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EDITORIAL

HACIA EL QUINTO CONGRESO
DE LA ASOCIACION

Como resultado de la evaluacién que, del IV
Congreso de la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C, se hizo en el
editorial de Diciembre de 1995, el Consejo
Directivo de nuestra Asociacion llevé a cabo una
junta extraordinaria, el 24 de Enero de 1996, en
la que se empezaron a dar los pasos necesarios
para llegar al V Congreso. En esta reunion se
decidi6 conformar un Comité que se encargue de
organizar dicho acontecimiento, el que se
integr6 con José Victor Calderdn Salinas,
Alejandro Zentella Dehesa y Jesis Manuel Ledn
Cézares. Del trabajo de este comité, se deriva la
convocatoria que se publica en el presente
nimero, de la que sobresale el proceso de
revision de los resimenes, que hace posible que
los autores puedan corregirlos, antes de su
aceptacion definitiva; asi como la mayor
extension de los mismos, con la finalidad de
obtener un documento de consulta y la
propuesta de que las memorias se publiquen
como parte del nimero correspondiente a
Septiembre de 1996 y estén disponibles para los
asistentes desde el momento de la

inscripcién. También resulta interesante la
redefinicion de las areas en las cuales se pueden
Qbicar los trabajos libres, las que cubren los

aspectos mas relevantes del proceso de
ensefianza-aprendizaje.Debido a lo detallado de
los requisitos para el recibo de los trabajos, de
las indicaciones para la elaboracién del resumen
y de la forma en que se llevarén a cabo los tipos
de presentacion de las ponencias, se espera que
tanto el proceso de revisién como de aceptacion
de los trabajos seré eficiente, lo que permitira
contar con toda oportunidad con los materiales
para la elaboracion de las memorias
correspondientes. Ademas, se espera que el
desarrollo del Congreso, como se planteo en el
Editorial de referencia: “llegara a los niveles
adecuados de organizacién, participacion y
resultados que un esfuerzo de este tipo deben
generar como justa retribucion a los
organizadores, los ponentes y el auditorio”, sin
embargo es necesario enfatizar que para que
todo esto ocurra, no es suficiente con la labor de
los organizadores o con un buen trabajo
editorial, sino que serd la entusiasta y formal
participacién de ustedes, tanto como ponentes
como en su papel de auditorio, el factor crucial
para el éxito de la reunion.

El Consejo Directim/
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EL CICLO CELULAR Y SU REGULACION:
LA INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS
CINASAS CDKs Y LA FAMILIA DE LAS CICLINAS

Alejandro Zentella Dehesa, Rebeca Lopez Marure, Erika Gémez Gonzalez, Rafael E Paredes Garcia, Marfa de Jestis Ibarra
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“El ciclo celular es una serie ordenada de proce-
sos que permite a las células crecer, duplicar su
material genético, segregar en dos juegos este
material duplicado y dividirse para dar origen a
dos células hijas.” Murray A y Hunt T, 1993 (1)

RESUMEN

La importancia del ciclo celular radica en que este
proceso esta ligado aladefinicion misma de la Teoria
Celular, ya que constituye el mecanismo por el cual
las células, y por ende los organismos vivos, pueden
dar origen a células con sus mismas caracteristicas.
Losestudios enlasareas de biologia celular, genética,
biologia del desarrollo, bioquimica y biologia
molecular, han contribuido a identificar que la ma-
quinaria que controla el ciclo esta constituida por
dos grupos de proteinas nucleares: la familia de las
CDKs, un grupo de proteinas cinasas que fosforilan
residuos de serina y treonina, y la familia de las
ciclinas que se unen a las CDKs, lo que resultaen la
activacion. Esta revision presenta una breve resena
histérica de la caracterizacion de MPF y p34%2, Jos
primeros miembros de esta familia de proteinas cina-
sas que fueron identificados. En la dltima parte se
presenta un modelo de nuestro conocimiento actual
delaregulacién bioquimica de estas proteinas cinasas.

PALABRAS CLAVE: Proteinas cinasas depen-
diente de ciclinas, seril-treonil proteinas cinasas,
ciclina, CDK2, cdc2, KIP.

ABSTRACT
The relevance of the cell cycle consists in the fact
that this process is linked to the definition of the

cellular theory, since it represents the mechanism by
which cells, and hence living organisms, give rise to
cells with their same characteristics. Studies in the
fieldsof cell biology, genetics, developmental biology,
biochemistry and molecular biology have identified
that the machinery that controls the cell cycle is
constituted by two groups of nuclear proteins: the
family of CDKs, a group of seril-treonil-protein
kinases and the family of cyclin that binds to them
resulting in enzyme activity. This review presents a
brief historical description of the caracterization of
MPF and p34%, the first members of this family of
protein kinases identified, and concentrates on the
manner in which they are regulated. We end by
discussing our present knowledge of the biochemical
regulation of this protein kinases.

KEY WORDS: Cyclindependent protein kinases,
seril-treonil-protein kinases, cyclin, CDK2, cdc2,
KIP.

ABREVIATURAS: cdc: del inglés “cell division
cycle”; CDK: del inglés “cyclin dependent kinase”;
MPF: originalmente del inglés “maturation promoting
factor”, ahora “M-phase promoting factor”; CLN:
del inglés “cyclin”; p34: monémero inactivo de la
proteina cinasa con una masa de 34 kDa; KIP: del
inglés “kinase inhibitory proteins”; cdcs: del inglés
“cell division cycle mutants”; CDKs: del inglés
“cycline dependent kinases”. Las abreviaturas en
mindscula y cursiva se refieren a los genes, como
cdc2, mientra que aquellas en mayiscula se refieren
a las proteinas, como CDC2.

INTRODUCCION
El ciclo celular es un fenémeno comiin a todas las
células, del cual existen variaciones entre las que



BEB 15(1): 4-12

sobresalen la mitosis y la meiosis. La principal
diferencia entre estos 2 procesos radica en la carga
genética de las células que resultan, ya que los
fenémenos celulares que se pueden observar son
muy similares en ambos casos. En organismos
multicelulares la mitosis es responsable del creci-
miento, por aumento en el nimero de c€lulas
somaticas que contienen la misma carga genética,
mientras que la meiosis participa en la reproduccion
sexual al dar origen a los gametos que contienen la
mitad de la carga genética. En su version mitdtica el
ciclo celular esta dividido en cuatro fases: G, S, G,
y M, y una fase fuera del ciclo denominada G. La
figura 1 representa las distintas fases de un ciclo
mitético y resalta los principales puntos de regula-
cién.

PERIODO DE SUGEPTIBILIDAD A ESTIMULOS EXTERNOS
QUE PROMUEVEN O BLOQUEAN LA PROLIFERACION

l
P T R

PUNTO DE
RESTRICCION
"START" EN
LEVADURAS

® “w* EN CELULAS
DE MAMIFEROS

REGULACION
DURANTE LA
GAMETOGENESIS

Figura 1. Fases del ciclo celular y los principales puntos de
regulacion identificados en levaduras y mamiferos.

Sélo durante G, las células son susceptibles a
estimulos que activan o bloquean la proliferacion
celular que determinansilacélulase divide ono. Una
vez que la célula ha sido estimulada pasa un punto
criticodelafase G, denominado punto derestriccion
0 “W” en células de mamifero y punto de arranque
o “start” en levaduras. Una vez que este punto ha
sido sobrepasado el ciclo no puede detenerse y la
célula entra a la fase S durante la cual se duplica el
material genético. Una vez terminada la duplicacion
del genoma se inicia la fase G, durante la cual la
célulaaumenta de tamafio y multiplicasus orgénulos
en preparacion a la divisién celular. Finalmente se
iniciala mitosis o fase M durante la cual se condensan
dos juegos de cromosomas y un complemento
cromosémico se segrega en cada una de las células
hijas, mientras que la célula se divide. En ocasiones
cuando no hay estimulos mitogénicos o se presenta
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un bloqueo como lainhibicién por contacto, se entra
a un estado denominado G Hay muchas variantes
de la mitosis: citocinesis, como en mamiferos;
gemacion, como en levaduras, y septacién como en
plantas. Es importante notar que si bien existen
diversos puntos de control en los limites de cadauna
de las fases, el punto de regulacién que define si una
célula se divide o no, es el que determina el paso de
G, a S, si una célula no puede completar el ciclo este
impedimento la lleva a la muerte. Todo esto sugiere
que en este punto de restriccién ocurren procesos
bioquimicos de naturaleza irreversible que compro-
meten a la célula a completar el ciclo.

Ya que la descripcion de los fendmenos celulares
caracteristicos de las fases del ciclo celular y en
particular de la mitosis se encuentra fuera del prop6-
sito de este trabajo se recomiendan excelentes revi-
siones en libros de texto (2, 3, 4y 5).

EL FACTOR PROMOTOR DE LA
MADURACION (MPF) Y LA BUSQUEDA
DE UN REGULADOR BIOQUIMICO

DEL CICLO CELULAR

La primera evidencia de un mecanismo bioquimico
de Iaregulacién del ciclo celular se obtuvo mediante
el estudiodelaovogénesis delos anfibios (1y 2) (Fig
2A).

En estos organismos los ovocitos crecen hasta
alcanzar 1 mm de didmetro y almacenan nutrientes
para mantener las primeras divisiones del desarrollo
embrionario. Estas enormes células, casi visibles a
simple vista, son faciles de observar y manipular bajo
un microscopio, o que hace de ellas un modelo il
en experimentos de microinyeccion. Al finalizar su
crecimiento los ovocitos son atin diploides y por
medio de un proceso denominado maduracién
meidtica dan origen a los ovocitos maduros (células
haploides). Enranas laentradaaestadivisién meidtica
se induce por la progesterona, que en respuesta a un
estimulo externo es secretada por las células que
rodean a los ovocitos. La progesterona activa a los
ovocitos que inician lameiosis pasando porla prime-
ray la segunda divisiones meidticas y se detienen en
lametafase delasegundadivision meidtica (Fig 2A).
Al ocurrir la fecundacién el bloqueo de la metafase
desaparece y se iniciala primeradivision mitética del
cigoto. El estudio bioquimico de los mecanismos de
regulacién del ciclo celular se inici6 al postular que
el tratamiento con progesterona induce la aparicion
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Figura 2. Experimentos de transferencia de citoplasma que demos-
traron la existencia del MPF. A) Proceso normal de maduraci6n y
fecundacién de los ovocilos de rana. B) Activacién de ovocitos
inactivos por transferencia de citoplasma de ovocitos activados con
progesterona. C) Actividad de MPF durante la maduracién y
fertilizaciénde los ovocitos evaluada por transferencia dc citoplasma.
Modificada de la referencia 1.

de un factor bioquimico presente en el citoplasmadel
ovocito activado y que este factor es capaz de iniciar
un ciclo meiético. En 1971 Masui y Markeret obtu-
vieron evidencia experimental que apoyaba esta
hipétesis al microinyectar citoplasma de ovocitos
activados por progesterona a ovocitos inactivos, el
resultado fue el inicio de la maduraci6n meiética en
la célula microinyectada, como se muestra en la
figura 2B. Esta actividad presente en el citoplasma

de una célula activada artificialmente por
microinyeccién, podia a su vez ser transferida a un
segundoovocitoy promover lamaduracién meidtica;
este principio activo fue bautizado con el nombre de
factor promotor de la maduracién (MPF).

Los experimentos de Masui y Markeret mostra-
ron que el MPF puede inducir la meiosis, pero un
hallazgo inesperado demostré que el citoplasma con
actividad de MPF puede inducir las primeras fases de
una divisién mit6tica. Normalmente la fecundacién
de un ovocito inicia la primera divisién mitética,
pero este proceso puede ser bloqueado por la adi-
cién de inhibidores de la sintesis de proteinas como
la cicloheximida, lo que sugeria que para iniciar la
mitosis se requiere de la sintesis de proteinas espe-
cificas. En 1984 Newporty Kirshner microinyectaron
citoplasma con actividad de MPF a un ovocito
fecundado cuya divisién mitética estaba bloqueada
por la cicloheximida, la consecuencia fue el inicio de
la primera divisién mitética (1). Los experimentos
de transferencia de citoplasma permitieron caracte-
rizar el comportamiento del MPF y demostrar osci-
laciones a lo largo del proceso de maduracién del
ovocitoy entre cadadivisién mitéticadel cigoto (Fig
20)

La purificacién y caracterizacién bioquimica del
MPF realizada por el grupo de Maller en 1988,
mostré que se trata de un complejo proteico que
contiene al menos dos tipos de subunidades de 34
(p34) y 62 (p62) kDa respectivamente (1). La
subunidad catalitica corresponde a p34 que posee
actividad de proteina cinasa capaz de fosforilar
residuos deserinay treonina. Lasubunidad reguladora
p62 se encuentra asociada a p34. Estas subunidades
reguladoras de la seril-treonil cinasa resultaron per-
tenecientes a una familia de proteinas nucleares, que
se sintetizan y degradan en distintas fases del ciclo y
que se agrupan bajo el término de ciclinas.

La caracterizacién funcional y bioquimica del
MPF demostré que el paso de una fase a otra estd
controlado por un complejo proteico. Por una parte
permite la transicién de M a G,, como en el caso de
la maduracién meiética y por otra hace posible la
transicién de G, a S, como en el caso del ovocito
recién fecundado. El hecho de que el mismo MPF
pudiera estimular acontecimientos mitéticos y
meidticos hacia pensar en un mecanismo comin de
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regulacion. Aun faltaba determinar si este complejo
participaba en otras fases del ciclo celular y si
existian otros elementos que regulan la actividad de
esta proteina cinasa.

LOS GENES cdc2 y cdc28 DE LEVADURAS
CODIFICAN PARA PROTEINAS CINASAS
HOMOLOGAS A LA PROTEINA CINASA
p34 IDENTIFICADA EN VERTEBRADOS

El conocimiento de la naturaleza bioquimica del
MPF fue un avance importante, pero el impulso
definitivo en el entendimiento de la regulacién del
ciclo celular vino de estudios de genética realizados
en levaduras (1,2,6y 7).

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae (le-
vaduras que se dividen por gemacién) y Schizosa-
ccharomyces pombe (levaduras que se dividen por
septacion) resultaron ser modelos muy dtiles en la
identificacion de genes relevantes que participan en
la regulacién del ciclo celular de las células
eucariGticas (7). Por una parte este modelo se
asemeja mas a la divisién mitética, caracteristica de
las células somaticas de un organismo multicelular,
por otra, permite mutar genes de manera azarosa
para después recuperar y caracterizar aquellas c€lu-
las que no pueden realizar o no pueden completar el
proceso. Gracias a que las levaduras pueden ser
mantenidas en un estado haploide y conjugarse bajo
condiciones controladas, es posible realizar estudios
genéticos de complementacion, lo que permite esta-
blecer cudles genes actian antes que otros, atn sin
saber qué clase de proteinas estan codificadas por
estos genes. Los estudios iniciales produjeron una
lista de 32 genes cuya funcién esta asociada al ciclo
celular, hoy en dia se sabe de mas de 50 genes que
participan en la regulacién del ciclo celular. Se
piensa que los productos de algunos de estos genes
interaccionan con p34cdc2, otros son sus regulado-
res y otros mas sus substratos. La mutacién de estos
genes hace que una célula sea incapaz de completar
su ciclo celular o si lo hace esto es de manera
anormal, porlo que estos genes recibieron el nombre
de cdcs. La figura 3 resume los principales genes,
identificados en levaduras, que participan en la
transicién de G, a S.

El gen cdc28 de Saccharomyces cerevisiae fue
identificado desde un principio como un elemento
central en la regulacién del ciclo celular, ya que las

£En S. cersvisiae

cdci3
cint
cin2
cin3

cdc3

cdc24

cdc20

cde31 \ I

En S. pombe | cdc28

o S
cdc25

Figura 3. Genes que participan en el control del ciclo celular
de levaduras. El gen cdc25 activa a las cinasas codificadas por
cdc2 y cdc28; el gen weel inhibe estas actividades. Adaptada
dely7.

cdc7

mutaciones que interfieren con su funcién interrum-
pen cualquiera de los procesos asociados al ciclo
celular: gemacién, duplicacion (sintesis de ADN),
formacidn de centriolos y husos acromaticos. Ade-
mas de los productos del gen cdc28 otros genes
como cdc24, cdc7 y cdc31 son necesarios en distin-
tas partes del ciclo, asi por ejemplo, una mutacién en
el gen cdc31 no permite la formacion de centriolos
y husos acrométicos pero ain puede haber
duplicacién, gemacién y cariocinesis (1 y 7). Las
células que portan unamutacién en cdc31 tienenuna
segregacién cromosdmica defectuosaydanorigena
células que no son viables. Este tipo de estudios
pusieron de manifiesto que cdc28 codifica para un
elemento central de lamaquinaria que regula el ciclo
celular. Los estudios posteriores demostraron que
cdc28 tiene un homdlogo en Schizosaccharomyces
pombe denominado cdc2 y cuando ambos genes
fueron clonados y secuenciados resultaron pertene-
cer a la familia de proteinas cinasas que fosforilan
residuos de serina y treonina (Tabla I).

Por medio de anticuerpos especificos contra las
proteinas codificadas por cdc2 y cdc28, quedé de
manifiesto que éstas son homdlogas de la proteina
p34, identificada durante el aislamiento del MPF de
ovocitos de rana (8); para unificar estas nomencla-
turas y reflejar que la subunidad catalitica en
vertebrados y levaduras es la misma, la proteina
recibe el nombre conjunto de p34**2 La Tabla I
muestra las cinasas identificadas en mamiferos y su
homologia con las cinasas de levaduras (8). Al
alinear las secuencias de todas estas cinasas se
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TABLATI

PROTEINAS CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS
Y CICLINAS CON LAS QUE SE ASOCIAN

CKD ORGANISMO PROTEINAS CON FASES DEL
LAS QUE SE ASOCIA CICLO EN LAS

QUE SE
ENCUENTRAN

CDC28 S cerevisiae CLN 1-3y CLB 1-6 G,/S/G /M

PHOS85 § cerevisiae PCL 1-2 y PHO 80 INICIO

CDC2 S pombe CDC 13 y CIG 1-2 G,/S/G,/M

CDC2 ANIMALES CLN A, CLN B G,y M

CDK2 ANIMALES CLN D, CLN E, CLN A G, yS

CDK3 ANIMALES i ?

CDK4 ANIMALES CLN D G,

CDK5 ANIMALES CLN D, p53 G,

CDK6 ANIMALES CLN D G,

CDK7 ANIMALES CLN H G,/S/G,/M

La protefna cinasa PHOS8S perienece a la familia de proteinas cinasas dependientes de ciclinas pero su expresion estd asociada al
metabolismo del fésforo. La proteina p53 puede retener a las células en G, y su actividad esld asociada a la reparacion del ADN.

Modificada de la referencia 8.

identificé una secuencia consenso de aminoécidos a
la que se le denomina “PSTAIR”, que se presenta
con distintas variaciones. La secuencia consenso
EGVPSTAIRISLLKE esta presente en todos los
miembros de esta familia y se encuentra en una
posicion homéloga, estd localizadaenunaalfa hélice
del extremo amino terminal. Las mutaciones en esta
secuenciaacaban con laactividad enzimaticae inter-
fieren con la capacidad de formarun complejoactivo
con las ciclinas (1).

Ademas del gen p34** tres genes mas, identifica-
dosen levaduras, cdc25, weel y mik1 (7), resultaron
ser de interés ya que modulan la actividad de p34%<
y por ende el ciclo (Fig 3). Los productos de los
genes weel y cdc25 mostraron ser una proteina
cinasa que fosforila residuos de tirosina y de una
fosfatasa respectivamente (1). Los estudios de
complementacién ya habian demostrado que el pro-
ducto de weel interrumpe el ciclo celular y sugirie-
ron que la fosforilacién de una tirosina de p34%
interfiere con su funcién. En contraposicion el pro-
ducto codificado por cdc25 tiene un efecto positivo
sobre la actividad de p34*?, lo que llevé a proponer
que la actividad de fosfatasa de cdc25 remueve el
fosfato que transfiere weel. Un anélisis mas detalla-
do de la p34°*? ha demostrado que las actividades de
weel y cdc25, determinan el estado de fosforilacion

del residuo de tirosina localizado en la posicién 15
(tyr 15) y que la presencia de este fosfato abate la
actividad de cinasa de p34< mientras que al no
estar fosforilado la enzima muestra una gran activi-
dad (1, 8,9y 10). Varios estudios mas finos sobre la
fosforilacién de fragmentos peptidicos de p34*<,
permitieron determinar que ademas de en la tyrl5,
p34*<es fosforilada en otros dos residuos, pero esta
vez de treonina: thr14 y thr161. La fosforilacién de
estos dos residuos no puede llevarse a cabo por weel
(unatirosilcinasa), lo que sugiere la participacién de
otras seril-treonilcinasas que atn no han sido iden-
tificadas pero que juegan un papel importante en la
regulacién positiva de p34*?. La proteina cinasa
codificada por el genmik1, recientemente identifica-
do, actiia junto con weel y probablemente es respon-
sable de esta tltima fosforilacién.

