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EDITORIAL

EL TRABAJO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA

El trabajo de investigacién representa una
actividad profesional de gran relevancia que,
para cualquier pais en vias de desarrollo,
puede significar por un lado, alcanzar un
grado de crecimiento cientifico elevado y por
otro, sentar las bases para una eventual
independencia tecnoldgica.

Para ello se considera como necesario realizar
siempre un trabajo de investigacién de primera
y mantenerse en la frontera del conocimiento.
Con investigacién de primera me refiero a
aquelia que surge de una pregunta y que
plantea las mejores estrategias para su
resolucion, estrategias que son el resultado de
la creatividad, de la imaginacion y de la
experiencia de los individuos en un campo
determinado. Estrategias que generan
resultados que se van tejiendo poco a poco

para generar nuevas preguntas y la necesidad
de nuevas estrategias para abordarlas y
eventualmente para resolverlas. Con ..
mantenerse en la frontera del conocimiento
quiero decir el disponer de un sistema de
informacién constante, eficiente y oportuno
que permita estar al tanto del avance en el
campo, asi como predecir sus perspectivas y
potencialidades y en su caso, reorientar el
trabajo que se estd desarrollando.

—

La investigacion en México no tiene muchos
anos de haberse iniciado,-al principio
solamente se dirigi6 a generar conocimiento
sobre principios naturales pero sin visualizar
en ello objetivos utilitarios. No fue sino hasta
hace unos 20 afios, que ampli6é sus horizontes
€ incursioné también en el desarrollo de
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EL TRABAJO...

estudios con potencial tecnoldgico, los
cuales de alguna manera llamaron mas la
atencién de diversas administraciones y
organismos de apoyo econémico tanto
nacionales como internacionales. Como
resultado de ello se empezaron a acuiar
términos como “ciencia basica y aplicada”,
“ciencia comprometida y no
comprometida”, producto todos ellos de
principios sustancialmente politicos y
administrativos. En este mismo sentido, los
medios de difusién y las industrias han
jugado también un papel fundamental de
apoyo a la divisién de la investigacién en
“basica y aplicada”. Como resultado de
ello, de alguna manera se ha venido a
distorsionar el concepto y la imagen de la
investigacién misma, ya que entre otras
cosas, se ha visto una actitud de rechazo y
resistencia de muchos investigadores para
abordar temas de interés utilitario por
considerarlos como “ciencia impura” o
“investigacién de segunda”.

La investigacion es y siempre ha sido una
sola que tiene como objetivo principal la
generacién del conocimiento, es decir,
independientemente de sus aplicaciones, el
avance del conocimiento resulta en la mejor
definicion de los fenémenos que persigue.
La investigacién generalmente parte de una
pregunta y con frecuencia resulta en més de
una respuesta y éstas se constituyen a su
vez en la base de otras preguntas. Ademis,

-

dindmica de operacién, el empleo de
modelos de estudio apropiados resulta en
un mejor avance de la misma. En este
sentido no hay una base lo suficientemente
sélida para su separacién en bésica y
aplicada como dos entes de trabajo con
principios y normas diferentes. Si habré que
distinguir entre la ciencia y la tecnologia, al
representar €sta una respuesta a necesidades
particulares. La tecnologia, que hoy en dia
resulta de la aplicacidén de la ciencia, es
bastante més antigua y su desarrollo inicial
giré alrededor de principios empiricos.

La realizacién de actividades cientificas en
un pais en desarrollo como el nuestro,
requiere de la mayor difusién y apoyo
econémico, ya que ademds de generar
conocimientos, que eventualmente pueden
tener una significacién tecnolégica,
representa una alternativa atractiva y valiosa
para la formacién de recursos humanos de
alto nivel académico. Es decir, se constituye
en un excelente modelo para dotar a
nuestros futuros recursos humanos de las
herramientas y estructura de pensamiento
dirigida a la resolucién de problemas.
Recursos humanos asi formados representan
la esperanza de nuestro pueblo, al poder
llenar eventualmente y con materia prima de
excelencia, los cuadros técnicos y cientificos
que se demandan.

Sergio Sdnchez Esquivel
Instituto de Investigaciones Biomédicas,

Universidad Nacional Auténoma de
México

\la experiencia nos ha enseiiado que en su
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RESUMEN

Los procesos morfogenéticos son el resultado
de la diferenciacién de grupos de células en te-
jidos especializados. Durante este proceso ocu-
rre la expresion diferencial de determinados
genes y como consecuencia, la sintesis de protei-
nas especificas. Los nédulos radicales de las
plantas fijadoras del nitrégeno son un modelo
interesante de estudio, ya que en ellos se ha
podido esclarecer muchos procesos morfogené-
ticos: se han detectado proteinas especificas de
estos 6rganos, su sintesis temporal a lo largo del
desarrollo, y los factores que regulan la expre-
sién de los genes que codifican a estas proteinas.
En este trabajo los autores intentan presentar un
panorama general del conocimiento actual de las
proteinas especificas de los nédulos, las nodu-
linas, asi como algunas consideraciones acerca
de su funcién dentro de los tejidos en los que se
sintetizan. .

GLOSARIO

SDS-PAGE - electroforésis en un gel de poliacrilamida en
presencia de agentes desnaturalizantes como el detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS).

2D-PAGE - electroforésis en un gel de poliacrilamida que
se corre en dos dimensiones: en la primera la separaci6n es por
un gradiente de pH hasta que las proteinas alcanzan su punto
isoeléctrico (también se le conoce como enfoque isoeléctrico o
IEF), y en la segunda la separacién es por SDS-PAGE.

c¢DNA - DNA copia que resulta de la transcripcién inversa
que utiliza como molde al RNAm, mediante el uso de la enzima

transcriptasa inversa.

HIDROPATIA - valor de hidrofobicidad que presenta un

residuo de aminodcido en la cadena polipeptidica, de acuerdo
con su naturaleza y con la de los demds residuos que interactian
con él. Un perfil de hidropatia muestra las regiones hidrofébi-
cas e hidrofilicas de una proteina.

GENERALIDADES

Las leguminosas son una familia de plantas
con flores, que tienen la capacidad de fijar el
nitrégeno N, al transformarlo en amonio NH/,
gracias al establecimiento de una relacién sim-
biética con bacterias de los géneros Rhizobium*,
Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium,
que son quienes en realidad llevan a cabo este
proceso de fijacién. Como resultado de dicha
simbiosis, la cual se desarrolla principalmente en
el tejido radical de la planta (aunque también se
presenta en el tallo), se forman unos 6rganos
especializados que se conocen como “nédulos”.
Estas estructuras nodulares son el punto culmi-
nante de la interaccién entre el tejido radical de
la planta y el microorganismo; los fenémenos prin-
cipales que conducen a la formacién del nédulo se
pueden resumir de la siguiente manera (1):

a) Unién de la bacteria a la superficie externa
del pelo radical.

b) Curvamiento del pelo radical.

¢) Formacién del hilo de infeccién, que es por
donde penetran las bacterias al tejido vege-
tal.

d)Rediferenciacién del tejido radical en una
corteza y formacién de un primordio de
nddulo. :

e) Liberacién de las bacterias en el citoplasma
de la célula vegetal y formacién de una
membrana peribacteroidal.

* A lo largo de esta revision se utiliza el género Rhizobium que pertenecen a la familia Rhizobiaceae, para referirse a las bacterias
fijadoras del nitrégeno que forman simbiosis con especies de la familia Leguminosae.



f) Diferenciacién de los rhizobia en bacteroi-
des fijadores del nitrégeno.

La formacién de los nédulos fijadores del
nitrégeno implica la interaccién compleja de una
gran variedad de factores que se sintetizan, de
manera coordinada, por la bacteria y la planta y
que regulan la expresién de genes especificos en
ambos simbiontes. Por parte de la planta, se han
detectado entre 20 y 30 proteinas que se sinte-
tizan exclusivamente en los nddulos radicales,
pero no en raices sin infectar ni en otros tejidos;
se conoce como “nodulinas” a los genes, asi
como a los productos de su expresion, especifi-
cos del tejido nodular. Estas nodulinas se ex-
presan de manera diferencial a lo largo del desa-
rrollo del nédulo, por lo que se les divide en
nodulinas tempranas y tardias (ENOD, de Early
NODulins y LNOD, de Late NODulins respec-
tivamente).

NOMENCLATURA. Las proteinas especificas
de los nédulos pueden ser de origen bacteriano
o de la planta. Se conocen como “bacteroidi-
nas” a las que se codifican por el genoma de los
rhizobia y “nodulinas” a las de origen vegetal,
un tercer grupo son las “simbactinas” que son
aquellas que se encuentran en las células de los
nédulos radicales pero fuera del bacteroide; és-
tas se codifican por el genoma de Rhizobium.

Desde el punto de vista experimental, debido
a que al extraer estas proteinas de los nédulos se
obtienen tanto a las bacteroidinas como a las
nodulinas, se han desarrollado estrategias que
permiten diferenciar a unas de otras; la més
importante de ellas consiste en extraer el RNAm
total, y a partir de él, mediante técnicas estdndar
obtener el RNA poli(A*) caracteristico de las
c€lulas eucariotos, para sintetizar posteriormen-
te in vitro las proteinas correspondientes y de-
tectar a las nodulinas entre ellas.

Ya que la caracterizacién inicial de las
nodulinas se realiza por electroforésis en geles
desnaturalizantes (SDS-PAGE), se designan con
la letra “N” seguida de su peso molecular, de
acuerdo con su migracién en estos geles. Por
ejemplo, la nodulina N45 es una proteina espe-
cifica de los nédulos con un peso molecular de

45 KDa; esta nomenclatura se sustituye por el
nombre adecuado de la proteina, en cuanto se
conoce su funcién. En el caso de que en el né-
dulo se sintetice una forma especifica de alguna
enzima que esté presente en algin otro tejido, el
nombre se antecede con “n”; por ejemplo, la
nodulina N35, que corresponde a la uricasa es-
pecifica de nédulos, se designa como n-uricasa

Q).

TECNICAS DE ESTUDIO

ENSAYOS INMUNOLOGICOS. Estas fueron
las primeras técnicas que se utilizaron para de-
tectar a las proteinas especificas de los nédulos
y consisten en obtener anticuerpos, a partir de
conejos inmunizados, con las fracciones proteicas
del nédulo, para convertirlos, posteriormente, en
antisueros especificos del nédulo, por titulacién
contra las proteinas de raices no infectadas. El
andlisis de inmunodeteccién se realiza mediante
el uso de este ltimo suero con las proteinas del
nédulo, que se separaron previamente por SDS-

PAGE y se transfirieron a filtros de nitrocelulosa
(NC).

Este método presenta las siguientes desventa-
jas: a) la existencia de inmunorreactividad cruza-
da con algunos productos bacterianos que estin
presentes en el extracto inicial; b) la eliminacién
de algunas nodulinas que manifiestan isoenzimas
0 dominios de proteina - epitopos - similares
estructuralmente en el extracto de raices sin in-
fectar; y ¢) la dificultad para detectar proteinas
abundantes que exhiben una capacidad antigénica
baja, 0 las que se encuentran en cantidades pe-
quefnas. Algunos de estos problemas se han
resuelto, al obtener anticuerpos dirigidos contra
proteinas purificadas del nédulo; de esta manera,
ha sido posible obtener antisueros contra la
glutamina sintetasa (GS) de nédulos de frijol, la
uricasa II, la leghemoglobina (LB), y otras mis.

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE TRA-
DUCCION in vitro.” Con el fin de establecer la
contribucién del vegetal en la simbiosis, es nece-
sario utilizar métodos que proporcionen infor-
macién exclusiva de la expresién genética de la
planta en este proceso. Asi, se analizan los
productos de traducci6n in vitro provenientes de
distintas fracciones del RNAm, que se afsla del



nodulo o de la raiz. Se incuba este RNAm en
presencia de un sistema reconstituido y funcio-
nal de sintesis de proteinas tipo eucarioto, por
ejemplo un sistema “libre de células” - como el
lisado de reticulocitos de conejo o el de germen
de trigo - méds aminodcidos (uno de ellos es
radiactivo) y cofactores adecuados. Como re-
sultado se obtienen polipéptidos radiactivos que
son codificados por los RNAm de la planta, y
que se analizan en una placa de autorradiografia,
después de su separacién por SDS-PAGE o
mediante el corrimiento en geles bidimensionales

Figura 1. Autorradiograffa de
los productos de traduccién in
vitro del RNA poli(A+), ais-
lado de diferentes tejidos de
Sesbania rostrata: (a)-raices
sin infectar; (b)-nédulos ra-
dicales de 18 dfas de desa-
rrollo; (c)-tallos sin infectar;
y (d)-n6dulos del tallo de 18
dias de desarrollo. La sepa-
racién de las proteinas fué
por 2D-PAGE. Simbolos:
cuadros, polipéptidos especi-
ficos del nédulo; circulos,
polipéptidos estimulados en
el nédulo; flechas, polipépti-
dos estimulados en la rafz o
el tallo sin infec-tar, en rela-
cién con otros tejidos de la
planta. (Tomado de 3).

WrECOMEMECZ OWUMY

(2D-PAGE). De esta manera es posible detectar
a las proteinas especificas de algin tejido, al
comparar los patrones de corrimiento entre, por
ejemplo, raiz y nédulos, o nddulos radicales y
aquellos que se producen en el tallo de la planta

(Fig 1) (3). ,

Las limitaciones de esta estrategia provienen
de la labilidad que presenta el RNAm bajo cier-
tas condiciones, la escasez de ciertos RNAm y
dado que la traduccidn se realiza generalmente
en presencia de [S*]-Met, el contenido de este



aminodcido en la proteina determina la intensi-
dad de la sefial en la placa fotogréfica, y no
refleja necesariamente su abundancia in vivo.

