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EDITORIAL

EL BEB Y ELDEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
DE LAFACULTAD DE MEDICINA DELA UNAM

Hablar del Boletin de Educacién Bioquimica (BEB),
es por necesidad hablar del Departamento de
BioquimicadelaFacultad de Medicinadela
Universidad Nacional Auténomade México.
Ninginlector del BEB, podria evitar esta asociacion
y nadie debiera hacerlo. Porque, si bienel BEBesel
6rganoinformativodela Asociacion Mexicanade
Profesores de Bioquimica, A.C.,lainquietud por
crearunarevistanacié mucho antes que nuestra
Asociacién, dentrodel VIII Taller de Educacién
Bioquimica, realizado en Oaxtepec, Morelosen
1981. Enesareunién, el Dr. José Antonio Holguin
Hueso, concretd las inquietudes de varios profesores
al solicitar un foro en el que se pudieran discutir con
mayor frecuencia las necesidades de los profesores
de bioquimicaque asistianal Taller. E1Dr. Enrique
Pifia Garza, en aquel entonces Jefe del
Departamento de Bioquimica dela Facultad de
Medicina de laUNAM, se comprometid a explorar
laposibilidad de generaruna publicacién periddica.
El resultado fue que hace 17 afios, en una serie de
reunionesrealizadas enlasaladejuntas del mismo
Departamento, el BEB cobré vida. Enmarzode
1982, se publicé el primer nimero del BEB, cuyo
Consejo Editorial quedé conformado por los
siguientes investigadores, cuyos nombres aparecieron
enelsiguiente orden:

— Alfonso Carabez Trejo, del Centrode
Fisiologia CelulardelaUNAM.

— Guillermo Carvajal Sandoval, delaEscuelade
Ciencias Biol6gicas del IPN.

— Alberto Hamabata, del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del IPN.

— José Antonio Holguin Hueso, del Instituto
Nacional de Cardiologia.

— Jesiis Manuel Le6n Cazares, del Centrode
Fisiologia CelulardelaUNAM.

— Enrique Pifia Garza, del Departamento de
BioquimicadelaFacultad de Medicinadela
UNAM.

— Manuel L. Robert, dela Facultad de Quimica
dela UNAM.

— Sergio Sanchez Esquivel, del Instituto de
Investigaciones Biomédicas delaUNAM.

— Saiil VillaTreviiio, del Centrode Investigacién
y Estudios Avanzados del IPN.

A pesar delainfluencia que el Departamento de
Bioquimica hatenidosobre el BEBalolargodesu
vida, la preocupacién por tener larepresentatividad
académica mas amplia posibleenlaconducciéndela
revista, haestado presente desde la concepcién
mismadel BEB, incluyendoel puntode vistade
diversasinstitucionesdedicadasaladocenciayala
investigacion en bioquimica. Estosehareflejadoen
ladiversidad delas adscripciones de quienes han
formado parte del Comité Editorial o de quienes han
servido como coordinadores editoriales o editoresen
jefe.

Asi, el Departamentosirvié como nicho parael
nacimiento del BEB, y desde entonces hasido
testigo de su desarrollo y maduracién, de sus
problemas y de lasuperacién delos mismos.
Ademas del apoyo de los jefes del Departamento de
Bioquimica, desde el Dr. Enrique PinahastalaDra.
AnaMariaLépez Colomé, el BEB también ha
recibido el apoyo de los directores de laFacultad de
Medicina, cubriendo los gastos de impresiéndela
gran mayoriade los 64 nimeros del BEB. Este
apoyo que seinicié con el Dr. Carlos MacGregor,
ha sido refrendado por muchos otros directores,
incluyendo al Dr. Alejandro Cravioto Quintana,
actual Directordela Facultad. A estos benefactores
se han sumado en distintas épocas el Sistemade



2

Universidad Abiertay la Secretaria General de la
RectoriadelaUNAM. Sinembargo, el estrecho
vinculo entre el Departamentoy el BEB quedade
manifiesto si consideramos que exceptuando un
periodo de dos afios durante €l cual, gracias alas
gestiones negociadas porel Dr. Sergio Sanchez
Esquivel, el Comité Editorial se reunié en el Instituto
de Investigaciones Biomédicas delaUNAM, todas
las sesiones de trabajo se han llevado acaboenel
Departamento. De hecho, hoy en dia, lasede oficial
del BEB, se encuentra en el Departamento de
BioquimicadelaFacultadde Medicinadela
UNAM.

ElDepartamento de Bioquimica, nosélojugé un
papel importante en laconcepcién del BEB, sinoque
también habrindadolas instalaciones parasesionary
realizar el trabajo editorial porlamayor parte dela
existenciade larevista, cubriendo también de manera
parcial, diversos gastos alolargo de todos estos
afos. El Departamento incluso, ha absorbidoen
ocasiones los costos de impresion delarevista. Un
apoyoestratégicohasidolaasignaciénde
secretarias de tiempo completo del Departamento
paraapoyar al BEB, las cuales han realizado
funciones esenciales parael adecuado
funcionamiento del proceso de ediciény manejode
larevista. El Departamento también ha provisto

apoyo logistico, al hacerse cargode los serviciosde
correoy paqueteria, fotocopias, servicio telefénicoy
de Fax, papeleriay, recientemente, ha permitidoel
uso de su servidor para establecer nuestro correo
electrénicoy enbreve una hojade internet.