LAS CICLINAS SON PROTEINAS
ASOCIADAS A LA p34< NECESARIAS
PARA LA REGULACION DEL CICLO
CELULAR

La relevancia de las ciclinas como subunidades
reguladoras del complejo fue propuesta desde los
primeros experimentos con MPFy el analisis genético
de levaduras. Los estudios de microinyeccién con
MPF hicieron pensar que el elemento efector del
complejo es la seril-treonilcinasa (p34°) cuya acti-
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vidad requiere de la presencia de una subunidad
reguladora p62. Este modelo se repetia en los estu-
dios genéticosen dondela funcién delas subunidades
cataliticas CDC28 (en Saccharomyces cerevisiae)y
CDC?2 (en Schizosaccharomyces pombe) requieren
de una subunidad reguladora cdc13. Estas ciclinas
fueron descritas inicialmente por los grupos de Hunt
y Beach (1, 11y 12). Lasecuenciacion de los ADNc
de las diferentes ciclinas ha llevado a identificar dos
regiones conservadas: una que participa en su papel
regulador y la otra que determina su vida media. La
secuencia de interaccién con la subunidad catalitica
es una regién de aproximadamente 100 residuos de
aminoacidos, denominada la caja de ciclinas (8, 10y
11). Un segundo dominio, presente Unicamente en
las ciclinas mit6ticas, asegura su destruccionunavez
que su funcién ha sido completada, la secuencia
RALGN es reconocida por las enzimas que conju-
gan ubiquitina y favorecen la degradacion de las
ciclinas (8). Este mecanismo explica su rapida des-
aparicién una vez terminada su funcion. La figura 4
presenta de manera esquematica los momentos en
los que se expresan y degradan las diferentes ciclinas
de metazoarios.

CLN D

S

CLN B

CLN A

CLN B

Figura 4. Participacién de las distintas ciclinas a lo largo del
ciclo celular. Puntos de sintesis (flechas de entrada al ciclo) y
degradaci6n (flechas de salida) de ciclinas a lo largo del ciclo
celular de mamiferos.

Las primeras ciclinas fueron identificadas comola
proteina p62 asociadas al MPF de ovocitos de rana
y el productodel gen cdc13 enSchizosaccharomyces
pombe. Otras tres ciclinas (CLN1, CLN2, CLN3)
fueron clonadas en Saccharomyces cerevisiae (Fig
3). Estas ciclinas se expresan durante la fase G, y se
asocian a la cinasa CDC28 y permiten el inicio del
ciclo celular. Es interesante notar que estas ciclinas
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son capaces de substituir la funcién unas de otras, ya
que los mutantes de CLN1 pueden proliferar por
medio de la utilizacién de CLN2 y CLN3. En
metazoarios las ciclinas expresadas durante la fase
G, sonlas ciclinas D (D1, D2y D3), que aparecen en
respuesta a factores proliferativos (Fig 1 y Fig 4). A
la expresi6n de las ciclinas D sigue la expresién de la
ciclina E que al unirse a la CDK2 participa en la
regulacion del punto critico de la fase G, denomina-
do: punto de restriccién “W” en células de mamife-
rosy “start” enlevaduras. Se postula que el complejo
formado por CDK2 y la CLN E participa en un
fenémeno irreversible y que probablemente repre-
senta el dltimo punto de control antes de iniciar la
duplicacién del ADN. Las ciclinas mitdticas Ay B
son sintetizadas durante las fases S y G, y forman
complejos con las subunidades cataliticas que po-
seen lamayor actividad de proteina cinasa durantela
transiciénde G,aM (1y 11). Lasciclinasdelevadura
CDC13y las ciclinas de metazoarios CLN Ay CLN
B, han sido denominadas ciclinas mitdticas ya que
forman parte de los complejos que impulsan el ciclo
através de S, G2 y M.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
p34<2 POR FOSFORILACION Y

POR ASOCIACION CON CICLINAS

La p34*2 al igual que todas las seril-treonilcinasas
catalizala transferencia del grupo fosfato gammadel
ATP al hidréxilo de los residuos de serina y treonina
de las proteinas, que actiia como nucledfilo aceptor
del fosfato. La regulacién de la enzima consiste en
modular la capacidad de la misma para catalizar esta
reaccion.

Desde los primeros estudios con MPF y durante
el desarrollo de los experimentos con CDC2 y
CDC28, se postul6 que la cinasa pasa de un estado
activo auno inactivo sin necesidad de ser degradada
y que tanto las reacciones de fosforilacién y desfos-
forilacién, como la asociacion con las subunidades
reguladoras (ciclinas), intervenian en esta transi-
cién. Hoy se sabe que el enlace a la ciclina provoca
un cambio conformacional de la subunidad catalitica
que permite reacciones de fosforilacién, posibles s6-
lo cuando la ciclina estd unida. Esta fosforilacién
ocurre sobre el residuo de treonina 160, lo que hace
posible que el complejo se active como una cinasa
(9). La desfosforilacién ocurre de manera simulta-
nea a la degradacién de la ciclina y la subunidad
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catalitica inactiva queda disponible para su reaso-
ciacion con nuevas moléculas de ciclina (Fig 5A).

A Complejo
Cinasa

Activo
@ Activadora @ cdc25
(002) = (c0%2) —— (coc>)
P{thr] [tyr}P

[ih] [yr}P  Fosfatasa weel p
wee1 “ cdc25
@ Disociacién y

Degradacion
@ . de Ciclina
Apoenzima
Inactiva
@ Fosfatasa @
P{thr| [tyr
ASA
B thr160\ \

ATP + Substrato — OH@ CDK2 INACTIVA

LOBULO-C

Cinasa
Activadora
ASA

thr160
r \\

ATP + Substrato

CDK2 ACTIVA

LOBULO.C

Figura 5. Regulacién de la actividad de CDK2. A) Ciclo de
activacién por asociaci6n a ciclinas y fosforilacién, representa-
da por -P. El producto génico del gen weel es una tirosina
cinasa, mientras que el producto génico de cdc25 es una
fosfatasa de tirosinas. B) Esquema de la estructura de la CDK2,
que muestra ¢l asa que previene la entrada del ATP y los
substratos al sitio activo. La activacién requiere un desplaza-
miento del hasa que necesita de la uni6n de la ciclina y pos-
teriormente de una fosforilacién del residuo de treonina 160.
Adaptada de las referencias 10 y 11.

Algunos estudios recientes de sobreexpresi6n e
inmunoprecipitacién in vivo, han confirmado que las
ciclinas deben estar asociadas a las subunidades
cataliticas para que laactividad de seril-treonil cinasa
se manifieste (1, 8 a 13). Ya que la presencia de las
ciclinas como subunidades reguladoras, es esencial
para el funcionamiento de estas proteinas cinasas,
reciben el nombre de CDKs. Esta familia de CDKs
incluye 10 genes diferentes de los cuales el mejor
estudiado es p34°* al que también se le llama cdk1

y cdk2 (Tablal). Otras seril-treonilproteinas cinasas
con regulacién alostérica positiva son la proteina
cinasa C (dependiente de diacilglicerol) y Ia protefna
cinasa A (dependiente de AMP ciclico), activadas
porlaocupacion dessitios alostéricos por sus respec-
tivos moduladores (1, 9 y 10). La cristalizacién de
unade las protefnas cinasas dependientes de ciclinas
de humano (CDK2) ha explicado el mecanismo por
el cual las ciclinas al unirse a sitios alostéricos au-
mentanlaactividad enzimatica (10y 11). Laproteina
cinasa presenta dos 16bulos, denominados C y N ter-
minales, entre los que se encuentra un surco dentro
del que se localizan los sitios de unién del ATP y del
substrato y el sitio activo que lleva a cabo la transfe-
rencia del fosfato gamma (Fig 5B). Hay dos caracte-
risticas estructurales que distinguen a las CDK de
otras proteinas cinasas: 1) La orientacién de los resi-
duos de lisina y asparagina criticos, que permiten la
interaccion con los fosfatos del ATP, y 2) laexisten-
cia de una pequeiia asa localizada en el surco entre
los dos 16bulos de la enzima. Por una parte la orien-
tacion de los residuos que unen ATP afecta el alinea-
miento entre el fosfato gammayy el grupo OH acep-
tor, mientras que la presencia del asa en el surco in-
terfiere con la entrada de ATP'y del substrato al sitio
activo.

El sitio al que se unen las ciclinas se localiza en el
16bulo N-terminal y se propone que la unién de las
ciclinas induce un cambio en la orientacién del asa
que bloquea el surco entre los I6bulos, lo que permite
laentradadel ATP y la proteina que vaaser fosforila-
da. La secuencia consenso “PSTAIRE” de las CDK
forma una alfa hélice localizada en la cara posterior
del I6bulo N-terminal y representauno de los puntos
de contactoentre lasubunidad cataliticay laciclina(11).

Como ya se menciond, tanto p34*2 como la
CDK? presentan sitios de fosforilacién que ejercen
influencia positiva y negativa sobre laactividad de la
enzima. Los resultados de estos estudios demues-
tran que hay una fosforilacién que activaalaenzima,
que corresponde al residuo de treonina 160, mien-
tras que hay dos fosforilaciones que abaten su
actividad, correspondientes alos residuos de tirosina
14 y de treonina 15 (9 y 14). El residuo de treonina
160, localizado en el asa que bloquea la entrada al
sitio activo, ha sido propuesto como el residuo que
debe ser fosforilado para mover el asa haciendo
posible launi6n del ATP. Por otra parte los residuos
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que inhiben la actividad se localizan en el 16bulo N-
terminal, cercadel sitiode uniénal ATP y al substrato,
por lo que se propone que su fosforilacién repele al
ATP einterfiere con launién de la proteina substrato
(9, 13 y 14). '

En resumen, la actividad de la p34** resulta de
cambios en la asociacién con ciclinas y otras protei-
nas y de la actividad de CDK-proteina cinasas y
fosfatasas. La figura 5B muestra el modelo actual
que, con base en las evidencias experimentales,
propone la manera en que se regula la actividad de
p34°< a lo largo del ciclo celular.

PERSPECTIVAS EN EL ESTUDIO DE

LA REGULACION DE LAS PROTEINAS
CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS
Es mucho lo que se ha avanzado desde los primeros
experimentos de microinyeccion de ovocitos de rana
y las mutaciones cdc en levaduras hasta la
cristalizacién de la CDK2 de humano, sin embargo
se esté s6lo al principio del estudio bioquimico de la
regulacion del ciclo celular. Aiin quedan por definir
proteinas como SUC1 que forman parte del comple-
jo p34“2-ciclina, cuya presencia es indispensable
para la funcién enzimatica (1 y 7).

Hay también dos familias de proteinas inhibidoras
de la actividad de las proteinas cinasas. Sera intere-
sante saber cémo interaccionan con el complejo
CDK-ciclina y como se regula la expresion de estos
inhibidores (8). Del mismo modo queda por definirse
cudl es el papel de las miiltiples isoformas de CDK
y como se determina su expresion.
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Si bien la interaccién entre p34°*?y las ciclinas ha
sido caracterizada con gran detalle, atn queda por
comprenderse como es que las ciclinas instruyen a
las cinasas con respecto a cuél substrato fosforilar y
mas importante atin, cuéles son los substratos natu-
rales. Ya que las CDKs son en iltima instancia
fosfotransferasas, hace falta atin identificar a las
fosfatasas que revierten el efecto de las CDKs.

En este momento parece que las transiciones de
una fase a otra del ciclo celular son un resultado
directo de la expresion y de la degradacién de las
distintas ciclinas en diversos puntos del ciclo. Se
espera que el estudio de los promotores de las
ciclinas pueda ayudar a explicar c6mo se regula su
expresion. Por otra parte, el estudio de los mecanis-
mos de degracion de las ciclinas aparece como un
campo prometedor.

Finalmente, el andlisis de estos complejos
enzimaticos abre la puerta para estudiar los aconte-
cimientos bioquimicos que permiten coordinar la
diversidad de fenémenos que conforman al ciclo
celular como son: duplicacion, condensacién de los
cromosomas, recombinacién, disponibilidad de
nutrientes y tamano celular.
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RESUMEN

Las chaperoninas son proteinas que reconocen y
estabilizan determinados intermediarios del proceso de
plegamiento o de translocacion proteica. Estas protei-
nas, en general, se requieren para el plegamiento
postraduccional, destino y ensamblaje de proteinas.
Para su actuacion precisan el concurso del ATP cuya
hidrélisis conlleva cambios conformacionales que pro-
mueven un plegamiento de iormaciclicay cooperativa.
Las chaperoninas por su funcién son inmunégenos
dominantes, estan implicados en ciertas enfermedades
autoinmunes y en procesos de biogénesis viral, asi como
en las denominadas patologias chaperdn, que se carac-
terizan por un defecto en el plegamiento funcional de
unadeterminadaprotefna, debidoaunamutaciénenuna
chaperonina especifica o bien en la propia secuencia
proteica de reconocimiento.

PALABRAS CLAVE: Plegamiento proteico,
chaperoninas, enfermedad autoinmune, biogénesis
viral, patologia chaperdn.

ABSTRACT

The chaperonins are proteins which recognize and
stabilize certain protein folding and translocation
intermediates. In general, these proteins are necessary
for postranslation folding, location and protein
assemble. The function of these proteins is based on
the ATP hydrolysis that is used to perform
conformational changes that promote a cyclic and
cooperative folding. In this sense, the chaperonins
are dominant immunogens implicated in certain
autoimmunes pathologies, viral biogenesis processes
and in the named chaperon pathologies which are
characterized by a defect in the functional folding of
a determinate protein by a mutation on a specific
chaperonin or in the proper protein target sequence.

KEY WORDS: Protein folding, chaperonins,
autoimmune pathology, viral biogenesis, chaperon
pathology.

INTRODUCCION

El primer nivel de organizacién en una proteina, la
secuencia de aminoacidos, es dictada por la secuen-
ciadel DNA en un gen especifico paradicha proteina
y es la responsable de los distintos niveles de
estructuracion tridimensional especifica que condi-
cionan su funcionalidad.

Yacomo postulé Pauling en 1950 1aestructuracion
secundaria de una proteina deberfa cumplir con una
serie de postulados. En primer lugar, que las longi-
tudes y angulos de enlace se debian distorsionar lo
menos posible. En segundo lugar, dos atomos se
aproximarian uno a otro en funcién de los radios de
van der Waals. Tercero, el grupo amido del enlace
peptidico permaneceria planaren configuraciontrans,
y cuarto, se necesitarian uniones no covalentes para
estabilizar una estructura terciaria como puede ser la
unién por puentes de hidrégeno. Hasta aqui, y de
acuerdo con estos postulados la estructura secunda-
riade unaproteina, ya fueraen alfa hélice o enlamina
beta plegada, en funcién de los 4ngulos fi y zeta, no
pareceria demasiado compleja. La complicacion
comenzaria con la estructura terciaria de la proteina
en forma de dominios estructurales o regiones com-
pactas que presentan una elevada estructuracion y
quese relacionan estrechamente conla funcionalidad
de la proteina, fruto.del proceso que se denomina
plegamiento.

La informacién que determina la estructura
tridimensional de una proteina esta contenida en la
secuencia aminoacidica y esté relacionada con de-
terminados factores termodinamicos como pueden
ser las interacciones electrostaticas, los enlaces de
hidrégeno o las interacciones de van der Waals, con
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ciertos efectos hidrofébicos o con los enlaces
disulfuro; todos éstos condicionan, de alguna mane-
ra, la cinética del plegamiento. Los estudios in vitro
sugieren que el plegamiento es consecuencia de un
colapso hidrofébico en determinadas regiones de la
proteina. Los estudios in vivo demuestran, por otra
parte, que aunque los dominios de un polipéptido
naciente se pueden plegar muy rapido, laadquisicién
de una estructura nativa final puede proceder mas
lentamente en funcion de las diferentes condiciones
del medio o la presencia de determinadas protefnas
coadyuvantes. Entre estas proteinas se encuentran
la proteina disulfuro isomerasa que cataliza la reac-
cién de intercambio tio-disulfuro o las peptidil prolil
cis-transisomerasas que catalizan lasisomerizaciones
a nivel de prolinas.

Un tercer grupo mas amplio de proteinas que
intervienen en el proceso de plegamiento es el de las
chaperoninas (1 y 2), proteinas que no funcionan in
vivo como catalizadores en la formacién de estruc-
tura terciaria, sino que actian en el reconocimiento
y estabilizacién de determinados intermediarios del
proceso de plegamiento o de translocacién.

ASPECTOS MOLECULARES DE LA
FUNCION CHAPERONINA

De forma coloquial el término “chaperén” o “cara-
bina” se utiliza para describir a aquella persona,
generalmente casada, que acompana a jévenes sol-
teras en publico como gufa y protector. Con respec-
toaestadefinicién, desde un punto de vistamolecular,
una chaperonina serfa aquella molécula que evitaria
interacciones indeseables entre superficies poten-
cialmente complementarias.

El desarrollo del concepto de molécula “carabi-
na” ha seguido un camino tortuoso que ha pasado
por el estudio de las llamadas proteinas de choque
térmico, descubiertas por el genetistaitaliano Ritossa
en 1962 cuando olvidé en el radiador su preparacioén
de glandulas salivares de droséfila y observé que el
aumento de la temperatura provocaba la activacién
deciertos genes y lasintesis de lasllamadas proteinas
de choque térmico (3). Curiosamente hoy sabemos
que muchas de estas proteinas presentan funcién
chaperonina.

El término chaperonina fue utilizado por primera
vez por Laskey y colaboradores (4) para describir la
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accién de la nucleoplasmina que es una proteina
nuclear que media el ensamblaje in vitro de los
nucleosomas a partir de las histonas y del DNA. Las
chaperoninas conforman un grupo amplio de protei-
nas ubicuas que incluyen a proteinas tan importantes
como la Rubisco en plantas o las GroEL de
Escherichia coli, que se requieren, en general, para
el plegamiento postraduccional, destino y ensambla-
je de proteinas y que, ademas, segiin la primera
definicién de Ellis (1), no formarian parte de la
proteina nativa y funcional totalmente plegada.

La primera evidencia experimental de la funcién
chaperonina se demostr6 por Bochkarevaen 1988 al
observar que la protefna mas importante de choque
térmico en Escherichia coli, la GroEL, estaba aso-
ciada a proteinas en formaci6n y que se separaba de
€stas cuando adquirian su estructuracién definitiva.
Parecia, por tanto, que esta proteina intervenia de
manera transitoria en el proceso de plegamiento. En
este mismo afio, el grupo de Ellis puso de manifiesto
una funcién similar en organismos superiores, al
observar que el ensamblaje de las dos subunidades
que conforman la proteina Rubisco dependia de la
accion transitoria de la proteina de unién a Rubisco
(RBP). Las chaperoninas tendrian, entonces, una
intervencién en el ensamblaje. Una tercera evidencia
se puso de manifiesto en estudios bioquimicos y
genéticos sobre levaduras, realizados por Deshaies,
quien compar6 levaduras normales parala expresién
de una proteina de choque térmico 70 (hsp70) con
levaduras mutadas para esta proteina y observé que
algunas proteinas sintetizadas en el citoplasma eran
incapaces de transportarse al interior de ciertos
organulos celulares como podian serlas mitocondrias.
Por el contrario, ladesnaturalizacién previacon urea
facilitaba el paso transmembrana, lo que hizo pensar
en un tercer tipo de funcién chaperonina que se
basaria en el mantenimiento de un estado competen-
te de translocacién proteica.