CLONACION DEL cDNA DE LAS NO-
DULINAS. Otra aproximacién para el estudio
de la expresion de nodulinas es por el andlisis
tipo “Northern”, esto es, por el reconocimiento
de la identidad de los RNAm y las secuencias
genéticas de nodulinas que los codifican. Este
método requiere del uso de sondas de
hibridizacién contra el RNAm que se ha some-
tido a electroforésis; para hacer esto, se requiere
de la construccién de bancos de cDNA a partir
del RNAm poli(A*) de los nédulos, raices u otros
tejidos. [Estos cDNA se clonan en vehiculos
apropiados, como pldsmidos bacterianos y se
seleccionan los individuos, o clonas, que poseen
una secuencia particular, integrada mediante una
hibridizacién diferencial, es decir, se seleccionan
las clonas con el cDNA que hibridiza con el
c¢DNA de los nédulos, pero no con el cDNA de

Meristemo
Zona da infeccion
Zona de simbiosis!
a) temprana
b) tardia
Células infectadas

Haces vascularas del
néduio

Corteza interna
Endodermis
Corteza externa
Zona de senecencia

UNION

raices sin infectar, o con el de otros tejidos (4).

PLANTAS TRANSGENICAS. Estas técnicas
son de gran ayuda en el entendimiento de la
organizacion genética y de la regulacién de los
genes de las nodulinas, aunque se han estudiado
con detalle otros sistemas genéticos mediante
esta herramienta. Las plantas transgénicas se
generan por la infeccién de la bacteria Agrobac-
terium tumefaciens en una planta huésped deter-
minada, generalmente el tabaco (Nicotiana taba-
cum), en donde la bacteria puede transferir parte
de su DNA a la planta receptora mediante el
plésmido Ti. Este pldsmido se ha manipulado
genéticamente, de tal manera que, se puede uti-
lizar como un vector general para transferir ge-
nes de interés a plantas especificas (5). Con base
en este sistema ha sido posible transformar plan-
tas de Lofus corniculatus (pata de pijaro) con
genes quiméricos de las nodulinas, es decir, fu-
siones génicas de la secuencia de interés con
genes cuya actividad se puede seguir colorimé-

LEGHEMOGLOBINA

FIJACION

&)

SENECENCIA

Figura 2. Representacién general de los eventos que conducen a la formacién del nédulo, y la expresién de algunas nodulinas
tempranas y tardias. Recuadro: principales tejidos que forman al nédulo radical. (Modificado de 1).



tricamente B-Galactosidasa, (B-Gal) Cloranfeni-col
Acetil Transferasa, (CAT); Glucuronidasa, (Gus),
entre otros; asi, ha sido posible estudiar los elemen-
tos genéticos de control que actiian en forma cis
(sobre la misma cadena del DNA) y los factores
que actiian en trans (proteinas que se unen al DNA)

(6), y su expresién en diversos tejidos de la planta.

CLASIFICACION. Se ha observado que el pro-
grama de desarrollo del nédulo, desde el reco-
nocimiento de la bacteria por el tejido radical,
hasta su formacién completa, se caracteriza cla-
ramente por la expresién de dos grupos de
nodulinas (1): a)-las nodulinas tempranas o
ENOD, que se expresan durante el proceso de
infeccién, a lo largo de la morfogénesis del
nédulo, y se les encuentra especificamente en la
porcién no infectada de este 6rgano, que incluye
a la corteza; y b)-las nodulinas tardias o LNOD,
cuya expresién se detecta alrededor del inicio
del proceso de la fijacién del nitrégeno, lo cual
ocurre cerca del dia 11 después de la inoculacién
de plantas como el frijol o la soya, y se les
encuentra con mayor abundancia en las células
infectadas de la planta (7). En el recuadro de la
figura 2 se ilustran los tejidos que forman al
nédulo radical. Entre las nodulinas tempranas
que mejor se han estudiado, se encuentran las
especificas de los pelos radicales, o proteinas
RH (de “Root Hair”), la ENOD2, ENOD13,
ENODS55, N75, N75' y N38; y entre las tardias,
se encuentran la Lb, la uricasa II (N35), la
subunidad gamma de la glutamino sintetasa (n-
GS) y la N45, entre otras (Fig 2). En la siguien-
te seccién se hablard con mayor detalle de algu-
nas de ellas. En la figura 3 se muestra la expre-
sién diferencial de estas nodulinas durante el
desarrollo del nédulo, y su distribucién en célu-
las infectadas y no infectadas.

Ademés de las 20 a 30 nodulinas que se han
detectado gracias a estos estudios, que comprenden
el analisis de los productos de traduccién in vitro
por 2D-PAGE, también ha sido posible encoritrar
proteinas especificas de la raiz, y otras cuya sintesis
se estimula durante el proceso de rediferenciacién
de 1a rafz en nédulo (Fig 3A), asi como aquellas
nodulinas que se encuentran en los diferentes tipos
de células y tejidos que forman estas estructuras
especializadas (Fig 3B) (7).
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Figura 3. Expresi6n de los genes de nodulinas en la soya. (A),
durante el desarrollo del nédulo, de 7 a 21 dias; R7, raiz sin
infectar. (B), en protoplastos de células infectadas, CI; no
infectadas, CNI, y en la corteza, CO, en comparacién con
nodulos totales de 27 dias de desarrollo, N. Las columnas se
refieren a porciones especificas de los geles después de la
separacién de las proteinas por 2D-PAGE. (Tomado de 7)

PRINCIPALES NODULINAS
NODULINAS TEMPRANAS:

a) Proteinas especificas de los pelos radicales
(RH). Estas proteinas se encuentran en la su-
perficie externa de la membrana plasmitica de la
célula vegetal, y tienen como caracteristica el
presentar una naturaleza 4cida debido a la abun-
dancia de residuos de Asp y Glu. La sintesis de
las proteinas RH-42 y ‘RH-44 aumenta
significativamente después de la inoculacién de
las plantas de chicharo con Rhizobium; mediante
el uso de plantas con mutaciones en estos genes,
se ha podido relacionar a RH-44 con la defor-
macién del pelo radical, y a RH-42 con el
curvamiento de este mismo pelo (1).




b) ENOD2. Esta proteina es rica en residuos
de Pro y estd compuesta de dos pentapéptidos
repetitivos de Pro-Pro-His-Glu-Lis y Pro-Pro-
Glu-Tir-Gin, tal vez como resultado de fenéme-
nos de duplicacién genética. La secuencia de
residuos de aminoidcidos de ENOD2 es similar
en alto grado a la de la proteina 1A10 de la
soya, que se encuentra en la pared celular; como
caracteristica importante, los residuos de Pro
estin hidroxilados a hidroxiprolina en ambas
proteinas, por lo que se ha sugerido que ENOD2
corresponde a una proteina de la pared celular
(8). De manera andloga, algunas proteinas de
origen animal, como la coldgena, también son
hidroxiladas en los residuos de Pro, entre otros
procesos de modificacién post-traduccional; sin
embargo, a diferencia del grupo de las plantas, la
prolil hidroxilasa de los tejidos animales es espe-
cifica hacia el triplete -X-Pro-Gli- cuando
hidroxila al residuo de Pro (9).

Como resultado de los estudios de
hibridizacién in situ de las preparaciones de
nédulos con [S*]-RNA antisentido que contiene
al gen de ENOD2, fue posible detectar con de-
talle el tejido donde se expresan los genes que
codifican para esta proteina (Fig 4), ademés de
poder estudiar su expresién a lo largo del desa-
rrollo del nédulo. En la corteza interna del
nédulo, ENOD?2 se encuentra a partir de estados
tempranos del desarrollo: los dias 6 y 7 después
de inocular plantas de soya y de chicharo, res-
pectivamente. Ademds, ENOD2 se expresa en
“ndédulos vacios”, es decir, algunas cepas
mutantes de Rhizobium inducen la rediferencia-
cién de la raiz en nédulos sin que exista infec-
cién en el interior del tejido; esto sugiere que los
genes ENOD?2 se expresan especificamente a lo
largo de la diferenciacién del meristemo nodular
en la formacién de una corteza interna (8).

Figura 4. Localizacién de
ENOD2 en nédulos radica-
les del chicharo (A y B) y de
la soya (C y D) por hibridi-
zacién in situ con una sonda
de [S35]-RNA antisentido
(pGmENOD2). En las mi-
crografias de campo claro (A
y C) la marca radioactiva se
detecta como regiones obs-
curas, y en las de campo
obscuro (B y D) como regio-
nes claras. M, meristemo
apical; STM, tejido simbié-
tico ‘temprano; STR, tejido
simbiético tardio; CI, corte-
za interna; CE, corteza ex-
terna; HVN, haces vascula-
res del nédulo; HVC, haces
vasculares centrales; CR,
corteza de la rafz; y E, endo-

dermis. (Tomado de 8).




NODULINAS TARDIAS:

a) Leghemoglobina (Lb). Esta es la nodulina
mejor -caracterizada, sin embargo, debido a que
recientemente se le ha detectado en tejido radi-
cal no infectado, los autores prefieren conside-
rarla como una proteina “nédulo estimulada”,
ya que no cumple con los postulados que defi-
nen a una nodulina sensu strictu.

b) Uricasa II. Durante mucho tiempo se le
conocié como N35, la que corresponde a la
subunidad II de la uricasa especifica de los
nédulos. Su actividad se relaciona con el
metabolismo de los ureidos, ya que cataliza la
formacién de la alantoina a partir del 4cido drico;
las Leguminosas tropicales, como el frijol, trans-
portan principalmente ureidos como la alantoina
y el 4cido alantoico, que son algunos de los
productos iniciales del proceso de aminacién
primaria del nitrégeno fijado; en contraste, las
leguminosas de climas templados transportan
predominantemente amidas, como la Asn o Gln.
En nédulos de frijol, se puede detectar la activi-
dad de la uricasa II a partir del dfa 11 después
de la inoculacién (Fig 5), unos 3 a 4 dias antes
de que se detecte la fijacién de nitrégeno (9).
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Figura 5. Expresién de los genes de uricasa II durante el de-
sarrollo de nédulos del frijol. N, nédulos de diferentes dias de
desarrollo; R, rafz sin infectar; U, uricasa pura. Deteccién es-
pecifica en filtros de NC con suero anti-uricasa. (Tomado de 9).

¢) Glutamino Sintetasa. Esta enzima tiene
como funcién el asimilar el amonio fijado y se-
cretado por la bacteria al citoplasma de la célula

vegetal, mediante la ruta glutamino sintetasa/glu- -

tamato sintasa; es un octdmero de unos 320 a
380 KDa de peso molecular. Se ha encontrado

una isoforma especifica en los nédulos radica-
les, la GSn-1, que contiene un monémero espe-
cifico de este tejido; la GS-gamma se detecta a
partir del dia 10 después de la inoculacién, en
plantas del frijol, y su concentracién aumenta
hasta el dia 32 (Fig 6).
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Figura 6. Expresién de los diferentes componentes de la
glutamino sintetasa -0, f y gamma- durante el desarrollo de
los nédulos del frijol (10 a 32 dfas), en comparacién con
hipocétilos, H2. Separacién de los productos de traduccién in
vitro por 2D-PAGE. (Tomado de 10).

d) N45. Esta nodulina tiene un peso molecular
de 45 KDa, y se le detecta a partir del dia 11
después de inocular plantas de lupino (Fig 7). A
nivel de la secuencia de nucleétidos, contiene
dos regiones que estan reiteradas, con alrededor
del 80% de similitud entre ellas: los nucleétidos
424 a 484, y 542 a 731, contra los nucleétidos
757 a 817, y 878 a 1067. Mediante el anélisis
de hidropatia de la secuencia de residuos de
aminoécidos, se encontré que N45 es una pro-
teina hidrofilica que contiene un péptido sefial
hidrofébico para su translocacién a través de la
membrana, y sitios con residuos de Asn para
glucosilacién (11). Se desconoce su funcién, ya
que no se ha encontrado similitud con otras
secuencias proteicas, mediante la bisqueda en
bancos de datos.s :

REGULACION DE LOS GENES DE NO-
DULINAS. Se han detectado factores ambien-
tales que regulan la expresion de los genes de las
nodulinas, como la ppO, (oxigeno disponible) o
la concentracién del nitrégeno combinado (NH*,
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Figura 7. Expresi6n de N45 durante el desarrollo de n6dulos
del lupino (3 a 39 dfas); R, raiz sin infectar. Deteccién tipo
“Northern™: la poblacién del RNA poli(A+) se separa por
electroforesis y se hibridiza contra la sonda de ¢cDNA que
contiene genes de N45. (Tomado de 11).

En el caso de Lbg, de la soya, se han detectado
varios elementos reguladores: -1,100 a -950, en
donde se encuentra un elemento positivo fuer-
te; -230 a -170, un elemento positivo débil; -139
a -102, un elemento érgano especifico; y -102
a -149, un elemento negativo (Fig 8) (6).

-1100 -950

| | |

=13915102

=280 =170 -49 +1

-344 -247 -165
| |

LEN23

BH ELEMENTO POSITIVO FUERTE ELEMENTO POSITIVO DEBIL

ELEMENTO ORGANO-ESPECIFICO[ | ELEMENTO NEGATIVO

Figura 8. Secuencias reguladoras y regiones promotoras de los
genes N23 y Lbe3 de la soya. (Tomado de 6).