Los apoyos brindados por el Departamento de
BioquimicadelaFacultad de MedicinadelaUNAM
y porlaDireccién delamisma Facultad, siempre han
sido desinteresados, respetandola politica editorial
del BEB, lo que muestrala confianza al trabajo
desarrollado por nuestrarevista. Esta colaboraci6n
hapermitidoasuvez, que el BEB contribuyaenla
medidade sus capacidades, aenfrentarlaenorme
responsabilidad quela Universidad Nacional
AuténomadeMéxicotieneenladivulgaciéndela
cienciay el apoyo docente al resto de las
instituciones de educacién superior del pais.

Este editorial acompafialainclusién del nombre del
Departamento en nuestra contraportada, junto al
escudo delaFacultad de Medicina y al de nuestra
Asociacién, como un merecido reconocimientoal
Departamentode Bioquimica de la Facultad de
MedicinadelaUniversidad Nacional Auténomade
Meéxico, por su continuo y generoso apoyo al BEB.

El Comité Editorial del BEB



PROTEINAS INSECTICIDAS DE
Bacillus thuringiensis

1 Eleazar Barboza Corona' y Jorge E Ibarra® 'Instituto de Ciencias Agricolas, Universidad de Guanajuato, Apartado
Postal 311, CP 36500, Irapuato, Gto, México. 2Departamento de Biotecnologia y Bioquimica, Centro de Investigacién
y de Estudios Avanzados del IPN, Apartado Postal 629, C.P. 36500, Irapuato. Gto, México.

RESUMEN

Los bioinsecticidas mas exitosos a nivel mundial son
aquellos preparados con base en la bacteria Bacillus
thuringiensis. Esta bacteria es ampliamente conoci-
da por producir cristales con efectos insecticidas,
constituidos de proteinas denominadas Cry, las cua-
les contienen un fragmento activo conocido como
d-endotoxina. Existen factores que afectan la capa-
cidad insecticida de estas proteinas y que interfieren
con el mecanismo de accidn de las 6-endotoxinas, o
sobre su residualidad y disponibilidad, una vez que
se han aplicado en campo. Ademas de las proteinas
Cry, esta bacteria también puede sintetizar otras pro-
teinas insecticidas, las cuales carecen de similitud
con las primeras: las proteinas citoliticas (Cyt), que
actdan contra mosquitos y son liticas para una gran
variedad de células in vitro, y las recientemente
descubiertas proteinas insecticidas de origen
vegetativo (Vip), las cuales son excretadas por la
célula y son toxicas para una gran variedad de
lepidopteros.

PALABRAS CLAVE: Bioinsecticidas, proteinas
Cry, proteinas Vip, proteinas Cyt.

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is the most successful
microbial control agent worldwide, used in a great
number of bioinsecticides. This bacterium produces
insecticidal crystals which are constituted by
proteins designated Cry, whose active fragment is
called 8-endotoxin. Several factors can influence its
insecticidal activity. These can affect the mechanism
of action of the &-endotoxins, or interfere with the
residual activity and availability of the crystals after
application in the field. In addition, this bacterium
can synthesize other insecticidal proteins, which
show no similarity with the Cry proteins: a) cytolytic
proteins (Cyt), toxic to mosquitoes and with a broad
in vitro cytolytic activity to many different cell types,
and b) vegetative insecticidal proteins (Vip) which
are secreted during the vegetative stage and show
toxic effects against several lepidopteran.

KEY WORDS: Bioinsecticides, Cry proteins, Vip
proteins, Cyt proteins.

INTRODUCCION

El uso intensivo de insecticidas quimicos como el
malation, paratién metilico, endosulfan y anizalina
entre otros, tuvo su inicio en la década de los 40s
con el propdsito de atacar a las plagas insectiles.
Lo anterior para ayudar a incrementar la pro-
duccién de alimentos que requiere la poblacién
mundial, ya que estos organismos dafinos ocasio-
nan estragos considerables, mermando maéas del
10% de la produccién agricola mundial. Sin em-
bargo, el uso desmedido e irresponsable de este
tipo de compuestos ha ocasionado consecuencias
graves sobre la salud humana, la alteracién de los
ciclos biolégicos en los ecosistemas al perjudicar
su flora y su fauna, y ha favorecido la aparicién
de plagas resistentes y el surgimiento de otras
nuevas. La necesidad de pesticidas més seguros y
menos contaminantes ha estimulado en los tltimos
afios el uso de microoorganismos entomopatégenos
(bacterias virus, hongos y protozoarios) como una
parte importante del control biolégico de plagas.
Dentro de las bacterias que producen proteinas
insecticidas se encuentran Bacillus sphaericus y
B. thuringiensis. Esta tltima destaca prepon-
derantemente y se utiliza en los bioinsecticidas
mas exitosos a nivel mundial, a pesar de que al-
gunos investigadores consideran que su papel en
la naturaleza no es matar insectos. Su caracteris-
tica insecticida se basa en la produccién de pro-
teinas con esta propiedad denominadas Cry
(protoxinas), las cuales al ser activadas (6-endo-
toxinas) actian como venenos estomacales contra
una gran variedad de insectos, principalmente
dentro de los grupos de lepiddpteros, dipteros y
coledpteros.

La produccién industrial de B. thuringiensis es por
fermentacion en medio de cultivo liquido. Su presenta-
cion comercial es en forma de productos sélidos o
liquidos, en donde el principio activo es una mezcla de
cristales proteinicos (constituidos de las proteinas Cry)
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y esporas de B. thuringiensis mezclados con diversos
ingredientes que pueden incluir fotoprotectores, geles y
espumas, entre otros (1).