En general, se puede hablar de dos tipos estructu-
rales de chaperoninas, las de la clase I que se fijan
preferentemente a zonas hidréfobas de las proteinas
recién sintetizadas y asi evitan posibles procesos de
agregacion, y las de la clase II que conforman
enormes estructuras anulares con una cavidad cen-
tral donde se aloja la proteina sustrato. En cualquier
caso, una propiedad comiin dela funcién chaperonina
es su capacidad de reconocer elementos estructura-
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les expuestos en proteinas desplegadas o parcial-
mente desnaturalizadas como pueden ser las super-
ficies hidrofdbicas. En este sentido, el papel primor-
dial de una chaperonina seria el de prevenir las
asociaciones inter o intramoleculares en una cadena
polipeptidica y evitar una agregacion, favorecer su
plegamiento al permitir una determina cinética de
plegamiento, o bien participar en los mecanismos
relacionados con la translocacion de proteinas, ya
fuera como factor cis o permisivo que facilita la
translocacion al mantener una forma competente del
polipéptido, o bien como factor trans o restrictivo,
que evita el paso en reverso a través del poro de
translocacién, y facilita asi el plegamiento funcional
de la proteina.

Las chaperoninasson moléculas ubicuas que com-
prenden varias familias de proteinas como son la
familia de la Hsp70 de la que son representante la
DnaK, DnalJ o GrpE en procariotos; la familia de las
Hsp60 como la GroEL y GroES en procariotos o las
Hsp60 y Hspl0 en mitocondria; la familia de las
Hsp90 como la Hsp83 y la familia de las TRIC o
chaperoninas citosélicas como la TCP-1. Se pueden
diferenciar a su vez, dentro de cada familia, las
chaperoninas principalesy las chaperoninas cohorte.
Estas dltimas facilitan la accion de las principales,
como es el caso de GroES para GroEL.

Las chaperoninas, en general, tienen dos domi-
nios estructurales, uno altamente conservado de 450
aminodacidos en el extremo N-terminal que presenta
actividad de ATPasa, y otro menos conservado en €l
extremo C-terminal de 200 aminoacidos que repre-
senta el sitio de reconocimiento para el sustrato
polipeptidico. Entre estos dos dominios se localiza,
ademds, un sitio sensible a proteasas.

En funcién de esta estructuralaaccion chaperonina
se podria resumir en que el sustrato polipeptidico
promueve, al interaccionar con la regién no conser-
vada, la hidrélisis del ATP (5) por una actividad
ATPasa. Esto provocaria cambios conformacionales
quedejarianal descubierto el sitio sensible a proteasa
y esta ruptura alteraria el estado oligomérico de la
chaperonina y produciria diversos cambios
conformacionales que se transmitirian al sustrato
polipeptidico y promoverian asi su plegamiento.
Otras caracteristicas de la funcioén chaperonina se-
rian su accién ciclica y cooperativa.
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Frente al concepto de chaperonina establecido
por Ellis, es decir aquellas moléculas que participan
en la estabilizacion, plegamiento o ensamblaje de
proteinas y que no forman parte de la proteina
asistida y finalmente funcional, Shinde e Ynouge (6)
han postulado la existencia de posibles regiones
dentro de una proteina madura, especialmente aque-
llas de la familia de la subtilisina, que actuarian con
funcién de chaperoninas intramoleculares y que se
diferenciarian fundamentalmente de las moleculares
por formar parte de la proteina a plegar, de la que
posteriormente se separan por ruptura proteoliticay
su funcién no depende de Ia hidrélisis de ATP.

RELEVANCIA CLINICO-MOLECULAR

DE LA FUNCION CHAPERONINA

El reconocimiento de que las chaperoninas partici-
pan en un gran nimero de procesos celulares funda-
mentales (7) ha conducido a relacionarlas con diver-
sos aspectos clinico-patolégicos de gran relevancia
en medicina y biotecnologia.

Las chaperoninas que son proteinas de estrés, es
decir, que su expresion génica se induce por calor o
condiciones de emergencia celular, son también, en
primer lugar, inmundégenos dominantes en infeccio-
nes bacterianas en humanos y parecen estar implica-
dasen determinadas enfermedades autoinmunes (8).
Asi, en particular, la proteina chaperonina GroEL,
que se produce en gran cantidad por bacterias,
induce la sintesis de anticuerpos. Debido a la alta
homologia entre la proteina del huésped y la de las
bacterias se generan autoanticuerpos y asi, en con-
creto, en la tuberculosis se han descrito procesos de
artritis reumatoide crénica, caracterizados por la
produccién de autoanticuerpos contradeterminadas
proteinas del paciente.

Una segunda relevancia clinico-patolégica de la
funcién chaperonina es la posible relacién entre esta
funcién y determinadas patologias que se pueden
denominar como patologias o enfermedades
chaperon. En este sentido y entre estas posibles
patologias chaperdn algunas patologias mito-
condriales pueden ser dptimas candidatas. Asi, la
deficiencia en humanos de la carnitina palmitoil
transferasa (9) (hCPTasa), enzima que participa en
la translocaciéon de dcidos grasos hasta la matriz
mitocondrial donde sufren la B-oxidacion, se carac-
teriza, en su forma adulta, por episodios recurrentes
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de necrosis muscular, y por episodios de hipoglucemia
no ceténica, hiperamoniemia, coma e incluso, en su
forma infantil o grave, la muerte. Esta tiltima podria
estar relacionada con un fallo en la funcién
chaperonina. Se han identificado mutaciones en esta
proteina, que muestra, después de expresarse in
vitro, un valor normal de K vy una sintesis normal,
mientras que presenta una relevante reduccién en la
actividad catalitica, en sus niveles estacionarios y en
su estabilidad molecular. Si se examina el
alineamiento de ciertos residuos de hCPTasa frente
asecuencias con funcién chaperoninaintramolecular
de la familia de la subtilisina descritas por Shinde e
Inouge (6) se encuentra una homologia relativa
especialmente a nivel de dos motivos de residuos
hidrofébicos. Ya que estas regiones parecen partici-
par en el proceso de plegamiento para aquellas
proteinas que las presentan, las mutaciones descritas
para esta proteina podrian explicar la deficiencia en
hCPTasa debida a un defecto en el plegamiento,
ensamblaje y estabilidad de la proteina. En este
sentido, Agsteribbe y colaboradores (10) postulanla
existencia de posibles patologias mitocondriales
debidas a una deficiencia en la expresion de una
chaperonina. En este caso se estudia un paciente con
enfermedad sistémica mitocondrial fatal caracteri-
zada por rasgos faciales incontrolados y anormales,
acidosismetabdlica, hipotonia, severaacidosis lactica,
disminucién en la actividad de diversas proteinas
mitocondriales multiméricas asi como cambios
morfol6gicos y estructurales en las mitocondrias en
cuanto a su forma, tamaio, distribucién celular y
continuidad de membrana. Pero sobre todo se en-
cuentraunadeficiencia de hsp60, en pacientes frente
a controles mientras no existen cambios en las
hsp70. Mas recientemente estos mismos autores
(11) han concretado que este defecto puede estar
relacionado con una disminucién en la sintesis de la
proteina hsp60 y no en el incremento de su degrada-
cion, asi como en un retardo en el procesamiento de
la proteina en estos pacientes.

Unatercerarelevancia clinico-patolégicarelacio-
nada con la funcion chaperonina seria larelativaa su
participacién en la morfogénesis y biogénesis viral
(12). Se ha descrito recientemente por Lingappa y
colaboradores (13) el papel que tiene en la
morfogénesis viral de una chaperonina relacionada
con la familia TCP-1 o chaperoninas citosélicas de
eucariotos, concretamente en el caso del virus de la
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hepatitis B que presenta una cépsida multimérica de
180 mondémeros de 21kDa que se ensambla en el
citosol de los hepatocitos infectados. Estos autores,
por técnicas de encapsulacién in vitro mediante
sistemas libres de células y con extractos celulares de
germen de trigo, obtienen particulas virales que se
asemejan a las verdaderas particulas del virus en
cuanto a su velocidad de sedimentacién, su resisten-
cia a proteasas o su identidad en microscopia elec-
trénica. Por otra parte, por técnicas de inmu-
nodetecci6n de las distintas regiones de un gradiente
de sacarosa durante el ensamblaje de la proteina que
conforma la cipside, se comprueba que durante la
encapsulacién se obtiene un intermediario de alto
peso molecular al que se asocia una chaperonina
citosdlica que se separa una vez que se ha comple-
tado el ensamblaje. Esto puede permitir comprender
mejor los procesos de morfogénesis viral asi como
plantear la posibilidad de una futura estrategia tera-
péutica antiviral.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En conclusién, la funcién chaperonina puede tener
un significado importante en la medicina y la clinica
a partir de un punto de vista molecular, desde por su
caracter inmundgeno dominante en ciertas infeccio-
nes bacterianas hasta por su participacién directa en
determinadas patologias hereditarias e incluso por
su posible relacién con lasenfermedades autoinmunes
o con la morfogénesis viral.

En cualquier caso, su participacion se relacionaria
con un defecto en el ensamblaje o plegamiento de
determinadas proteinas, ya sea por una falla en la
propia sintesis de la chaperonina o en su secuencia,
o bien por una alteracién en la secuencia de recono-
cimiento del polipéptido que se ha de plegar. En
concreto, las miopatias mitocondriales son buenas
candidatas para ser definidas como patologias
chaperdn. Este tipo de patologias podrian ser en un
futuro tratadas mediante la sobreexpresién de la
chaperonina correspondiente a partir de genes inser-
tados de forma semejante a la supresion de determi-
nadas mutaciones que afectan al ensamblaje de
proteinas en Escherichia coli (14).

Por otro lado, algunos bacteri6fagos requieren
chaperoninas de Escherichia coli para su duplica-
cién. Este hecho abre las puertas a estrategias de
mutagénesis que puedan afectar a las chaperoninas
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relacionada con la duplicacién del virus pero no con
aquellas que afectan a la viabilidad de la c€lula blanco.

Desde un punto de vista biotecnolégico en la
obtencién, por técnicas recombinantes, de determi-
nados productos farmacolégicos, generalmente pro-
teinas, el estudio de las chaperoninas que participan
en su ensamblaje y plegamiento funcional, podria
facilitar y aumentar el rendimiento en la produccion
de estas sustancias, ya que uno de los problemas mas
importantes en estos procesos es lograr su 6ptimo
plegamiento funcional. De esta forma, se podrian
idear sistemas in vitro, en presencia de las
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chaperoninas correspondientes, que facilitaran la
produccién de proteinas activas con un mejor rendi-
miento biotecnoldgico, asi se evitarfan los procesos
de agregacién y formacién de cuerpos de inclusién.

En definitiva, el conocimiento molecular de la
funcién chaperonina puede dilucidarlaetiopatogenia
de determinadas patologias hereditarias relaciona-
das con un defecto en el plegamiento de proteinas,
o paliar otras de origen viral. Ademés, puede
permitir una produccién mas rentable de sustancias
farmacoldgicamente activas, generalmente protei-
nas, mediante técnicas recombinantes.
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RESUMEN

Un niimero importante de investigadores en el mun-
do trabajan en el mejoramiento de cepas de bacterias
lacticas para que puedan llevar a cabo fermentacio-
nes mas eficientes o desarrollar actividades nuevas.
Todo este esfuerzo se da en gran medida porque
estas bacterias son inocuas y pueden ser usadas en la
industria alimentaria y farmacéutica practicamente
sin restricciones; esta caracteristica permitiria que
estos microorganismos se usaran en la produccién
“sana” de proteina heteréloga, si se tuvieran las
herramientas suficientes para su manipulacién
genética. En este trabajo se revisa la informacién
existente sobrelaexpresién de genes en Lactococcus
laciis para evaluar la posibilidad de utilizar este
microorganismo en la produccién de proteinas
heterélogas.

PALABRAS CLAVE: Bacterias licticas,
Lactococcus lactis, expresion de genes heterdlogos.

ABSTRACT

Animportantnumber of research groupsis currently
working to improve lactic acid bacteria for more
efficient fermentation capabilities or to find new
useful activities for them. All these efforts have been
done considering the harmless nature of these bac-
teria in food and pharmaceutical applications. This
characteristic could allow the use of these
microorganisms in the production of heterologous
proteins. However, new genetic tools need to be
developed in order to make feasible the genetic
manipulation in these bacteria. In this paper an
overview is presented on the current knowledge of
the gene expression in Lactococcus lactisin order to
consider the posibility of using this microorganismin
the production of foreign proteins.

KEY WORDS: Lacticacid bacteria, Lactococcus
lactis, heterologous gene expression.

INTRODUCCION

Con la posible excepcién de las levaduras, las bacte-
rias lacticas han sido los microorganismos més
usados por el hombre. Tradicionalmente se han
utilizado en la produccién de alimentos fermentados
de muy diverso origen como vegetales, carnes,
leches, etc. Sin embargo, la importancia de las
fermentacioneslacticas nose restringe ala preserva-
cién de los alimentos, también son muy importantes
en el desarrollo de sabores y texturas.

Ademas, se les ha atribuido diversos beneficios a
la salud, como la disminucién de desérdenes
gastrointestinales, ya que son comensales de siste-
mas digestivos de mamiferos; se ha reportado que
pueden detoxificar algunos carcinégenos,
metabolizar el colesterol, aumentar la respuesta
inmune e incluso disminuir la caries dental.

El término de bacterias lacticas comprende un
grupo de microorganismos Gram-positivos,
microaerofilicos, que no forman esporas. En este
grupo se encuentran diferentes vias de fermentacién
de carbohidratos cuyo producto final es, en algunos
casos, exclusivamente 4cido lactico (metabolismo
homofermentativo) y en otros cuando menos el 50%
loes (metabolismo heterofermentativo). La produc-
ciéndedicho4cido ocasionaunadisminuci6én del pH
que inhibe el crecimiento de bacterias esporulantes;
ademds, las bacterias lacticas producen algunos
bioantagonistas como antibiGticos y bacteriocinas.

El empleo industrial mas importante de las bacte-
rias lacticas es la fabricacién de productos lacteos
madurados. Esta es, de las industrias que utilizan
microorganismos, la segunda en importancia des-
pués de las que producen bebidas alcohdlicas. Aun-
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que los quesos son los productos lacteos mas impor-
tantes, también existen otros productos derivados
de la leche que se consumen extensivamente, como
el yoghurt, la crema agria, la mantequilla, el kefir
(bebida alcohdlicadel Caucaso hechaabase deleche
fermentada), el kumiss (leche de yegua o de camella
que se fermenta o destila, usada como bebida por las
tribus Tartaras némadas de Asia; también se hace a
base de leche de vaca para usarse en dietas especia-
les) y la leche estilo biilgaro.

Estos microorganismos son capaces de secretar
grandes cantidades de proteina a través de su mem-
brana y pared hacia el medio de crecimiento. Esta
caracteristica, aunada al hecho de que se cuenta con
una tecnologia de fermentacion bien establecida y a
que estas bacterias son consideradas como inocuas,
es decir GRAS (generally recognized as safe), ha
llevado a muchos grupos de investigacion a trabajar
en la posibilidad de usar las bacterias lacticas (espe-
cialmente las pertenecientes a los géneros Lacto-
coccusy Lactobacillus) enlugar de Escherichia coli
para la produccién de proteina heteréloga.

Como es sabido, en las bacterias Gram-negativas
la proteina heteréloga no se exporta de manera
eficiente y generalmente es acumulada en el espacio
peripldsmico, lo que resulta impractico para una
produccién a gran escala. En cambio, en un
microorganismo con un sistema de excrecion efi-
ciente, el proceso para recobrar y purificar una
proteina, como un producto bioldgico activo, puede
ser simple. No obstante, para poder competir con
Escherichia coli es un requisito el desarrollo de
métodos que permitan alcanzar niveles de produc-
cién semejantes a los obtenidos con la coliforme.

En este articulo, se revisa la informacion que se
tiene sobre el género Lactococcus, para considerar
la posibilidad de utilizarlo como sistema para la
produccidn de proteina heterdloga.

TRANSFERENCIA DE GENES

En 1962 se reporté la primera transduccién en
Lactococcus lactis (1). Fue el primer proceso usado
extensivamente en el anélisis genético de las bacte-
rias lacticas. Algunas caracteristicas codificadas tanto
en plasmidos como en los cromosomas han sido
transferidas a través de virus. Dos de las funciones
mas importantes, que en ocasiones se presentan de
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manera inestable en estas bacterias, la fermentacién
de lactosa y la produccién de proteasas, se han
podido estabilizar.

La fusién de protoplastos como un mecanismo de
transferencia génica en Lactococcus lactis, fue po-
sible gracias al desarrollo de los métodos de produc-
cién y regeneracion de protoplastos. Con esta base
se reportd en 1982 el primer éxito en la transforma-
cién con una eficiencia de 18.5 transformantes por
microgramo de DNA. En trabajos posteriores se
llegé alas condiciones 6ptimas, hastaque en 1986 se
obtiene una eficiencia de 5 X 10°¢ transformantes por
microgramo de DNA para la resistencia a eritromi-
cina (1).

A pesar de que se ha logrado obtener eficiencias
razonables de transformacion, los investigadores
contintan enfrentandose a problemas para estanda-
rizar y hacer reproducibles los métodos publicados,
yaque la variacion entre e intra cepas es muy alta. A
la fecha, los protocolos para este objetivo se han
modificado y se prefiere la electroporacién como un
método mas eficiente y sencillo de transformacién.

La electroporacién es un método conveniente
para introducir DNA de plasmidos en células vivas,
ya que generalmente se tienen eficiencias de trans-
formacion més altas que con los métodos quimicos.

No esta claro cémo un campo eléctrico puede
facilitar la entrada del DNA a las células sin afectar
severamente el funcionamiento normal de las mem-
branas; loque si se sabe es que al exponer alas células
a campos eléctricos ocurre una serie de cambios
fisicos y bioldgicos en las mismas. Los campos
eléctricos de baja intensidad polarizan las membra-
nas celulares; si estos cambios inducen un potencial
de membrana que se encuentre en el intervalo de 200
a 400 mV, se forman areas de desorganizacion
reversible, en donde se cree que pueden ocurrir rup-
turas transitorias, que hacen permeable ala membra-
na a ciertas moléculas y macromoléculas (2).

En Lactococcus lactis 1os primeros trabajos que
se realizaron con este fin reportaban eficiencias de
transformacion en el intervalode 1 X 10%a 5 X 10°
transformantes por microgramo de DNA. En 1989
Holo y Ness consiguen optimizar las condiciones de
transformacion para Lactococcus lactis ssp cremoris,
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y es entonces cuando se habla de rendimientos
superiores a 1 X 107 transformantes pormicrogramo
de DNA. Lainnovacidn en este método es la utiliza-
ciénde glicinaal 2.5%, como debilitador de la pared,
en el medio de crecimiento de las células que van a
ser transformadas. Desafortunadamente, el método
no pudo ser utilizado en otras subespecies de
Lactococcus lactis, ya que la glicina en tan alta
concentracion inhibe el crecimiento (3).

DESARROLLO DE LOS VECTORES DE
CLONACION

Se ha desarrollado una amplia variedad de vectores
para la transformaci6n de las bacterias lacticas, algunos
de los cuales tienen funciones especificas como aisla-
miento de promotores, terminadores, sefales de
secrecion, de expresién, etc. Los sistemas para utilizar
estos vectores generalmente han sido dos cepas de
Lactococcus lactis, en las cuales los plasmidos que
codifican los sistemas de restriccién y modificacion han
sidoeliminados. Estasson: Lactococcus lactisssp lactis
MG1363 derivada de Lactococcus lactis ssp lactis
NCDO712 (4) y Lactococcus lactis ssp lactis L1403
derivada de la cepa IL594 (5).

El desarrollo de vectores ha seguido basicamente
dosestrategias: 1) El probar vectores con duplicones
funcionales de otras Gram-positivas (Tablal) y 2) El
desarrollo de vectores a partir de plasmidos cripticos
encontrados en las bacterias lacticas (Tabla II).

1) Vectores derivados de plasmidos heterélogos
a) pAMbetal - Es un plasmido conjugativo obte-
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nido de Streptococcus faecalis a partir del cual se
construyeron dos vectores: pIL252 y pIL253. Am-
bos pldsmidos poseen el marcador macrolido-
lincosamida-estreptogramidina B, que les confiere
resistencia a la eritromicina. El pIL252 es un vector
de bajo niimero de copias (6 a 9), mientras que el
pIL253 se presenta en alto niimero (45 a 85). Estos
plasmidos pueden incluir, de manera estable, frag-
mentos de DNA de hasta 30 kb.

b) pIP501EIl - El plasmido pGB301 fue obtenido
por la pérdida espontinea de un fragmento del
pIP501 de Streptococcus faecalis. Tiene como mar-
cadores la resistencia a eritromicina y cloranfenicol.
Es un plasmido grande (9.8 kb) con pocos sitios de
restriccion. Atin cuando acepta insertos grandes, a
véces éstos sufren pérdidas de fragmentos de DNA
de manera esponténea.