NO,), asi como factores intrinsecos del tejido
vegetal, como elementos que actdan en cis o
factores que acttian en trans. El caso mejor
estudiado es el de la Lb, pero recientemente ha
llamado mucho la atencién otra familia de genes
que codifica para N20, N22, N23 y N44.

Mediante la construccién de genes quiméri-
cos, que consisten en la fusién de las regiones 5'
y 3' que flanquean al gen de Lbg, de la soya, con
el gen de CAT, y la transferencia a la planta
heteréloga Lotus corniculatus, se encontrd que
el gen se expresa tinicamente en los nédulos de
las plantas regeneradas y no en otros tejidos; la
secuencia que confiere la especificidad en la
' expresion se encuentra en el segmento 5'. En el
caso de N23, las deleciones en la regién 5'
flanqueante con la enzima Bal31 de 97 pares de
bases (pb) en la posicién -247, reduce la activi-
dad de CAT en un 15%, y la eliminacién de
otras 82 pb en -165 nulifica la actividad de CAT.
De esta manera, se reconocen dos secuencias
que se requieren para la expresién especifica de
N23 en los nédulos: -344 a -247, y -247 a -165.
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Ademads, mediante ensayos por deleciones con
Bal31 'y experimentos por retardamiento en geles,
en donde se incuba la secuencia de interés con
extractos del tejido y se determina la alteracién
en la migracién electroforética por la posible
interaccién DNA-proteina, se han detectado fac-
tores que actdan en trans y las regiones
promotoras de Lbg, de la soya que reconocen: -
342 a -191, y -190 a -125. Estas regiones con-
tienen secuencias ricas en A y T, de 24 y 16 pb
para la primera y la segunda, respectivamerite.
El factor que actia en trans para la Lbc, de la
soya también se ha encontrado en extractos de
nédulos de Sesbania rostrata (dormilona) y de
Medicago saltiva (alfalfa), éstos con la capaci-
dad de reconocer a las regiones reguladoras de
Lbg, de la soya (6), por lo que se piensa que las
sefiales que regulan la actividad de estos genes
estdn conservadas en las leguminosas y respon-
den a lo que pudiera ser un factor universal.
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EDITORIAL

EL APRENDIZAJE DE LA BIOQUIMICA
ENTRE LOS ESTUDIANTES Y EL PENSAMIENTO
MAGICO ENTRE LOS MEDICOS

Los conocimientos cientificos permiten
identificar y explicar los mecanismos de
accion de los fenémenos bioldgicos. Cuando
este tipo de conocimientos estd ausente o es
deficiente, puede desarrollarse el pensamiento
mégico, entendido éste como la “atribucion
infundada de propiedades especiales o
extraordinarias a determinados fenémenos” y
que en realidad es una forma de ignorancia.
Este pensamiento migico de amplia difusién
entre la poblacién, jes posible que también se
presente entre algunos médicos?. Aunque en
principio pareceria que tal situacion es
inadmisible por la formacién cientifica de los
médicos, datos anecddticos u observaciones
personales parecen inducir a pensar que tal
situacion efectivamente puede presentarse, lo
cual ayudaria a explicar, al menos
parcialmente, porqué algunos médicos ejercen
practicas con dudosos fundamentos cientificos.
El aprendizaje de las ciencias bésicas y en
particular de la bioquimica, pueden contribuir
a la explicacion cientifica de los fenémenos
bioldgicos y consecuentemente se oponen al
pensamiento mégico. Para que tal situacién
ocurra es indispensable que la ensefianza de la
bioquimica no se limite a la memorizacién o
repeticiéon de contenidos, sino que requiere
que se enfoque primordialmente a la
explicacion de procesos y mecanismos de
accion. Aunque los procedimientos habituales

para la aprobacién de la asignatura se
concentran en la capacidad de repetir con
acierto un determinado nimero de contenidos,
€s necesario poner en practica procedimientos
docentes, que incentiven el aprendizaje activo,
sobre todo la metodologia de solucién de
problemas. La ensefianza pasiva, simplemente
memorista de disciplinas cientificas no
significa que los alumnos adopten una actitud
cientifica.

La importancia de utilizar este enfoque es que
al final de la carrera y seguramente durante el
ejercicio profesional, la capacidad de recordar
y menos de aplicar conocimientos de
bioquimica es muy reducida, de alli la
importancia de que durante la ensefianza de la
bioquimica los estudiantes ademés de adquirir
informacién, desarrollen la habilidad para la
bisqueda de la explicacion cientifica de los
fenémenos que afectan la salud humana. Este
es un aspecto fundamental de la formacién
médica respecto al cual la ensefienza de la
bioquimica puede prestar una importante
contribucién.

J. Héctor Gutiérrez Avila
Facultad de Medicina,
Universidad Nacional Auténoma
de México
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1.OS OSCILADORES CITOSOLICOS DE CALCIO

Sandra Sotelo y Roger Gutiérrez. Departamento de Bioguimica Facultad de Medicina, UNAM México D.F. 04510.

Los organismos pluricelulares dada su com-
pleja organizacién estructural y funcional deben
mantener una estricta coordinacién entre sus
células que les permita integrarse funcionalmente
como una unidad. Para lograr lo anterior, los
mamiferos cuentan con un intrincado sistema
celular que se denomina sistema neuro-endocrino
en el que sobresale el papel de control maestro
ejercido por el eje hipotdlamo-hipdfisis. La base
de todos los fenémenos de coordinacién entre
las células es la comunicacién celular.

Existen tres estrategias generales para la co-
municacién entre células (1): 1)- la comunica-
cién a distancia mediante moléculas secretadas,
2)- la comunicacién por contacto mediante mo-
1éculas unidas a la membrana plasmatica y 3)- la
comunicacién por contacto a través de las unio-
nes gap. Aqui se considerard solamente la pri-
mera forma, también denominada comunicacién
quimica, en la cual el mensaje de una célula es
enviado a otra a través de substancias (hormo-
nas, autacoides y neurotransmisores) capaces de
modificar su funcionamiento. La célula recepto-
ra o célula blanco posee en su membrana protei-
nas que reconocen e interaccionan especifica-
mente con la substancia mensajera, dichas pro-
tefnas se denominan receptores. La serie de
fenémenos que se desarrollan en la célula blanco
desde la unién hormona-receptor hasta el efecto
final constituyen la sefial hormonal (2), que
puede ser dividida en dos etapas fundamentales:
1)- la transduccion, que comprende desde la
unién hormona-receptor hasta la generacién del
segundo mensajero y 2)- la propagacion de la
sefial que inicia con la generacion del(los)
segundo(s) mensajero(s) y culmina con el efecto
final.

En los dltimos afios se han realizado avances
importantes en la comprensién de los fendmenos
de la comunicacién celular, pero falta definir con
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mucho mayor precisién las bases moleculares de
la comunicacién quimica. Entre los sistemas de
transduccién, que se conocen en la actualidad
destacan los tres siguientes: el de la adenilato
ciclasa, el de la GMPc fosfodiesterasa y el siste-
ma de los fosfoinositidos-calcio (IP,/Ca*). En
los tres casos el receptor de membrana se halla
unido funcionalmente al sistema transductor por
una de varias proteinas membranales capaces de
unir nucleétidos de guanina (GTP y GDP), lla-
madas proteinas G. Este trabajo se ocuparé ex-
clusivamente del sistema IP /Ca®.

El sistema IP /Ca®, estd involucrado en diver-
sos procesos celulares que comprenden desde la
modulacién del metabolismo hasta la transfor-
macién y proliferacién celular; incluso, se ha
propuesto que algunos de los productos de cier-
tos oncogenes pudieran ser moduladores del
recambio de fosfoinositidos o de algunas de las
proteinas que participan en el mecanismo
transduccional (2). La uni6n de un ligando a los
receptores acoplados a este sistema provoca la
activacién de una proteina G, la cual estimula la
actividad de la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza
al fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,), produ-
ciendo de esta manera dos segundos mensajeros,
el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5-
trifosfato (IP,). El DAG es activador de la pro-
teina cinasa C (PKC), dependiente de calcio, que
participa en la propagacién de la sefial hormonal
y aparentemente regula la respuesta hormonal en
muchas células. Por su parte, el IP, tiene la
capacidad de liberar calcio por activacion de
receptores localizados probablemente en el
reticulo endoplasmico liso (REL); ademds se ha
demostrado que el IP, es fosforilado por una
cinasa para formar inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato
(IP,), el cual se ha involucrado en la entrada de
calcio a la célula. El calcio asi liberado es un
factor de acoplamiento muy importante que ac-
tiva mltiples enzimas y proteinas cinasas en for-



ma directa o a través del complejo calcio-
calmodulina (Ca*-Calm). La Tabla I muestra al-
gunos ejemplos de comunicacién quimica con
participacién del sistema IP,/Ca?.

TABLA 1

ALGUNAS RESPUESTAS CELULARES
MEDIADAS POR EL SISTEMA IP,/Ca.
LIGANDO

TEJIDO BLANCO RESPUESTA PRINCIPAL

Higado Vasopresina  Degradacion de
glucdgeno

Péncreas Acetilcolina  Secrecidén de amilasa

Miisculo liso Acetilcolina  Coniraccién

Secrecién de insulina
del pancreas

Células Beta Acetilcolina

Células cebadas  Antigeno Secrecién de
histamina
Plaquetas Trombina Secrecién de

serotonina y PDGF*

* PDGF = Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

A pesar de ser un importante modulador fun-
cional, el calcio debe ser mantenido a concentra-
ciones muy bajas, del orden de 0.1 a 0.2 uM,
puesto que concentraciones mayores son toxicas
para la célula. El control de las concentraciones
de calcio se logra mediante bombas de calcio
dependientes de ATP localizadas en la membra-
na celular y en la membrana de los reservorios
intracelulares de calcio (REL y mitocondria),
bombeando calcio hacia el exterior de la célula
y hacia dentro de los reservorios, respectiva-
mente (1). Tradicionalmente, se ha considerado
que los efectos de las hormonas que utilizan
calcio como mensajero intracelular est4n media-
dos por un mecanismo dependiente de la ampli-
tud, es decir, que las concentraciones
intracelulares de calcio se elevan de manera neta,
sostenida y proporcional a la concentracién del
agonista; la sefial hormonal es pues analdgica. El
funcionamiento de una sefal de este tipo plantea
problemas de control para la célula. Por un lado,
deben mantenerse bajos los niveles citosélicos
de calcio y por otro, cuando se recibe un estimu-
lo hormonal la célula debe responder aumentan-
do los niveles de calcio en la forma descrita
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exponiéndose asi a la toxicidad que conllevan las
altas concentraciones del i6n. Entonces, una sefial
hormonal de tipo analégico resulta no sélo am-
bigua sino peligrosa, ya que la célula debe dis-
criminar entre una pequefia elevacién inespecifica
de calcio y el aumento en la concentracién pro-
ducida por un estimulo hormonal. Pero jes po-
sible que la sefial opere de otra forma?

Desde hace tiempo se han observado en célu-
las excitables oscilaciones en las concentraciones
de calcio como consecuencia de la actividad eléc-
trica de sus membranas por aperiura y cierre de
canales de calcio y potasio dependientes de vol-
taje, en donde las oscilaciones de calcio se ori-
ginan por influjo de calcio exiracelular. A estos
sistemas que dependen de mecanismos localiza-
dos en la membrana celular se les ha denomina-
do osciladores de membrana (3). Eventualmen-
te se vio que los osciladores de calcio eran una
caracteristica comiin de las células excitables.

TABLA 11

DISTRIBUCION DE LAS OSCILACIONES
CITOSOLICAS DE CALCIO

CELULA SISTEMA DE ESTIMULO
DETECCION
Miocito de rata Contraccién Cafeina
Glandula parétida Fura 2 Carbacol
Células Fura 2 GnRH*
gonadotropas
Células Beta Fura 2 Carbamilcolina
pancredticas
Ovocitos de ratén Aequorina TPA**
Hepatocitos de rata  Aequorina Vasopresina
Macréfagos Fura 2 Dispersién
celular
Células L Electrodo —_
de Ca*
Misculo liso Fura 2 Fenilefrina o
histamina
Fibroblastos Fura 2 Gramicidina +
vasopresina
Células endoteliales Fura 2 Histamina
Linfocitos B Fura 2 Antigeno
Huevos de hamster  Aequorina Fecundacién
Neuronas simpdticas Fura 2 K* + cafeina
Ganglio simpitico  Corriente de K* cafeina

* GnRH = Hormona liberadora de gonadotropina.

** TPA = Tetradecanoato forbol acetato.




Sin embargo, desde 1983 se describi6 la apari-
cién de oscilaciones en las concentraciones de
calcio en células no excitables (hepatocitos) en
respuesta a hormonas (3); tales oscilaciones se
originan a partir de la liberacién de calcio de los
reservorios intracelulares y se les ha denominado
osciladores citosélicos (3). Las oscilaciones de
este tipo se han observado tanto en células
indiferenciadas como en células especializadas
(Tabla II) al estudiarlas individualmente median-
te técnicas de microscopia de fluorescencia y
procesamiento digital de imagenes, ya que el
estudio de las poblaciones celulares oculta este
fendmeno y muestra un efecto sumatorio que se
revela como una elevacién amplia y sostenida en
la concentracién de calcio (3,4).
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Figura 1. Ejemplos de patrones oscilatorios. a) Respuesta de
hepatocitos a tres diferentes concentraciones de vasopresina.
b) Glandula parétida de la rata estimulada con carbacol.
c) Patrén oscilatorio de células gonadotropas estimuladas con
hormona liberadora de gonadotropina. d) Oscilaciones en el
huevo de Hamster después de la fertilizacién (flecha); los tres
trazos corresponden a un mismo registro pero a diferente ve-

locidad del papel. €) Células de insulinoma respondiendo a
dos diferentes concentraciones de carbacol.