PROTEINAS Cry

Debido a que en los tltimos afios se han descrito una
gran variedad de genes de B. thuringiensis que
codifican proteinas insecticidas, recientemente se ha
propuesto que los genes cry se clasifiquen exclusi-
vamente con base en la similitud de la secuencia
deducida de aminoacidos de la proteina que codifi-
can (2), sin tomar en cuenta el espectro de toxicidad,
propuesto inicialmente por Hofte y Whiteley en 1989
(3). En la nueva nomenclatura se sigue usando el
prefijo cry para los genes y Cry para las proteinas,
pero seguido de un nimero arébigo en lugar de uno
romano para indicar los grupos (por ejemplo Cryl,
Cry2, Cry3 y Cry4), después una letra mayiscula y
una mindscula para el subgrupo. Las proteinas
holotipo (aquellas que se reportaron primero) pueden
definir a nuevos grupos o a los diferentes subgrupos,
los cuales a su vez estin formados por una gran

Barboza Corona EelbarralE

variedad de alelos o mutantes naturales (similitudes
mayores al 95%). Por ejemplo, dentro del subgrupo
de proteinas CrylAa estin las variantes naturales
CrylAal, CrylAa2, CrylAa3, CrylAad, CrylAaSy
CrylAa6. Hasta ahora, se han reportado 62
holotipos de proteinas Cry y una gran variedad de
alelos, dando un total de 120 proteinas Cry (2).
Las proteinas Cry tienen masas moleculares que
van de 70 hasta 140 kDa y estin presentes en di-
ferentes subespecies de B. thuringiensis, sin impor-
tar su distribucién geografica. La estructura de las
proteinas Cryl puede ser dividida en dos secciones:
la mitad con el amino y la mitad con el carboxilo
terminal. La mitad con el amino es la responsable de
la toxicidad y la que tiene el carboxilo terminal se
cree que interviene en el proceso de cristalizacién.
Esta tltima se caracteriza por ser altamente conser-
vada (80%) entre las proteinas Cryl; ademas, po-
see varias cisteinas que son esenciales para la for-
macién de enlaces disulfuro intercadena y en conse-
cuencia de multimeros de protoxinas, los cuales con-
ducen a la formacién de los cristales (3) (Fig. 1).

b

s
11 —_—
s

MULTIMERDS DE
LAS PROTEI

INTERCAMBIO
DE LIQUIDOS

INTESTINO MEDIO

NH I——— COOH
oM THCO0H oy L cAUND 2
SHSH! promAss INTESTINO_POSTERIOR

AGENTES SH SH
NHo B ——C00H  ReDUCTORES NH, L —L— coon

FORMACION
DE PORDS

B DELTA-ENDOTOXINA

B DELTA-ENDOTOXINA

Figura 1. Representacion esquemitica del mecanismo de acci6n de las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. La figura represenia
un insecto sobre una hoja a la cual se le ha asperjado un producto comercial de B. thuringiensis que contiene cristales insecticidas
(indicados por rombos negros) y esporas (indicadas por elipses), tal y como sucederfa en el campo. (a) Los cristales formados de
multimeros de protefnas Cry son ingeridos. (b) Se solubilizan en el intestino medio del insecto y liberan las protoxinas, las cuales
son digeridas por las proteasas del insecto produciendo las d-endotoxinas. (c) Las d-endotoxinas se unen a los receptores de membrana
presentes en el intestino medio ocasionando la formacién de poros liticos y la posterior muerte del insecto. Las nervaduras de las

hojas estén representadas por rayas.
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En general, la forma del cristal es un buen indi-
cador de la especificidad de B. thuringiensis. Por
ejemplo, los cristales bipiramidales (patotipo I o A)
muestran toxicidad para lepidépteros, los amorfos
(patotipo II o B) para mosquitos y los cuadrados
aplanados (patotipo III o C) para coledpteros. Los
cristales pueden estar formados de una sola proteina
como en B. thuringiensis kurstaki HD-73, donde
sus cristales contienen tnicamente la proteina
CrylAc. También se puede dar el caso de que va-
rias proteinas puedan co-cristalizar juntas como en
B. thuringiensis kurstaki HD-1, donde las protei-
nas CrylAa, CrylAb y CrylAc forman el cristal
bipiramidal (3). El cristal puede ser muy complejo,
como el observado en B. thuringiensis morrisoni,
donde tres proteinas Cry4, una CrylA y una Cyt,
cristalizan en varias inclusiones unidas por una cu-
bierta membranosa (4).

PROTOXINA

NH,™ :>— COOH

DOMINIO I DOMINIO II DOMINIO III

Hv

TOXINA

TOXINA

LR

Figura 2. Representacitn esquematica de algunos tipos de protoxinas. Se indica la presen-
cia de regiones conservadas de aminodcidos en las proteinas Cry (barras oscuras) las cuales

I PROTEINA
I CrydA,CrydB D

Cry2Aa
Cry2Ab,Cry2Ac L

Cry3A,Cry3B Cc

CryllA
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Unicamente se ha reportado las estructuras
tridimensionales de las toxinas Cry3A y CrylAa, a
partir de andlisis cristalograficos, las cuales, a pesar
de presentar poca similitud entre sus secuencias de
aminoacidos (36%), presentan una estructura
tridimensional casi idéntica. Ambas proteinas cons-
tan de tres dominios, encontriandose la mayor simi-
litud estructural entre estas toxinas en el dominio III,
seguido del I y II. Basidndose en estos resultados,
podemos asumir que todas las proteinas Cry tienen
estructuras terciarias similares (5). Adicionalmente,
las proteinas Cry tienen regiones conservadas de
aminodacidos, alternadas con secuencias de gran va-
riacion entre las proteinas Cry conocida como regioén
hipervariable (Hv) (3) (Fig. 2).

