el diacilglicerol activa a la proteina quina-
sa Cy estimula a la EO (Evento 4, fig. 3);

c) los 4cidos grasos insaturados estimulan a
la proteina quinasa C en homogenados, y a la
EO en células intactas:

d) la asociacion de fosfolipidos, de diacilgli-
cerol y de ésteres de forbol con la membrana
celular son obligatorios para la activacion de la
proteina quinasa C;

e) el tratamiento de leucocitos con PMA
ocasiona la translocacién y la redistribucion de
la proteina quinasa C;
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f) la EO esta asociada a un incremento de la
fosforilacion de proteinas, y

g) los activadores de la proteina quinasa C
estimulan a la EO, mientras que los inhibido-
res de ésta inhiben a la EO.

Durante los tltimos afios se han obtenido
datos que sugieren que la proteina pegadora de
GTP actiia transmitiendo la senal de los recep-
tores de péptidos quimioticticos ocupados a
las enzimas que hidrolizan a los fosfoinositidos
y asf producen segundos mensajeros (9); lo an-
terior se ha demostrado con la toxina pertusis
que inhibe a la proteina pegadora de GTP, lo
que se traduce en una inhibicién del recambio
de fosfoinositidos y de la EO (Evento 7, fig. 3).
También se ha demostrado que es posible acti-
var a la fosfolipasa C, especifica para fosfoino-
sitidos, por medio de la administracién de ana-
logos del GTP.

Por otro lado, los ésteres de forbol y el dia-
cilglicerol, muestran una actividad inde-
pendiente de la toxina pertusis, ya que en este
caso, la etapa en la que interviene la proteina
pegadora de GTP es saltada.

En el caso de neutréfilos vaciados de calcio y
preincubados con PMA, la toxina de pertusis
inhibe la activacién de la NADPH oxidasa
(Evento 8§, fig. 3) cuando se estimula a los neu-
trofilos con la fMet-Leu-Fen, en los que la EO
tiene lugar independientemente del recambio
de fosfoinositidos. La toxina pertusis no inhibe
la EO producida por la accién de la concanava-
lina A, y tampoco inhibe el recambio de fosfoi-
nositidos y el incremento en las concentracio-
nes de calcio intracelular. Esto indica que esti-
mulos diferentes pueden desencadenar dife-
rentes secuencias de reacciones de transduc-
cién (6).

La estimulacién de la oxidasa del NADPH
es el Gltimo paso en la produccién de la EO ; se
debe tener en cuenta que para que la EO se dé,
es necesario que (5,6): a) se mantenga el esta-
do de activacién por el contacto continuo del



estimulador con su receptor; b) la interaccién
entre el agente quimiotictico o concanavalina
A, o 4cido araquidénico, sea breve, lo que oca-
siona un cambio continuo del estado activo al
inactivo y una respuesta de vida media muy
corta, que puede servir como mecanismo de
control de la respuesta.

Hasta ahora se ignoran las bases moleculares
de la activacion de la NADPH oxidasa; sin em-
bargo, se supone que esta activacién debe con-
sistir en el ensamble de componentes presen-
tes en la membrana celular. También se supone
que la activacién de esta enzima se debe a una
modificacién quimica (acilacién, metilacién,
fosforilacién, etc.), que favorezca un cambio en
la conformacién de la proteina.

Un enfoque experimental que tal vez ayude
a encontrar el mecanismo es la comparacién de
patrones electroforéticos de los extractos de las
membranas celulares obtenidos de los macré-
fagos de enfermos con granulomatosis crénica
y de individuos sanos.

Rossi y colaboradores (6) encontraron que
una proteina extraida de los neutréfilos de cer-
do, que parece ser el complejo de la NADPH
oxidasa, esté fosforilada cuando los macréfagos
de los que se extrajo habian sido estimulados
con el PMA. Gabig y Lefker (10), presentan
datos que indican un acoplamiento entre una
quinona y el citocromo b-558, cuando hay una
fosforilacion; mientras que Cross y colaborado-
res muestran que la reduccién del FAD por
NADPH es més rdpida en la enzima activa que
en la inactiva.

Otro mecanismo de activacién que se ha
propuesto es la translocacién del citocromo b-
558 de los granulos de proteina quinasa o de
flavoproteina.

Una observacién que indica una activacion
por mecanismos diferentes a la fosforilacion es
que la NADPH oxidasa se puede activar en un
sistema de células intactas cuando se le aitaden
detergentes ani6nicos, lo que podria deberse a
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un rearreglo de los componentes de la mem-
brana celular.

Se sabe que la estimulacién secuencial con
estimulos homélogos conduce a una disminu-
cién en la respuesta, debida probablemente a
un decremento en la disponibilidad de recep-
tores libres o a alglin mecanismo adaptativo;
por otro lado, la exposicién previa de los leuco-
citos al estimulante, potencia la respuesta a un
estimulo heter6logo.

De acuerdo con Mc Phail y Snyderman (5),
la oxidasa parece estar regulada a tres niveles
diferentes:

a) Con cualquier estimulo iniciador cuya
dosis sea de por lo menos diez veces menor
que la de iniciacién; este estado de iniciaci6n
puede ser inducido independientemente de la
estimulacién de la oxidasa.

b) Una senal de activacion de la oxidasa por
medio de la fMet-Leu-Fen, que requiere nive-
les de calcio més altos y estd acompafniado de
diseccion de microfilamentos por citocalasina
C; este paso es inhibido por el EGTA o por la
ausencia de citocalasina C.

¢) El curso temporal de la iniciaci6n es dife-
rente al de la activacion; el primero llega a un
méximo entre los 15 y los 30 segundos y tiene
muchos minutos de duracién; mientras que el
nivel activado llega al maximo a los 45 segun-
dos y decae rdpidamente,

El tratamiento prolongado de los macréfa-
gos o de los granulocitos con factores inmuno-
légicos, 0 no - inmunol6gicos como son el ga-
ma interferdn, lipopolisacirido, muramil di-
péptido, Corynebacterium parvum, etc., aumen-
tan la produccién de intermediarios derivados
del oxigeno en respuesta a agonistas o a mate-
rial fagocitable; estos, se acompafian de cam-
bios en las constantes cinéticas de la NADPH
oxidasa.