Las oscilaciones en las concentraciones de
calcio son consecuencia del estimulo por agentes
movilizadores de calcio (hormonas, neurotrans-
misores, factores de crecimiento); es decir, agen-
tes que actian a través del sistema IP,/Ca®. La
deteccién de las ondas de calcio puecfe hacerse
a través de medios directos como la colocacién
de un microelectrodo o con substancias fluores-
centes como el quelante Fura 2 y la proteina
aquorina, o bien, con medios indirectos, en don-
de se registran eventos celulares dependientes de
calcio (contraccion) (3). En la Figura 1 se mues-
tran algunos ejemplos de patrones oscilatorios
medidos a través de Fura 2 o aquorina.

En la parte a de la figura 1 se observa cémo
en hepatocitos de rata una concentracién 0.4 nM
de vasopresina produce oscilaciones con una
frecuencia de 24/min; luego, al aumentarse la
concentracién de vasopresina a 0.9 nM la fre-
cuencia aumenta a 60 oscilaciones/min; por su

Figura 2. Representaci6n esquemdtica de la propagacién de
los picos de calcio.
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parte, los trazos e y f muestran la respuesta
oscilatoria de células de insulinoma a dos con-
centraciones crecientes de carbacol. Pero ade-
mas, dos hormonas diferentes a la misma con-
centracién producen una frecuencia de oscila-
cién distinta de forma que hay discrimincacién
seglin el agonista actuante (4). Por otro lado, la
oscilacién de calcio nace en un punto especifico
de la célula, adyacente a la membrana celular a
partir del cual se propaga en forma de onda por
todo el citosol hasta que desaparece (Fig 2).

Es necesario enfatizar que no se trata de un
mecanismo de difusién sino de autopropagacion,
puesto que se ha demostrado (4) que no hay
gradientes de calcio en el citosol durante la os-
cilacién y que la onda de calcio que nace prime-
ro se mantiene todavia cuando ya empezé a
generarse una segunda y asi sucesivamente; al
final desaparecen todas la ondas conforme fue-
ron apareciendo (4). Las oscilaciones o picos de
calcio tienen una morfologia especifica para cada
célula, tan es asi que se han comparado con una
firma o huella digital de la célula (3). El estudio
de las ondas de calcio debe considerar la fre-
cuencia, la amplitud, la velocidad de propaga-
cién y las caracteristicas de la fase de ascenso y
descenso. La frecuencia de las oscilaciones varia
en funcién de a) la concentracion del agonista,
b) el agonista particular de que se trate y c) las
concentraciones extracelulares de calcio; en cam-
bio, la amplitud y la velocidad de propagacién
no se modifican por estos factores (3,4).

(Coémo se explican las oscilaciones del calcio
citos6lico?. Existen a la fecha dos grandes mo-
delos para explicar las oscilaciones en las con-
centraciones de calcio intracelular, divididos a
su vez cada uno en dos submodelos (Fig 3) (3).
Un primer modelo pretende explicar las oscila-
ciones de calcio por formacién intermitente del
segundo mensajero (IP,), postulando que el re-
ceptor controla las oscilaciones (modelo de
oscilador controlado por el receptor, Figura 3 A
y B). El segundo gran modelo intenta explicar
las oscilaciones de calcio en presencia continua
del segundo mensajero, proponiendo que es éste
quien controla las oscilaciones (modelo del
oscilador controlado por el segundo mensajero,
Figura 3 C y D). Los submodelos se refieren al
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mecanismo de regulacién (retroalimentacién po-
sitiva 0 negativa) que propone cada uno de los

.dos grandes modelos.

El modelo del oscilador controlado por el
receptor operando por un mecanismo de
retroalimentacién negativa (Figura 3 A), postula
que una vez iniciada la activaci6n del receptor se
generan por estimulacién de la PLC los dos
segundos mensajeros: IP, y DAG. Este dltimo a
su vez activa a la PKC la cual fosforila
reversiblemente a la proteina G responsable de
la estimulacién de la PLC, lo cual inhibe la ul-
terior formacién de los segundos mensajeros.
Este mismo modelo, pero operando por un me-
canismo de retroalimentacién positiva (Figura 3
B), sugiere que el agonista produce un incre-
mento inicial de IP, que ocasiona una répida
liberacién de calcio, un pequefo incremento del
i6n provoca la estimulacién de la PLC, amplifi-
cando con ello la produccién de IP,. Este meca-
nismo se autolimita cuando la senal de calcio
declina por deplecién del i6n en el REL y por
secuestro a los reservorios intracelulares, uno de
los cuales serfa la mitocondria.

El modelo de oscilador controlado por el se-
gundo mensajero a través de un mecanismo de
retroalimentacién negativa (Figura 3 C) propone
que la accién del IP, libera calcio para iniciar las
oscilaciones; el incremento progresivo de calcio
origina la 1nh1b1c10n de su propia liberacién. Esta
inhibicién se suspende cuando el calcio es
recapturado por los reservorios internos, permi-
tiendo asi que el IP, inicie otra osc11ac:16n. Cuan-
do opera un mecanismo de retroalimentacién
positiva en este modelo (Figura 3 D), se propo-
ne que el calcio induce su propia liberacién
(calcium-induced calcium release, CICR). El IP,
liberaria calcio de los llamados reservorlos
intracelulares sensibles a IP , €ste incremento
inicial de calcio es un estimulo para la ulterior
liberacién del catién de los reservorios no sen-
sibles a IP; ademis la entrada simultinea de
calcio a la célula es un evento que colabora para
incrementar las concentraciones del ién. El au-
mento gradual de la concentracién de calcio
precede a la iniciacién de las ondas, Posterior-
mente, ocurre la recaptura del calcio por los
reservorios citosélicos; El descenso en su con-
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Figura 3. Modelos de los

PIP,

sensible a IRy

REL ;
mitocondria

no sensible alF"3

osciladores de calcio. A)- y B)- Modelo de oscilador controlado por el receptor (mecanismo de

retroalimentacién negativa y positiva, respectivamente). C)- y D)- Modelo de oscilador controlado por el segundo mensajero
(mecanismo de retroalimentacién negativa y positiva, respectivamente). PIP : fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato, DG: diacilglicerol, IP:

inositol 1,4,5-trisfosfato, PKC: proteina cinasa C, REL: reticulo endolpldsmico liso.

centracién representa el estimulo para la libera-
ci6n de calcio y por lo tanto para la iniciacién de
una nueva oscilacién. El intervalo entre una
nueva oscilacién y otra es el tiempo que se re-
quiere para recargar los reservorios de calcio al
punto en el que puedan descargar otra vez. Los
reservorios de calcio que participan en este
mecanismo no est4n atin estructuralmente defini-
dos con precision; los reservorios sensibles a IP,
podrian estar representados por los calciosomas
y los no sensibles a IP, podrian corresponder a
algunos componentes del REL.

La funcién de las oscilaciones en las
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concetraciones de calcio no ha sido completa-
mente definida (3,5); posiblemente sea s6lo una
manifestacién del complejo mecanismo con que
cuentan las células para mantener la homeostasis
del calcio. Sin embargo, la informacién recabada
hasta el momento es lo suficientemente impor-
tante y contudente como para pensar €n otras
alternativas, aun inexploradas, que modificarian
significativamente las ideas corrientes sobre las
sefiales hormonales. En principio, podemos su-
poner que las oscilaciones en las concentracio-
nes de calcio son parte del mecanismo de la
sefial hormonal; adem4s, como la intensidad de
la sefial hormonal se refleja en la frecuencia de



las oscilaciones y no en la amplitud de la eleva-
cién del calcio, la sefial hormonal no es analégica
sino digital (3,5). Una sefial digitalizada posibi-
lita, por un lado, una informacién més precisa,
puesto que los incrementos de calcio en forma
oscilatoria permiten que el mensaje se transmita
por oscilaciones en la frecuencia, hecho que
coincide con las observaciones experimentales
de variaci6n en la frecuencia oscilatoria por cam-
bios en la concentracién del agonista.

Por otro lado, al utilizar concentraciones ele-
vadas de calcio en forma intermitente disminuye
el tiempo y el 4rea de exposicién a los efectos
toxicos del i6n y se concilian dos eventos: la
inevitable elevacién de las concentraciones de
calcio por estimulo hormonal y la necesidad de
mantener bajas concentraciones del i6n durante
la mayor parte del tiempo para la proteccién
celular. El hecho de que las ondas de calcio
tengan una orientacién espacial (es decir, que
viajen por autopropagacién por todo el citosol)
inmediatamente sugiere que debe existir una
compleja estructura celular que permita esa for-
ma de propagacién. Probablemente esa orienta-
cién espacial tenga importancia en la regulacién
de ciertas funciones metabélicas asimétricas de
la célula (4).

Las investigaciones en el campo de los
osciladores citosélicos de calcio se encuentran
actualmente en una etapa muy activa. Reciente-
mente se ha propuesto un modelo matemético
para explicar los osciladores citosélicos de cal-
cio (Fig 4) (6). Dicho modelo analiza la
homeostasis del calcio mantenida por el equili-
brio entre las bombas de calcio que remueven el
calcio citosdlico tanto hacia el exterior de la
célula como hacia el interior de los reservorios
intracelulares y los flujos pasivos de calcio hacia
el citoplasma provenientes de los reservorios
intracelulares y del espacio extracelular. El mo-
delo plantea ademés la existencia de un canal de
calcio localizado en la interfase de la membrana
del REL con el citoplasma controlado por IP,,
por Calm y por calcio, junto con la participacién
de un solo reservorio de calcio del tipo sensible
a IP,. La salida de calcio a través del canal es
funcién directa del IP, pero el calcio por sf mis-
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mo es capaz de controlar el canal por una fun-
ci6n autocatalitica de la concentracién citosélica
de calcio (CICR); se sugiere que la Calm media
este mecanismo de retroalimentacién. La accién
de la Calm sobre el canal de calcio podria estar
dada por una accién directa de esta proteina
sobre el canal o podria ser que el complejo Ca2*-
Calm activara a una protefna cinasa o a otro
mediador que fuera entonces el encargado di-
recto de controlar el canal de calcio. La mayor
parte de los datos incluyendo los de este tltimo
modelo favorecen la hipétesis de que el
oscilador es controlado por el segundo mensa-
jero mediante un mecanismo de retroalimenta-
cion positiva, en el que el calcio induce su pro-
pia liberacién, llamado CICR (calcium-induced
calcium release). En apoyo de esto dltimo, re-
cientemente se encontré que la fase de libera-
cién de calcio puede ocurrir sin la participacién
del IP,, es decir, ser independiente de la natura-
leza del estimulo (7). Sin embargo existen tra-

[Cal#]e“ W

[CaZ*REL

Figura 4. Modelo matemitico de unsoloreservorio. Las flechas que
cruzan los compartimentos siguen la direccién de los flujos de
calcio; los circulos representan las bombas de calcio: B: bombeo de
calcio hacia el exterior de la célula. K': bombeo de calcio hacia el
interior de los reservorios intracelulares. y: influjo de calcio haciael
citosol proveniente del espacio extracelular. K: flujo de calcio hacia
el citosol proveniente del reservorio. Se representa esquemética-
mente ¢l canal de calcio controlado por IP.: calcio y calmodulina. H:
hormona; R: receptor; Gp: proteina G; PLC: fosfolipasa C; PIP,:
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; IP,: inositol 1, 4, S-trifosfato.



bajos que cuestionan el modelo de CICR y en
cambio apoyan el modelo de oscilador controla-
do por el receptor (8,9).

El descubrimiento de los osciladores
citosélicos de calcio invita a reconsiderar los
conceptos establecidos sobre sefiales hormonales
y se avanza en la penetracién y diseccin de las
bases moleculares de este fenémeno y, en gene-
ral, en la comprensién de la comunicacién celu-

Jar. Sin embargo, muchas interrogantes estén ain
sin respuesta; es necesario definir en primer lu-
gar la funci6n de las oscilaciones de calcio, es-
tablecer planteamiento de cémo descodifica la
célula una sefial digitalizada en forma de oscila-
ciones de calcio, penetrar en la estructura celu-
lar que favorece el viaje de estas oscilaciones en
forma de ondas y definir posibles relaciones con
otros mecanismos de transduccidn.
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EDITORIAL

INFORMACION INTEGRADA CONTRA
INFORMACION AISLADA

¢ Qué tipo de informacién deberd incluirse en el
curriculum del estudiante de una carrera
biolégica para una formacion adecuada en el
drea de la Biologia Celular?

Al considerar que la Biologia moderna se basa en
tres grandes generalizaciones, la Teoria Celular,
Las Leyes de la Herencia y la Teoria de la
Evolucién, resulta obvio el sitio que la Biologia
Celular deba tener en el curriculum de una carrera
que intenta preparar personal especializado en la
comprension, el analisis, y el manejo de los
diversos tipos de fenémenos bioldgicos.

Para lograr esa preparacién, se hace necesario el
desarrollo de un criterio celular, que permita dar
sentido, localizacién y bases a las posibles
interpretaciones que se puedan proponer sobre los
distintos aspectos del fenémeno de la vida.