Se han desarrollado otros vectores que pueden
duplicarse tanto en Escherichia coli como en
Streptococcus spp como el pVA838, el pSA3 y los
pMU1327 y pMU1328 pero no han sido utilizados
extensivamente.

También se han probado pldsmidos funciona-
les en Bacillus subtilis como el pE194, pC194
y pUB110 pero no han podido ser duplicados
en Lactococcus lactis, a pesar de que los genes
de resistencia a la eritromicina, cloranfenicol y
kanamicina, que se encuentran en cada uno de
estos vectores, han sido expresados normal-
mente en Lactococcus.

TABLAT

VECTORES DE CLONACION HETEROLOGOS

Vector Duplicén Tamaifio
(kb)

plL252 pAME1 4.7

pIL253 pAMB1 5.0

pGB301 pIP501 9.8

pVA838 pAC&C184 9.2

pSA3 pAC&C184 10.2

pIP501
pMU
1327/1328  pVAB838 =5

Gen Nimero SR M+
marcador* de copias

Em Bajo Si
Em Alto Si
Em Cm Bajo No
Em Cm Bajo Si
Em Cm Tm Bajo No
Em Bajo Si

*Em = eritromicina, Cm = cloranfenicol, Tc = tetraciclina. +S R M = Sitio de restriccién miltiple. Modificada de

Leenhouts y Venema (6).
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2) Vectores con duplicones lactococales

Todos los vectores que se han desarrollado hasta
la fecha se han derivado de 2 plasmidos cripticos: el
pWVO01 de Lactococcus lactis ssp cremoris y el
pSH71 de Lactococcus lactis spp lactis. Ambos
plasmidos son capaces de duplicarse, ademas de en
Lactococcus lactis, en Bacillus subtilis y en
Escherichia coli. El anélisis de sus secuencias y
modo de duplicacién indican que pertenecen a la
clase de plasmidos que generan intermediarios de
hebra simple durante su duplicacién por circulo
rodante.

Como marcadores genéticos en estos plasmidos
se hanusadolos genesderesistenciaalaeritromicina,
cloranfenicol y kanamicina. En algunos casos, estos
genes ofrecen la posibilidad de clonar DNA al
producir la inactivacién del gen, lo que facilita la
seleccion de transformantes. Por otro lado se han
incluido sitios de restriccion multiple en los vectores
para ampliar las posibilidades de insercion.

Ademas de los vectores generales, se han cons-
truido otros paraidentificar sefiales de transcripcion,
como promotores y terminadores, vectores de ex-
presién y vectores con sefales de secrecion (Tabla
IT1).

VECTORES DE INTEGRACION

Muchas de las funciones importantes de las bacterias
lacticas se encuentran codificadas en plasmidos y se
pueden perder facilmente por la inestabilidad
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segregacional de los mismos. Por esta razén, algu-
nos grupos de investigacién se dieron a la tarea de
trabajar con vectores de integraciéon. Se han desa-
rrollado dos tipos de estos vectores: derivados de
plasmidos heter6logos incapaces de duplicarse en
Lactococcus y aquellos derivados del duplicén
pWVO01 (6).

EXPRESION GENETICA EN Lactococcus
Para poder hablar de mejoramiento o manipulacién
genética, es necesario el conocimientoy lacompren-
sion de las sefales que permiten la expresion de un
gen.

a) Transcripcion - A partir de los resultados
obtenidos con los vectores para seleccionar promo-
tores y de los datos de algunos genes de Lactococcus
lactis aislados se identificaron las siguientes carac-
teristicas comunes a los promotores lactococales
(7): 1) Predominio de adeninaen laposicién 0 (inicio
de la transcripcién) y de timina en Ia posicion -1. 2)
Unasecuencia-35TTG y unaregion ricaen adenina
que recuerda la secuencia -10 (caja TATA) encon-
trada en otros promotores. 3) La distancia que
separalassecuencias-10y-35 tiene pocos nucledtidos
mas de los 17 o 18 que generalmente se encuentran
en Escherichia coli y en Bacillus subtilis.

b) Traduccién - En los genes de Lactococcus
lactis que han sido clonados y analizados, principal-
mente aquellos que intervienen en el metabolismo de
la lactosa, proteasas y genes de resistencia a fagos,

TABLATI

VECTORES DE CLONACION BASADOS EN DUPLICONES LACTOCOCALES

Vector Duplicén Tamaifio
(kb)
pGK12 pWVO1 44
pGK13 pWVO01 5.0
pGKV21 pWVo01 4.9
pNZ12 pSH71 43
pNZ123 pSHT1 2.8
pCK1 pSH71 5.5
pVvSs2 pSHT1 5.0
pFX1 pD125 55
pFX3 pD125 4.5

Gen Niimero SR M+
marcador* de copias

Em Cm Bajo No
Em Cm Bajo No
EmCm Bajo Si
Cm Km Alto No
Cm Alto Si
Cm Km Alto No
Em Cm No
Cm —_— No
Cm —— Si

*Em = eritromicina, Cm = cloranfenicol, Km = kanamicina, Tc = tetraciclina. +SR M = Sitio de Restriccién Miiltiple.

Modificada de Leenhouts y Venema (6)
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TABLA III

VECTORES CON FUNCIONES ESPECIFICAS

Vector Duplicén Gen
marcador*

Seleccién

Promotor/terminador

pGKV210 pWV01 Em

pBV5030 pWVo01 Em

pMU1327  pVA380-1 Em

pNZ336 pSH71 Cm Km

pGKV259  pWV01 Em Cm

Serniales de traduccién

pFX4, 5y 6 pD125 Cm

Expresién y secrecién

pMG36e pWVvo1 Em

pMG36 o fsm

Selecci6n de péptido seiial

pGAl4 pWwV01 Em

pGB14 pWV01 Em

Caracteristicas Tamaro
relevantes (Kb)
Gen cat-86 sin promotor 4.4
Gen cat-86 sin promotor 4.3
Gen cat-194 sin promotor 7 5]
Gen de B-gal sin promotor 6.9
Contiene entre el promotor 5.0
P59 y el gen cat-86 un sitio

Sal Iy un sitio Pst 1

Fusiones de sefiales de 6.7
traduccién con lacZ

Vector de expresion 3.6
constitutiva, contiene

el promotor lactococal P32

Promotor SPO2 y gen 5.6
amy sin secuencia sefial

Gen de B-lactamasa sin 5.9

promotor y sin secuencia sefal.

*Em = eritromicina, Cm = cloranfenicol, Km = kanamicina. Modificada de Leenhouts y Venema (6)

se ha observado que el coddn de inicio de la traduc-
cién es casi siempre AUG, aunque también funcio-
nan UUG y GUG. En la regién que precede a este
codon se encuentra la secuencia de Shine-Delgarno,
complementaria al extremo 3' del RNAr 16S de
Lactococcus lactis (3'-UCUUUCCUCCA-5").

Noexiste consensosobre lautilizacién preferencial
de codones por las bacterias lacticas, ya que éstas
varian marcadamente entre los genes; aunque en
general, se puede considerar que Lactococcus lactis
muestra preferencia por codones con A o U en la
iltima posici6n, lo que refleja el alto contenido de A
+ T del microorganismo (7).

EXPRESION DE GENES HETEROLOGOS

Ademis de los genes que codifican resistencia a los
antibi6ticos, en Lactococcus lactis se han expresado
genes heterélogos por fusién a sefiales de transcripcion

y traduccion propias del microorganismo. Por ejemplo,
el genlacZ de Escherichia coli fue fusionado al noveno
codén del gen prtP de Lactococcus lactis ssp cremoris
para lograr su expresion, lo que permitié que una
cepa deficiente en la utilizacién de lactosa, creciera
en este sustrato (8). Se han utilizado los genes de
alfa-amilasa de Bacillus stearothermophillus y
Bacillus licheniformis privados de sus secuencias
lider para aislar y estudiar sefiales de secrecién (9).

Ladificultad en la manipulacion de estas bacterias
es patente en el hecho de que sélo se han clonado
ocho genes heter6logos en Lactococcus lactis y, por
lo tanto, no se puede hablar de que se encuentren
sentadas las bases para el manejo de estabacteria. En
general los problemas a los que se enfrenta el
investigador son de expresién muy pobre de los
genesy en ocasiones inestabilidad plasmidica, tanto
estructural como de segregacion.
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La mayoria de los genes que se han clonado han
sido con el objeto de evitar la adicién de enzimas
purificadas, que en ocasiones se afiaden para aumen-
tar la disponibilidad de nutrientes durante algunos
procesos de fermentacion, o bien para aumentar la
capacidad antimicrobiana en la conservacién de
granosy forrajes (TablaIV). Unadelas perspectivas
mas sorprendentes para la explotacién de estas
bacterias es su uso como vehiculos para la adminis-
tracién de vacunas orales. Se estan dando avances
importantes en la manipulaciéon genética de estos
microorganismos, los resultados que se obtengan a
corto plazo en la optimizacién de la expresion,
secrecion y o presentacion enlasuperficie celular, ya
sea de proteinas heter6logas o epitopes proteicos,
sefialardn el camino en el futuro préximo. Por lo
pronto, el primer paso se dio con la expresién
funcional del fragmento C de la toxina del tétanos en
Lactococcus lactis (10).
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Segin la naturaleza de la proteina heteréloga y el
uso al que esta destinada, es muy posible que se
requiera mejorar la expresién genética. Hay varios
caminos que se intentan seguir: una alternativa es
aumentar el nimero de copias del gen, lo que ha
demostrado ser funcional en algunos casos.

En el caso de un nimero de copias fijo, la expre-
si6n puede mejorarse al aumentar la eficiencia del
inicio de la transcripcién. Sin embargo, ain no es
claro qué es lo que constituye un inicio de la trans-
cripcion “Optimo”; la estrategia mas obvia es la de
reemplazar el promotor presente en el gen de interés
hasta encontrar aquel que funcione mas adecuada-
mente, hasta el momento este camino parece ser uno
de los mas promisorios para mejorar la expresion, e
incluso la estabilidad de la construccién. Esta
estrategia se usd con éxito para incrementar la
transcripcién de algunas proteasas lacticas y para

TABLA IV

GENES HETEROLOGOS CLONADOS EN BACTERIAS LACTICAS

EN QUE SE UTILIZO COMO RECEPTOR A Lactococcus lactis

Gen Origen Vector
Prochymosina bovino pNZ18
Lisozima huevo pMG36e
Proteasa B subtilis pGKV210
Lisozima Bacteriéfago T4

E coli

Bacteridfago pMG36e
Alfa-amilasa B

licheniformis pGAK1

pGBK1

Luciferasa Vibrio

fischeri pSB292
Alfa-amilasa B stearo-

thermophilus pNZ12
Fragmento C
de la toxina
del tétanos C tetani pILPol

Uso y Referencia
Produccién de queso (11)
Actividad antimicrobiana (7)

Maduracidn del queso (7)

Actividad antimicrobiana (7)

Aislamiento de senales de
exportacion de proteinas

Estudios de la regulacion del
metabolismo de la lactosa (12)

Aislamiento de senales de
exportacion (13)

Vacuna oral (10)
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poder expresar genes de amilasa de Bacillus que no
se habfan podido expresar con sus propias senales
promotoras.

Otro factor a considerar eslaeficienciaen el inicio
de la traduccién. Algunos cambios introducidos en
el RNATr 16S para incrementar la complementaridad
conelsitiode unién del ribosoma, asi comoal ajustar
el tamaio de la ventana existente entre la secuencia
de Shine-Delgarno y el codén de inicio, puede
incrementar en algunos casos la expresién. Sin em-
bargo, al introducir cambios en estos sitios también
se puede modificar la estructura secundaria del
RNAm y afectar igualmente su expresion.

Otro proceso que puede afectar la expresion es la
tasa de transcripcion-traduccién. En Escherichia
coli se ha observado que existe una correlacién
directa entre esta variable y los niveles de expresion,
asi como con el uso preferente de ciertos codones y
la abundancia de los RNAt. En Lactococcus lactis
no existe suficiente informacién para afirmar que
esta relacion se da de tal forma que pueda ser usada
para mejorar la expresion.

SECRECION DE PROTEINA
HETEROLOGA

Para hacer que Lactococcus lactis secrete la protei-
na heteréloga, se han usado dos estrategias. La
primera contempla la identificacion de sefiales de
exportacion en el cromosoma de la bacteria lactica
mediante el uso de genes reporteros cuya actividad
pueda ser identificada facilmente como es el caso de
algunas amilasas de Bacillus spp (9y 13) y la beta-
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lactamasa de Escherichia coli(14), cabe aclarar que
estos genes no pudieron expresarse y no se obtuvo
secrecion con sus propias sefiales. Sin embargo, la
funcionalidad de las sefales heterélogas habia sido
demostrada conlasecrecion dela proteasa neutrade
Bacillus subtilis; asi mismo, se expresé y secretd la
alfa-galactosidasa de Cyamopsis tetragonoloba al usar
las sefiales de la alfa-amilasa de Bacillus subtilis (7).

CONCLUSIONES

Los estudios de las secuencias de las senales de
transcripcion y traduccién, muestran un consenso
considerable entre Escherichia coli, Bacillus subtilis
y Lactococcus lactis. Sin embargo, al tratar de llevar
esta similitud a la expresion de genes heter6logos,
sucede que al basarse solamente en el parecido de Ias
sefiales se estd simplificando demasiado el asunto y
tal vez habria que prestar mayor atencién al disefio
de las construcciones utilizadas para transformar y a
las estructuras secundarias que se pueden estar
formando.

Enresumen, atin cuando Lactococcus lactis tiene
mucho que ofrecer como sistema parala produccién
de proteina heterloga, permanecen muchas lagunas
de conocimiento, por lo que si bien se pueden
expresar genes de otras especies, no se puede con-
trolary en ocasiones ni siquiera predecir el resultado
de un experimento. Es necesario explotar las venta-
Jas que Lactococcus lactis ofrece, pero primero se
debe aumentar el conocimiento bésico que se tiene
sobre los mecanismos que operan en la expresién
genética y en el transporte y secrecion de proteinas
en esta especie.

REFERENCIAS

1. Sandine W E (1987) Looking backward and forward at
the practical applications of genetic research on lactic
acid bacteria. FEMS Microbiol Rev 46:205-220.

]

Chassy B M y Flickinger J L (1987) Transformation of
Lactobacillus caseiby electroporation. FEMS Microbiol
Lett 44:173-177.

3. WellsJM, WilsonP Wy LePage R WF(1993) Improved
cloning vectors and transformation procedure for
Lactococcus lactis. J Appl Bacteriol 74:629-636.

4. GassonM J(1983)Plasmid complements of Streptococcus
lactis NCDO712 and other lactic streptococci after

protoplast-induced curing. J Bacteriol 154:1-9.

5. Chopin A, Chopin M C, Moillo-Batl A y Langella P
(1984) Two plasmid-determined restriction system in
Streptococcus lactis. Plasmid 11:260-263.

6. Leenhouts KJy Venema G (1994) Lactococcal plasmid
vectors. En: Plasmids. Editor: Hardy D. IRL Press,
Washington DC, pp 65-93.

7. van de Guchte M, Kok J y Venema G (1992) Gene
expression in Lactococcus lactis. FEMS Microbiol Rev
88:73-92.

8. De Vos WM y Simons G (1988) Molecular cloning of



BEB 15(1): 18-25

10.

11.

lactose genes in dairy lactic streptococci: the phospho-
beta-galactosidase genes and their expression products.
Biochimie 70:461-473.

Pérez-Martinez G, Kok J, Venema G, van Dijl IM, Smith
H y Bron S (1992) Protein export elements from
Lactococcus lactis. Mol Gen Genet 234:401-411.

Wells J M, Wilson P W, Norton P M, GassonM y Le Page
R W F (1993) Lactococcus lactis: high level expression
of tetanus toxin fragment C and protection against lethal
challenge. Mol Microbiol 8:1155-1162.

Simons G, Rutten G, Homes M y de Vos W M (1987)
Production of bovine prochymosina by lactic acid bacte-
ria. Proc 4th Eur Congr Biotech pp 183-187.

12;

13.

14.

25

Eaton T J, Shearman C A y Gasson M J (1993) The use
of bacterial luciferase genes as reporter genes in Lac-

tococcus 1egulation of the Lactococcus lactis subsp
lactis lactose genes. J Gen Microbiol 139:1495-
1501.

van Asseldonk K M, de Vos W M y Simons G (1993)
Functional analysis of the Lactococcus lactis USP-45
secretion signal in the secretion of a homologous
proteinase and heterologous alfa-amylase. Mol Gen
Genet 240:428-434.

Sibakov M, Koivula T, von Wright A y Palva I (1951)
Secretion of TEM-beta-lactamasa with signal sequence
isolated from the chromosome of Lactococcus lactis
subsp lactis. Appl Environ Microbicl 57:341-348.



26

-

Qz Quiroga 15, Tlalpan, México 14000, DF, México.

D-AMINOACIDOS EN PEPTIDOS DE SINTESIS
RIBOSOMAL

Alberto Huberman Wajsman. Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de la Nutricién “Salvador Zubiran”. Vasco

\

g

Recibido: Octubre 31 de 1995.
Bol Educ Biog (México) XV(1):26-30

RESUMEN

Se conocen en la actualidad varios péptidos que, a
pesar de sersintetizados porlamaquinariaribosomal,
contienen residuos de D-aminoécidos. Esto consti-
tuye un nuevo tipode modificacién postraduccional,
dependiente de una o varias enzimas reversibles que
efectiialaisomerizacién porun probable mecanismo
de deshidrogenaci6n e hidrogenacién estereoespe-
cifica.

PALABRAS CLAVE: D-aminoéacidos, biosin-
tesis de proteinas, ribosomas, cédigo genético.

ABSTRACT

Various peptides are known to date that in spite of
being synthesized by the ribosomal machinery,
contain residues of D-amino acids. This is a new
type of post-translational modification that depends
on the reversible action of one or more enzymes that
effect the isomerization probably by means of a
mechanism of dehydrogenation and stereospecific
hydrogenation.

KEY WORDS: D-amino acids, protein bio-
synthesis, ribosomes, genetic code.

Los conocimientos del cédigo genético y de la
biosintesis de proteina a nivel del ribosoma han
mostrado una limitacién absoluta a la incorpora-
cién de aminodcidos dirigida por acidos
ribonucleicos mensajeros y por 4cidos ribonuclei-
cos de transferencia: s6lo el isémero L de los
aminoécidos es utilizado e incorporado en el pro-
ducto final. La quiralidad del carbono o de los
aminoicidos es una determinante estereoqui-
mica del funcionamiento de la maquinaria
sintetizadora de proteinas, siempre que ésta sea
ribosomal.

Existen algunas excepciones aparentes, como por
ejemplo los antibidticos peptidicos bacterianos
gramicidina, tirocidina y bacitracina que contienen
D-aminodcidos, pero estos casos son claramente de
sintesis enzimatica, sin participacién de RNA men-
sajero ni de ribosomas (1) y por lo tanto, no se
tomaran en cuenta en esta revision.

Nuestro relato comienza en 1981, cuando un
grupo de farmacélogos italianos describi6 el aisla-
miento de un péptido opioide de la piel de Phyllo-
medusa sauvagei, una rana arboricola suramericana
(2). Este heptapéptido, denominado dermorfina,
tiene una alta afinidad y selectividad por los recep-
tores de opidceos del tipo p y si se inyecta en el
cerebro de ratones o ratas produce una analgesia mil
veces més efectiva que la morfina. La estructura de
este péptido es la siguiente:

Tir-D-AIa—Fen—Gli-Tir—Pro-Ser-NH2

con la peculiaridad de contener un residuo de D-
Ala en la segunda posicién del cual depende su
actividad biolégica, ya que el péptido sintético
con L-Ala en esa posicion es totalmente inactivo.
Se pudo demostrar que se trata de un producto
de biostntesis ribosomal por medio de la clonacién de
su precursor (3), en el cual, obviamente, el codén
correspondiente al segundo residuo es el de L-Ala
(GCG). De esta misma rana se ha aislado un hep-
tapéptido semejante al anterior, pero que tiene D-
Met en la segunda posicién del péptido y que se
ha denominado Met-deltorfina (o dermencefalina),
especifico para receptores opioides 8. Su estructura
es la siguiente:

Tir-D-Met-Fen-His-Leu-Met-Asp-NH,

La piel de la rana Phyllomedusa bicolor contiene
dos péptidos, también especificos para receptores
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opioides 8, denominados [D-Ala*]deltorfinas I y II
(4), cuyas estructuras son las siguientes:

Tir-D-Ala-Fen-Asp-Val-Val-Gli-NH, (I)
Tir-D-Ala-Fen-Glu-Val-Val-Gli-NH, (II)

Ademas, de esta misma rana se ha aislado un
péptido de 33 residuos de aminoécidos denominado
adenorregulina, que podria contener un D-amino-
acido ya que su comportamiento cromatografico es
diferente al del péptido sintético (5).