El fenémeno de inactivacion también pre-
senta algunos problemas; algunos investigado-



res proponen que cuando la EO termina, el
decremento en la actividad de la oxidasa de-
pende de un proceso de inactivacién irre-
versible debido a autodestruccién. Otro crite-
rio es que se trata de un proceso reversible que
cambia a la enzima a su estado inactivo; esta
tltima hip6tesis es la mas probable, ya que el
estado de activaci6n se puede inhibir reversi-
blemente retirando al agonista.

En resumen, se puede decir, que la EO es un
mecanismo presente en las células linfoides
que permite la defensa del huesped mediante
la sintesis controlada de radicales de oxigeno,
que son t6xicos por sf mismos y que se generan

en sitios estratégicos, lo que permite la muerte
y destruccién de organismos nocivos al hués-
ped. El control de la EO, es muy estricto y se
ejerce por varios mecanismos en los que apa-
rentemente intervienen el flujo de calcio, la
proteina quinasa C, el recambio de fosfoinosi-
tidos y la proteina pegadora de GTP. Estos me-
canismos de control son comunes a varias de
las respuestas de las células linfoides e impli-
can diferentes caminos de transduccién de se-
fiales

Otro nivel de control se ejerce sobre la
NADPH oxidasa que aparentemente sufre
cambios conformacionales que regulan su acti-
vidad.
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INTRODUCCION

La importancia bioldgica de los macréfagos
como un medio para combatir las infecciones
causadas por microorganismos, se hizo patente
desde la descripcién hecha por Metchnikoff,
quien observé hacia fines del siglo pasado, que
los fagocitos mononucleares de animales resis-
tentes a cierto tipo de infecciones bacterianas,
poseian una capacidad mayor para ingerir y
destruir bacterias a las cuales los animales eran
resistentes (1).

Es necesario aclarar que el término macrofa-
g0, que es el que se emplea con mayor frecuen-
cia, describe a una gran variedad de células cu-
ya caracteristica principal es la de poseer la ca-
pacidad de ingerir macromoléculas, solubles o
particuladas y presentar a la observacién mi-
croscépica un niicleo nolobulado (mononu-
clear). Por esta tltima particularidad y debido
a que no todas estas células son exactamente
iguales, se designan mejor bajo el rubro de los
fagocitos mononucleares.

Estrictamente hablando, los macréfagos son
células derivadas de la serie monocitica, los
cuales se encuentran libres en los espacios cor-
porales como los alveolos y el peritoneo, asi
como en los tejidos conjuntivos donde reciben
el nombre de histiocitos. Ademds, existen ma-
créfagos fijos en otros tejidos lin‘oides como:
médula 6sea y ganglios linfaticos. Existen tam-
bién otras células derivadas de la misma linea,
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pero que poseen actividades especializadas, co-
mo es el caso de las células de Kupffer localiza-
das en los sinosoides hepaticos, los osteoclastos
en el hueso, las células sinoviales, denomina-
das de tipo A, en las articulaciones o las células
de la microglia en el sistema nervioso.

DIVERSIDAD DE COMPORTAMIENTO
METABOLICO

El estado basal del fagocito mononuclear se
denomina "residente", por encontrarse presen-
te en un tejido determinado, pero sin estar so-
metido a ninglin estimulo agudo en particular.
Durante la inflamaci6n, estas células derivan a
un estado denominado "inflamatorio" o de
"exudado”, aumentando grandemente su capa-
cidad secretoria, principalmente enzimatica. Al
enfrentarse a un estimulo antigénico, los ma-
crofagos primeramente se convierten en ma-
crofagos "excitados” o "competentes”. Lo ante-
rior significa que han sido estimulados de algu-
na manera y son capaces de desencadenar una
respuesta inmune mucho més compleja con la
participacion de otras entidades celulares, asf
como de mediadores solubles.

Otro estadio metabdlico lo representan los
macréfagos "activados”, los cuales fueron des-
critos durante la década de los afos 60 por
Mackannes (2), que al tratar de dilucidar las
bases de la respuesta inmune celular de los pa-
résitos intracelulares, tanto obligatorios como
facultativos, observaron que los macréfagos
aumentaban considerablemente de tamafio,



poseian una mayor adhesividad al vidrio, pre-
sentaban un incremento en el nimero de va-
cuolas intracitopldsmicas y elevaban su capaci-
dad fagocitica. Posteriormente Evans y Ale-
xander, asi como Hibbs y Remington, encon-
traron que los macréfagos en dicho estado eran
sumamente eficientes para destruir células
neoplasicas, empezando desde entonces a defi-
nirse el término "activacién", como una capaci-
dad para mediar efectos antimicrobianos o an-
tineoplésicos. Recientemente esta definicién
ha sido revisada, y se ha propuesto definir el
estado de activacién como: "la modulacion
adecuada de una o varias de las capacidades
del macréfago, de tal suerte que una determi-
nada funcién sea incrementada o aparezca
cuando previamente no existia" (3).

Otra forma diferenciada de los macr6fagos
son las llamadas células epitelioides, las cuales
al parecer derivan de los macréfagos presentes
en el exudado. Estas células muestran una ca-
pacidad fagocitica disminuida, pero presentan
un incremento en el reticulo endopldsmico, lo
cual sugiere una mayor actividad secretoria.

Por otra parte, y atin dentro de un mismo
microambiente, la forma de comportamiento
de estas células es muy diversa. De hecho, re-
cientemente se han realizado varios estudios
tratando de demostrar la heterogeneidad en la
respuesta de diferentes poblaciones macrofagi-
cas, separadas por su comportamiento en gra-
dientes de centrifugacién. Sin embargo, desa-
fortunadamente y hasta el momento, aiin cuan-
do se habla de macré6fagos activadores y/o su-
presores y su funcién esta actualmente siendo
caracterizada, todavia no se dispone de un
marcador relativamente confiable por medio
del cual puedan reconocerse las células especi-
ficas responsables de cada actividad biol6gica
en una mezcla heterogénea, que es como se
presentan en los tejidos.

Es indudable que existe una gran diversidad
de entidades celulares, que son referidas con la
misma denominacion: MACROFAGOS, atin
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cuando sus funciones pueden diferir. En virtud
de lo anterior, consideramos necesario el defi-
nir cuales son las funciones biolégicas adscritas
a estas células.

FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS
MACROFAGOS

A pesar de que estas células fueron descritas
inicialmente por su capacidad fagocitica, este
enfoque ha demostrado ser sumamente limita-
do. En la actualidad se reconoce que el macré-
fago es una de las células mas versitiles que
existen en el organismo. Aunada a su actividad
fagocitica, presenta otras funciones, tales co-
mo: presentacién antigénica, destruccion o ci-
télisis de células tumorales, secrecién de enzi-
mas y mediadores solubles, etc.

Para llevar a cabo su funcién fagocitica, los
macroéfagos requieren de por lo menos tres re-
ceptores membranales: el primero de ellos
consiste en receptores para la regién Fc de di-
ferentes inmunoglobulinas, con distintas afini-
dades para diversos isotipos de las mismas. El
receptor del tipo FcRI reconcce al isotipo
IgG 2A y el Fc RII a los isotipos gamma 1y
gamma 2B. La interaccién de los distintos li-
gandos con cada uno de estos receptores origi-
na respuestas diferentes. Por ejemplo, al ocu-
parse el sitio Fc RI se origina un incremento en
la actividad de la fosfolipasa A2, activindose
posteriormente la cascada de mediadores deri-
vados del 4cido araquidénico. Estas observa-
ciones son importantes ya que demuestran la
capacidad, por parte del macréfago, de respon-
der de una manera especifica y diferente a un
estimulo determinado.

Un segundo receptor importante para la fa-
gocitosis, es el que reconoce a fragmentos de
las protefnas del complemento. Existen dos ti-
pos de receptores para C3, denominados CR-1
y CR-3; aparentemente estos receptores se en-
cuentran siempre presentes durante todo el de-
sarrollo y diferenciaci6n de los macréfagos. No
obstante, los macréfagos residentes son capa-
ces de unir particulas recubiertas con C3, pero



no de ingerirlas; a diferencia de lo que ocurre
con los macréfagos en otros estadios de esti-
mulacién. Otro receptor presente en la mem-
brana de los macré6fagos fagociticos, reconoce
al fragmento C5-A. También se ha demostrado
que la cantidad de estos receptores, varia con
el microambiente en el cual se localizan estas
células, siendo de cuatro a cinco veces mayor
en los macréfagos localizados en el peritoneo.
Adicionalmente se ha demostrado, que su acti-
vacién puede inducir la liberacién de interleu-
cina-1 e iniciar la quimiotaxis. Un tltimo re-
ceptor membranal involucrado en la fagocito-
sis, reconoce a las glicoproteinas que poseen
residuos terminales de manosa, fucosa o N-
acetil-glucosamina. Alin cuando se supone que
su actividad es fijar estructuras glicoproteicas
de las bacterias, se ha encontrado, contradicto-
riamente, que el nimero de receptores se en-
cuentra disminuido en los estadios de activa-
cién (4).

Posterior a la ingestion de particulas o mi-
croorganismos, los macréfagos requieren de-
gradarlos; esto ocurre mediante la fusion del
fagosoma con el lisosoma, que contiene una
gran cantidad de enzimas proteoliticas de natu-
raleza acidica. Un bloqueo a esta nivel, puede
inducir la permanencia de los agentes extrafios
dentro del macrofago, por largos periodos de
tiempo e incluso ocasionar la destruccion del
mismo.

La necesidad de la participacion del macr6-
fago en el desarrollo de la respuesta inmune, se
puso de manifiesto en base a los trabajos de
Mossier (5) y de otros, quienes demostraron
utilizando la técnica de produccién de anti-
cuerpos in vitro, que linfocitos purificados eran
incapaces de ofrecer una respuesta priraria a
eritrocitos de carnero, a menos que se encon-
traran presentes en el cultivo, un cierto nime-
ro de macréfagos. Adn més, era posible culti-
var macréfagos en presencia del antigeno, lavar
posteriormente las células para eliminar el an-
tigeno libre, y al cocultivar estos macréfagos
sensibilizados con linfocitos "virgenes", se po-
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drian obtener anticuerpos especificos contra el
antigeno utilizado. Lo anterior indicaba que el
antigeno deberia de haber sido captado por el
macro6fago, el cual posteriormente habia trans-
mitido una "sefnal" adecuada, para que se lleva-
ra a cabo la produccion de los anticuerpos es-
pecificos. Mossier también demostr la necesi-
dad de la presencia de dos poblaciones diferen-
tes de linfocitos (denominados Ty B), para que
esta respuesta se llevara a cabo.

En otro nimero de este mismo volumen, se
discutir4 con detalle el mecanismo de presen-
taci6n antigénica; por lo que en esta seccion
solo habremos de sefalar, que la ingestién de
grandes macromoléculas por parte de los ma-
crofagos va seguida por un proceso de degrada-
cién y/o modificacion antigénica. Ese proceso
no ha sido del todo aclarado y inicamente se le
ha denominado "procesamiento antigénico".
Sin embargo, si se sabe que se requiere de una
posterior expresion de ciertos fragmentos de
las macromoléculas en la membrana del ma-
cr6fago, en coordinacién con antigenos de his-
tocompatibilidad, y que son necesarios para
poder ser reconocidos por los receptores de las
células T.

Por otra parte, se ha demostrado que algu-
nos antigenos pequeios, o aquellos que son ti-
mo-independientes no requieren de este "pro-
cesamiento”. Sin embargo, estos casos se consi-
deran como excepciones.

Nuevamente consideramos necesario acla-
rar, que si bien en teorfa, todos los macréfagos
son capaces de efectuar esta funcién de presen-
tacion antigénica, incluyendo a las células de
Kupffer, tradicionalmente consideradas como
células cuya funcién principal es la degrada-
cién y la eliminacién total de los antigenos pro-
venientes principalmente del tracto gastroin-
testinal, pero que en condiciones adecuadas in
vitro son capaces de realizar el procesamiento y
la presentacién antigénica, esta funcién no
ocurre en el organismo vivo o lo hace de una
manera minima.Lo mismo sucede con otras



funciones biolégicas en la mayoria de los ma-
crofagos in vivo.