La formacién del criterio requiere no sélo de la
acumulacién de grandes cantidades de datos, sino
de que el alumno se desarrolle intelectualmente y
se capacite en el uso de los acervos de
informaci6n, para que pueda plantear soluciones a
los problemas a que habra de enfrentarse. Esto
hace necesario que, idealmente desde el i inicio de
su formacién, intervenga activa y seriamente en la
investigacion, lo que en principio puede hacerse a
través de la “duplicacién” de los diversos
experimentos cldsicos, que generaron algunos de
los conceptos més sobresalientes en la Biologia
Celular y més tarde por medio de su participacion
en proyectos formales, de tal manera que llegue a
ser capaz de llevar a cabo el anlisis de c6mo es
que han surgido los conocimientos en diversas

dreas, desde las ideas més incipientes hasta el
desarrollo de modelos méas complejos, con los que
se han tratado de explicar distintos aspectos
relacionados con las manifestaciones de los
0Tganismos vivos.

Para esto se necesita del conocimiento de los
antecedentes sobre las circunstancias, los
personajes y las ideas que han hecho posible el
paso de la mera descripcién de la forma de las
células, a la comprensién, més o menos detallada,
de su papel como unidades estructurales, de
funcionamiento, de reproduccién e incluso de
patologia, del total de los organismos vivos.

Como requisito para instrumentar un sistema que
permita que los alumnos se integren a las tareas de
investigaci6n, se debera tener en cuenta la necesidad
de descubrir, fomentar y reforzar, las actitudes
congruentes con lo que Weisskkopf en 1972 (The
Significance of Science, en Science, 176: 138-146)
defini6 comio las razones principales por las que se
lleva a cabo la investigacion cientifica, que son: a)
El interés por entender a la naturaleza. b) El impulso
de observar, clasificar y continuar con la observacién
de los fendrnenos por los fenémenos mismos y ¢) La
necesidad de profundizar sobre un problema
mediante la experimentacién con la naturaleza, por
medio del uso del ingenio para estudiar el fenémeno
en condiciones especiales y atin poco comunes. Todo
esto con el objeto de encontrar relaciones y
dependencias, causas y efectos, leyes y principios.

Otro aspecto importante que le permitird
capacitarse en el estudio de los fenémenos
biolégicos, es el desarrollo de su actitud critica, la
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/, que se supone que se forma en un medio donde a
las explicaciones de los fenémenos y sobre todo
de los fenémenos biolégicos, se les da el valor de
interpretaciones conceptuales, es decir, de
hip6tesis de trabajo, de modelos y no de dogmas.
Esta actidud debe generar en el estudiante una
opinién propia sobre esas explicaciones, que
desde luego no puede ser gratuita, sino que estara
formada con base en los conocimientos
antecedentes, que son los que le permitirdn
formarse un criterio acerca de esas concepciones
y necesariamente le produciran una sensacién de
que puede haber, dentro del mismo marco de
referencia, mas de una explicacion para cualquier
fenémeno, lo que aumentara su habilidad para
analizar criticamente la informacion.

Uno de los métodos mas eficientes que permiten
el analisis de la informaci6n, de una manera critica
y profunda, es el de conocer de primera mano
como fue que se llegd a las conclusiones que
soportan los conceptos que se manejan y para
esto se requiere estudiar los reportes originales, €s
decir el testimonio de aquellos expertos que
participaron directamente en la generacion de las
preguntas, en el disefio de los métodos para tratar
de contestarlas y en las aplicaciones de estos a la
obtencién de las evidencias, que forman la base de
las posibles respuestas, qué una vez sometidas a la
opini6n de las comunidades de intereses de los
expertos en el campo e incluso a la opini6n
piblica, permiten plantear las nuevas
interrogantes, que son realmente la materia prima
del avance de cualquier conocimiento y que por lo
general son el producto mas valioso de la
investigacion.

De esta manera, el desarrollo de la Biologia
Celular se entiende, no como el resultado de la
casualidad, sino de la integracién, siemipre sobre
la base de los antecedentes, de nuevas
concepciones que han originado los enfoques
novedosos a las interpretaciones que ¢l sentido
comun, la experiencia y la investigaci6n, senalaron
desde un principio como las més adecuadas, sin
olvidar que, como ya se dijo antes, en muchas
ocasiones se hara necesario tomar en cuenta que
\para un mismo fenémeno existen interpretaciones

diferentes e incluso contradictorias, que deberén \
ser consideradas como elementos de juicio, como
meras hip6tesis de trabajo o modelos, de manera

que cada alumno deberd, sobre la base de su

criterio y sus propios antecedentes, poder elegir

entre las opciones e incluso ser capaz de proponer
alternativas diferentes con bases logicas y

argumentos sdlidos.

Una parte fundamental del criterio que se forme,
como resultado del estudio de la Biologia Celular,
ser4 el del origen de las primeras células, que
necesariamente llevard a la consideracién de las
condiciones ambientales primitivas en el planeta,
que a su vez son parte de otros fenémenos que
también tienen antecedentes y que definen las
caracteristicas que hicieron posibles las grandes
etapas del proceso que llevd, por ejemplo, de los
mondmeros a los polimeros y por tltimo a las
protocélulas, asi como a la definicién de diversos
escenarios para estos acontecimientos.

A partir de aqui se hard necesario no perder en
ningtin momento el enfoque evolutivo, que
permite el entendimiento de la estructuraci6n de
diversos mecanismos, que hacen posible que se
definan las propiedades fundamentales de las
células, como unidades capaces de interactuar de
manera continua, reciproca e inevitable con el
medio, de una forma por demés intima que Carrel
en 1931 denominé continuidad fisioldgica, tan
estricta como la que se puede observar entre el
nticleo y el citoplasma de los eucitos y que lo
llevé a definir como sujeto del estudio de la
Biologfa Celular, a lo que denomino sistema
“célula-ambiente”.

El enfoque de cambios en el tiempo, permitird el
entendimiento de las relaciones de origen y
descendencia que emparentan a todos los
organismos vivos y la ubicacién de los diferentes
niveles de complejidad celular, desde los
protocitos mas primitivos hasta los conjuntos de
eucitos mas complicados. Esto originard un
criterio de continuidad del fenémeno de la vida,
que ha producido un gigantesco espectro de
variabilidad, que en la actualidad se organiza en
los cinco Reinos, que sin embargo mantiene

L
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/caracteristicas importantes de unidad, es decir de
comunes denominadores, que hacen posible el
estudio de los fenémenos integrados en
mecanismos bésicos, como los de obtencién y
manejo de la energia, la biosintesis, la
reproduccion, que se encuentran representados d
manera similar, en cuantos ejemplos se quieran
utilizar para ilustrarlos.

€

Es precisamente debido a esa aparente diversidad

de las unidades celulares, que es necesario llevar
cabo el estudio de las diferencias y semejanzas
entre los principales niveles de complejidad
celular, desde un punto de vista no de la mera
descripcién de sus constituyentes, sino de su
papel dentro de los patrones de funcionamiento
del conjunto. Para esto es recomendable que en
lugar de la descripcién de los componentes
aislados de una célula, el estudio se realice con

a

base en fenémenos celulares, como por ejemplo el

circuito endo-exocitosis en una célula
especializada, como un modelo que permita
establecer una forma integrada de comprender la
relacién denominada estructura/funcidn, en que s
\jmplicam a diversas “partes” que al considerarse

€

por separado y como compartimentos aislados y \\
sin relacién en su origen y evolucién, pierden su
contexto y resultan en explicaciones o
descripciones 4ridas, més propicias para la
memorizacién que para la reflexién, comprensién
y aprendizaje.

En conclusi6n, en los cursos modernos de
Biologia Celular se recomienda cubrir los diversos
aspectos de la dinédmica celular de una forma
integrativa, que permita evaluar lo que se conoce,
lo que estd atin en duda y lo que todavia espera
por la aplicacién de nuevas ideas y técnicas, para
seguir en la construccién del conocimiento de la
célula, tarea por demés importante, pues como lo
escribié Brachet: “Después de todo, los limites de
la comprensidn del fenémeno de la vida
coinciden casi a la perfeccion, con los limites del
entendimiento de la célula”.

Jesis Manuel Leén Cdzares

Instituto de Fisiologia Celular y Facultad

de Ciencias de la Universidad Nacional
Auténoma de México /)
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Q—lSQ, Coyoacdn 04510, México, D.F., MEXICO.

TRANSPORTE DE CALCIO EN MITOCONDRIAS
DE PLACENTA HUMANA A TERMINO
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RESUMEN

La concentracién de calcio en las mitocondrias
de placenta humana a término es elevado y pa-
rece tener un papel regulador en varias de sus
funciones. El calcio es transportado por medio
de un uniportador sensible al rojo de rutenio y al
colapso del potencial de membrana (DELTA psi),
que muestra una baja actividad tanto para la
afinidad por el calcio (Km), como para la velo-
cidad de transporte (Vmax). Los valores de es-
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tos pardmetros cinéticos pueden deberse a la alta
concentracién de colesterol que tienen las
mitocondrias de placenta. Sin embargo, estas
caracteristicas cinéticas podrian estar relaciona-
das a una necesidad fisiolGgica de la placenta
para evitar dafio a las mitocondrias.

PALABRAS CLAVE: Mitocondria, placenta,
transporte, calcio, respiracidn.



INTRODUCCION

Desde hace varios afios, la fisiologia de los
orgénulos celulares ha sido estudiada para en-
tender su funcién dentro del metabolismo celular
y su posible mecanismo de regulacién. Se cono-
ce, por ejemplo, que la mitocondria tiene como
funcién la produccién de energia en forma de
ATP, ademis de sintetizar moléculas exclusivas
del 6rgano al que éstas pertenecen. Para el caso
de las mitocondrias de placenta humana a térmi-
no (MPH), éstas son capacez de sintetizar
progesterona, hormona esteroidea necesaria para
el mantenimiento del embarazo en mamiferos
eurotélicos.

Por otra parte, se han determinado algunos
mecanismos de regulacién de la actividad
mitocondrial, como por ejemplo, el efecto que
tiene el calcio (Ca®) sobre enzimas exclusivas de
la mitocondria, como se puede observar para
algunas deshidrogenasas del ciclo de Krebs. En
las MPH la regulaci6n de la actividad de sintesis
de la progesterona, se ha relacionado a la pre-
sencia del i6n calcio (Ca*"). Se ha cbservado que
el transporte de Ca® inhibe el consumo de oxi-
geno a través de la regulacién de la succinato
deshidrogenasa, al mismo tiempe que se estimu-
la la sintesis de progesterona; sin embargo, otras
enzimas podrfan participar en el efecto del Ca®.

La placenta tiene como una de sus funciones
proporcionar el Ca? necesario para el desarrollo
éseo del feto, lo que sugiere que la cantidad de
Ca® que atraviesa la placenta es elevado y cons-
tante (1). En este trabajo se determinaron las
caracteristicas cinéticas del transporte de Ca™
para conocer el funcionamiento de la mitocondria
bajo estas condiciones fisiolégicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para cumplir nuestro objetivo, se aislaron
mitocondrias de placenta humana a término por
centrifugacién diferencial en una solucién que
contenfa 0.25 M sacarosa y 1 mM EGTA. Se
obtuvo polarograficamente el control respirato-
rio determinando asi el grado de acoplamiento
entre la cadena respiratoria y la fosforilacién
oxidativa. Los estudios del transporte de Ca?* se
realizaron en mitocondrias semivacias del catidn,
las cuales se obtuvieron después de incubar a las

24

MPH en presencia de EGTA, BSA, Mg, y ATP
o ADP, ya que se ha demostrado que el EGTA
quela o secuestra Ca* con una alta afinidad y
produce la disminucién del contenido de Ca*
intramitocondrial; la albiimina sérica de bovino
(BSA) elimina a los desacoplantes naturales de
la cadena respiratoria, como son los &cidos
grasos libres y las hormonas esteroideas (2); el
Mg*, ATP y ADP son factores que han sido
relacionados con la proteccién contra el dafio
estructural de la membrana interna mitocondrial,
ademdés de promover la recuperacion del poten-
cial de membrana (DELTA psi) de la mitocondria
(3). La concentracién remanente del Ca* intrami-
tocondrial se cuantificé con murexida, y los re-
sultados mostraron una disminucién del conteni-
do mitocondrial del Ca** de aproximadamente
50%. A las mitocondrias asi obtenidas, se les
determiné el control respiratorio con el fin de
establecer la calidad fisiol6gica de la mitocondria
y se encontré que la disminucién del contenido
intramitocondrial de Ca* (tabla I) increment6 el
control respiratorio (CR), lo que sugiere un
mejor estado de acoplamiento mitocondrial, y
por consiguiente, del estado de la membrana
interna. El CR de las MPH obtenido (5,7), es
superior al valor de 2.7 reportado para las mis-
mas mitocondrias en condiciones similares (2),
lo que sugiere que la preparacién mitocondrial
tiene una funcién adecuada a pesar del trata-
miento. Por otra parte, se puede observar que
hay un incremento en el consumo total de oxi-
geno, que al reducir de tal manera la relacién
P:0, sugiere que existe alglin otro sitio de con-
sumo de oxigeno que atn no se ha determinado,
ya que se ha demostrado que estructuralmente la
membrana interna, no est4 dafiada, debido a que
las mitocondrias tuvieron un elevado CR; por
otro lado, la baja concentracién de Ca*
intramitocondrial permitié estudiar la cinética del
transporte del i6n.