El dominio I de la toxina Cry1Aa, que se extiende
del aminoacido 33 al 253, estd formado por ocho
hélices a y contiene a la primera regién conservada
y parte de la segunda. Al pare-
cer, este dominio es el respon-
sable de penetrar en la membra-
na y formar los poros liticos (ver
MECANISMO DE ACCION).
Sin embargo, no se descarta que
algunos de sus residuos puedan
L(py interactuar con las regiones de
especificidad, dada su cercania
en la estructura tridimensional.
A pesar de que este dominio no
tiene similitud a nivel de secuen-
cia de aminoacidos con los do-
minios formadores de poros
liticos de otras proteinas (colicina
L(p) Ay la toxina de la difteria), sus
estructuras tridimensionales son
muy similares (5).

El dominio II de la proteina
CrylAa se extiende del
aminoacido 265 al 461 y esta
formado por tres hojas P anti-
paralelas y dos pequeiias hélices
. Ademas de la region hiper-
variable, presente en las secuen-
cias Cry, aqui se incluyen parte
de-la segunda regién conserva-
da y parte de la tercera. En el
D dominio II de las proteinas Cry
se ha encontrado regiones que
se unen a los receptores y de-
terminan la especificidad toxica

TOXICIDAD A:

estén alternadas con secuencias de gran variacion (region hipervariable: Hv). Con flechas (5). Se ha tratado de dilucidar
se muestran los sitios de protelisis que dan origen a la formacion de las 8-endotoxinas. ]as regiones de aminodcidos que
Se presentan las regiones de la toxina que comprenden los diferentes dominios de la determinan la especificidad in-

estructura tridimensional de la toxina. También se indica la especificidad de algunas pro-
teinas Cry. L indica lepidépteros; D, dipteros y C, coledpteros. Modificado de (12).

secticida dentro de las proteinas
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Cry. Algunas estrategias se han basado en la cons-
truccién de quimeras (intercambiando pequeiios frag-
mentos peptidicos), o bien por mutagénesis al azar o
dirigida. La inestabilidad de las quimeras al ataque
de proteasas y la incapacidad de algunas toxinas
para matar al mismo insecto, han impedido una bue-
na interpretacién de los datos de toxicidad. Uno de
los primeros experimentos que demostrd la impor-
tancia del dominio II en la especificidad insecticida,
fue el realizado por Shivarova y col. en 1989 (6).
Estos investigadores lograron que la proteina
CrylAc, normalmente no toxica para el gusano de
seda (Bombyx. mori), presentara efecto téxico (lo
que tendria un impacto econémico negativo) contra
este insecto al intercambiar la region de los
aminoacidos 332 a 450 con los de la proteina CrylAa
(6). El apice del dominio II estd formado por tres
asas: asa 1, aminoacidos 310-313; asa 2, aminoacidos
367-379 y asa 3, aminoacidos 438-446. Es importan-
te sefialar que la localizacién de las asas correspon-
de a las regiones que muestran las mayores diferen-
cias estructurales entre las toxinas CrylAa y Cry3A
(5). Las asas son regiones que al parecer estan
involucradas directamente en la union al receptor,
tal y como lo muestran los estudios realizados me-
diante mutagénesis dirigida hacia esas asas. Por
ejemplo, la mutagénesis de los residuos 365 a 371 de
la CrylAa logré suprimir la actividad toxica para B.
mori, lo que seria de gran beneficio en la industria
de la seda, ya que se podria alterar la toxicidad para
el gusano de seda sin alterar el efecto toxico para
otros insectos (7). Resultados similares han sido
obtenidos con la proteina CrylAb, a la cual se le
elimind su actividad insecticida hacia Manduca sex-
ta mediante mutagénesis de la segunda asa. Datos
experimentales sugieren que la unién a los recepto-
res esta intimamente relacionada con la introduccion
de la toxina a la membrana. Esto al parecer es
debido a que la toxina queda unida al receptor mien-
tras ocurre un cambio conformacional que permite a
la cadena a5 del dominio I penetrar en la membrana
(5)

El dominio III estd formado por dos cadenas f
antiparalelas, las cuales forman una estructura tipo
«sandwich». Abarca del aminoacido 463 al 609, con
una cadena P externa adicional formada por los re-
siduos 254-264. En este dominio estan incluidas una
parte de la tercera regién conservada, ademas de la
cuarta y la quinta. Inicialmente se consideré6 que
este dominio participaba tnicamente en la protec-
cion contra la protedlisis y quizas en la formaci6n de
poros téxicos; sin embargo, se ha demostrado su
importancia como un determinante de la toxicidad de
CrylC hacia Spodoptera. exigua y Ma-mestra

Barboza CoronaE e IbarraJE

brassicae. Ademas, resultados experimentales su-
gieren que algunos aminodcidos presentes en el
dominio IIT de CrylAb y CrylAc pueden estar im-
plicados en la unién a los receptores (5).

Las cinco regiones conservadas se localizan en la
misma posicion en la estructura tridimensional de
CrylAa y Cry3A, y ademas estan involucradas en el
contacto entre los tres dominios. Lo anterior quizas
es importante para dar estabilidad estructural a las
proteinas Cry. La cuarta region conservada presente
en el dominio III de CrylAa parece jugar un papel
importante en la formacion de canales iénicos (5).