Otra de las funciones principales de los fago-
citos mononucleares, es su capacidad para des-
truir células neopldsicas. Esta actividad se
ejerce a través de varios pasos que son: a) La
unioén de los macréfagos a células tumorales
mediada probablemente por receptores glico-
proteicos, y b) La secrecién de mediadores liti-
cos, como es el caso de la proteasa citolitica,
descrita recientemente, la cual es una serina-
proteasa con un peso molecular de aproxima-
damente 40 000 daltones y que presenta una
gran actividad citolitica (alcanza el 50% de ci-
tolisis a concentraciones tan bajas como 10°
M). Se ha demostrado que esta actividad se
potencia por la presencia de peréxido de hidré-
geno (3).

Otra forma de lograr la lisis tumoral, es me-
diante la unién a células recubiertas de anti-
cuerpos a través de receptores para Fc. Se ha
observado que la unién a FcRI, propicia una
lisis mayor que la unién a Fc¢ RII, atin cuando
se ha demostrado la participacién de las dos
uniones. Posterior a esta unién, se requiere
nuevamente de la liberacién de factores solu-
bles para completar la necrosis.

Se han demostrado dos vias para llevar a ca-
bo esta funcién: a) La llamada VIA CLASICA
y que es la que se ha descrito més ampliamente
y b) Una nueva via denominada EFECTO CI-
TOTOXICO DEPENDIENTE DE ANTI-
CUERPOS (ECDA), la cual depende al pare-
cer, de un isotipo especial de inmunoglobulina
(IgG 2A) y difiere de la VIA CLASICA en que
su tiempo de accién es mucho més lento. En la
primera via se requieren solamente de 4 a 6
horas para completar su actividad, mientras
que para esta tltima se ha estimado un tiempo
aproximado de 1 a 3 dias.

Una dltima funcién de los fagocitos mono-
nucleares a la cual nos referiremos en el pre-
sente trabajo, es su gran capacidad como célula
secretora. Se han demostrado alrededor de
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cien sustancias diferentes que son secretadas
por los macréfagos. Dichas sustancias presen-
tan una amplia gama de pesos moleculares,
que van desde 32 daltones (para el ani6n supe-
roxido), hasta 440 000 (como es el caso de la
fibronectina).

En la Tabla I, se presenta una lista parcial de
los productos liberados por los macréfagos,
siendo éstos tan distintos como: hormonas po-
lipeptidicas, v.gr. : interleucina-1; el factor de
necrosis tumoral o el interfer6n alfa; factores
del complemento e inhibidores de algunos de
ellos; factores de coagulacién; una gran varie-
dad de enzimas; proteinas de la matriz extrace-
lular; inhibidores de proteasas; oligopéptidos y
lipidos bioactivos; hormonas esteroides; pro-
ductos metabélicos de purinas y pirimidinas;
intermediarios del oxigeno y del nitrégeno.

Para hacer atin mé4s interesante y complejo el
estudio de estas células, debemos considerar
que muchos de estos factores solubles libera-
dos, ejercen funciones de autorregulaci6n, inci-
diendo sobre los mismos fagocitos mononu-
cleares, para inducirlos a liberar otra serie de
factores solubles o bien completar otra serie de
funciones mas complejas.

En este sentido podemos considerar el caso
de la interleucina-1, la que como podemos ob-
servar en la Tabla II, se comporta como una
verdadera hormona, ejerciendo su accién no
solamente a nivel de fagocito, sino también so-
bre una gran variedad de células del organis-
mo, propiciando una respuesta general suma-
mente compleja. Por otra parte, factores dife-
rentes pueden producir una respuesta o activi-
dad semejante, o bien potenciar o neutralizar
sus actividades al encontrarse presentes en un
mismo microambiente.

Es por esta funci6n, secretora, que debiera
considerarse a los fagocitos mononucleares, no
tnicamente como células pertenecientes al sis-
tema inmune, sino como verdaderos modula-
dores del organismo. De esta manera, su pre-
sencia en ciertos estadios patolégicos podria



01.
03.
05.
07.

11.
13.

01.
03.

01.
03.
0s.

01.

03.
05.

01.
03.
05.
07.

TABLA 1

PRODUCTOS DE SECRECION DE LOS FAGOCITOS MONONUCLEARES

HORMONAS POLIPEPTIDICAS

Actividades antitromboliticas: inhibidores de 04.

plasmina y del activador.

Factor(es) de crecimiento plaquetarios.
Factores activadores de fibroblastos.

Factor estimulante de colonias para granulocitos y

Factor inductor de monocitopoyesis.
Hormona adrenocorticotrépica.
Factor activador de los neutr6filos.

Via alterna: Factor B, Factor D y properdina.
Fragmentos activos generados por proteasas: C3a,

Interleucina. 02. Factor de necrosis tumoral.
Interferén. 04.
Factores de crecimiento para fibroblastos. 06.
Actividad semejante a insulina. 08. Timosina B4.
Eritropoyetina. 10.
macroéfagos.
Factor potenciador de colonias eritroides. 12.
Endorfina. 14.
. Factor de crecimiento para plasmocitomas. 16.
COMPONENTES DEL COMPLEMENTO
Via clasica: C1, C4, C2, C3y C5. 02.
Inhibidores: inactivador de C3b y 1H. 04.
C3b, C5ay Bb
FACTORES DE COAGULACION
Via intrinseca: IX, X, V y protombina. 02. Via extrinseca: VIL
Actividades de superficie: protombinasa.

Actividades protomboliticas: activador de
plasminégeno.

VARIAS ENZIMAS

Proteasas neutras: activador de plasmindgeno, 02.

colagenasa, elastasa, etc.

Glucosaminidasas: lisozima. 04.

Deaminasas: arginasa.

Lipasas: fosfolipasa A2, de lipoproteina.

Hidrolasas acidicas lisosomales.

OTRAS MACROMOLECULAS Y METABOLITOS

Inhibidores de enzimas y citocinas. 02.
Proteinas acarrcadoras para metales y lipidos. 04.
Lipidos bioactivos. 06.
Productos de purinas y primidinas. 08.
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Proteinas de la matriz extracelular: fibronectina.
Oligopéptidos bioactivos.

Hormonas esteroides.