De la piel de la rana Phyllomedusa burmeisteri
se han aislado dos péptidos opiodes, las [D-Leu?]del-
torfinas 1 y 11, de 17 residuos de aminoécidos, que
tienen D-Leu en lasegunda posicién del péptido (6).

De la piel de otra rana, Bombina variegata, se ha
aislado una familia de péptidos antimicrobianos y
hemoliticos, las bombininas. Tres de ellos contienen
D-aloisoleucina (D-alle) en lugar de L-Ile (7). Estos
péptidos coexisten con sus L-isémeros y ambos son
activos.

Eninvertebrados se haencontrado el tetrapéptido
achatina-I (Gli-D-Fen-Ala-Asp) en los ganglios del
caracol gigante africano Achatina fulica Férussac,
que contiene una D-Fen en la segunda posicion (8).
Este fue el primer neuropéptido en el que se compro-
b6 la presencia de un residuo de D-aminoécido.
Estos ganglios también contienen el péptido com-
puesto de L-aminodcidos, pero éste es inactivo. Los
mismos autores han demostrado, por cristalografia
de rayos X, que el residuo de D-Fen ocupa una
esquina de un giro B de tipo II’. De este mismo
caracol se ha aislado un pentapéptido, la fulicina
(Fen-D-Asn-Glu-Fen-Val-NH,) que contiene D-Asn
en la segunda posicién (9).

Del miisculoretractor anterior del molusco Mytilus
edulis se ha aislado un decapéptido relacionado con
la FMRF-amida y que se ha denominado FFRF-
amida. Este péptido contiene una D-Leu como
segundo residuo de la secuencia Ala-D-Leu-Ala-
Gli-Asp-His-Fen-Fen-Arg-Fen-NH, (10).

El antibiético polipeptidico lactocina S, sintetiza-
doenel sistema ribosomal del procarioto Lactobaci-
lus sake, cepa L45, contiene ademés de D-Ala, una

serie deaminodcidos no convencionales como lantio-
nina, B-metil-lantionina, deshidroalanina, deshidro-
butirina y S-(2-aminovinil)D-cisteina, producidos
por mecanismos enzimaticos alin desconocidos (11).

En nuestro laboratorio hemos encontrado que los
dos isomorfos de la hormona hiperglicemiante de
los crustaceos, HHG-I y HHG-II, obtenidos de la
glandula sinusal del acocil Procambarus bouvieri
(Ortmann), tienen el mismo peso molecular (8,388),
el mismo p/ (4.79), la misma composicién, la misma
secuencia, el mismo espectro de dicroismo circular
y lamisma actividad hiperglicemiante. Sin embargo,
en cromatografia liquida de alta presion (CLAP) de
fase reversa su comportamiento es diferente, puesla
HHG-II es mas hidrofébica en una columna
uBondapak-Fenilo. En un mapa triptico sélo se
pudo observar que el octapéptido amino-terminal
se comportaba diferente en una columna Ultrasphere-
C18 segin proviniera de HHG-I o de HHG-II. Sin
embargo, la secuencia de ambos péptidos resulté
igual en los dos isomorfos: pGlu-Val-Fen-Asp-Glu-
Ala-Cis-Lis. Se pudo demostrar, por medio de dos
anticuerpos especificos contra octapéptidos sintéti-
cos, que contenian L-Fen y D-Fen respectivamente
en la tercera posicién, que la HHG-II contiene un
residuode D-Fen en la tercera posicién de la hormo-
na (12). Unasituacién semejante hemos encontrado
en los dos isomorfos de la hormona inhibidora de la
muda del mismo acocil (en preparacion).

Recientemente, Soyez et al (13) han demostrado
que los isomorfos de los péptidos hiperglicemiantes
de la langosta Homarus americanus se diferencian
por lapresenciade un residuo de D-Fen en la tercera
posicion. Yasuda et al (14) han encontrado la misma
situacién en los dos isomorfos de la hormona
hiperglicemiante de Procambarus clarki.

Por otro lado, Heck et al (15) han encontrado en
elvenenodelaarafaA gelenopsis aperta dos péptidos
paralizantes que bloquean canales de calcio y sensi-
bles al voltaje, denominados omega-Aga IVB y
omega-AgalVC, cuyainicadiferenciaradicaenque
el primero contiene unaD-Seren la posicién 46. Una
enzima purificadadel veneno de esta araiia es respon-
sable delaisomerizacién (reversible) delaserina-46.

Como todos los péptidos descritos hasta aqui son
desintesisribosomal y en algunos casos se ha podido
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demostrar que el codén corresponde a un L-
aminoécido, es obvio que se trata de un nuevo tipo
de modificacién postraduccional efectuado por una
0 varias enzimas, que actuarian sobre el péptido rea-
lizando la estereoinversién a nivel del carbono o por
medio de una secuencia de deshidrogenaci6n segui-
da de una hidrogenacion estereoespecifica y un me-
canismo de dos bases (Fig 1). Se trataria pues de una
peptidil-aminoacil-L-D-isomerasa (o a-epimerasa).

En general, podriaconsiderarse la estereoinversién
de un L-aminodcido a un D-aminoécido como un
proceso de activacion, porque los péptidos con la
forma L son menos activos o completamente inacti-
vos. Sin embargo, existen excepciones a esta aseve-
racién: 1) el decapéptido sintético Mytilus-FFRF-
amida que contiene L-Leu es casi igualmente poten-
te en un bioensayo in vitro que el decapéptido
natural que contiene D-Leu en la misma posicién
(10); 2) las hormonas hiperglicemiantes de los crus-
taceos, en las que ambos isomorfos son activos (12
a 14); 3) los péptidos antibacterianos y henioliticos
de Bombina variegata cuyos dosisomorfos también
son activos (7).

Otraobservacion general es quelaestereoinversién
de un solo residuo de aminoacido en un péptido
incluye a la segunda posicién y puede afectar a
cualquiera de los siguientes amino4cidos: Fen, Ala,
Met, Asn, Ile y Leu. Sin embargo, en el caso de las
hormonas hiperglicemiantes de los crusticeos, el
residuo afectado es el tercero y hasta ahora sélo Fen
hasido el residuo modificado (12a 14). Eliinico caso
conocido de una estereoinversion cercana al extre-
mo carboxile lo constituye la Ser-46 de la toxina de
la arafia Agelenopsis aperta (15).

Llama la atencién la especificidad de esta
estereoinversion, ya que el péptido modificado pue-
de contener en su secuencia varios residuos del
mismo aminoacido y, sin embargo, s6lo uno de ellos
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es reconocido por laenzima. Esto podria indicar que
hay una secuencia vecina necesaria para el recono-
cimiento o que hay una estructura espacial requerida
para la interaccién enzima-sustrato. Hasta ahora no
se ha encontrado ninguna regularidad con respecto
a las secuencias vecinas al amino4cido modificado.

En cuanto al tamafio de los péptidos que han
sufridolaestereoinversion, pueden ser tan pequefios
comoel tetrapéptido achatina-I del caracol Achatina
fulica o tan grandes como la hormona hiperglice-
miante del crusticeo mexicano Procambarus
bouvieri (72 residuos, 8,388 Da).

No debe confundirse el proceso de a-epime-
rizacién enzimatica que estamos describiendo con la
racemizacion espontdneaque ocurre en las proteinas
de larga vida en tejidos peculiares como el cristalino
y el esmalte dental, en los cuales puede observarse la
acumulacién de D-Asp y de D-Ser en el curso de
la vida del individuo. La racemizacién del Asp ha
sido observada también en las proteinas de las
bacterias termofilicas. Otro caso de racemizacién es
laacumulacién de D-Asp en la proteina tau anormal
del cerebro de pacientes con la enfermedad de
Alzheimer.

La modificacién enzimética postraduccional que
convierte aunresiduo de L-aminoacido, yaincorpo-
rado a un péptido de sintesis ribosomal, en su
correspondiente D-aminodacido, no parece ser yaun
fenémenoraro y probablemente tengaun significado
bioldgico ain no identificado pero que debe ser
explorado a nivel de 6rganos y receptores. Quedan
muchas preguntas por contestar: ;Existe acaso una
enzima especifica para cada residuo de aminoacido?
(Existe una enzima especifica para cada péptido?
(Cudl es el propésito de tener dos isomorfos del
mismo péptido? ;Tendr4 el isomorfo D funciones
especificas? ;Tendra que ver el isomorfo D con
mayor resistencia a la degradacién y por lo tanto
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Figura 1. Esquema posible de la a-epimerizaci6n de un L-aminodcido incorporado a un péptido. 1) Deshidrogenaci6n
del residuo L. 2) Hidrogenacién estereoespecifica y conversién a un residuo D.
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mayor estabilidad? La respuesta a éstas y otras
muchas preguntas aclararan en el futuro tanto el
mecanismo como la funcién de esta isomerizacién.
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GLOSARIO

Isomeria. Propiedad de las moléculas que tienen
idéntica composicion quimica y peso molecular, pe-
1o con estructura interna o configuracién diferente.

Estereoisomeros. Moléculas que tienen compo-
sicién quimica, peso molecular y estructura idénti-
cos, pero que difieren en su configuracin (disposi-
cién de los atomos en el espacio). Manifiestan las
mismasreacciones quimicas perodifieren enalgunas
propiedades fisicas.

Isomeria 6ptica. Estereoisomeria que abarca la
disposicion de sustituyentes alrededor de uno o més
atomos asimétricos de carbono, de modo que hay
una diferencia en el comportamiento de los diversos
isémeros en cuanto al grado de su rotacion del plano
de luz polarizada.

Tautémeros. Sustancia pura que se comporta
quimicamente como si tuviera dos o mas estructuras
diferentes que corresponden a posiciones relativas
distintas de porlo menos un tomo (pej, latautomeria
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ceto-enol de los aldehidos y lactama-lactima de las
amidas de los 4cidos carboxilicos).

Enantiomorfos. Moléculas que existen en dos
formas no superponibles sobre su imagen en espejo
(como las manos derecha e izquierda). Muestran
actividad 6ptica y aparecen en pares ya que paracada
compuesto Gpticamente activo debe corresponder
su antipoda 6ptico (p €j, el acido d-tartdrico y el
acido I-tartarico). Ambos enantiomorfos rotan por
igual el planode la luz polarizada pero endirecciones
opuestas. También llamados enantiémeros.

Diastereoisémeros. [sémeros 6pticamente acti-
vOs que no son imagenes en espejo, es decir, no
enantiomorfos (p €], glucosa y galactosa). También
llamados diastereémeros.

Quiralidad. Propiedad de no identidad de un
objeto con su imagen en espejo (p ej, los
estereoisémeros L- y D-aminoacidos).

Epimero. Una de dos moléculas que sélodifieren
en su disposicion espacial alrededor de un solo
atomo de carbono asimétrico (p ej, L-alanina y D-
alanina). Epimerasaeslaenzimaque efectdalatrans-
formacién de un epimero en otro o epimerizacion.

Racémico. Mezcla dpticamente inactiva, com-
puesta por igual nimero de sustancias dextrorro-
tatorias y levorrotatorias que son separables. Las
racemasas efectdan esta transformacién o racemi-
zacion.
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LA ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA COMO UNA HERRAMIENTA
MAS EN EL LABORATORIO

La electroforesis para la separacién de proteinas fue
usada por primera vez en el afio de 1937 por el
bioquimico sueco Arne Tiselius (1902 a 1971) pre-
mio Nobel de quimica en 1948.

La palabra electroforesis, proviene de los térmi-
nos griegos electro que significa electrény phoresis
que quiere decir traslacién. La electroforesis se
utiliza paralograr laseparacién de moléculas al paso
de una corriente eléctrica continua y para lograr la
migracién y separacion de moléculas, al aplicar un
campo eléctrico. La separacién se basa en la carga
neta y la densidad de carga de cada molécula. Las
que tienen carga neta positivamigran haciael catodo
y las que tienen carga neta negativa migran hacia el
4nodo; de aqui que la migraci6n neta sea directa-
mente proporcional a la densidad de carga de la
molécula.

La matriz es un soporte que puede ser de papel
como el acetato de celulosa o papel filtro, de agarosa
o de poliacrilamida. Esta matriz permite a las molé-
culas migrar con una resolucién que dependera del
tamaiio del poro, esto permite separar moléculas de
menos de 5 kDacomo losaminoécidos y los péptidos
pequeiios; la matriz de agarosa es utilizada para
separar moléculas con masa molecular mayor de 200
kDa o bien la matriz de poliacrilamida sirve para
separar moléculas de 5 a 200 kDa. :

En lo sucesivo se hara referencia tinicamente a la
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en
la cual el soporte es una malla formada por la acrila-
mida que es un monémero activo y la N,N’-
metilenbisacrilamida como enlazante transversal.
Esta polimerizaci6n es inducida por los radicales
libres que resultan de la descomposicién quimica del
persulfato de amonio, como se indicaenlasi guiente
reaccion:

$,02 —> 280,

Los radicales libres son estabilizados por el
N,N,N’,N’, tetrametiletilendiamino (TEMED).

El tamafo del poro de la matriz se obtiene por
modificacién de la proporcién de radicaleslibres y €l
grado de entrecruzamiento de la acrilamida. Las
concentraciones usadas de acrilamida estén com-
prendidas entre 3 y 15%, mezcladas con una canti-
dad constante de N,N’-metilenbisacrilamida al 5%.
Mientras més alta es la concentracién de acrilamida
en el gel, la malla que se forme serd mas cerrada y
dejara pasar las moléculas pequeifias y retendra las
moléculas grandes. Por el contrario, si la concentra-
cién de acrilamida es baja, la malla es més abierta y
deja pasar a las moléculas grandes (Voet D y Voet
G (1990) Biochemistry. Capitulo V Techniques of
protein purification. John Wiley and Sons Ltd, New
York, NY, USA, pp 75-99)

Existen geles en condiciones desnaturalizantes y
en condiciones nativas. Un gel en condiciones
desnaturalizantes, es aquel en que a la muestra se
agrega un reductor, como el f-mercaptoetanol o el
ditiotreitol (DTT). Tanto los amortiguadores, como
lamezcladelapoliacrilamida, contienenel detergen-
te ani6nico, dodecil sulfato de sodio (SDS), el cual
confiere carganegativasuficiente alamacromolécula
fragmentada por ebullicién. Se considera que se
trata de un gel en condiciones nativas cuando las
muestras no son tratadas con el reductor, ni con el
SDS y no son fragmentadas por ebullicién.

Las proteinas que contienen SDS aparentemente
se separan en orden de su masa molecular, porque el
efecto del gel es la filtracién. La movilidad relativa
de las proteinas en el gel varia linealmente con el
logaritmo de su masa molecular (cita anterior).

La desnaturalizacién se incrementa con la tempe-
ratura; lo cual permite que el SDS interaccione
generalmente a razén de una molécula del detergen-
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te por cada dos residuos de aminoécidos, lo que
resulta en que todas las proteinas tienen la misma
densidad de carga y la carga neta es proporcional a
la masa molecular. En las muestras en condiciones
desnaturalizantes, el tratamiento del SDS permite
romper las interacciones no covalentes con la forma-
cién de las unidades monoméricas correspondien-
tes. Sin embargo, las subunidades est4n unidas por
puentes disulfuro los cuales son reducidos por el B-
mercaptoetanol o por el DTT. En condiciones nati-
vas las muestras permanecen sin estos cambios.

En lo que respecta a la cdmara de electroforesis
(Fig 1), ésta tiene aditamentos para obtener geles de
poliacrilamida yaseaen placa, tubo, segunda dimen-
sion, preparativos o en gradiente. Hay cdmaras que
también tienen aditamentos para geles de agarosa
usados para separar 4cidos nucleicos.

Para el montaje de la cAmara se requiere:

1) que las placas estén en buen estado y se limpien
con algodén humedecido en alcohol. :

2) alos separadores que van entre las placas se les
aplica vaselina a lo largo del borde externo para

i

asegurar la hermeticidad. Se debe evitar que la
vaselina llegue al borde interno para que no conta-
mine al gel.

3) Las placas de vidrio se ajustan paralelamente
con los separadores a cada extremo (izquierda a
derecha) presionando de manera uniforme con las
pinzas respectivas; posteriormente se procede al
montaje de este sistema de placas sobre la base del
equipo. En este punto es importante revisar que el
sistema no presente fugas.

Para preparar el gel se necesita de una placa de
electroforesis, que estd formada por dos geles de po-
liacrilamida: el gel separador y el gel concentrador.

Para formar el gel es necesario usar diferentes
soluciones que se preparan como se resume a con-
tinuacién (Laemmli U K (1970) Cleavage of
Structural Proteins during the Assembly of the Head
of Bacteriophage T4. Nature 22: 680-685).

Solucién A:
Bis-acrilamida al 0.8 % y acrilamida al 30% en agua
bidestilada. Se filtra en papel y se guarda a 4°C; se

Figura 1. Seilustralacdmarade electroforesis “Protean I1 xi cell”, con sus aditamentos: 1) las placasde vidrio; 2) lac4mara
donde van sumergidas las placas; 3) los peines que dan los moldes para formar los pozos. Los aditamentos son exclusivos

de cada modelo de cdmara y no son intercambiables.



recomienda que se emplee dentro de un periodo no
mayor a4 semanas. Es altamente neurotdxica, por lo
cual se usan guantes para pesarla.

Solucién B:

Trizma-HCI 1.5 M, a un pH de 8.8 que se guarda a
4°C. Se recomienda ocuparse en un periodo no
mayor a 4 semanas.

Solucién C:

SDS al 10% en agua bidestilada. Cuando se pesa es
recomendable taparse la nariz y la boca con un
cubrebocas, porque el reactivo consiste en un polvo
muy fino por lo que se puede aspirar facilmente. Se
guarda a temperatura ambiente.

Solucion D:
Trizma-HC10.5M, aun pH de 6.8. Se guardaa 4°C.
Es estable durante 4 semanas.

Solucién E:

Persulfato de amonio al 1% en agua bidestilada, no
es estable, por lo que se prepara inmediatamente
antes de usarlo y sélo la cantidad a emplear.

Solucion F:
El TEMED se ocupa directamente del frasco, que se
mantiene en hielo.

Solucién fijadora:
Metanol 40% y acido acético al 10%.

Solucién para desteiiir de bajo metanol:
Metanol al 30% y 4cido acético al 7.5%

Solucién de tincién:

Azul de coomassie R-250a10.2% disueltoen metanol
al 50% (después de disolverlo se filtra a través de
papel filtro), se agregan 7 ml de écido acético por
cada 100 ml. Tiene una sensibilidad de 0.1 a 1 pg.

Solucién para destenir de alto metanol:
Metanol al 50% y acido acético al 7.5%.

Amortiguador para la cdmara:

Para prepararla se utilizan 10 ml de la solucién C,
14.4 g de glicina, 3.0 g de Trizma-HCl y se afora a
unlitro con aguabidestilada (el pH obtenido debe ser
de 8.3). Este amortiguador se utiliza para los
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reservorios superior e inferior de la cdmara. Sirve
para cerrar el circuito eléctrico del sistema.

En lo que respecta al amortiguador parala mues-
tra, éste esta formado por: 5.0 ml de glicerol, 2.5 ml
de solucién D, 1.0 ml de solucién C, 100 ul de 8-
mercaptoetanol y 0.1 mgde colorante como pironina
o azul de bromofenol, se afora a 10 ml con agua
bidestilada. Esta solucién se mantiene en una rela-
cién 1:4 (amortiguador:muestra). Debido a que la
muestra puede flotar y perderse al ser colocada en
los pozos del gel se necesita de este amortiguador el
cual aumenta la densidad de la muestra.