GENES cry

Entre el 10 y el 20% de la informacién genética de
B. thuringiensis se encuentra en unidades ex-
tracromosdmicas (plasmidos) que presentan masas
moleculares de 1.5 a 130 MDa. Los genes cry que
codifican a las proteinas insecticidas Cry, estan lo-
calizados en megapldsmidos mayores de 30 MDa.
La mayoria de este tipo de genes se encuentran
como unidades monocistrénicas (genes aislados, con
sus propias secuencias reguladoras) y sélo en algu-
nos casos forman parte de un operén (unidad
genética que regula la expresién de varios genes).
Varios de ellos estan flanqueados por elementos
(secuencias) de transposicién, que les permite des-
plazarse (translocarse) dentro del genoma bacteriano
(8).

La regulacién de la expresion de los genes cry se
realiza de manera espacial y temporal. Su transcrip-
cién normalmente depende de la esporulacidn, aun-
que existen algunas excepciones. Se ha identificado
dos factores de transcripcién sigma (of y o), los
cuales son especificos para un promotor temprano
(BtI) y otro tardio (BtII), respectivamente. Se ha
demostrado que BtI es un promotor fuerte y que por
si solo es capaz de dirigir 1a expresion de altos nive-
les de toxina. A pesar de que no se ha determinado
el inicio de la transcripcion de todos los genes cry,
se piensa que éstos pueden presentar tanto ambos
promotores como tnicamente uno solo (8). Por otro
lado, el ARN mensajero de algunos genes cry son
muy estables (vida media de 11 min.). Se ha obser-
vado que el ARN mensajero del gen crylAa tiene
como caracteristicas que es un retrorregulador posi-
tivo, actia como un estabilizador dentro del mismo
gen (estabilizador en cis) y la terminacién de su
transcripcién es independiente del factor de termina-
cion de rho. Su region terminal estabiliza al ARN
mensajero (como se ha observado en otros genes, al
final de los cuales se ha clonado) y se cree que los
protege de la degradacion exonucleolitica gracias a
la estructura en horquilla que forma (9).
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Entre los genes cry cuya transcripcion no depen-
de de la esporulacion, se encuentran los genes cry3.
El promotor del gen cry3A utiliza el factor de trans-
crlpcmn de la fase vegetativa o# Y, por lo tanto, su
expresién se lleva a cabo ain en mutantes
asporogénicas (incluso con mayores rendimientos
que los de las cepas silvestres). A pesar de que
varios estudios han confirmado que la activacion de
la expresion del gen cry3A es independiente del
control de genes de esporulacién, el o los genes
involucrados en la regulaci6n de su expresion no han
sido identificados. Unicamente se ha logrado identi-
ficar que esta expresion depende de la region com-
prendida de —1 a —600 pares de bases con respecto
al inicio de la traduccién. La region localizada aproxi-
madamente a -600 pares de bases es el promotor en
el sentido estricto, y la encontrada a —129, es la
responsable de estabilizar al ARN mensajero a un
nivel postranscripcional. Lo anterior parece deberse
a la presencia de una secuencia Shine-Dalgarno, la
cual interacciona con la subunidad 16S del ARN
ribosomal y lo estabiliza (8).

MECANISMO DE ACCION
DE LAS PROTEINAS Cry
Para una gran cantidad de insectos, las proteinas
Cry son venenos estomacales, por lo que su efecto
estd condicionado a que sean ingeridas. Su accién
es mayor sobre larvas jévenes que sobre aquellas
més desarrolladas, ya que al crecer la larva, la re-
lacién area/volumen en el intestino medio (que es
donde actdan) disminuye,
ocasionando que las célu-
las intestinales estén me-
nos expuestas a las toxinas.

Después que el cristal
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presentes en las membranas de las microve-
llosidades de las células del intestino medio, oca-
sionando la formacion de poros que conducen a
un hinchamiento y lisis celular; esto a su vez per-
mite el intercambio de liquidos entre el intestino y
el hemocele, ocasionando que el insecto se para-
lice, interrumpa su alimentacion y eventualmente
muera. Ademas, las esporas ingeridas y ahora en
un medio casi neutro, germinan en el individuo
paralizado, pudiendo en algunos casos causar la
muerte por septicemia (3) (Fig. 1).

B. thuringiensis es inocuo al hombre, animales
domésticos e insectos benéficos. Una respuesta
posible a lo anterior pudiera ser que las amino-
peptidasas y cadherinas presentes en los insectos
susceptibles y que actilan como receptores de las
d-endotoxinas, difieran de las de otros insectos y
animales, entre ellos el hombre.

FACTORES INTRINSECOS Y EXTRINSECOS
QUE REGULAN LA ACTIVIDAD
INSECTICIDA DE Bacillus thuringiensis

La patogenicidad de B. thuringiensis hacia diversos
insectos depende de su capacidad para intoxicarlos.
En forma general podemos clasificar a los factores
que regulan la actividad de B. thuringiensis como
intrinsecos, los cuales se relacionan con la activa-
cién de las d-endotoxinas y a su modo de accién a
nivel molecular, y extrinsecos, los cuales dependen
de factores externos tanto al insecto como a los
cristales (Tabla I).

TABLA I

de la bacteria (o el com- FACTORES QUE REGULAN LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS
plejo espora-cristal) es [NSECTICIDAS DE Bacillus thuringiensis.

ingerido por la larva de un

insecto susceptible, éste

es disuelto por las condi- eMicroambiente del intestino.

ciones alcalinas y reduc-
toras de su contenido in-
testinal, liberandose las
proteinas (protoxinas).
Posteriormente se digie-
ren parcialmente median-
te las proteasas intestina-
les del insecto, generando
las toxinas activas o d-

endotoxinas. [Estas se eFresenciadeesporas.

eInteracciones entre las diferentes proteinas
del cristal (antagonismo, sinergismo).
eCantidad y tipo de proteinas.

ePequeifias diferencias en la secuencia de
aminoacidos de las proteinas.