Intermediarios reactivos de oxigeno y nitr6geno
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TABLA IT

DIVERSIDAD DE ACCIONES METABOLICAS PRODUCIDAS POR LA
INTERLEUCINA-1 Y EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (FNT)

CELULA BLANCO

LINFOCITOS T.
LINFOCITOS B.

CELULAS ASESINAS NATURALES.

FAGOCITOS MONONUCLEARES.

NEUTROFILOS

EOSINOFILOS
CELULAS ENDOTELIALES

FIBROBLASTOS Y SINOVIOCITOS

CONDROCITOS.
OSTEOCLASTOS.
OSTEOBLASTOS.
ADIPOCITOS.
MIOCITOS.

HEPATOCITOS.

ASTROGLIA.

CELULAS MESANGIALES.
ISLOTES PANCREATICOS.
CELULAS TUMORALES.

ACCIONES "IN VIVQ" SIN
LOCALIZACION CIERTA

ACCION PRODUCIDA O MODIFICACION

- Co-mitogénesis, quimiotaxis.
- Co-mitogénesis,expresion de antigenos Ia, quimiotaxis.
- Aumento de Ia citotoxicidad, expresi6n de receptores para IL-2

- Induccién de la capacidad de secreci6n de intermediarios
de oxigeno, actividad microbiana y citotéxica, secrecién de
FNT, IL-1 y tromboxano.

- Degranulacién, liberaci6n de enzimas lisosomales, secrecién
de intermediarios de oxigeno, tromboxano, aumento de
capacidad fagocitica, expresion de receptores membranales
para C3b.

- Citotoxicidad contra esquistosomas.

- Proliferacion, induccion de actividad anticoagulante,
coagulante, disminucién de la sintesis del activador del
plasmindgeno y de la activacién de la proteina C,
produccion del factor activador de plaquetas, PGE;,
prostaciclina, IL-1, factor estimulador de colonias, induccién
de antigenos HLA A y B, adhesién de neutrdfilos ¥ Monocitos.

Aumento en la proliferacién, sintesis de PGE, colagenasa,
interferones gamma -1, gamma -2, inhibidor de proteasa, hialuronat
factor estimulante de colonias, IL-1, expresion de antigenos
HLA Ay B, actividad antiviral.

- Aumento de colagenasa y PGE;.

- Incremento en la proliferacién y reabsorcion de hueso.

- Disminucién de la sintesis de hueso.

- Baja en sintesis de lipoproteina lipasa.

- Ruptura en proteinas, liberacion de PGE3, depolarizacion de
la membrana.

- Liberaci6n de amiloide sérico A y P, factor B del complemento,
haptoglobina alfa -2 macroglobulina, inhibicién de sintesis de
albtimina.

- Aumento en la proliferacién.

- Secrecion de proteasas neutras.

- Citotoxicidad.

- Citotoxicidad.

- Necrosis hemorragica de tumores, aumento en plasma de:
corticosteroides, recambio de aminoécidos, etc.

20



representar, lo mismo una complicacién poten-
cial que una respuesta favorable al organismo.
De hecho, se pueden encontrar en la literatura
reportes contradictorios, apoyando una u otra
de las acciones (6, 7). Sin embargo, deberia to-
marse en consideracién la amplia variedad de
acciones de estas células, para explicar las apa-
rentes contradicciones y concluir, que no es la
presencia de estas entidades celulares la que
determina el curso de una patologia en particu-
lar, sino los estimulos del microambiente en
que se encuentreny que estos a su vez determi-
nan las actividades que las mismas ejercen.

INTERACCION CON FARMACOS

Como ha podido observarse, los fagocitos
mononucleares son células que presentan un
gran namero de actividades bioldgicas las cua-
les intervienen en diferentes aspectos de las
respuesta inmune, tanto a nivel antimicrobiano
como antineoplésico, asi como en distintos de-
sérdenes de tipo inflamatorio y en la regula-
cién de otras estirpes celulares. Siendo tan
pleiotropicas las actividades biolGgicas antes
mencionadas, se ha considerado de suma im-
portancia, el intentar controlar o poder inducir
una o varias de estas funciones para aprove-
charlas como un recursos terapéutico, median-
te el uso de fArmacos.

Sin embargo, lo anterior no ha podido lo-
grarse de un modo adecuado hasta la fecha. Se
ha observado que existen un gran nimero de
sustancias que son toxicas para estas células,
incluyendo algunos antibidticos. No obstante,
no ha sido posible aislar o sintetizar ningtn fér-
maco que ejerza una actividad selectiva sobre
alguna de las miltiples funciones que presen-
tan los fagocitos mononucleares.

Por otra parte, se ha demostrado que existen
farmacos que producen cambios en varias de
estas funciones y que dan por resultado, fené6-
menos globales de supresién o potenciacidn,
tanto in vivo como in vitro. Por ejemplo, los
glucocorticoides inhiben la liberacién de varias
proteasas neutras (activador de plasmin6geno,
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elastasa, colagenasa, etc.), mientras que incre-
mentan otra serie de enzimas (factor B, angio-
tensina convertasa, macrocortina, etc.), ain
cuando su "actividad global" se inclina hacia la
supresion. Es indudable que los macréfagos
no son las tnicas células capaces de responder
a los glucocorticoides, por lo que el efecto ob-
servable in vivo, traduce més bien un complejo
mecanismo de interacciones celulares.