También se necesita de un gel concentrador, que
es de baja resistencia, al 3% de poliacrilamida,
que permite que Jas diferentes moléculas contenidas
en las muestras por analizar llegen todas al mismo
tiempo al limite con el gel separador. El gel
concentrador se prepara con: 5.7 ml de agua
bidestilada, 2.5 ml de solucién D, 1.0 ml de solucién
A, 0.1 ml de solucién C, 0.7 ml de solucién E, se
desgasifica durante 10 minutos y se le afiaden 0.010
mi de solucién F. Se homogeniza por agitacién y
rapidamente se vacia en el espacio que queda entre
las placas de vidrio. Se coloca de inmediato el peine
para que se formen los pozos, donde serdn aplicadas
las muestras. Una vez polimerizado el gel (aproxi-
madamente después de 10 minutos) se retira el peine
se lavan los pozos formados con amortiguador para
la cAmara.

También se requiere de un gel separador, que se
prepara de acuerdo con las siguientes consideracio-
nes: 1) Si las macromoléculas a separar son de un
pesomolecularde 45 a200kDa, lamalla del gel debe
ser grande, porque el poro asi formado deja pasar las
moléculas. En este caso se opta por una concentra-
cién de acrilamida de entre 5 y 7%. 2) Si por el
contrario la muestra contiene macromoléculas de un
pesomolecular menor de 6.5 a200 kDa, entonces se
debe elegir un gel entre 10 y 15% de acrilamida para
que el tamaifio del poro sea menor. La concentracion
de este gel debe ser siempre mas alta que la del gel
concentrador, porque el papel del gel separador es
segregar las proteinas en funcién de su peso
molecular; lo que se traduce en diferentes distancias
de migraci6n. Se debe marcar el limite delaalturadel
gel separador con unarayaaun centimetro porabajo
del nivel inferior del diente del peine.
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Si se considera una cAmara con una capacidad de
40 ml (Fig 1), la preparacién del gel separador al
10%, que para facilitar su manejo se hace en un
matraz Kitasato, estar4 formada por los volimenes
de las soluciones anteriores, en la siguiente propor-
cién: 13.4 ml de agua bidestilada, 10 ml de solucién
B, 13.3 ml de solucién A, 0.4 ml de solucién C, 2.9
mldesolucion E. Enseguida se desgasificala mezcla
durante 10 minutos y se agregan 0.02 ml de solucién
F. La razén por la cual se desgasifica antes de
agregarle la solucion F es para evitar que queden
burbujas incluidas en el gel.

En caso de que se necesite usar un tamaiio de poro
diferente al que se produce con la concentracién de
10% en el gel separador, la cantidad de la solucién
A'y del agua bidestilada son las que se varian.

Una vez que se adiciona la solucién F, la
polimerizacién empiezaen cuestién de segundos por
lo que es indispensable agregar el gel a la cdmara
inmediatamente, para lograr que la malla quede
distribuida en forma homogénea. El gel se vacia con
ayuda de una pipeta Pasteur o de un embudo con ta-
llo angosto, se resbala la solucién por la placa de
vidrio, hasta llegar a la marca que se puso anterior-
mente. Después de lo cual se agrega con mucho
cuidado isopropanol, con el fin de que la superficie
del gel quede homogénea y se evite el contacto con
el aire. Es muy importante no mover las placas de
vidrio hasta que transcurra el tiempo necesario para
la polimerizacién que aproximadamente es de 30
minutos.

Cuando el gel ha polimerizado se retira el isopro-
panol y con mucho cuidado de no tocar la superficie
del gel se limpia el exceso con papel filtro. Mientras
el gel separador polimeriza se prepara el gel concen-
trador. Posteriormente el juego de placas de vidrio
se coloca en la cAmara, a la cual previamente se le ha
puesto el amortiguador correspondiente. Una vez
colocadas se agrega el amortiguador en el recipiente
superior. Todo esta listo para aplicar las muestras
con ayuda de una microjeringa; se debe tener la pre-
caucién de no picar el gel con la punta de la aguja.
La concentracién de proteinas que contenga la muestra
debe ser de entre 10 y 50 pg, la cual previamente se
determina por algiin método para proteinas. Para el
volumen de la muestra es importante considerar el tipo
de cdmara por la capacidad del pozo.

Una vez aplicada la muestra en el gel, se tapa
la cdmara y se conectan los electrodos a la fuente
de poder, se selecciona una intensidad de corrien-
te por placa de gel de 25 mA mientras la muestra
se encuentra en el gel condensador y de 35 mA
cuando la muestra pasa al gel separador. Se reco-
mienda dejar un pozo para poner la mezcla de los
marcadores de peso molecular, que sirven como
referencia.

Se debe estar pendiente del avance del frente del
gel el cual es aparente por el colorante contenido en
el amortiguador para muestra y se suspende la
corriente a 1 cm de distancia del final del gel. Con
guantes, se desmontan con cuidado las placas de
vidrio que contienen el gel, el cual es separado en un
recipiente con agua bidestilada, se pone una marca
en la parte inferior derecha para saber la orientacién
del orden en que se encuentran las muestras.

De no teiiirse en ese momento, se fijan las protei-
nas del gel mediante la incubacién en solucién
fijadora durante 30 minutos. De esta manera se
guarda hasta que se pueda teiiir.

El gel a tedir se deja en agitacién constante
durante 1 0 2 horas y pasado este tiempo se empieza
a desteiiir. Se hacen varios cambios con la solucién
de bajo metanol hasta que queden sélo las bandas de
proteinas tefiidas. Cuando se requiere visualizar las
bandas de proteinas en menos tiempo se ocupa una
solucién de metanol alto.

Para el andlisis de lamuestra es necesario conocer
laconcentracion de proteinas. Se empleara de mues-
traun volumen (de acuerdo a la capacidad del pozo)
cuya concentracién sea de 25 a 50 pg y un volumen
de marcador de peso molecular a una concentra-
ciénde1a5 ugquebajo condiciones desnaturalizan-
tes se hierve en bafio Marfa durante 3 minutos,
mientras que en condiciones nativas no se realiza
este tratamiento, aunque se mezcle con el amorti-
guador de muestra en la misma proporcién 1:4,
excepto porque €ste no contiene solucién C y el
reductor como el B-mercaptoetanol, para mantener-
las en condiciones naturales.

Es posible conocer el peso molecular de los
componentes de las muestras, por medio del célculo
de la movilidad relativa (Rf o factor de retardo).



Existe la posibilidad de tener una identifica-
cién més especifica de una proteina cuando del gel
de acrilamida se hace una transferencia a papel de
nitrocelulosa para realizar una reaccion antigeno-
anticuerpo sin tener la interferencia del gel de acri-
lamida. Se puede aislar una proteina del gel de
acrilamida por medio de una electroelucién.

Las camaras de electroforesis tienen aditamentos
como para hacer geles en tubo, si se desea pueden
ocuparse paraun gel en segunda dimension, para que
los componentes que tengan la misma distancia de
migracién pero diferente composicion molecular, se
puedan separar mejor. A este sistema se le llama
[soelectroenfoque.

Cuando en el protocolo de experimentacion se
manejan muestras radiactivas es posible detectar las
proteinas al deshidratar el gel y ponerlo en contacto
conunaplaca de rayos X durante horas o dias, segiin
la concentracion de radiactividad de las muestras, a
menos 70°C, después de lo cual se revela la placa y
se obtienen las bandas de las proteinas marcadas.
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Cuando por la sensibilidad de la tincién con
coomassie no se detectan las proteinas es reco-
mendable usar la tincién de plata que tiene una
sensibilidad de 2 a 10 ng/ banda.

Existenalgunas caracteristicasde estatécnicaque
se pueden considerar como desventajas. Entre ellas
se han mencionado: la necesidad de una fuente de
corriente eléctrica continua. El tiempo para tener
resultados, que en algunas ocasiones es de dos dias.
Si la muestra se desnaturaliza, la proteina pierde su
actividad durante el proceso aun en condiciones
nativas. La recuperacion por electrolucién diluye la
muestra.

Laautoraagradece al Dr Edmundo Calva Cuadri-
1la por su disponibilidad y recomendaciones en la
revision de esta nota.

Margarita M Rosas Flores
Departamento de Bioquimica
CentrodeInvestigaciony de Estudios Avanzados

Instituto Politécnico Nacional
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EL PLOMO: ;UNA SUBSTANCIA UTIL
O UN VENENO?

Hasta hace poco el interés por el medio ambiente era
considerado por muchos una mania o una simple
moda; la accién humana sobre el ambiente sélo era
una preocupacién para unos cuantos observadores
de péjaros, pescadores de truchas, escritores y
cientificos. Sin embargo, en la actualidad esto ha
cambiado; el comiin de la gente comienza a tomar
conciencia del problema de la contaminacion y por
ende, existe una preocupacion creciente sobre el
impacto destructivo que tiene sobre nuestro entor-
no. Dentro de este contexto, la contaminacién con
plomo es de las mas conocidas, debido a lo cotidiano
que puede resultar en las grandes urbes, como es el
caso de la ciudad de México.

El plomo es un elemento téxico, pero ;hasta qué
punto los problemas de salud piiblica que genera
dependen del uso y manejo que se le da? y ;por qué
es tan ampliamente utilizado?

Con el fin de contestar las preguntas anteriores es
importante conocer sus “intimidades” quimicas. El
plomo tiene como simbolo quimico Pb, es un ele-
mentolocalizadoen el grupoIV delatabla periddica
con nimero atémico 82; masa atémica 207.19, un
punto de fusioén de 327.4°C y un punto de ebullicién
de 1,620.0°C. El plomo puede existir en dos estados
de oxidacién, Pb(II) y Pb(IV). Es un metal blando,
brillante, blanco azulado, maleable, soluble en 4ci-
dos y de facil oxidacion.

El plomo no existe en la naturaleza en estado
nativo, pero si combinado con numerosos elemen-
tos tales como los halégenos, oxigeno, azufre y
carbono, y es debido a esta capacidad de formar
una amplia gama de compuestos que se emplea
frecuentemente en la industria. El plomo no tiene
ningiin papel fisiolégico dentro de los organismos,
sin embargo, el ion Pb* puede generar numerosos
complejos con iones, interfiere en funciones en las
que participan el calcio, el zinc, el cobre y el
fésforo; asi mismo interactia con proteinas y
membranas de las células, donde altera la estruc-

tura y funcionalidad de las mismas y por lo tanto
del organismo en general.

Ahora bien, una vez sefialadas las caracteristicas
del “enemigo”, cabe destacar que la utilizacién del
plomo por el hombre data de mucho tiempo atrés;
fueempleadoenlas civilizaciones babilénica y roma-
na como material de construccién y en conductos de
agua. Los drabes y romanos lo obtenfan de las
célebres minas espafiolas de Linares y la Carolina, en
Jaén. Enla Edad Media fue aplicado en el techado de
las catedrales y en los vitrales. Su produccién se
acentud en el siglo XIX al incrementar sus usos
industriales y comparti6 la hegemonia del hierro en
el inicio del siglo XX.

En la segunda mitad del presente siglo, la irrup-
cion de los metales ligeros y resistentes como el
titanio inici6 la decadencia en la industria del plomo;
sin embargo, en la actualidad continda empleandose
a gran escala en la industria. Entre los paises que
industrializan el plomo a nivel mundial se encuen-
tran, Estados Unidos de América, China, Australia,
Japdn, México, Alemania y el Reino Unido. Los
mayores yacimientos se encuentran en Estados Uni-
dos de América, Canada, México, Pert, Bulgaria,
Marruecos, Espaiia y en las anteriormente llamadas
URSS y Yugoslavia. Las principales menas de plo-
mo son la cerusita, en forma de carbonato; la
anglesita o sulfato de plomo y la galena, sulfuro de
plomo encontrado junto a minerales de plata; el
método mas utilizado en la obtencién del plomo es
el tratamiento quimico de la galena.

En cuanto a sus aplicaciones; el plomo se emplea
debido a su resistencia a la corrosién en techados,
revestimientos de tinas y recipientes industriales; asi
mismo en fusibles para instalaciones eléctricas y
calderas de vapor; se utiliza en pantallas y muros de
proteccion para radiologia, dada su opacidad a los
rayos X y gamma; es 1itil en las instalaciones atémi-
cas, asi como para envasar elementos dotados de
radiactividad natural y artificial.



Muchas y muy importantes son las aleaciones del
plomo con otros metales que aumentan su dureza:
con el antimonio forma metales ttiles en la fabrica-
cién de tipos de imprenta, placas de acumuladores
eléctricos, etc; con el arsénico, municiones para la
caza; con el estaio y cobre, el plomo forma metales
antifriccién.

Entre los compuestos organometalicos que forma
se encuentra el tetraetilo de plomo, empleado como
antidetonante, muy eficaz en la gasolina, pero debi-
do a su toxicidad, en muchos paises se ha estipulado
una concentracién maxima, con el objeto de limitar
el peligro que representa su presencia en los gases
del escape de los automotores de combustion inter-
na. Pero la lista de usos y aplicaciones del plomo es
interminable, dado que en industrias como la farma-
céutica, la cosmética y la de alimentos, es comin
emplear compuestos que contienen plomo.

Es evidente que podemos encontrar facilmente
plomo en gran parte de los objetos que utilizamos a
diario y no s6lo en desechos residuales en el medio
ambiente. Esto significa que nos encontramos ex-
puestos a cantidades suficientes de plomo para
producir una intoxicacion, pero ;qué tanto puede
repercutir una exposicion al plomo de esta naturale-
za en nuestra salud?

Por estudios realizados en algunas poblaciones se
sabe que el plomo afecta principalmente a los siste-
mas sanguineo, nervioso, gastrointestinal y renal.
Los efectos causados por el plomo se clasifican en
agudos y crénicos de acuerdo al tiempo, grado de
exposicion e intensidad del dano (Frieberg L,
Worgerg G F y Vouk ? (1986) Lead Handbook on
the Toxicology of Metals. Elsevier Science
Publishers, pp 298-353).

De acuerdo con lo anterior, si bien el plomo es un
elemento toxico para los organismos vivos, ha sido
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también un elemento de gran utilidad al sector
industrial y en especial a la metalurgia por sus bajos
costos de inversion, lo que ha repercutido en la
evolucién industrial y tecnoldgica en la fabricacién
de satisfactores para la poblacion.

Pero, ;estamos dispuestos aseguir pagandoel precio
de las ventajas que obtenemos con su empleo? o jes
tiempo de actuar y buscar un cambio? por ejemplo,
mediante la sintesis de compuestos nuevos que sean de
utilidad en industrias donde actualmente es indispensa-
ble el empleo del plomo y cuyo impacto ecolégico, por
lo menos, no sea tan grave; a la vez de tratar si no de
revertir los efectos que puede tener el plomo, si de
detenerlos, al establecer medidas de control en su
emisién al ambiente y prevenir la intoxicacién por €l
mismo en poblaciones de alto riesgo. En este sentido,
varios paises han buscado la sustitucién del plomo por
otros materiales como el aluminio, pero éstos represen-
tan un mayor gasto de recursos monetarios en la
produccién. En nuestro pais, en los tltimos afios se ha
hecho investigacién en este campo, por ejemplo en
aleaciones a base de plomo para el mejoramiento de
rejillas de baterias o pilas automotrices, donde todossus
componentes son reciclables. En la intoxicacién por
plomo y los dafios que ésta puede generar, se han
estudiado los mecanismos de toxicidad para tratar de
detectar el problema de manera temprana, asi como la
posible terapéutica a emplear.

Sin embargo aiin queda mucho por hacer, ya que
en conjunto los aspectos anteriores hacen de la
contaminacién con plomo un problema complejo,
no sélo quimico, sino social y econémico, donde
participalapoblacion en todos sus niveles y por ende
no facil de resolver.

Martha Angélica Quintanar Escorza
Departamento de Bioquimica

Centrode Investigaciony de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional
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EL CICLO CELULAR Y LA DUPLICACION
DEL MATERIAL GENETICO: LA EVOLUCION
DE UN CONCEPTO

En fechas recientes se han logrado cristalizar las
proteinas cinasas que controlan el ciclo celular (De
Bond H L, Rosenblatt J, Jancarik J, Jones H D,
MorganD Oy Kim SH (1993), Nature 363:595-602
y Jeffrey P D, Russo A A, Polyak K, Gibbs E,
Hurwitz J, Massagué J y Pavletich N P (1995)
Nature 376:313-320). Estos estudios son un reflejo
de la precisién con la que se puede comprender un
proceso bioldgico. El camino hacia estos avances se
inici6 en el siglo pasado con la postulacién de la
Teoria celular. Esta es una breve resefia histdrica de
la evolucién del concepto de que la division celular
estd acoplada a la duplicaci6n del material génético.

La Teoria celular constituye uno de los principios
mas importantes en la Biologia, dos de sus postula-
dos son: 1) todos los seres, animales, plantas y
bacterias, estdn formados por células y productos
celulares, y 2) las nuevas células se forman siempre
por divisién de células preexistentes. El estudio del
ciclocelularrepresenta el deseode comprender y dar
orden a los fenémenos que dan apoyo al segundo
postulado de la Teoria celular, esto es el mecanismo
de divisién celular y su regulacién.

El mejoramiento del microscopio realizado por
Antony van Leeuwenhoek (1632 a 1723), durante la
segunda década del Siglo XVIII y la obervacién
cuidadosa de un gran niimero de tejidos de plantas
y animales, asi como de organismos unicelulares,
dieron origen a las primeras contribuciones que
llevarian al desarrollo de la Teoria celular. Ya para
1809 la imagen de las células como las unidades
estructurales y funcionales de los organismos fue
reconocida, como lo demuestra la siguiente cita del
naturalista francés Jean Baptiste De Mont caballero
de Lamarck (1744 a 1829): “ningiin cuerpo puede
tener vida si sus partes constitutivas no son tejido
celular o estdn formadas por tejido celular”. Incluso
el papel central que tiene la divisién celular como la
base del crecimiento de un tejido y finalmente de un

organismo, fue conocida en 1824 por el fisiélogo
francés René Joachim Henri Dutrochet (1776 a
1847) quien concluy6 que “la estructura, composi-
ciény crecimiento tisular es el resultado del compor-
tamiento y caracteristicas de las células que lo
constituyen”. Los estudios sobre los mecanismos
queregulan el ciclo celular debieron esperara quelos
fenémenos que ocurren a lo largo de éste fueran
identificados y caracterizados.

Theodor Schwann (1810 a 1882) el gran natura-
lista aleman, postul6 en 1834 que las células poseen
la informaci6n necesaria para funcionar como parte
de un todo. Si bien él nunca defini6 la naturaleza de
esta informacion, este concepto sent las bases para
pensar que tanto la organizacién como el funciona-
miento de un organismo son el resultado de la
informacién contenida en cada célula. Esta idea dio
mayor fortaleza a las propuestas de Lamarck de una
transferencia de informacién heredada de una gene-
racion a otra. Aunque por mucho tiempo se desco-
noci6 lanaturaleza del material hereditario, era claro
que durante la division celular éste debia de pasar a
cada una de las células hijas. Por una parte hubo que
identificarquelos dcidos desoxirribonucleicos (ADN)
son las moléculas que contienen esta informacién y
que éstas se encuentran en el ndcleo celular donde
constituyen los cromosomas.

En 1831 se hizo el primer reporte de la presencia
de un nicleo celular por el botanico inglés Robert
Brown (1773 a 1858), como resultado de sus estu-
dios microscopicos detallados de las estructuras
subcelulares. Pero atin faltaba definir la presenciadel
material portador de las caracteristicas que son
trasmitidas de la célula madre a las células hijas. Este
concepto fue formalizado por el biélogo aleman
August Weismann (1834 a 1914), en 1889 al distin-
guir entre un plasma germinativo al que llamé
“trofoplasma” y un plasma dotado de caracteristicas
hereditarias al que denominé “idioplasma”. Estos



conceptos requerian de que el genético se duplicara
y se separara en las células hijas de manera equitati-
va. Con este sencillo postulado quedaron sentadas
las bases para pensar que la divisién celular, un
proceso macromolecular, y la duplicacién del mate-
rial hereditario, un proceso bioquimico, debian de
funcionar de manera coordinada.