FACTORES INTRINSECOS FACTORES EXTRINSECOS
eRadiacién UV del sol.
-Solubilidad de las protoxinas. oViento.
-Procesamiento de las protoxinas. eDensidad poblacional de la plaga.
sPresencia de receptores. *Edad de la plaga.

eCobertura de aplicacion.
oL luvia, alta humedad relativa.

unen de manera irreversi-
ble a receptores (amino-
peptidasas o cadherinas)



La solubilizacién de los cristales es el primer paso
en el mecanismo de accién de B. thuringiensis, por
lo que se requiere que un insecto susceptible pueda
disolverlos en su contenido intestinal, liberando de
esta forma las protoxinas para que posteriormente
sean transformadas en &-endotoxinas. Por ejemplo,
se ha reportado que los cristales toxicos para
lepidopteros son solubles en limites de pH entre 9 y
10.5, valores que corresponde al pH del contenido
intestinal de muchos lepidépteros; sin embargo, algu-
nos cristales no toxicos son insolubles dentro de ese
nivel de pH. Una vez que los cristales han sido
solubilizados, las protoxinas libres deben ser parcial-
mente digeridas por las proteasas del insecto (tipo
tripsina o quimotripsina), lo cual constituye un requi-
sito para su activacion. Esto lo corroboran algunos
reportes de cepas consideradas no téxicas, cuyas
protoxinas Cry, aun cuando son solubilizables, no
son digeridas por la tripsina y por lo tanto no se
forma la &-endotoxina.

Barboza CoronaE eIbarraJ E

Las interacciones entre las diferentes proteinas
que componen un cristal insecticida son importantes
para la toxicidad. Un ejemplo de las posibles
interacciones es el reportado para B. thuringiensis
ssp. aizawai HD133 cuyo cristal estd constituido
por las proteinas CrylAb, CrylC y Cry1D. La pre-
sencia de la proteina Cry1Ab en los cristales ocasio-
n6é mayor toxicidad hacia Plodia interpunctella que
los cristales producidos por cepas mutantes que no
la tenian. Al parecer las interacciones estructurales
de la CrylAD con las otras dos proteinas incrementé
la solubilidad de los cristales, requisito indispensable
para liberar las protoxinas (10).

La cantidad y el tipo de proteinas presentes en
los cristales son factores importantes que determi-
nan el nivel y espectro de toxicidad. Por ejemplo, las
cepas NRD-12 y HD-1, ambas de B. thuringiensis
kurstaki, poseen en su cristal bipiramidal las protei-
nas CrylAa, CrylAb y CrylAc; sin embargo, la
primera es 2-3.5 veces mis téxica para Cho-

TABLA 1T

TOXICIDAD DE ALGUNAS PROTEINA Cry A LEPIDOPTEROS PLAGA DE
IMPORTANCIA EN LA AGRICULTURA NACIONAL (Modificada de 1 y 3)

Nombre Nombre Cultivo que ataca  Proteinas Cry téxicas:
cientifico comin
Plutella Palomilla  Brocoli, coliflor, col ~ CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylC, CrylF
xylostella dorsode  de brucelas
Diamante

Tricloplusia Falso

ni medidor cartamo, brécoli,
coliflor, chicharo,
chile, espinaca,
lechuga; perejil,
tabaco, jitomate, col
de brucelas, fresa,
meldn, pepino
Spodoptera Gusano Alfalfa, algodon,
exigua soldado cacahuate, sandia,
soya, jitomate
Spodoptera Gusano Maiz
Sfrugiperda cogollero
Heliothis Gusano Cértamo, garbanzo,
virescens bellotero tabaco, jitomate
Helicoverpa  Gusano Algodon, cartamo,
zea elotero maiz, melon, sandia,
Jjitomate
Manduca Gusano Tabaco, jitomate
sexta del cuerno
del tabaco
Pieris Gusano Brécol, coliflor, col
brassicae importado  de Bruselas
de 1a col

Ajonjoli, algodon,

CrylAa, CrylAc, CrylC, Cry2A

CrylC

CrylD, CrylF

CrylAc, CrylF, Cry2A

CrylAb, CrylAc, CrylF, Cry2A

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylD

CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylB, CrylC.

* Solo se presentan algunas de las proteinas Cry mds téxicas a esos insectos.
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ristoneura fumiferana y Lymantria dispar que la
segunda. Lo anterior es debido a que los cristales de
ambas cepas tienen diferentes proporciones de las
proteinas CrylAa y CrylAb, y solamente la CrylAc
esta en cantidades similares (11). Por otro lado, a
pesar de que la mayor parte de las proteinas CrylA
muestran actividad insecticida contra  Pieris
brassicae y M. sexta, cada una tiene toxicidad para
otros lepidopteros; sin embargo, muestran mayor
toxicidad hacia un insecto determinado. La proteina
CrylAa es altamente tdxica para B. mori, CrylAb
para S. exigua, CrylAc para Heliothis virescens,
CrylB para P. brassicae y Artogeia rapae; CrylC
para varias especies de Spodoptera, CrylD para M.
Sexta y CrylE es ligeramente toxica para S. exi-
gua. CrylF tiene un espectro de toxicidad similar al
de la proteina CrylAb, ya que es toxica para S.
exigua, H. virescens y Ostrinia nubilalis; final-
mente, Cry9A1 (relacionada a las Cryl) es téxica
para Galleria mellonella (3,12). En la tabla II se
indica como algunas de las principales plagas de
lepidopteros que son de importancia en la agricultura
nacional, son susceptibles a diferentes proteinas
Cryl; de igual forma, cémo estas proteinas insecti-
cidas presentan toxicidad para varias especies de
insectos.