Una sustancia capaz de disminuir la fagoci-
tosis y la adhesividad de los macréfagos in vitro
es el delta-9 tetrahidrocanabinol, cuyo princi-
pio activo ha sido aislado de la marihuana (Ca-
nabis indica). Otros estudios han demostrado
que drogas como la colchicina, son capaces de
inhibir la liberacién de fibronectina y de factor
de crecimiento de fibroblastos (FCF) en ma-
crofagos alveolares. Lo anterior da como resul-
tado una disminucién en la proliferacién fibro-
bléstica, por lo que potencialmente estos com-
puestos podrian ser de utilidad, al menos en un
plano teérico, en el tratamiento y/o control de
ciertas patologias pulmonares fibrosantes. A
nivel experimental la ubiquinona 8, una protei-
na que desempeiia un papel relevante en las
oxidaciones biolégicas tanto mitocondriales co-
mo de la membrana plasmaética, ha demostrado
la propiedad de incrementar la capacidad fago-
citica de los macréfagos, debido principalmen-
te a un aumento en el nimero de receptores
para Fc de IgG. También se ha observado en
estudios in vitro, que diversos estimulos indu-
cen la produccién de proteinas diferentes en
macréfagos peritoneales. Algunas de estas
proteinas han sido asociadas a actividades es-
pecificas; asi, los macr6fagos residentes pre-
sentan un patrén electroforético que difiere en
tres protefnas con el observado en macréfagos
estimulados con proteosa-peptona, tioglicolato
o BCG, respectivamente. Estas proteinas tie-
nen pesos moleculares de 23, 25y 27 kdaltones,
mientras que los macré6fagos estimulados con
proteosa-peptona sintetizan proteinas nuevas
de 52 y 54 kdaltones. Con tioglicolato el patrén
se modifica, apareciendo dos componentes
proteicos de 14 y 28 kdaltones. Finalmente,



con BCG se produce una proteina de 26 kdal-
tones, la cual aparentemente posee actividad
tumoricida (8). El uso de BCG tuvo hasta hace
poco tiempo una amplia difusion, ya que se ha
observado que de alguna manera es capaz de
mejorar clinicamente, aunque de una manera
temporal, a un cierto nimero de pacientes con
tumores como el melanoma.

Utilizando este ultimo enfoque, se han valo-
rado recientemente algunas drogas antineopla-
sicas para determinar su efecto sobre los fago-
citos mononucleares y tratar de relacionarlo
con su eficacia tumoricida. Asi, se ha visto que
la aclacinomicina y el cis-platino aumentan la
actividad de macré6fagos peritoneales murinos
(9). El fluorouracilo y la doxorubicina mostra-
ron también efectos analogos. Algunos deriva-
dos del muramildipéptido, una sustancia pre-
sente en las micobacterias, también han de-
mostrado su capacidad para inducir actividad
tumoricida y lograr una disminuci6n de las me-
téstasis (10). Otras drogas que actualmente se
encuentran en fases iniciales de investigacion,
como es el caso del compuesto O,0,S-trimetil
fosforotriato, han sido capaces de inducir in vi-
tro macr6fagos con actividad supresora (11),

También se ha Buesto de manifiesto el papel
del i6n calcio (Ca“™), en la regulacién de algu-
nas funciones de los fagocitos como la citotoxi-
cidad, lo que ha llevado a probar la efectividad
de algunos agentes que actian sobre los cana-
les de calcio como son la nifedipina y la iono-
micina (1). La dinorfina y otros opioides que
regulan el transporte del Ca” ', incrementan la
actividad tumoricida de estas células (12).

Ademids de los farmacos antes mencionados
y que solamente conforman una parte muy pe-
quena de los intentos efectuados para tratar de
"controlar" algunas de las capacidades de los
fagocitos mononuclares, existen otros que han
sido utilizados solos o en combinacién con los
anteriores, que presentan la capacidad de ser
sustancias "inmunomoduladoras”. Esto es, que
dependiendo de la forma de administracién,
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cantidad del formaco y el estado que guarda el
sistema inmune en un momento determinado,
pueden actuar como "potenciadores” o "supre-
sores" dentro de ciertos limites.

A partir de los trabajos iniciales realizados
por el grupo de Renoux con el levamisol (13),
el entusiasmo inicial por este tipo de medica-
mentos ha tomado su nivel real. Actualmente
no se le considera como la droga capaz de re-
gresar cualquier alteracién inmunolégica a sus
niveles normales, pero si como un firmaco au-
xiliar valioso en combinacién con otras sustan-
cias. Los estudios realizados utilizando levami-
sol en combinacién con BCG para el trata-
miento de melanoma, no dieron los resultados
espectaculares que se esperaban. Sin embargo,
atn cuando los diferentes estudios clinicos re-
velaron una ampliz gama de respuestas (que
era de esperarse, ya que fAirmacos moduladores
como el levamisol, actiian también sobre linfo-
citos B y T, y que estas actividades varian de
acuerdo a la alteracion presente), éstas eran
mds efectivas si el nimero de metéstasis no era
elevado, o bien si los pacientes se trataban en
periodos muy iniciales. Observaciones perso-
nales nos han demostrado que algunos otros
derivados benzimidazdlicos, también presen-
tan actividades sobre los macréfagos (Meben-
dazole: estudios en progreso).

Con el advenimiento de la ingenieria genéti-
ca, algunos de los productos protéicos natura-
les bien pueden ya considerarse actualmente
como férmacos, ya que su produccién a gran
escala permite considerar su uso como agentes
terapéuticos. En este renglén, resulta intere-
sante mencionar al interferén gamma el cual
ha sido empieado recientemente en una gran
variedad de estudios, encontrandose algunos
reportes contradictorios en cuanto a su capaci-
dad para inducir una mayor actividad antibac-
teriana por parte de los macréfagos (14, 15).

Otra sustancia en la que se han puesto gran-
des espectativas en este mismo contexto, es el
factor de necrosis tumoral, el cual es producido



por los fagocitos mononucleares. Sin embargo,
los estudios realizados hasta el momento han
demostrado nuevamente que no se deben es-
perar resultados espectaculares. Si bien es
cierto que esta sustancia disminuye en forma
importante el nimero de metéstasis e incre-
menta la sobrevida de los animales de experi-
mentacién, no elimina por completo la neopla-
sia y diferentes tipos de tumores varian en
cuanto a su susceptibilidad al factor. No obs-
tante, el factor de necrosis tumoral (FNT) es
tal vez la sustancia con actividad antitumorici-
da natural mds potente. Es posible considerar
que si se asocia a otras medidas terapéuticas, al

menos podré contribuir a mejorar las perspec-
tivas de vida de los pacientes.