Se determiné el efecto del oxalato, Pi y ADP
sobre el transporte de Ca®, ya que se ha repor-
tado que el Pi y oxalato son capaces de quelar
el Ca* en el interior mitocondrial, asf se puede
determinar el transporte de Ca® sin que inter-
vengan factores limitantes que modifiquen los
resultados cinéticos, ademds de que se ha repor-
tado que el Pi estd relacionado con la recupera-




cién del DELTA pH (4); mientras que se ha
asociado el efecto del ADP con la precipitacién
del complejo Pi-Ca® intramitocondrial y a la
estimulacién del consumo de oxigeno a través
de la cadena respiratoria, provocando que se
genere la fuerza protén motriz encargada de
mantener el transporte de Ca? (4).

Los resultados mostraron que el transporte
del Ca* se estimula en presencia de ADP o Pi
en comparacién con el control (figura 1, trazos
b, ¢ y a respectivamente); sin embargo, en pre-
sencia de ADP y Pi el transporte de Ca?* presen-
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Figura 1. Efecto del Pi, ADP y oxalato sobre el transporte de
calcio en MPH. a)- Control. Las MPH fueron incubadas en un
medio que contenfa 125 mM KCIl, 10 mM succinato-TRIS, 10
mM acetato-TRIS, 10 mM HCI-TRIS y 10 mg de rotenona, con
un pH final de 7.3; los trazos se realizaron en presencia ds b)-
0.2 mM de ADP, c)- 3.3 mM de Pi, d)- 0.2 mM de ADP/ 3.3
mM Pi, e)- 3 mM de oxalato, f)- 0.2 mM ADP/ 3.3 mM Pi/ 3
mM de oxalato. MIT, mitocondrias; DNP, 2',4'-dinitrofenol;
DOC, desoxicolato.
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t6 la mayor estimulacién (figura 1, trazo d). Por
otra parte, el oxalato no modificé la cinética del
transporte (figura 1, trazo ¢), lo que sugiere que
posiblemente no es capaz de atravesar la mem-
brana interna de la mitocondria. El efecto del
desacoplante 2',4'-dinitrofenol (DNP) sugiere que
el transporte observado no es resultado de la
fijacién inespecifica del i6n a la mitocondria, sino
que se trata de un transporte dependiente del
DELTA psi. Estos resultados permitieron deter-
minar las condiciones éptimas para estudiar el
transporte de Ca* radiactivo, y obtener las cons-
tantes cinéticas.

El transporte de Ca** radiactivo se ensayé en
un sistema de filtracién Millipore, el cual permi-
te detener la reaccién en segundos y obtener las
muestras radiactivas con el contenido real de
Ca* intramitocondrial. Con este método se ob-
tuvieron las velocidades iniciales del transporte
que permitieron calcular posteriormente las cons-
tantes cinéticas por medio del programa
Symplex. Como se puede observar en la figura
2, el transporte de Ca** muestra una cinética de
saturacién de tipo Michaelis-Menten, donde la
Km_ es de 111.83 uM y la Vmaxﬁpp de 61.23
nmolas/mg/minuto. Estas constantes muestran
que la afinidad y actividad del transportador de
Ca* son bajas en comparacién con lo reportado
para mitocondrias de otros tejidos de mamiferos,
por ejemplo para higado de rata la Km es de 1
a 13 uM y Vmax de 100 a 700 nmolds/mg/
minuto (5). Sin embargo, algunos reportes de la
literatura indican que la naturaleza del transpor-
tador del Ca* presente en diversos sistemas
mitocondriales de mamiferos es la de un
uniportador sensible a la inhibicién por rojo de
rutenio (6) y al colapso del DELTA psi. Para
descartar la posibilidad de que el transportador
presente en las MPH fuera diferente al reporta-
do, éstas se incubaron en presencia de concen-
traciones crecientes del rojo de rutenio con una
concentracién fija de Ca* radiactivo. Los resul-
tados (figura 3) muestran una marcada sensibili-
dad del transportador del Ca* presente en las
MPH a la accién del rojo de rutenio; el cual
mostrd una disminucion del 97% de su actividad
con 0.5 uM del inhibidor, lo que sugiere que la
naturaleza del transportador de Ca?* de las MPH
es la de un uniportador sensible al rojo de rutenio



gimilar a lo reportado para Otros sistemas
mitocondriales de mamiferos.
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Figura 2. Cinética del transporte de Ca®* en MPH. Las
mitocondrias fueron incubadas en el medio descrito en la figura
1. Los pardmetros cinéticos son: Km aparente de 111.83 uM
y Vmax aparente de 61.23 nmolas Ca’ por miligramo por
minuto.
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Figura 3. Efecto del rojo de rutenio sobre el transporte de cal-
cio. Las MPH se incubaron en el medio descrito en la figura 1.
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Ahora bien, si la naturaleza del transportador
es la de un uniportador sensible al rojo-de rutenio
y al colapso del DELTA psi, (por qué presenta
constantes cinéticas bajas de afinidad y transpor-
te en relacion a lo reportado en otros sistemas
mitocondriales? Una posible explicacién es que
la actividad del transportador de Ca? estd inti-
mamente ligada a la composicién lipidica de la
misma membrana. Las MPH presentan una alta
concentracién de colesterol (30 ug/mg de pro-
teina) cuando se comparan a las de higado de
rata (3 a 5 ug/mg de proteina), lo que podria
conferirle mayor rigidez que a otras membranas
mitocondriales in situ. Esta rigidez, o la interac-
cién directa del colesterol con el uniportador,
podrian estar relacionadas con la baja actividad
catalitica del mismo, de manera similar a como
se ha sugerido para el transportador de adenin
nucleétidos (7). Por lo tanto, s¢ puede conside-
rar a la membrana mitocondrial como un factor
de regulacién de la actividad del transportador
del Ca*, que asociado con la fisiologia del teji-
do, permite establecer una proteccién de sus
funciones.

Esta consideracion proviene del hecho de que
el trofoblasto, que es la unidad fundamental de
la placenta, tiene el papel de transportar los
nutrientes y productos de desecho, a corriente y
contracorriente, entre la madre y el feto. Para el
caso particular del Ca*, éste es transportado en
grandes cantidades desde 1a madre hasta el feto
para cubrir necesidades tales como el manteni-
miento de los mecanismos neuromusculares, de
coagulacion y crecimiento 6seo; su flujo aumen-
ta hacia el tltimo trimestre del embarazo. Sin
embargo, poco se sabe acerca del mecanismo
por el cual el Ca? es transportado de manera
transcelular. No obstante, existen evidencias que
podrian utilizarse para construir un modelo simi-
lar al propuesto para el intestino (8). En la
placenta existe un gradiente de Ca?* capaz de ser
utilizado para desplazar Ca’* desde las lagunas
maternas hasta el interior de la célula del
trofoblasto; también hay evidencias que sugieren
la existencia de una proteina denominada
HCaBP, con 10 sitios afines al Ca?*, cada uno
con una Kd de 5 M y que se localiza en las
vellosidades coriénicas y en las células del
trofoblasto (9). La actividad de la HCaBP con-



sistiria en atrapar inmediatamente al Ca?* que
ingresa a la placenta, para llevarlo hasta la zona
donde la concentracién de Ca?* es baja, para
transportarlo hacia el feto. Para la salida del
Ca* de la célula del trofobiasto, se ha reportado
la existencia de una ATPasa de Ca* que presen-
ta una Km de 99.7 uM y una Vmax de 1,540
nmolas/mg/minuto (10). Su localizacién es en la
membrana basal del sinsicio y el citotrofoblasto,
y se propone que es la encargada de mantener el
flujo del Ca* de la madre hacia el feto. Dentro
de este modelo (Fig 4), las constantes cinéticas
del transporte de Ca* en la mitocondria respon-
den a una necesidad fisiolégica del trofoblasto y
de Ia misma mitocondria. Si la mitocondria tu-
viera unos pardmetros de transporte que refleja-
ran una mayor afinidad y actividad cinética, ésta
podria ser capaz de formar a su alrededor un
microambiente de menor concentracién de Ca?,
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lo que originarfa que la HCaBP liberara en esta
zona al Ca* unido y no en la vecindad de la
ATPasa de Ca®, entonces el Ca** serd capturado
por la mitocondria. Esto darfa lugar a dos fené-
menos: por una parte el flujo de Ca* a través de
la célula se verfa afectado, y con éste, el aporte
de Ca* requerido por el feto; por otra, el ingre-
so masivo de Ca* a la mitocondria pondria en
peligro su propia integridad fisiolégica, afectan-
do su metabolismo y posteriormente el buen fun-
cionamiento de la célula del trofcblasto. Asf
pues, las caracteristicas del transporte de Ca?* en
las mitocondrias estin en armonia con la
fisiologia del 6rgano al que pertenecen. Sin em-
bargo, esto no niega la posibilidad de la existen-
cia de un mecanismo de regulacién de 1a HCaBP
que asegure que la liberacién del Ca? sea en las
cercanias de la ATPasa de Ca®* y no en otra
zona del citoplasma

El

Figura 4. Modelo propuesto para el transporte transcelular de calcio en las células trofoblésticas. Ca, calcio; HCaBP, proteina fijadora de
calcio -por simplicidad s6lo se muestra con 4 sitios afines por calcio-; Mit, mitocondrias; RE/G, reticulo endopldsmico y Aparato de Golgi;
Ca-ATPasa de calcio; EI, espacio intervelloso; S-C, sincicio y citotrofoblasto; CF, capilar fetal.
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EFECTO DE LA PRESENCIA
EN EL CONTENIDO DE Ca?
LOS PARAMETROS BIOE

EGTA, BSA, ATP, ADP y Mg*
+ INTRAMITOCONDRIAL Y EN
NERGETICOS DE LAS MPH.

TABLA L

Nicholls, D. y Akerman, K. (1982): Mitochondrial
calcium transport. Biochim. Biophys. Acta 683: 57-
88.
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MEDIO\PARAMETRO. EDO 3 EDO 4 CR CONS.O P:0 [Ca]
> @
Control 49.30 12.86 3.83 116.0 1.81 52.50
0.2% BSA,2mM EGTA 60.00 12.44 4.82 374.0 0.66 46.01
0.2% BSA,2mM EGTA
4 mM Mg* 106.67 22.65 4.71 468.0 0.64 64.6
0.2% BSA,2mM EGTA
2mM ADP 80.95 . 21.65 3.74 255.0 1.18 43.89
0.2 % BSA,
2mM EGTA, 2mM ATP  97.67 24.33 4.01 492.0 0.51 43.22
0.2% BSA,2mM EGTA
2mM ATP, 4mM Mg* 104.67 26.00 4.03 420.0 0.72 39.63
0.2% BSA,2mM EGTA
2mM ATP, 2mM Mg* 53.30 9.33 5.70 462.0 0.65 23.00
* — nanoétomos g Oxigeno/mg/minuto; @ = nmolas.
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EDITORIAL

HISTORIA NATURAL DEL BEB

La Bioquimica es una ciencia joven, todavia
inacabada, en donde constantemente se obtie-
nen hallazgos que son publicados en libros y
revistas especializadas, es una ciencia suma-
mente celosa pues reclama atencidn, dedica-
cién, estudio y de esta manera sus seguidores
se mantienen en un proceso dindmico, de
adquisicién constante de informacién para
poder integrar el conocimiento.

En nuestro pais, como en otros anilogos, este
proceso s6lo es posible para unos cuantos de
la gran cantidad de aquellos que nos dedica-
mos a esta ciencia, pues por falta: de recursos
econémicos para la adquisicion de textos
adecuados, de formacidén académica a veces,
de interés en algunos casos, de manejo de
otros idiomas, etc., esta posibilidad en el
enriquecimiento se ve limitada.

Ya que la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico tiene implicito en su nombre un com-
promiso para con todo el pafs y consciente de
ello en la Facultad de Medicina hace casi 20
afios se iniciaron algunas acciones para tratar
de impedir que la brecha existente ante esas
dos realidades -el incremento en la informa-
cién, por un lado y la dificultad para la
actualizacién por otro- se hiciera tan grande
que se rompiera totalmente la comunicacion

. entre los avances y aquellos que en los salo-

nes de clase de las universidades de nuestro
amplio territorio ayudan a miles de estudiantes
a la adquisicién del conocimiento. De esta
manera el Departamento de Bioquimica aceptd
su papel en la historia y se echd a cuestas el
compromiso de un programa que ha persistido

a través del tiempo, en el que anualmente,
cita por una semana, para actualizar en algu-
nos tépicos de nuestra materia a cerca de
1,000 profesores, llamado al que acude
aproximadamente el 10% y que conforme a
las leyes del azar, ese 10% estd constituido de
uno a otro aflo por diferentes profesores.

La coleccion Mensaje Bioquimico ha reteni-
do en sus paginas, desde el quinto afic del
inicio del programa mencionado hasta la
fecha, todos aquellos avances que en su mo-
mento fueron puestos al alcance de los inquie-
tos en esta actualizacidn.

Pero pasados unos afios nc era suficiente sélo
eso: la reunién y el libro, pues ambos eran ya
una realidad, con esto se habian cubierto dos
etapas de este proceso evolutivo, entonces
surgié otra necesidad pues aquel que recibe,
reclama y siente tener derecho a seguir reci-
biendo més y mejor y asi como una etapa méis
en este proceso evolutivo en marzo de 1982 a
solicitud de varios grupos de profesores apa-
rece el Boletin de Educacién Bioquimica
(BEB), un érgano de comunicacién, difusién y
servicio entre todos los que cultivamos la
Bioquimica, de aquellos que pueden dar a los
que reciben, de aquel que necesita un servicio
a aquel que puede dar informacidn, del que
sabe mas de un tema a aquel que completa
con esto su informacién anterior; en fin esta-
blece una red en que todos los intersados
podemos estar conectados.