Si bien los experimentos del botdnico austriaco
Johan Gregor Mendel (1822 a 1884), que aparecie-
ron publicados en 1866, demostraron que la separa-
cién independiente de las unidades del material
genético de una generacion a otra ocurria, no fue
sino hasta su redescubrimiento a principios de este
siglo que pudieron ser incorporados al modelo del
ciclo celular.

La identificaciéon de los cromosomas llevo al
bidlogo estadounidense Walter S Sutton (1874 a
1938), a proponer en 1903 que las unidades genéti-
cas postuladas por Mendel se encuentran en una
disposicion lineal dentro de la estructura del cromo-
somay que susegregacion ocurre durante [a mitosis.
En 1910 el genetista estadounidense Thomas Hunt
Morgan (1866 a 1945), identificé mutaciones rece-
sivasen Drosophila melanogaster que cosegregaban
con los cromosomas sexuales, lo que evidencié
experimentalmente lahip6tesis planteada por Sutton.
En 1944, Oswald Theodor Avery (1877 a 1955) y
sus colaboradores con sus experimentos de transfor-
macién de bacterias no virulentas a formas virulen-
tas, demostraron que el material genético esta cons-
tituido por el ADN. Finalmente, no fue sino hasta
1951 que Howard y Pelck encontraron que la
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duplicacion del ADN ocurre s6lo durante periodos
discretos en cada ciclo celular, que corresponden a
lo que ahora se denomina fase de sintesis o fase S y
que ésta ocurre mucho antes de la condensacién
cromosémica que se lleva a cabo durante la mitosis.
Es asi como a mediados de este siglo quedd firme-
mente establecida la correlacion entre la divisién
celular y la duplicacién y segregacion del material
genético.

Es interesante notar que la duplicacién del ADN
es un proceso bioquimico mientras que la duplica-
cion de la célula y muchos otros fenémenos asocia-
dosal ciclo celular, son procesos macromoleculares.
Debido al progreso de las herramientas bioquimicas
no es sorprendente que durante este siglo se haya
avanzado notablemente a nivel bioquimico en la
comprension de los mecanismos de regulacién de
ciclo por proteinas cinasas. Sin embargo, atn es
poco lo que se sabe con respecto a los mecanismos
celulares que controlan el tamafio de la célula, la
multiplicacion de los organulos, oladivision celular.
Esto se debe en parte a la falta de modelos y
herramientas tecnoldgicas para estudiar procesos
macromoleculares. A pesar de todos los esfuerzos
realizados, atn es dificil comprender, hoy en dia,
como es que la célula mantiene coordinados todos
estos procesos celulares con la duplicacién del
genoma.

Alejandro Zentella Dehesa

Departamento de Bioenergética

Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México
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MARIETTA TUENA SANGRI:
INVESTIGADORA EMERITA DEL INSTITUTO
DE FISIOLOGIA CELULAR

En la sesién del 13 de Octubre de 1995, el Consejo
Universitario de la Universidad Nacional Auténoma
de México, puso fin al proceso que se inici6 con la
propuesta presentada al Consejo Interno del Institu-
to de Fisiologia Celular, por un grupo numeroso de
integrantes de su personal académico y con base en
el dictamen favorable de 1a Comisién del Mérito, del
propio Consejo Universitario, le confirié el nombra-
miento de Investigadora
Emérita a Marietta Tuena
Sangri de Gémez y reconocid
asiunaobrade valfaexcepcio-
nal y los servicios prestados,
con toda dedicacion, a la Uni-
versidad por més de 30 afnos.

En 1960 recibio el titulo de
Médico Cirujano de la Facul-
tad de Medicina y en 1977 el
doctorado en Bioquimica de
Ia Facultad de Quimica, am-
bos de esta Universidad.

Surelacion profesional con
la Universidad, la inicié en
1965 como profesorade tiem-
po completo dela Facultad de
Medicina, posicién que con-
servé hasta 1973 y del docto-
rado en Bioquimica de la Fa-
cultad de Quimica, nombra-
miento que tiene hasta la ac-
tualidad. En 1973 se incorpo-
16 como investigadora al De-
partamento de Biologia Experimental del Instituto
de Biologia que, en Enerode 1979, se transformé en
el Centro de Investigaciones en Fisiologia Celular y
mas tarde, en Mayo de 1985, en el actual Instituto de
Fisiologia Celular, en donde participa como profe-
sora del posgrado en Investigacién Biomédica Basi-
cadela Unidad Académicadelos Ciclos Profesional

y de Posgrado del Colegio de Ciencias y Humanida-
des.

Su primer trabajo lo publicé en 1962 en el Journal
of Neurochemistry, como colaboradora de Guiller-
mo Massieu Helguera y a partir de entonces ha acu-
mulado, hasta 1994, una obra de mas de 90 articulos
formales en revistas de distribucién internacional
como Biochemistry, Journal
of Biological Chemistry, Eu-
ropean Journal of Bioche-
mistry, Archives of Bioche-
mistry and Biophysics,
Biochimica et Biophysica
Acta, FEBS Letters, Journal
of Bioenergeticsand Biomem-
branes, Biochemical Biophy-
sical Research Communi-
cations, entre otras. Tales con-
tribuciones, hasta 1992, han
sido citadas en la literatura
internacional 443 veces.

En colaboracién con Anto-
nio Peila Diaz y Armando
Goémez Puyou, quienes tam-
bién han recibido el nombra-
miento de eméritos, inici6 el
estudio delos fenémenosener-
géticos celulares, en los que
han hecho contribuciones im-
portantes, como el demostrar
que la fosforilacién oxidativa
se modifica por efecto de los
cationes monovalentes, tanto a nivel de la cadena
respiratoria como de la misma ATPsintetasa, debido
a que éstos intervienen en el transporte de metaboli-
tos a través de las membranas de las mitocondrias.
En 1963 estos 3 investigadores publicaron, junto
con Jesiis Guzman, su primer trabajo en el campo de
la Bioenergética, en el Biochemical Pharmacology.



La importancia de su trayectoria académica ha
sido reconocida por medio de su participacion como
investigadora visitante en varias instituciones ex-
tranjeras, como el Departamento de Bioquimica de
la Johns Hopkins Medical School, en Baltimore,
Maryland, EUA; el Laboratorio Arrhenius de la
Universidad de Estocolmo, en Suecia; el
Eidgennosische Technische Hochschule de Zurich,
Suiza; el Instituto Nencki de Biologfa Experimental
en Barsovia, Polonia; la Universidad Estadual de
Campinasy la Universidad Federal de Rio de Janeiro
en Brasil, con la que mantiene desde hace muchos
afos una estrecha comunicacion.

A lo largo de su carrera académica ha dirigido
tesis de licenciatura, maestria, doctorado y a varios
alumnos extranjeros de posdoctorado. De los mu-
chos alumnos que han interactuado con su grupo,
unos 20 siguen relacionados con labores académicas
tanto de docencia como de investigacion.

41

En 1989, compartié con Armando G6émez Puyou,
el Premio Universidad Nacional Auténoma de Méxi-
coen el drea de Investigacién en Ciencias Naturales,
que ahora se acompaiia con la designacién de inves-
tigadora emérita, con la que su Universidad le
reconoce el esfuerzo, la dedicacion y los logros que
han sido parte integral de su trayectoria académica.

El 16 de Agosto de 1995, participé en el XXII Ta-
ller de Actualizacién Bioquimica, organizado por el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Me-
dicina de esta Universidad y la Escuela de Medicina
de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi,
donde se le tomo la fotografia que ilustra esta nota.

Jesiis Manuel Leon Cdzares y

Maria Teresa Elizabeth Flores Rodriguez
Instituto de Fisiologia Celular y

Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Auténoma de México
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CONTRIBUCIONES DEL DOCTOR
JOSE LAGUNA A LA MEDICINA EN MEXICO#*

Si pretendiéramos resumir las aportaciones mas
significativas del Doctor José Laguna a la medicina
de nuestro pais, podriamos agruparlas en cuatro
grandes campos: Investigacién, Educacién Médica,
Salud Piiblica y Etica. En el terreno de la investiga-
cién destacé como uno de los pioneros de la
bioquimica en México tanto como investigador,
pero sobre todo como promotor mediante su actua-
cién como jefe del Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Medicina.

Publica su primer articulo cientifico alos 20 afios
de edad, 2 antes de obtener el titulo de médico
cirujano, y se convierte en profesor dela Facultad de
Medicina, unos meses después de su recepcién
profesional en 1943. Realizasus estudios de posgrado
en el Hospital General de la Ciudad de México, enla
Universidad de Harvard, en la Universidad de
Aberdeen y en el Instituto de Nutricién Animal
“Rowett”, también en Aberdeen, Escocia. En 1951,
se hace cargo del Laboratorio de Bioquimica y
Estudios Metabélicos del Hospital de Enfermedades
de la Nutricién € inicia su catedra de bioquimica en
la Facultad de Medicina. En 1953, 10 afios después
de terminar sus estudios profesionales, ingresa a la
Academia Nacional de Medicina.

Como jefe del Departamento de Bioquimica,
modernizalos programas de la asignatura, convierte
los ejercicios practicos en retos que tienen que ser
resueltos por los alumnos de manera cuantitativa;
publica su libro de bioquimica, que llega a ser el
clasico en su género en América Latina; promueve
la contratacién de investigadores recién repatriados
y a la vez estimula a destacados estudiantes a
dedicarse a la bioquimica; fomenta la ensefianza
interdisciplinaria de esta ciencia con otras disciplinas
como la histologia, fisiologia y farmacologia; desa-

*Documento leido por Enrique Pifia Garza en ocasion del recibi-
miento del Doctor José Laguna como Socio Honorario de la Acade-
mia Nacional de Medicina el 8 de febrero de 1995.

rrolla nuevas lineas de investigacién y establece el
posgrado de bioquimica en asociacién con el Insti-
tuto de Investigaciones Biomédicas, la Facultad de
Quimicay el Instituto de Enfermedades de la Nutri-
cion; gracias a sus gestiones se obtienen cuantiosos
donativos internacionales y fortalece el intercambio
académico con prominentes investigadores del 4m-
bito internacional. Estas acciones fueron el predm-
bulo de acciones institucionales de gran envergadu-
ra como el Programa de Alta Exigencia Académica
de la UNAM, el nuevo reglamento de Estudios de

PosgradodelaUNAM y el programa de repatriacién

del CONACYT.

En el terreno de la educacién médica el Maestro
Laguna se ha distinguido por su firme voluntad para
transformar la ensefianza y por su visién hacia el
futuro entorno alas innovaciones de mayor trascen-
dencia. Como director de la Facultad de Medicina,
1971-1975, logré el establecimiento del Progra-
ma de Medicina General Integral (Plan A-36) en el
afo de 1973 y mas tarde, la creacién del Centro
Latinoamericano de Tecnologia Educativa para la
Salud (CLATES) en el afio de 1979; ambas acciones
son testimonios de laoriginalidad y trascendencia de
su obra en este campo. El modelo de educacién
médicadesarrolladoatravésdel Plan A-36 represen-
to el esfuerzo organizado mas importante en nuestro
pais por lograr el aprendizaje integral de las ciencias
basicasyy las disciplinas clinicas; porun acercamiento
temprano del estudiante con el enfermo, poniendo el
énfasis en la prevencion y el cuidado oportuno del
enfermode acuerdo asus caracteristicas biosicosocia-
les. El Plan A-36 impacté significativamente los
cambios curriculares de las escuelas de medicina que
se crearon en esa €pocay de aquellas que efectuaron
cambios curriculares tendientes a superar las limita-
ciones de la ensefianza tradicional.

EI CLATES, creado en un principio con el apoyo
de la Organizaci6én Panamericana de la Salud, y que
posteriormente fue transformado en el Centro Uni-
versitario de Tecnologia Educativa para la Salud



(CEUTES)delaUNAM, fue el primer centrode esta
naturaleza en América Latinay tuvo como propdsito
primordial desarrollar los recursos tecnoldgicos
necesarios para la innovacién continua de la educa-
cién médica. La amplia visién de José Laguna en el
campo de la docencia hizo que en fechas recientes
ocupara el cargo de Coordinador de las Unidades
Multidisciplinarias de la UNAM en donde impulsé
con gran determinacion la planeacién y evaluacién
educativas. El reconocimiento piiblico a sus méritos
como educador cristalizaron con su designacién
como Maestro Emérito de la Facultad de Medicina.

Sus contribuciones a la Salud Piiblica se relacio-
nan con el profundo impulso que presté al desarrollo
de la medicina familiar como una estrategia funda-
mental para la extension de la covertura. Mediante
su desempeiio como Subsecretario de Planeacién en
1977, Subsecretario de Asistencia en 1982y Subse-
cretario de Investigacién y Desarrollo en 1984 cobr6
importancia la planeacién y la evaluacién de los
programas de Salud. ;
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José Laguna no escribié un libro sobre ética
médica; simplemente practicé sus principios en caso
necesario hasta sus tltimas consecuencias; su inte-
gridad moral, honestidad y respeto por la verdad son
cualidades que masde unavezlesignificaron proble-
mas. Sin embargo, para quienes tuvimos el honor de
trabajar a su lado, éste ha sido uno de sus legados
mas importantes.

Latrascendenciade la vida profesional del Doctor
Lagunaestivinculadaestrechamentealainteraccién
con otros ilustres médicos. No dudo en afirmar que
el ejemplo de José Laguna para las actuales y futuras
generaciones de médicos, se ha engrandecido gra-
cias a su relacion con ellos.

Enrique Pifia Garza

J Héctor Gutiérrez Avila

Secretaria General

Facultad de Medicina

Universidad Nacional Auténoma de México
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JONAS EDWARD SAIK 1914 A 1995

El 23 de Junio de 1995, muri6 Jonas Edward Salk.
Segiin la segunda edici6én de la obra Biographical
Encyclopedia of Scientists (Institute of Physics
Publishing, Bristol y Philadelphia), naci6 en la Ciu-
dad de Nueva York, en el estado del mismo nombre,
en los Estados Unidos de América, el 28 de Octubre
de 1914. En 1939 obtuvo el titulo de médico en la
Escuela de Medicina de la Universidad de Nueva
York. En 1942, se traslad6 a la Universidad de
Michigan, donde trabajé bajola direccion del virélogo
Thomas Francis (1900 a 1969), en las investigacio-
nes sobre la vacuna contra la influenza, hecha con
base en virus inactivados con formaldehido.

En 1947 ingres6 a la Universidad de Pittsburgh
donde, desde 1949, tuvo el puesto de profesor de
Bacteriologia. En esta universidad inici6 el trabajo
que finalmente, en 1954, lo llev6 al descubrimiento
de una vacuna eficiente contra la poliomielitis. Se-
giin Renato Dulbecco en su notapublicadaen Nature,
el 20 de Julio de 1995 (376:216) fue este avance, el
que le permitié realizar el suefio de construir un
instituto paralainvestigacion biolégicabasica, sepa-
rado de las universidades y dedicado al estudio de la
naturaleza humanaen todasu complejidadel cual,en
1963, fue invitado a dirigir. Este se construyé en La
Jolla, San Diego, California y pronto se conocié
como el Instituto Salk, que en poco tiempo se
convirtid en uno de los centros de investigacién mas
importantes del mundo.

Salk no fue el primero en desarrollar una vacuna
contrala polio, pues en 1935 yase habia probado, en
mas de 10,000 nifios, el uso de vacunas hechas con
base en virus muertos o atenuados, que sin embargo
no sélo no proporcionaron una defensa efectiva,
sino que también resultaron no ser seguras y proba-
blemente fueron las responsables de algunas muertes
y de varios casos de paralisis.

A principio de la década de 1950, cuando Salk
empez6 sus trabajos, ya se habian logrado una serie
de avances cruciales que dejaron atras la tragedia de
1935. Asfi, en 1949 se demostré que existian 3 tipos

de virus de la polio, lo que hacia que una vacuna
efectiva contra un tipo pidiera no serlo contra los
otros dos. En ese mismo aifio, el microbiélogo
estadounidense John Franklin Enders (1897 a 1985),
de quien se dice que en el laboratorio de enfermeda-
des infecciosas, que mont6 en el Hospital Infantil de
Boston, “abri6 una nueva época en la historia de la
investigacion sobre los virus”, logré el cultivo del
virus de la polio en tejidos embrionarios, lo que
facilité enormemente la posibilidad de disponer de
éstos para las investigaciones. Esto lo llevé a la
obtencién, junto con sus colegas Thomas Huckle
Weller (1915) y Frederick Chapman Robbins (1916),
del Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1954.

Salk tuvo que desarrollar una vacuna que fueraa
la vez segura y potente, para lograr garantizar su
seguridad, usé virus expuestos al formaldehido por
hasta 13 dias y después prob6 su virulencia en el
cerebro de monos. En teoria, esto permitié un mayor
margen de seguridad, pues no se pudieron detectar
virus vivos después de solamente 3 dias de trata-
miento. Para probar la potencia de esa vacuna, se
inyect en nifios que ya tenfan la pardlisis y se en-
contréqueseincrementaba el nivel delosanticuerpos
correspondientes. Cuando se aclar6 que los niveles
altos de los anticuerpos se habian producido por la
vacunade virus muertos, Salk procediéaprobarlaen
una vacunacién masiva. Sin embargo, se manifesta-
ron dos objeciones: la primera del microbiélogo de
origen polaco Albert Bruce Sabin (1906), quien
desarroll6 la vacuna de virus atenuados por el culti-
vodel virus entejido renal de monoy que porlo tanto
opiné que las vacunas de virus muertos no eran las
apropiadas; y la segunda proveniente de varios
investigadores, que aseguraron que habian encon-
trado virus vivos en las vacunas producidas con base
€n virus supuestamente muertos.

No obstante tales opiniones, en 1954 Salk conti-
nud con la prueba, en la que administré o un placebo
o la vacuna de virus muertos a 1,829,916 nifios. La
evaluacion de esta prueba se puso en manos de
Thomas Francis quien en Marzo de 1955, reporté



que la vacunacién habia sido efectiva entre un 80 y
un 90%. El 12 de Abril de 1955, se dispuso de més
vacuna para uso general en los Estados Unidos de
América, un pais que por muchos afios habia sido
arrasado por epidemias de polio casi cada verano,
que afectaban principalmente alos nifios. El anuncio
de la disponibilidad de la vacuna significé que se
habia ganado una gran batalla y Salk se convirti6 en
un héroe nacional.

De inmediato, se hicieron planes para vacunara 9
millones de nifios. Sin embargo, en unas cuantas
semanas, se recibieron reportes del estado de
Californiade que los nifos desarrollaban laenferme-
dad al poco tiempo de haber sido vacunados. Des-
pués de un periodo de confusién considerable, se
aclaré que todos esos casos habian recibido vacunas
preparadas en un mismo laboratorio, lo que hizo
suponer de una falla en su elaboracién. Una vez
terminado el debate se decidié proceder con la
vacunacién y para finales de 1955 se habian adminis-
trado 7 millones de dosis.

Se hicieron nuevas mejoras a las técnicas utiliza-
das en el proceso de produccién y las reglas de
seguridad establecidas debfan ser capaces de elimi-
nar cualquier vacuna que contuviera virus vivos y en
el caso de que, a pesar de las salvaguardas, un virus
vivo hubiera podido sobrevivir a los tratamientos,
éste haria notar su presencia mucho tiempo antes de
que se usara en una vacuna.

El valor que Salk mostr6 al persistir con su vacuna
se justificé claramente por medio de los resultados
obtenidos en el periodo de 1956 a 1958, en el que se
administraron 200 millones de dosis, sin que se pro-
dujera un solo caso de paralisis.

Segiin Renato Dulbecco, en la nota mencionada,
el establecimiento de la epidemia del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida, le dio a Salk una
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nueva razon para continuar su trabajo sobre las
vacunas; de nueva cuenta, fue en contra de las opi-
niones cientificas prevalecientes, puessuidea funda-
mental y original fue la de usar la vacuna para tratar
de mejorar las condiciones de las personas ya infec-
tadas, lo que €l llamé “una vacuna terapéutica”,
concepto que la mayoria de los especialistas no
aceptaba. Estas investigaciones las llevé a cabo
hasta el dltimo dia de su vida y antes de morir pudo
ver un ligero cambio en el pensamiento cientifico y
cierta aceptacion de la vacuna que €l estaba propo-
niendo, asi comoelinicio de algunas pruebas clinicas
limitadas. Sin embargo, aiin queda por determinarse
si este tipo de enfoque fructificara.