Lo que se pretende con esta breve revision
sobre 1a acci6n de algunos fdrmacos y sus efec-
tos sobre los fagocitos mononucleares, no in-
tenta de ninguna manera cubrir todos los in-
tentos realizados en este campo. Sin embargo,
esperamos que sirva para ilustrar un poco la
importancia que representa el poder contar
con drogas més especificas, las que nos podrian
ayudar a encauzar todo ese amplio potencial
que representa la presencia y las funciones bio-
légicas de los fagocitos mononucleares en el
organismo.
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PROTEINAS-G: LA INVESTIGACION ACLARA SU PAPEL
EN LA COMUNICACION CELULAR

Rawis, R.L., G-Proteins: Research unravels their role in cell communication, Chem. and Eng. News., 65: (51) 26-39

Este es un excelente articulo que pone al dia
el conocimiento sobre estas importantes pro-
teinas. Subraya su estructuray funcion. El arti-
culo presenta muy bellos esquemas, que facili-
tan la comprensién de las variadas funciones
de estas importantes moléculas.

Las células vivientes, desde los organismos
unicelulares como las bacterias hasta las célu-
las individuales de organismos superiores com-
plejos, incluyendo a los humanos, tienen la ne-
cesidad comiin de sentir su ambiente y respon-
der a él apropiadamente. Las bacterias se mue-
ven hacia su alimento o se alejan del peligro.
En los organismos més complejos, las células
musculares se contraen, las células nerviosas
propagan los impulsos eléctricos y muchos di-
ferentes tipos de células especializadas produ-
cen y secretan proteinas especiales que digie-
ren el alimento, forman tejido conjuntivo o sir-
ven como sefales quimicas para encender o
apagar la actividad de otras células. Ademas, si
las sefales son las adecuadas, muchas células
crecerdn y se dividirdn; en un ambiente dife-
rente detendrdn su crecimiento o multiplica-
cién. Literalmente, miles de seales, usual-
mente quimicas, pueden activar a las células
haciendo que respondan en cientos de formas
diferentes. Mantener todas estas comunicacio-
nes correctamente es una tarea formidable y la
dilucidacién de cémo lo hacen las células es
una de las 4reas principales de investigacion en
la bioquimica contemporédnea. A veces la co-
municacion se equivoca y cuando esto sucede
las consecuencias pueden ser graves. Enferme-
dades importantes como el colera y la tosferi-
na, se cree que son ocasionadas a nivel bioqui-
mico, por la interferencia en las vias de comu-
nicacién celular, lo que dé lugar a que las célu-
las respondan inadecuadamente a su ambiente.
Otras enfermedades graves como la enferme-
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dad maniaco-depresiva y muchas formas de
cancer, empieza a pensarse de ellas que son
consecuencia del malfuncionamiento en la co-
municacién celular.

Al principio de la evolucion, los organismos
unicelulares desarrollaron formas para recono-
cer sefales cruciales en su ambiente y lograron
que esta informacién cruzara sus membranas
celulares e ingersara al interior de la célula.
Estas rutas parecen haberse retenido en los or-
ganismos superiores, como lo asevera Allen M.
Spieggel, bioquimico de los NIH.

Se utilizan por las células, varios sistemas de
informacién genéricos. Todos involucran a un
receptor. Este es el discriminador de sefiales,
capaz de tomar especifica y sensiblemente las
senales del exterior de las células. En un tipo
de sistemas, el receptor estd dentro de la célu-
la. La sefal -una hormona esteroidea como la
cortisona- atraviesa la membrana celular para
unirse a su receptor, lo que dé lugar a un cam-
bio en el material genético de la célula (DNA)
y, consecuentemente cambia en la sintesis de
proteinas especificas. Debido a que los esteroi-
des son moléculas lipofilicas, las hormonas es-
teroides atraviesan ficilmente las membranas
celulares.

En contraste, otras moléculas son hidrofili-
cas y no pueden pasar al través de las membra-
nas celulares. Los receptores para estas molé-
culas estan embebidos en la membrana y la
atraviesan. Cuando una sefal se une al recep-
tor en el exterior de la célula, cambia la confi-
guracion de la moléciila receptora de tal mane-
ra que dispara reacciones posteriores que invo-
lucran la porcién del receptor que esté dentro
de la célula. En una clase de estos receptores
que atraviesan la membrana, los receptores
mismos son enzimas de un tipo llamado "tirosi-



na-cinasas’. Las enzimas de este tipo unen los
grupos fosfato al amino4cido tirosina en ciertas
proteinas clave.

Este es el sistema que se dispara por muchos
factores de crecimiento y por hormonas como
la insulina. Otro tipo de receptores que atra-
viesan la membrana, contienen dentro de él un
canal o tunel que puede dejar pasar cationes
pequefios como Nat o K™ hacia dentro o ha-
cia fuera de la célula. Ordinariamente este ca-
nal se encuentra cerrado pero cuando una mo-
lécula sefial se une a un receptor de este tipo,
el cambio resultante en la configuracién del re-
ceptor abre el canal.

Un cuarto sistema involucra a receptores
que carecen de actividad intrinseca de canales
i6nicos o de enzimas. Estos receptores estdn

acoplados a enzimas por una clase de proteinas
conocidas como "proteinas que se unen a nu-
cledtidos de guanina” o "proteinas G". Los re-
ceptores acoplados a las protefnas G, incluyen
a los de la luz (encontrados en las células de los
bastones de la retina) y las moléculas de men-
sajero como la epinefrina.

En este articulo se describen la estructura y
funcién de las proteinas-G; el sistema del ino-
sitol-fosfato; los sistemas de proteina-G y la
enfermedad maniaco-depresiva; el papel de las
proteinas-G en la visién, terminando con la re-
lacién de estas proteinas-G con el cancer.

Comentado por:

Guillermo Carvajal Sandoval,
Escuela Nacional de Ciencias Biolbgicas.
Politécnico Nacional.

Instituto

and Sons, New York. 1982, Second edition.

TEXTBOOK OF BIOCHEMISTRY WITH CLINICAL
CORRELATIONS

Editado por Thomas M. Devlin. Hahnemann. University School of Medicine. Philadelphia, Pensilvania. John Wiley

El presente es un libro con 26 capitulos, en
donde el primero estd dedicado a la estructura
celular de los eucariotes; del capitulo segundo
al catorceavo se revisan los mecanismos del es-
tudio de las enzimas, la bioenergética, la qui-
mica y el metabolismo de proteinas, carbohi-
dratos y lipidos tanto a nivel de las vias genera-
les como las especiales de cada uno de estos
metabolitos; sus mecanismos de regulacion, asi
como la interrelacion de estas vias. Dos capi-
tulos dedicados a las hormonas, tanto esteroi-
deas como peptidicas y sus receptores involu-
crados. Cinco a la genética, incluyendo las mo-
dificaciones post-transcripcionales y post-tra-
duccionales. En cuatro capitulos més se revisan
las vias metabdlicas particulares presentes en
los diferentes organos o tejidos, el metabo-
lismo del fierro, transporte de gases y regula-
cién de pH; y finalmente en dos capitulos mas
se estudia la nutricién a nivel de macro y mi-
cronutrientes.