El BEB sin entrar en competencia con revis-
tas internacionales de investigacién, es una
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K;lblicacién especializada con articulos origina-
les y con ello cumple su aspiracion de ser
6rgano de difusién y comunicacion; funcién
que por 10 afios ha venido desarrollando entre
aquellos que han respondido al llamado y
todos los que hemos trabajado en este proce-
so en el cual creemos, al cual queremos y que
sabemos, sirve.

Con esta labor de todos, creo que estamos
\fmtribuyendo a que la Bioquimica no se

quede en un pedestal lejos de la mayoria, sin;\\
que se torne familiar y alcanzable para todo
aquel que tome la decisién de comprometerse
con ella.

Yolanda Saldaria de Delgadillo
Departamento de Bioquimica

Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Auténoma de México

//”

UNAM.

EL PAPEL DEL L-MALATO EN
ELL METABOLISMO VEGETAL

k\iilda Flores Rosales. Departamento de Bioquimica, CINVESTAV-IPN. Departamento de Ciencias Biolégicas, FES-C,

L/

RESUMEN

El L-malato es el acido orgédnico mds abun-
dante en los tejidos vegetales. Su concentracién
puede permanecer constante por largo tiempo o
variar como tesultado de cambios en el medio
ambiente de la planta. El L-malato esté sujeto 2
transformaciones en todos los compartimentos
celulares debido a la amplia distribucién de las
enzimas que favorecen su formacioén o utiliza-
cién y a la presencia de acarreadores especificos
membranales que facilitan su movimiento dentro
y fuera de la célula.

Fl L-malato estd implicado en una extensa
variedad de procesos como son: ciclo de Krebs,
ciclo del glioxalato, fotosintesis de plantas C4 y
CAM, control del pH del citosol, almacén de
CO, y de equivalentes reductores, mantenimien-
to del balance eléctrico celular y en movimientos
estomAticos. Se considera que tiene un papel
central en el metabolismo vegetal.

PALABRAS CLAVE: fosfoenolpiruvato, L-
malato, oxaloacetato.

INTRODUCCION

El propésito de esta revisién es llamar la aten-
cién sobre los variados y especificos papeles que
el L-malato juega en la bioquimica de las plan-
tas.

Su nombre se origina del latin malum (manza-
na) y fue descubierto por Schelle en 1785. El L-
malato se encuentra en casi todos los tejidos
vegetales y puede ser acumulado en cantidades
considerables, porque al contrario de las células
animales, las células vegetales tienen vacuolas
que se lo permiten; las cantidades de malato acu-
muladas son variables y dependen del tipo de
vegetal y de las condiciones ambientales, pueden
llegar a 100 uM.

La mayor cantidad de malato en vegetales se
obtiene a través de la carboxilacién del
fosfoenolpiruvato (PEP) por la enzima fosfoenol-
piruvato carboxilasa (PEPC) y la subsecuente
reduccién del oxaloacetato (OAA) por la enzima
malato deshidrogenasa (MDH) y NADH (Fig 1);
es evidente entonces que en plantas el malato y
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el fosfoenolpiruvato, estin muy relacionados y
que sus papeles no se pueden disociar, ya que el
fosfoenolpiruvato es la fuente principal de malato,
asi como el malato es el producto natural del
fosfoenolpiruvato.
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Figura 1. El metabolismo del L-malato en plantas (4).

El malato estd implicado en una extensa varie-
dad de procesos fisioldgicos en tejidos vegetales,
lo que no acontece en los animales; Latzko y
Kelly en 1983 (1) enlistaron once funciones fi-
sioldgicas dependientes de la actividad acoplada
de las enzimas relacionadas con la concentracién
de malato PEPC-MDH; por ejemplo, el malato
abastece al ciclo de los acidos tricarboxilicos,
puede generar NADPH a través de la enzima
mélica (ME) dependiente de NADP, acttia como
un almacén de CO, en la fotosintesis de algunas
plantas, es un producto de fermentacién, puede
acarrear equivalentes reductores, contribuye al
mantenimiento del pH y del balance eléctrico
celular, etc.

CONCENTRACION CELULAR DE
MALATO.

La concentracién de L-malato varfa entre 1y
10 mM y bajo circunstancias especificas, como
la fijacién nocturna de CO, por plantas CAM
puede exceder a 100 mM, almacenado en una
vacuola gigante. La concentracién interna puede
permanecer constante o variar como resultado
de cambios en el medio ambiente, como ciclos
de luz-oscuridad y variaciones en temperatura.
Las condiciones de estrés ya sea salino o hidrico,
por contaminacién con productos quimicos o por
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la presencia de herbicidas y pesticidas, o bien
por condiciones de anoxia o por ataque de pa-
résitos (2), tienen una fuerte influencia sobre el
balance de las enzimas que actian sobre el
malato y modifican su distribucién celular, dan-
do generalmente como resultado un incremento
en la sintesis de malato.

REACCIONES EN LAS QUE PARTICIPA
EL MALATO

La participacién mas conocida tanto en ani-
males como en plantas del L-malato en el
metabolismo, es como intermediario en el ciclo
de los 4cidos tricarboxilicos. Ademd4s, sus pro-
piedades quimicas le confieren funciones esen-
ciales dentro del metabolismo de las plantas; una
de estas propiedades es su facilidad de transfor-
marse en todos los compartimentos celulares,
debido a la ubicuidad de las enzimas que favo-
recen su formacién o utilizacién.

En la figura 1 y Tabla I se muestran algunas
de las principales reacciones y caracteristicas de
las enzimas, relacionadas con el metabolismo del
malato en vegetales. Es notorio que el malato
ocupa una posicién central entre la glucélisis y
en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, con vias
ligadas al metabolismo de amino4cidos mediante
reacciones de transaminacién. Tres de estas re-
acciones son fuertemente exergénicas, y desde
un punto de vista termodindmico, el malato es
mas favorable de producirse por medio de la
carboxilacién de fosfoenolpiruvato (PEP) con la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y
la posterior reduccién del oxaloacetato con la
enzima malato deshidrogenasa (AG® = -50 KJ)
que la sintesis de piruvato a partir de fosfoenolpi-
ruvato via la enzima piruvato cinasa (PK) (AG®
= -31.4 KI).

Si se considera a los 4 sustratos mis impor-
tantes interrelacionados con el metabolismo de
malato ( PEP, OAA, malato y piruvato) se ver4
que sus interrelaciones estin gobernadas por
pocas enzimas, algunas veces existen como
isoenzimas y distribuidas en Ia mayoria de los
compartimentos celulares. En la Tabla I se pue-
de ver que PEPC es una enzima citosélica, que
PK se encuentra tanto en citoplasma como en
cloroplasto. La enzima mélica (ME) est4 presen-



TABLA L

LOCALIZACION DE ALGUNAS ENZIMAS
QUE PARTICIPAN EN EL METABOLISMO

DE MALATO.

NOMEBRE DE LA ENZIMA LOCALIZACION

fOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA CITOSOL

(eerC) (4.1.1.31)

FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXICINASA CITOSOL

(pEPCK) (4.1.1.49)

PIRUVATO CINasa (PK)(2.7.1.40) CITOSOL Y
CLOROPLASTO

PIRUVATO CARBOXILASA (PC)(6.4.1.1) CITOSOL

EnziMa Marica (ME)(1.1.1.39) CITOSOL
Y CLOROPLASTO
DEPENDIENTE
DE MADP
MITOCONDRIA
DEPENDIENTE
DE NAD

MALATO DESHIDROGENASA CLOROPLASTO

(mMpH)(1.1.1.37) DEPENDIENTE
DE NADP
CITOSOL
MITOCONDRIA
GLIOXISOMAS
Y PEROXISOMAS
DEPENDIENTE
DE NAD

te en tres compartimentos celulares y muestra
diferente especificidad por su coenzima. Las
enzimas citos6lica y de cloroplasto son especi-
ficas para NADP, mientras que la enzima
mitocondrial es espe(nﬁca para NAD. Lo mismo
sucede con las isoenzimas de MDH, Ia
cloroplastica es especifica para NADP, la
mitocondrial y la citos6lica son especificas para
NAD. La enzima MDH se encuentra también en
microcuerpos (glioxisomas y peroxisomas) y ahi
muestra especificidad para NAD (3).

ALMACENAMIENTO DE CO,

La importancia del malato como un sustrato
puede ser ejemplificada por la comparacién de
sus propiedades con las de sus precursores o
productos (fosfoenolpiruvato, fumarato, oxaloa-
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cetato, piruvato). Si se considera al fosfoenol-
piruvato como equivalente energético de piruva-
to, se puede considerar que algunas enzimas
catalizan parcial o totalmente en una u otra di-
reccién la reaccién general:

CH,-CO-COOH + CO, + AH,

> HOOC-CH,-CHOH-COOH + A

piruvato malato

Esta ecuacién claramente describe el hecho de
que malato aparece como una molécula que al-
macena CO, y equivalentes reductores. Otra pro-
piedad de I malato es su habilidad de moverse
a través de las membranas celulares debido a la
presencia de una variedad de transportadores
membranales, esto 1o hace ser un almacén mévil
de CO, y de equivalentes reductores.

Por otro lado L-malato es un didcido cuyos
pK son: pKa = 3.4 y pKb = 5.26 o sea que al
pH fisiolégico puede generar protones que
intercambia con cationes del citoplasma trans-
portindolos a una vacuola con lo cual mantiene
el balance eléctrico de la célula (4).

MOVILIZACION DE EQUIVALENTES
REDUCTORES

La distribucién ubicua de las enzimas relacio-
nadas con el metabolismo del malato que
catalizan en conjunto la reaccién general:

HOOC-CH,-CHOH-COCH + A

> CHS-CO-COOH +CO, + AH,

malato piruvato

tiene dos consecuencias importantes: a) los equi-
valentes reductores generados pueden ser movi-
dos de un compartimento celular a otro por las
lanzaderas que involucran malato-oxaloacetato y
aspartato-glutamato y b) con la especificidad de
las isoenzimas por NAD o NADP, sus equiva-
lentes reducidos, NADH y NADPH puedcn fa-
cilmente interconvertirse por reacciones de
transhidrogenacién (5). Por otro lado la mito-
condria de los vegetales en contraste con la
mitocondria de los animales tiene un sistema muy
eficiente de transporte de oxaloacetato en ambos
sentidos, regulado por la actividad de la enzima
malato deshidrogenasa (MDH). Todos estos



mecanismos de lanzadera son dependientes de
que existan los acarreadores apropiados en las
membranas de los orgénulos, que facilitan asi el
movimiento de malato en los compartimentos
celulares (6), esta propiedad del L-malato le
permite acarrear equivalentes reductores de un
compartimento celular a otro sobre €l hecho de
que las membranas celulares son impermeables a
los nucledtidos reducidos de piridina (NADH,
NADPH).

REGULACION DEL pH CELULAR.

El L-malato contribuye a la regulacién del pH
celular, como otra de sus funciones, no por los
protones de sus grupos carboxilo, sino por la
consideracion de que se origina fijando CO, en
forma de HCO, al fosfoenolpiruvato por la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa, la cual es
activa a un pH de 7.7; la reaccién catalizada por
las actividades acopladas de las enzimas fosfo-
enolpiruvato carboxilasa y malato deshidrogenasa
contribuyen a disminuir el pH celular, cuando el
pH se acerca a 6.8 se activa la enzima mailica
catalizando la reaccién de descarboxilacién de
malato, esta reaccidén incrementa el pH; asi el pH
citopldsmico puede ser mantenido entre los pH
optimos de las dos enzimas y Davies los propuso
como pH stat (Fig 2) (7).

CO2 PEF+HCO§
Piruvato 4&-—-—&1019?0 <——2—3 Oxnoloacetato

100

% de Actividad

4

8.0

pH

Figura 2, El pH stat metab6lico de vegetales ejemplificado
con la enzima mélica (ME) y la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC) (7).
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L-MALATO EN EL METABOLISMO DE
CARBOHIDRATOS.

El esquema clasico de la degradacién de los
carbohidratos a través de la glucélisis afirma que
se produce piruvato, el cual una vez transporta-
do a la mitocondria es convertido en acetil-CoA
y €ste al condensarse con oxaloacetato produce
citrato. Este esquema fue desarrollado a partir
de estudios en animales, y se extrapol6 a los
vegetales; sin embargo debido a las siguientes
caracteristicas que presentan por un lado las

‘c€lulas vegetales y por otro sus mitocondrias,

esto no es valido: a) existen vacuolas donde se
almacena L-malato, b) una distribucién universal
de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC), ¢) la presencia de dos enzimas que
oxidan L-malato en la mitocondria, la malato
deshidrogenasa (MDH) y la enzima malica y d)
una baja capacidad para oxidar piruvato, proba-
blemente por la pobre capacidad de transportar
piruvato de la membrana interna de la mitocondria.
Junto con las consi-deraciones termodindmicas
que se expusieron antes, de que malato es més
facilmente producido a partir de fosfoenolpiruva-
to, se llegd a la conclusién de que en plantas, el
malato y no el piruvato es el producto terminal
de la glucélisis y el sustrato inicial del ciclo de
los 4cidos tricarboxilicos. El L-malato puede
entrar al ciclo de Krebs por dos mecanismos: uno
por su oxidacién a través de la enzima malica (ME)
la cual produce piruvato, éste a su vez produciria
acetil-CoA via piruvato deshidrogena-sa, mecanis-
mo ya conocido en animales y otro por la entrada
directa del malato para reciclar el oxaloacetato
mediante la malato deshidrogenasa (5,8,9) (Fig 3).