Ademas de que una especie de insecto puede
tener diferente susceptibilidad a una toxina en par-
ticular; también una toxina puede mostrar diferen-
cias en el grado de toxicidad para varias especies de
insectos. Hay varios reportes de toxinas considera-
das variantes naturales o alelos de las proteinas Cry
holotipo (2,3) y las cuales tienen pequenas diferen-
cias en la secuencia de aminoécidos; sin embargo,
tanto la proteina variante como la holotipo, pueden
mostrar diferencias significativas en la toxicidad para
ciertos insectos.

La unién de las 0-endotoxinas a receptores de la
membrana celular del intestino medio de los insectos es
un factor crucial en el espectro de toxicidad de las
proteinas Cry. Por un lado, un insecto puede tener uno
o més receptores diferentes y por otro, varias 0-
endotoxinas pueden competir por el mismo receptor,
siendo la més toxica aquella que tenga la mayor afini-
dad por ellos. Sin embargo, no siempre se ha observa-
do una relacion directa entre la toxicidad y afinidad por
el receptor, e incluso se ha observado la unién de
toxinas con receptores presentes en vesiculas prepara-
das del intestino medio de insectos, a los cuales la
toxina no mata en condiciones naturales. Actualmente
se han purificado, caracterizado y clonado varios de los
receptores para las proteinas Cry. Dichos receptores
estan anclados a la membrana de las células del epite-
lio intestinal por medio del glicolipido glicosilfos-
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fatidilinositol y pertenecen a dos grupos: amino-
peptidasas y cadherinas. Las aminopeptidasas son
enzimas que remueven residuos localizados en el extre-
mo amino de las proteinas y los aminoacidos liberados
son transportados a través de las microvellosidades del
intestino; dentro de este grupo se han reportado tres
receptores de la proteina CrylAc, aislados separada-
mente de H. virescens, M. sexta y L. dispar. Las
cadherinas en los insectos tal vez estan involucradas en
el transporte de péptidos a través de la membrana, de
manera aniloga a como lo hacen las cadherinas en el
intestino humano; dentro de este grupo esta el receptor
de la proteina Cry1Ab aislado de Manduca sexta (13).

Dentro de los factores extrinsecos que degradan a
los cristales proteinicos de B. thuringiensis una vez
que se aplica en el campo es la luz UV, la cual es
quizas el factor extrinseco mas importante que ocasio-
na su baja residualidad (tiempo en que los cristales B.
thuringiensis se mantienen activos como bioin-
secticidas), la cual es de 3 a 4 dias. Es por esta razén
que se recomienda aplicar los productos comerciales
de B. thuringiensis (ej. Javelin, CRYMAX, Dipel)
durante la tarde o muy temprano en la mafiana, para
disminuir el efecto de la luz solar. La lluvia es un factor
climatolégico que podria tener efectos adversos sobre
los cristales, ya que los lavaria de la superficie de las
hojas, por lo que es recomendable el uso de adherentes
en la mezcla de aplicacién. El viento es otro factor
climatico que puede tener efectos adversos durante la
aplicacion, debido al arrastre al que se veria sujéta la
aspersion, por ello es recomendable evitarla durante la
prevalencia de este tipo de condiciones. También la
densidad poblacional de la plaga es importante, ya que
se recomienda aplicarlo cuando hay una densidad
poblacional baja; sin embargo, si es alta, es recomen-
dable aplicar concentraciones altas a intervalos de
aplicacidn cortos. Con respecto a la edad de las larvas
de los insectos sujetos a control, es preferible tratar de
controlar los primeros estadios larvarios, ya que las
larvas mas desarrolladas requeririan dosis signi-
ficativamente mayores para lograr un nivel de control
apropiado. Por tltimo, una cobertura uniforme de la
aplicacion aumentaria la probabilidad de que el insecto
ingiriera una dosis letal de los cristales (14).

PROTEINAS INSECTICIDAS VEGETATIVAS
(Vip) Y CITOLITICAS (Cyt)

En 1996 se publicé por vez primera la existencia
de las proteinas Vip en B. thuringiensis. Estas se
producen desde la etapa vegetativa, pero su ex-
presion continiia hasta la fase de esporulacidn.
Son secretadas al exterior de la célula, por lo que
se purifican a partir del sobrenadante del medio
liquido en que se cultivan (15). Se han reportado
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dos proteinas Vip: Vip3A(a) y Vip 3A(b), las
cuales no tienen similitud con las proteinas Cry
(2, 15). Sus masas moleculares son de aproxima-
damente 88 kDa y tienen actividad insecticida con-
tra varios lepidépteros, tales como Agrotis ipsilon,
S. frugiperda, S. exigua, H. virescens 'y
Helicoverpa zea. Al igual que las proteinas Cry,
actian a nivel del intestino medio, ocasionando
parélisis intestinal, lisis celular y finalmente la
muerte de la larva (15).