Con este contenido, el presente, podria ser
un libro més de Bioquimica; lo que lo torna
diferente es que en cada uno de sus capitulos,
los autores presentan varios casos de la corre-
lacién bioquimica-clinica conectada con el con-
tenido del capitulo, asi como una coleccion de
preguntas y sus respuestas, dando la explica-
cién de la misma.

Con todo esto, en sus 1 000 péaginas el pre-
sente es un libro cuyo nivel es muy satisfacto-
rio, ya que en la mayoria de los casos llega al
fondo de los conceptos, apoydndose en muchas
ocasiones de las figuras copiadas de los articu-
los originales que han aportado datos para ir
construyendo el conocimiento de la Bioquimi-
ca.

Comentado por:

Yolanda Saldaria Balmori
Departamento de Bioquimica. Facultad de Medicina,
UNAM.



INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL
BOLETIN 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. Esta dirigido a profesores y estudiantes
10 especializados, por lo que se sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste a sus
lectores y sea simple, explicita y diddctica. Seran bienvenidas las contribuciones en forma de
articulos de revision y otras comunicaciones. Solicitamos a los autores se ajusten a los
siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

I. ARTICULOS DE REVISION

1)El articulo debera enviarse capturado en cualquiera de los
procesadores de texto "Word" o "Wordstar", sin ningiin
formato, con el texto cargado a la izquierda y con una
extensi6on maxima de 18 mil caracteres, en un disco flexi-
ble de 5%/4 pulgadas de 365 KB. El disco deber4 ir acom-
panado de dos impresiones del articulo en el que deberadn
marcarse en color las palabras o lineas que deben ir en
cursivas o negritas, asi como todas aquellas anotaciones
que desee. En el caso de no tener acceso a estos procesa-
dores de texto, el manuscrito podré enviarse a maquina,
no debe exceder de 12 cuartillas escritas a doble espacio
(27 renglones por cuartilla y 70 golpes por renglon).

2} Debera incluir un resimen de mas o menos 10 renglones
del trabajo que se esta presentando; enseguida escribir
de 3 a 6 palabras clave para ser usadas como cddigo en ¢l
catdlogo internacional.

3) Se aceptardn como maximo 6 figuras o tablas. Las cuales
se entregaran por separado en papel albanene con tinta o
como fotografia brillantes a blanco y negro. La limitacion
en el namero de figuras, tablas y referencias obliga a los
autores a que seleccionen aquellas realmente importan-
tes e informativas. Numere las figuras con nmeros arabi-
gos y las tablas con nimeros romanos. Adicione las leyen-
das y pies de figura en una hoja aparte. Considere que las
figuras y tablas seran reducidas de tamafo, aproximada-
mente a 1/2 & 1/4 de la hoja carta, las letras y nlimeros
mds pequenos no deben ser menores a los 2 mm,

4) Sugerimos un méiximo de 10 referencias tanto especificas
como lecturas recomendadas, numeradas en el texto en
forma progresiva conforme vayan apareciendo. Cada ref-
erencia debe contener: nombre(s) del autor(es), adio en-
tre parentesis, titulo del articulo, nombre de la revista,
volumen a cursiva y el nimero de la primera y ultima
paginas.

Ejemplos:

a) Larkins, B.A,, Pearlmutter, N.L. y Hurkman, W.J.
(1979). The machanism of zein synthesis and deposition
in protein bodies of maize endosperm. En The Plant
Seed. Development, Preservation, and Germination, Edi-
tores: Rubenstein, I., Phillips, R.L., Green, C.E. y Gen-
genbach, B.G. Academic Press. New York. pp. 49-55

b) Miller, C.O. (1982). Cytokinin Modification of Mito-
chondrial Fuction. Plant Physiol, 69. 1274-1277.

5) Evite hasta donde sea posible los pies de péginas. Las
abreviaturas poco comunes utilizadas en el texto deberan
enlistarse en la primera pagina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

1) El tema de las otras comunicaciones puede ser muy varia-
do; desde resimenes de articulos interesantes, relevante
o significativos, informacién de tipo general, bolsa de tra-
bajo, etc.

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

3} El articulo deberd enviarse capturado en cualquiera de
los procesadores de texto "Word" o "Wordstar", sin nin-
giin formato, con el texto cargado a la izquierda y con una
extensién maxima de 6 mil caracteres, en un disco flexible
de 5 1/4 pulgadas de 365 KB. El disco deber4 ir acompa-
fiado de dos impresiones del articulo en el que deberdn
marcase en color las palabras o lineas que deben ir en
cursivas o negritas, asi como todas aquellas anotaciones
que desee. En el caso de no tener acceso a estos procesa-
dores de texto, el manuscrito podri enviarse a maquina,
debe ser de una a cuatro cuartillas de longitud, escrita a
doble espacio (27 renglones por cuartilla y 70 golpes por
linea).

4) Se aceptaran un maximo de dos referencias incluidas en-
tre parentesis en el texto. En casos en que se juzgue nece-
sario se podré incluir una figura o tabla.

Los manuscritos seran leidos por dos revisores, uno
de ellos familiarizado con el tema y el otro ajeno al mis-
mo. Las correcciones y sugerencias se comunicarian al
primer autor.

Envie el diskette y las dos copias de los manuscritos a
la Dra. Yolanda Saldafa de Delgadillo. Boletin de Edu-
cacion Bioquimica, Apdo. Postal 70-381. Delegacién Co-
yoacdn, 04510 México, D.F. o al Dr. Alberto Hamabata,
Departamento de Bioquimica, Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados del IPN, Apdo. Postal 14-740,
07000 México, D.F,, o bien a través del corresponsal del
BEB en su localidad.
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