Salk era una persona muy amable y de conviccio-
nes profundas a quien no era facil de convencer para
cambiar de actitud por opiniones ajenas; no obstante
que las escuchaba, persistia en hacer aquello que
pensaba que era lo correcto, ain enfrentando la
oposicién més fuerte. Trabajé muy duro para lograr
el éxito tanto en sus investigaciones, la vacuna,
como para tratar de realizar sus sueiios, el Instituto
Salk. Tenia una mente optimista y filoséfica que
revel6 en especial en sus libros dedicados al destino
del hombre, en donde indicé las vias para una
evolucién continua. Fue un médico preocupado por
lasalud de las personas del mundo, especialmente las
de los paises pobres; por ejemplo, convencié al
gobiernodelalndiay ayudé6 alograr que 22 millones
de nifios, que nacen en ese pais cada afio, recibieran
la vacuna contra la polio, posiblemente como una
cuarta vacuna agregada a la triple (difteria, tétanos
y tosferina).

Jesus Manuel Leon Cdzares 'y

Maria Teresa Elizabeth Flores Rodriguez
Instituto de Fisiologia Celular y

Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Auténoma de México
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A LOS LECTORES DEL BOLETIN
DE EDUCACION BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 1996

El BEB entra en su décimo quinto afio de publicacién y debido
a las condiciones econdémicas imperantes en México, nos
permitimos solicitarles de la manera més atenta, el envio de
un donativo extracuotas de $ 200.00 (docientos pesos) o bien
$20.00 US délares, que hard posible continuar con
la elaboracién y distribucién del volumen 15 de nuestro
Boletin.

El donativo puede hacerse mediante un depésito bancario
a la cuenta nimero 1153813-9 de Bancomer, o de un giro
bancario a nombre de la Asociacién Mexicana de Profesores
de Bioquimica, A C.

Enesperade su comprension y colaboracién aprovechamos
para enviarles un cordial saludo.

Atentamente
El Comité Editorial

DONACIONES E INTERCAMBIOS

Por este conducto me permito enviarle una copia del mensaje
que me mandaron de la Universidad de Sonora en la que se
comenta sobre el recibo de la donacién del Plant Physiology:

Estimable Rail Arredondo:

Hemos recibido la coleccién de Plant Physiology, primero
una remesa de 3 sacos con varias cajas haciendo un total
de 167 ejemplares y posteriormente otra remesa de dos
cajas con el resto de los ejemplares, por lo cual estamos
muy agradecidos.

Me despido de usted con nuestro agradecimiento y buenos
oficios para nuestra institucién.

Eduardo Pablo Canseco Vilchis

José Raiil Arredondo Peter

i

N

SEGUNDO SIMPOSIUM DE ALCOHOLISMO EN EL CARIBE

Este simposio se llevard a cabo en la Ciudad de Santiago de Cuba, del 12 al 15 de junio de 1996. El programa cientifico cultural
ha sido disefiado con el objeto de promover el intercambio constante de puntos de vista y experiencias, analizar las tendencias
de avances terapéutico-rehabilitatorios y delinear estrategias de desarrollo para el futuro de esta tematica en la regién.

La reunidn esta auspiciada por la Sociedad de Neurociencias de Cuba, el Ministerio de Ciencias, Tecnologia y Medio
Ambiente, el Instituto Superior de Ciencias Médicas de Santiago de Cuba y la Direccién Provincial de Salud Piiblica.

El programa cientifico incluird mesas redondas, conferencias magistrales, temas en cartel, talleres y videos sobre los temas
centrales que se enlista a continuacién:

- Calidad de vida y alcoholismo

- Sexualidad y alcoholismo

- Alcoholismo y comunidad

- Epidemiologia del alcoholismo

- Alcoholismo y costo

- Atencién de enfermeria y alcoholismo

- Sociologia y alcoholismo

- Estudios experimentales del alcoholismo
- Clinica y alcoholismo

- Complicaciones del alcoholismo

- Medicina legal y alcoholismo

- Rehabilitacion del alcoholismo

- Investigacién médica sobre alcoholismo

- Nutricién y alcoholismo

- Avances en el tratamiento del alcoholismo
- Alcoholismo y stress

- Medicina tradicional, natural y alcoholismo
- Promoci6n y prevencién del alcoholismo

- Estomatologfa y alcoholismo

El plazo de admision para los resiimenes se termina el 1° de mayo de 1996.

Para mayor informacion dirigirse a:
Dra C M Marlen Gorget Pi. Facultad de Ciencias Médicas II. Carretera de El Caney s/n Pastorita, Santiago de Cuba,
Cédigo Postal 90400, Teléfonos 51718 y 42017 extension 33, Télex 061254, Fax 53(226)86200 de 8 a 17 horas.
Correo electrénico LABEX ispjam.cu

= J




47

ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA A C

V CONGRESO

“LA EXPERIENCIA DOCENTE”

Agosto 15y 16 de 1996
Facultad de Ciencias Biol6gicas, Universidad Auténoma de Nuevo Le6n

Monterrey Nuevo Ledn, México

INFORMES:
Sra Elisa Mora
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México
Apartado postal 70 - 281
México 04510, D F
Teléfono 623 2170
Fax 616 2419

COMITE ORGANIZADOR
José Victor Calderén Salinas
Departamento de Bioquimica
Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional
Teléfono 747 7000 extension 5225
Fax 747 7083

Jesiis Manuel Leén Cézares

Departamento de Bioenergética

Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Auténoma de México
Teléfono 622 5637 y 622 5602

Fax 616 2282

Alejandro Zentella Dehesa

Departamento de Bioenergética

Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Auténoma de México
Teléfono 622 5609

Este congreso permite crear un foro de discusion entre
los especialistas, sobre los planes de estudio, cambiosalos
mismos y los mecanismos para llevar a buen término estas
modificaciones; anélisis del proceso de ensefanza-apren-
dizaje y las técnicas de ensefianza empleadas en las
catedras de bioquimica, comparadas con las empleadas en
otras 4reas; la instrumentacién de nuevas pricticas de
laboratorio y la manera de optimizar sus beneficios; el
analisis critico de los sistemas de evaluacidn; asi como las
perspectivas en la experiencia docente de la bioquimica y
areas relacionadas.

PARTICIPANTES

A este foro asisten profesores, instructores de laboratorio
y estudiantes de bioquimica y 4reas afines, de diferentes
carreras de licenciatura y posgrado del pais, asi como
investigadores de distintas 4reas interesados en la ense-
fianza, lo cual permite la interaccién de diversos profesio-
nales que participan en el proceso de ensefianza-aprendi-
zaje, y propicia un ambiente adecuado para lograr la
actualizacién, la interaccién multidisciplinaria y la gene-
racién deideas einquietudes indispensables para el avance
de la practica docente.

TEMAS

El congreso comprenderd la presentacién de conferencias
magistrales, con temas de actualidad y de interés general,
a cargo de académicos nacionales y la presentacién de
trabajos libres desarrollados en forma oral y en cartel, los
cuales se agruparan dentro de las siguientes éreas:

1. Proceso ensefianza-aprendizaje
2. Técnicas de ensefianza y de aprendizaje
3

Fax 622 5611
. Técnicas de evaluacién de la ensefianza y del apren-
OBIJETIVOS dizaje
El Congreso de la Asociacién Mexicana de Profesores de 4. Evaluacién del impacto de la bioquimica en las
- Bioquimica, AC, tiene como objetivo principal el que los diferentes carreras
profesores de bioquimica y é4reas afines, de las licenciaturas 5. Practicas de laboratorio (innovacién, fundamento y
y posgrados del pafs, tengan un foro donde puedan compartir relevancia)
sus experiencias docentes en un ambiente critico y altamente 6. Analisis de la estructura curricular

académico. 7. Tépicos selectos de actualizacién para la ensenanza
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REQUISITOSPARALAPRESENTACION DETRABAJOS
Con la finalidad de lograr una reunién de alta calidad
académica y debido a que las memorias serdn publicadas en
un nimero del Boletin de Educacién Bioquimica, se ha
formadounacomisién, integrada por académicos conamplia
experiencia, cuya finalidad serd la evaluacion de los trabajos
que se presentardn en el congreso, de manera que satisfagan
los siguientes requisitos:

1. Estar relacionados con los temas del congreso

2. Ser originales y que no hayan sido presentados en
congresos anteriores

3. Ser de relevancia para la comunidad asistente al
CONgreso

4. Restimenes redactados correctamente

5 . Restimenes que cumplan con las indicaciones que mas
abajo se estipulan

De acuerdo con la evaluacion, los trabajos podran ser
rechazados o en su caso regresados al autor para que realice
las correcciones necesarias para su admisién y publicacién
en las memorias del congreso. Sélo se admitira la participa-
cién como primer autor en un solo trabajo.

Con la finalidad de obtener unas memorias realmente
itiles y que brinden una idea clara de los trabajos, los
resiimenes serdn mas amplios de lo que convencionalmente
sesolicita, paraque se puedan desarrollar adecuadamente los
siguientes apartados: Titulo, Autores, Introduccién, Objeti-
vos, Métodos, Resultados, Conclusiones y Perspectivas.

INDICACIONESPARALAELABORACION DELRESUMEN

1) El resumen debera de ser escrito en DOS hojas del
formato indicado.

2) Lashojasdel FORMATO deberénserde colorblanco
y el marco de escritura tendré las siguientes medidas: 12 ¢cm
deanchoy17.5 cmdelargo. NOSE DEBERA DIBUJAREL
MARCO NI REBASARLO.

3) El titulo serd escrito con maytsculas y debajo del
mismo se anotard el nombre completo de cada autor, sin usar
inicialesy SINEMPLEAR TITULOSOGRADOS ACADE-
MICOS. Debajo de los nombres de los autores se citara el
nombre de las instituciones participantes, asi como la direc-
cion completa.

4) Sedescribird en forma clara lo que corresponda a los
diferentes apartados del trabajo, antecedidos por el titulo del
apartado en mayisculas (INTRODUCCION, OBJETIVOS,
METODOS, RESULTADOS, CONCLUSIONES Y PERS-
PECTIVAS).

5) Se debera usar maquina eléctrica o impresora laser
conletratipo curier 12, sin borrones ni enmendaduras, ya que
el resumen serd reproducido directamente del original para
ser incluido en las memorias.

6) El original con DOS fotocopias de buena calidad
debera ser enviado antes del 3 de Mayo de 1996. NO SE
DEBERA DOBLAR EL RESUMEN NI ENVIARLO POR
FAX.

7) Para llevar a cabo la inscripcion de los asistentes al

congreso, asi como de los ponentes, se deberd anexaruna hoja
con los siguientes datos:

a) Nombre completo

b) Domicilio completo

¢) Teléfono y fax

d) Institucién en que labora

¢) Compromiso docente en esa institucién
f) Indicar si es integrante de la Asociacién

Los ponentes ademds, deberén indicar:

g) Area a la que pertenece su trabajo
h) Forma en la que desea hacer su presentacion
i) Firma

TIPOS DE PRESENTACION

El autor podré sugerir el tipo de sesi6n en la que desea
presentar su trabajo; sin embargo, el comité organizador se
reserva el derecho de decidir el tipo de presentacién de
acuerdo al nimero de trabajos inscritos.

1) Oral: En esta modalidad el autor dispondra de 10
minutos para la presentacién de su trabajo y contara con 5
minutos més para preguntas y comentarios, moderados porun
coordinador. El autor deberad entregar el material de su
ponencia al inicio de la sesién que le corresponda.

2) Encartel: En estas sesiones el autor colocara su material
en los lugares previamente asignados, por la mafama antes de
su participacion. El material expuesto deberd de contener los
diferentes apartados del trabajo en un tamaiio tal que se pueda
leer y observar claramente a una distancia minima de un metro.

En ambas formas de presentacidn el autor estd comprome-
tido a presentar el trabajo y a desarrollarlo de acuerdo a la
organizacién que incluyd en el resumen.

FORMA DE PAGO

Las cuotas de inscripcidn, para los socios, son de $400.00
moneda nacional e incluyen la renovacién de su membrecia
para el ano de 1996, su participacién en las actividades del
congresoy lasuscripciénal Boletin de Educacién Bioquimica
Todos los primeros autores deberan inscribirse pues los
reslimenes no se aceptardn si no estdn acompanados de la
copia del pago correspondiente.

Para los no socios la cuota es de $500.00 moneda nacional
e incluye su participacion en el congreso y la suscripcién al
Boletin.

El pago se debera realizar por medio de un depésito en la
cuenta niimero 1153813-9 de Bancomer a nombre de la Aso-
ciacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A C. Se debe-
rd enviar una copia del recibo del depésito al fax 616 2419 o
bien se debera anexar al resumen. Se recomienda coservar el
comprobante del depdsito para posibles aclaraciones futuras.

El Consejo Directivo




CONVOCATORIA
PARA LOS CORRESPONSALES DEL BEB

Se invita a los miembros de la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C, asi comoalos suscriptores del
Boletin de Educacién Bioquimica que radiquen fuera de la
Ciudad de México y zona conurbada, a que propongan
profesores y o investigadores interesados en coadyuvar en las
actividades del Boletin como corresponsales en su region. Es
deseable un corresponsal en cada una de las instituciones de
educaci6nsuperior de la Repiiblica Mexicana, Centroamérica,
Sudamérica y otras regiones de habla hispana.

Las funciones de un corresposal del Boletin son las si-

guientes:

a) enviar al menos una contribucién al afio (propia o desu
comunidad), asi como las noticias relevantes de su
localidad o region.

b) mantener el archivo de los suscriptores del Boletin de
su localidad y comunicar de inmediato los cambios en
el mismo.

¢) colaborar en la promoci6n, difusién y distribucion del
Boletin entre los miembros de su comunidad.

e) elaborar anualmente un informe de sus labores que se
enviara al Comité Editorial junto con una critica a los
niimeros del Boletin correspondientes al afio.

Las propuestas para su evaluacion, podrin enviarse direc-
tamente al Comité Editorial del Boletin, conatenciéna Sergio
Sanchez Esquivel, coordinador de corresponsales, al Aparta-
do Postal 70 - 281, México 04510, D F.

En su caso, el Comité Editorial hara la invitacién formal
correspondiente y el interesado podré iniciar sus actividades
como corresponsal, una vez que haya comunicado por escrito
su aceptacién a la misma.

El Comité Editorial
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LA SOCIEDAD MEXICANA DE
BIOQUIMICA, A C

CONVOCA

a la comunidad cientifica interesada en pertenecer a nuestra
Sociedad como socios numerarios o socios estudiantes.

REQUISITOS:

SOCIOS NUMERARIOS:

a) Ser investigadores que estén desarrollando trabajos en
cualesquiera de las diferentes ramas de la quimica biolGgica.

b) Haber publicado cuando menos dos articulos originales
de investigacion bioquimica.

¢) Ser propuestos, en cualquier tiempo, por dos miembros
numerarios de la Sociedad.

d) Curriculum vitae, resaltando sus aportaciones al campo
de la investigacién (publicaciones) (ENVIAR COPIA
FOTOSTATICA DE LA PRIMERA HOJA DE SUSPUBLI-
CACIONES).

¢) Carta-solicitud expresando las razones que motivan su
propuesta, certificando asimismo, que el candidato se ha
enterado de los Estatutos de la Sociedad y se comprometa a
observarlos.

SOCIOS ESTUDIANTES:

a) Deberan ser alumnos de alguna institucién de ensefian-
zay o investigacidn que se encuentren trabajando en aspectos
de investigacidn bioquimica.

b) Presentar una carta-solicitud de admisién avalada por
dos de sus profesores, miembros numerarios de la Sociedad.

DIRIGIR SOLICITUDES A:
Dr Federico Sanchez o Dr Georges Dreyfus
Presidente Vicepresidente

Sociedad Mexicana de Bioquimica, AC

Edificio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Apartado Postal 70 - 600,

Meéxico 04510, D F.

Fecha limite de recepcién de solicitudes: 30 de abril de 1996.

BIOQUIMICA”

s

/ XXIII TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA \

A los profesores de bioquimica de las universidades del pais.

El Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM, invita a todos los profesores de bioquimica a
participar en el XXIII Taller de Actualizacién Bioquimica que se realizard del 12 al 14 de agosto de 1996, en la Universidad
Auténoma de Nuevo Leén, en Monterrey, Nuevo Ledn. Este taller junto con el Congreso de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C, que se realizardn en forma seriada, constituyen la “4a. SEMANA DE EDUCACION

Para mayores informes, dirigirse alos miembros del Comité Organizador en la Ciudad de México: Dres Federico Martinez
Montes, Sara Morales Lopez o Marco Antonio Judrez Oropeza, al Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional Auténoma de México, Fax 616-24-19 o al Apartado Postal 70-159, CP 04510, México, D F y
Monterrey con el DrJuan A Rodriguez Arzave, dela Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Auténoma de Nuevo
Le6n, al Fax (83)76-28-13 o al Apartado Postal 2790 y 119 s/n.

El Comité Organizady




INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

EIBEB es unarevista dedicada ala divulgacién de temas interesantes y relevantes en el campo dela Bioquimica y de dreas

afines. Estd dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacién de los trabajos se ajuste a sus
lectores y sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revisién y otras

comunicaciones. Se solicita a los autores que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

D

2)

3)

4)

I- ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para computadora,
escrito en el procesador de textos “Word 5”, con una
extension méixima de 15 cuartillas a doble espacio (27
renglones por cuartillay 70 caracteres por renglon). Este
deber ir acompafiado de 3 impresiones del articulo.

Se deber4 incluir unresumen en idioma Espafiol y unoen
Inglés, de méas o menos diezrenglones, que iran seguidos
por conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se aceptard un méximo de quince referencias, tanto
especificas como de lecturas recomendadas, numeradas
entre paréntesis en el texto de forma progresiva confor-
me vayan apareciendo. Cada una debe contener:
Nombres de los autores, afio de publicacitn entre parén-
tesis, titulo del articulo, nombre oficial de la revista
abreviado como aparece en el Current Contents, niimero
del volumen en cursivas y antecedido por dos puntos el
nimero de la primera y Gltima péginas, de acuerdo con
lo que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricién y participacion en la prevenci6n de
ciertas patologias, Bol Educ Bioq (México) 74(1):12-17.

Los articulos en libros deberén citarse de la siguiente
forma:

Wood K J (1992) Tolerance to alloantigens. En: The
molecular biology of immunosuppression. Editor:
Thomson A W. John Wiley and Sons Ltd, pp 81-104.

Loslibros se citardnde acuerdo con este ejemplo y podran
incluir las paginas totales o las consultadas:

Lehninger AL, Nelson DLy Cox MM (1993) Principles
of Biochemistry. Worth Publishers, New York, NY,
USA, p 1013.

Se aceptarin como maximo seis ilustraciones, figuras
més tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre
papel albanene con tinta china o bien impresas en laser
o presentarse como fotografias en blanco y negro sobre
papel brillante, cuya localizaci6n debera estar sefialada
en el texto. La limitacién en el nimero de figuras, de
tablas y de referencias, obliga a los autores a que se

5)

6)

1)

2)

3)

4)

seleccionen aquellas que sean realmente importantes e
informativas. Las figuras se deberdn numerar con
arabigos y las tablas conromanos. Las leyendas y los pies
de figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte. Se
deberi considerar que las figuras y las tablas se reducirin
de tamaiio, aproximadamente a la mitad o a un cuarto de
las dimensiones de una hoja carta, las letras y niimeros
més pequeiios no deben ser menores alos dos milimetros.
Las tablas se deberan presentar conforme a alguna de las
publicadas en los niimeros de 1995.

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

Se recomienda revisar los niimeros recientes para fami-
liarizarse con el estilo de la revista.

II- OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resiimenes de articulos interesantes,
relevantes o significativos, informacién de tipo general,
avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de
trabajo, etc.

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

El trabajo debera enviarse igual que como se especifica
enelinciso! - 1.

Se aceptardn un méaximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto segiin el inciso I - 3. En caso
de que se juzgue necesario se podra incluir una figura o
una tabla, de acuerdo con las caracteristicas que se
indican en el inciso I - 4.

Los manuscritos serdn leidos por 3 revisores. Las
correcciones y sugerencias, asi como las pruebas de
pégina se enviardn al primer autor. En caso necesario
se recurrird a revisores externos al Comité Editorial.

El disco y las 3 copias de los manuscritos se deberdn
enviar al Boletin de Educacién Bioquimica, Apartado
Postal 70 - 281, México 04510, D F o bien a través del
corresponsal del BEB en su localidad.
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