La idea de que L-malato pueda ser el produc-
to natural de la glucélisis fue sugerida cerca de
los afios 30 por Mazelis y Vennesland, basados
en la gran acumulacién de este metabolito y a
que se encontraba en todos los tejidos vegetales.
Al final de los 70 se propuso que dicha acumu-
lacién se debia a una fermentacién malica, que
acontecia en situaciones de estrés. Actualmente
se considera al malato como un producto regular
de la degradacién anaerébica de cabohidratos y
es muy probable que este mecanismo degradativo
exista en todos los tejidos vegetales proponién-
dose como la via del malato, sin embargo este
proceso fermentativo como se observa en la fi-
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Figura 3. La participacién del L-malato en la degradacién de carbohidratos en vegetales (9).

ra 4 no es fosforilante como lo son las fermentacio-
nes alcohdlica y lactica y por lo tanto aporta menos
energia para efectuar procesos celulares, por lo que
se puede considerar que la fermentacion mélica es
un mecanismo de almacenamiento de equivalentes
reductores que la célula no puede oxidar en un
momento dado (10).

L-MALATO EN EL METABOLISMO DE
LIPIDOS.

El problema de la degradacion de lipidos en te-
jidos vegetales es una de las situaciones més com-
plicadas, probablemente porque los esquemas de
las células animales han sido impuestos a las células
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l
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Malato

Lectato

Etanol
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Figura 4. Esquema de la degradacién anaerGbica de la glucosa

Bge
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y la fermentacién malica (4).
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vegetales. Esto es un gran error. La mitocondria
vegetal al contrario de la animal no degrada 4cidos
grasos a través de beta-oxidacién. Los dcidos grasos
en vegetales son metabolizados en orgénulos espe-
cializados como son los glioxisomas y los
peroxisomas. En el caso de los peroxisomas no se
tiene claro el proceso, sélo se conoce que lleva a
cabo la beta-oxidacién, pero el producto de ésta, el
acetil-CoA 1o se sabe como se oxida, probablemen-
te sea en la mitocondria (11).

En cuanto al metabolismo de lipidos en los
glioxisomas se tiene determinado que es por beta-
oxidacién y que la acetil-CoA producida es uti-
lizada por el ciclo del glioxalato, en el cual se
obtienen succinato y malato que son transporta-
dos a la mitocondria para abastecer el ciclo de
Krebs. Es necesario por tanto que fisicamente
los glioxisomas se encuentren muy cerca de las
mitocondrias para,”en conjunto, efectuar la de-
gradacién de los lipidos (12,13).

En el caso de semillas de oleaginosas el L-
malato producido en el glioxisoma es exportado
al citoplasma y realiza gluconeogénesis por la
reversa de la glucélisis (Fig 5).
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Figura 5. La degradacién de lipidos en plantas produce L-malato (12).

EL IL-MALATC EN LA FOTOSINTESIS.
Las plantas terrestres han sido clasificadas
como C,, C, y CAM (metabolismo &cido tipo
crasuldceas); con base en los diferentes
metabolitos fotosintéticos del carbono, todas las
plantas quedan en estas clasificaciones salvo al-

gunas que son C-C, y C-CAM.

Las reacciones obscuras de la fotosintesis cu-
bren la fijacion neta de CO, y la reduccién de
carbono a carbohidratos. Esta asimilacién de
carbono ocurre a través de una ruta conocida
como ciclo de reduccidn fotosintética del carbo-
no (ciclo PCR). El ciclo PCR es también deno-
minado algunas veces ciclo de Calvin-Benson en
honor a los dos cientificos que hicieron las mas
importantes contribuciones a la clarificacién de
la secuencia de reacciones del ciclo. Dado que el
primer producto de fijacién del CO, es un inter-
mediario C, (3-fosfoglicerato) el ciclo PCR se
llama frecuentemente ruta C,, es decir, la ruta se
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nombra segiin el niimero de carbonos del primer
metabolito que se forma.

Algunas plantas poseen la ruta C, de asimila-
cion de carbono, denominada asi porquc el pro-
ducto inicial de la fijacién de carbono es un
dcido tetracarbonado (oxaloacetato). Hay que
senialar que el ciclo C, no sustituye al ciclo PCR
en las plantas C_, sino més bien es un preludio
al ciclo PCR. Las plantas que poseen la ruta C
llevan a cabo sus reacciones asimiladoras de
carbono en dos tipos de células, las células del
parénquima y las células de la vaina, mientras
que las plantas que poseen tnicamente el ciclo
PCR llevan a cabo,sus reacciones sélo en las
células del parénquima. Las células de la vaina
en las plantas C,, al contrario de las células del
parénquima en las plantas C,, contienen
cloroplastos. Estas células de la vaina estan ro-
deadas por las células del parénquima. Las cé-
lulas del parénquima contienen la enzima



carboxilante fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC) en su citosol, pero no poseen la enzima
ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/ oxigenasa
(RubisCO), mientras que las c€lulas de la vaina
contienen RubisCO pero no PEP carboxilasa. La
PEP carboxilasa incorpora CO, en el fosfoenolpi-
ruvato para producir oxaloacetato. El oxaloace-
tato es entonces convertido bien en malato o en

aspartato (compuestos C,), ambos son transpor-

tados a las células de la vaina, donde una
descarboxilasa especifica cataliza la liberacién de
CO,. El CO, liberado es fijado de nuevo por la
RubisCO e incorporado al ciclo PCR. El com-
puesto C, que queda tras la descarboxilacion es
transportado de wvuelta a las células del
parénquima y convertido en fosfoenolpiruvato el
sustrato de la reaccién inicial de carboxilacién

(Fig 6)(14).

CO, atmosferico

I bl
2ATP

CO, PEP*iPyr*CB‘——
\£$ Pi o,

OAA—=>Aspartato
NADPH‘)
NADP

Malato

Productos

- PARENQUIMIA VAINA

Figura 6. La participacién del L-malato en la fijacién de co,
durante la fotosintesis de plantas C, (14) RUBP = Rubisco.

Hay otra ruta secundaria de fijacién del carbo-
no llamada metabolismo &4cido tipo crasulaceas
(CAM), que se cree es una adaptacién de la
fotosintesis al estrés hidrico. Por esta razdn, las
plantas CAM son las més extendidas en ambien-
tes dridos y microclimas secos. El CAM es ana-
logo al ciclo C, en el sentido de que hay una
carboxilaci6n inicial via PEP carboxilasa, segui-
da de una descarboxilacién de los dcidos C, que
resulta en un aporte interno de CO,. Sin embar-
go, al contrario que en la ruta C,, el CAM ocu-
rre s6lo dentro de las células del parénquima,
déndose la carboxilacién y la descarboxilacién
en momentos diferentes a lo largo del ciclo dia-
noche. Asi la carboxilacién y la descarboxilacién
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estdn separadas en el tiempo en el CAM, mien-
tras que estos acontecimientos estdn separados
espacialmente en la ruta C,.

Los estomas de las plantas CAM se abren
durante la noche, tomando una cantidad sustan-
cial de CO, atmosférico, éste se combina con
fosfoenolpiruvato en una reaccién catalizada por
la PEP carboxilasa para formar oxaloacetato. El
oxaloacetato se reduce después por la malato
deshidrogenasa para formar malato. Aunque tan-
to la PEP carboxilasa y la malato deshidrogenasa
se localizan en el citosol, el malato formado no
puede acumularse en esta localizacion celular, ya
que causaria un descenso drastico del pH
citosélico. El malato en cambio, es transportado
y almacenado durante la noche en la vacuola.
Las vacuolas de las células CAM son muy gran-
des, ocupando en ocasiones més del 95 % del
volumen celular, y al final de la noche contienen
una concentracién muy alta de malato (100 mM).
Durante el dia siguiente, el malato es liberado de
la vacuola y descarboxilado, el CO, que se ge-
nera es vuelto a fijar por la Rubisco e incorpo-
rado al ciclo PCR. (Fig 7) (15).
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y el almacenamiento de L-malato.



EL L-MALATO EN CEREALES

Se ha encontrado que durante la germinacién
de cereales, especificamente en cebada y trigo,
el endospermo amilidceo tiene un pH alrededor
de 5.0, mientras que la célula de la capa de
aleurona tiene valores de pH cercanos a la neu-
tralidad. La diferencia de pH es atribuida a la
capacidad de la capa de aleurona de acidificar su
entorno, esta acidificacion fue correlacionada con
secrecion de L-malato (16). Se ha postulado que
la acidificacién del endospermo amildceo duran-
te la germinacién de la semilla es una funcién
fisiolégica de la capa de aleurona, la cual, por
esta via solubiliza proteinas, iones Ca** y almi-
dén del endospermo, favorece la actividad de las
hidrolasas y activa el sistema de transporte en el
escutelo (17), sin embargo a la sintesis y
secrecion de malato que se da en forma conco-

mitante a la acidificacién no se le ha asignado
especificamente un papel bioquimico o fisioldgi-
co.

La participacién del L-malato en la
germinacion de cereales como la cebada y trigo
todavia no se conoce; el estudio de las vias
metabdlicas de su sintesis, asi como su utilidad
en la semilla plantean un retc muy interesante
de investigar, puesto que aportaria los datos
faltantes para completar el panorama del papel
del L-malato en el metabolismo vegetal, ya que
hasta ahora todas las funciones que desempeiia
el L-malato se han visto en tejidos fotosintéticos
y este no es el caso de las semillas de cereales,
€s por eso que posiblemente la participacién del
L-malato en este sistema sea diferente a todo lo
anteriormente descrito.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

71 BER es una revista dedicada a la divulgacién de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioguimicay de dreas
afines. Fst4 dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que ia presentacién de los trabajos se ajuste a sus
lectores vy sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras
comunicaciones. Se solicita a los autores se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

1)

2)

4)

1. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deber4 enviarse en un disco flexible de 5 1/4
pulgadas de 365 KB de capacidad, escrito en los
procesadores de textos “Word 5” o Write, sin ningun
formato y con una extension maxima de 18,000 caracte-
res. Este deberd ir acompanado de-dos impresiones del
artfculo en el que se marcarédn en color las palabras o
lineas que deban ir en cursivas o negritas, asi como todas
las anotaciones necesarias. En el caso de no tener acceso
a este procesador, el manuscrito podré enviarse mecano-
grafiado, con una extension que no exceda de 12 cuarti-
llas escritas a doble espacio (27 renglones por cuartillay
70 golpes por renglén).

Se deber4 inciuir un resumen en idioma espafiol y un
abstract en inglés, de més o menos diez renglones, que
iran seguidos por conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se sugiere un méximo de quince referencias, tanto
especificas como de lecturas recomendadas, numeradas
en el texto de forma progresiva conforme vayan apare-
ciendo. Cada una debe contener: nombres de los autores,
afio de publicacién entre paréntesis, titulo del articulo,
nombre de la revista, niimero del volumen en cursivasy
antecedido por dos puntos el nimero de la primera y
dltima paginas, de acuerdo con lo que se muestra en el
siguiente ejemplo:

Miller, C O (1982) Cytokinin Modification of
Mitochondrial Function. Plant Physiol 69: 1274-1277.

Los libros deberén citarse de la siguiente forma:

Larckins, B A, Pearlmutter, N L y Hukman, W J (1979).
The mechanism of zein synthesis and deposition in
protein bodies of maize endosperm. En The Plant Seed.
Development, Preservation and Germination, Editores:
Rubenstein, I; Phillips, R L; Green, C E y Gengenbach,
B G. Academic Press. New York. pp 49-55

Se aceptardn como méximo seis figuras o tablas, las
cuales deberin estar dibujadas sobre papel albanene con
tinta china o presentarse como fotografias en blanco y
negro sobre papel brillante, cuya localizacién deberd

5)

1y

2)

3)

4)

estar sefialada en el texto. La limitacién en el niimero de
figuras, de tablas y de referencias, obliga a los autores a
que se seleccionen aquellas que sean realmente impor-
tantes e informativas. Las figuras se deberdn numerar
con arabigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los
pies de figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte.
Se deberd considerar que las figuras y las tablas se
reducirin de tamafio, aproximadamente a lamitadoaun
cuarto de las dimensiones de una hoja carta, las letras y
nimeros méds pequenos no deben ser menores a los dos
milimetros.

Se deberi evitar hasta donde sea posible los pies de
pagina. Las abreviaturas poco comunes que se utilicenen
el texto deberdn enlistarse en la primera pgina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde restiimenes de articulos interesantes, rele-
vantes o significativos, informacion de tipo general,
avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de traba-
jo, etc. '

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

El trabajo debera enviarse igual que como se especifica
en el inciso [-1.

Se aceptaran un maximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto. En casos de que se juzgue
necesario se podrd incluir una figura o una tabla.

Losmanuscritos serdn ieidos por dos revisores, unode
elios familiarizado con el tema y el otro ajeno al
mismo. Las correcciones y sugerencias asi como las
pruebas de paging se comunicaran al primer autor.

Los discos y las dos copias de los manuscritos se
deberin enviar al Boletin de Educacién Bioquimica,
Apdo Postal 70-281, México 04510, D F, o biena través
del corresponsal del BEB en su localidad.



	Image1
	Image2
	Image3
	Image4
	Image5
	Image6
	Image7
	Image8
	Image9
	Image10
	Image11
	Image12
	Image13
	Image14
	Image15
	Image16
	Image17
	Image18
	Image19
	Image20
	Image21
	Image22
	Image23
	Image24
	Image25
	Image26
	Image27
	Image28
	Image29
	Image30
	Image31
	Image32
	Image33
	Image34
	Image35
	Image36
	Image37
	Image38
	Image39