Con respecto a las proteinas citoliticas (Cyt), éstas al
igual que las proteinas Vip, carecen de similitud con las
proteinas Cry. Se han clonado 9 genes cyt (2) y las
masas moleculares de las proteinas que codifican son
de aproximadamente 28 kDa. Al tratarse con varias
proteasas producen fragmentos resistentes a la
protedlisis de entre 22 y 25 kDa. Ademas de que ac-
tian contra mosquitos, son citoliticas para una gran
variedad de células in vitro (incluyendo células de
mamiferos), a diferencia de las proteinas Cry, las cuales
tienen especificidad para insectos; este espectro de
actividad parece ser atribuido a su alta hidrofobicidad y
a su habilidad para unirse a fosfolipidos de las membra-
nas. Se encuentran en cepas mosquitocidas de B.
thuringiensis, tales como las subespecies israelensis,
morrisoni PG14, medellin y kyushuensis. Una de las
caracteristicas mas importantes de estas proteinas es
que actiian de manera sinergistica con otras proteinas

Cry (16).
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EL USO DE 1-ANILINO-8
NAFTALENOSULFONATO (ANS), PARA LA
IDENTIFICACION DE INTERMEDIARIOS EN LA
RUTA DE PLEGAMIENTO DE PROTEINAS
GLOBULARES

Maria Elena Chanez Cardenas. Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, Apartado Postal 70242,

04510D.F.México Tel.(525)622 5657, FAX (52 5)622 5630.

RESUMEN

Lafluorescenciadel 1-anilino-8-naftaleno sulfonato
(ANS) es dependiente de la polaridad del ambiente,
incrementandose conformela polaridad disminuye. El
aumentoenlaintensidad dela fluorescenciadel ANSal
unirse a regiones hidrofébicas durante estudios de
desnaturalizacién y renaturalizacion de proteinasin
vitroha permitido evidenciar la presencia de interme-
diarios que no tienen unempaquetamientorigidoenel
interior de la proteina. Estos intermediarios se conocen
como glébulos fundidos y se han encontradoenlaruta
de plegamiento de muchas proteinas globulares.

PALABRAS CLAVE: ANS, globulo fundido, fluo-
rescencia, proteinas globulares, desnaturalizacion,
renaturalizacion.

ABSTRACT

Fluorescence of 1-anilino-8-naphtalenesulfonate (ANS)
depends on the polarity of the environment, increasing
asthe polarity diminishes. Theincrease in fluorescence
intensity of ANS bound to hydrophobicregions during
denaturation and renaturation studiesof proteins has led
to theidentification of folding intermediates that lack
rigid packing at the center of the molecule. These
intermediary states are known as molten globules and
have been found in many folding routes of globular
proteins.

KEY WORDS: ANS, molten globule, fluorescence,
globular proteins, denaturation, renaturation

INTRODUCCION

Paraser biolégicamente activas, las proteinas deben
adoptarunaestructura tridimensional inica, que cons-
tituye su conformacién nativa y funcional. Laadopcion
de esta conformacién ocurre durante y después de la

sintesis de las mismas en los ribosomas. In vivo,
algunos pasos del plegamiento son catalizados por
proteinas como la peptidil cis-trans isomerasa o la
isomerasa de disulfuros, y por las chaperoninas, que
evitanlaagregaciénirreversible en condiciones extre-
mas. Sin embargo,in vitro, es posible llevaracaboel
plegamiento de proteinas pequeiias y globulares sin
informacién oenergiaadicional, modificandosolamen-
telas condicionesdel disolvente.

Siguiendo los cambios en actividad catalitica,
dicroismocircular (DC), lafluorescenciaintrinsecao
extrinseca, es posibleseguir los cambios conformacio-
nalesdurantela desnaturalizacién de una proteinaal
aumentar la temperatura, presién, concentracién de
solutos o bien modificando el pH. Cuandolas condicio-
nesfisicoquimicasdel disolventeregresanalas fisiol6gi-
cas serecuperalaconformacion nativaylafunciénde
laproteina. Estoindicaque enlaconformacién nativa,
lasinteraccionesentre lasecuenciade aminoacidosyel
ambiente quelos rodeajuegan un papel determinante.

Sitomamos en cuenta el nimero de conformacio-
nes posibles que puede adoptar una cadena
polipeptidica, este niimero estan grande, que el tiempo
enqueunacadena polipeptidicaadoptariasu estructura
nativa explorando al azar todos estos conférmeros
seriamayoralaedad del universo (1). A pesardeesto,
las proteinas se pliegan en periodos de milisegundos a
segundos. Esta observacién se conoce como la para-
dojade Levinthal, quien en 1968, sugiri6 la existencia
de rutas preferenciales de plegamiento. Esto llevé a
proponer laexistenciade intermediarios cinéticamente
accesibles, estados transitorios que de algunamanera
“dirigieran” larutade plegamiento de las proteinas. Si
estos estados existieran y fuera posible establecer sus
estructuras y energias, se podrian determinar los facto-
resque guian el plegamiento por rutas productivas. Los
estudios sobre intermediarios en el plegamientodelas
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proteinas después de 1988, indican que existen confor-
maciones llamadas “estados desnaturalizados com-
pactos”. De estos estados los més conocidos son los
“molten globules” o glébulos fundidos.

ELGLOBULOFUNDIDO YLAIMPORTANCIA
DE UN INTERMEDIARIO EN LOS ESTUDIOS
DEPLEGAMIENTODEPROTEINAS

El glébulo fundido es una conformacién con mucha
estructura secundaria, sininteracciones terciarias fijas.
Esta conformacion presenta los grupos arométicos
expuestos al solvente, un alto grado de compactacion
pero sin empaquetamiento rigido en el interior de la
molécula y unincremento en las fluctuaciones de las
cadenas laterales. Este tipo de intermediarios se acu-
mulan en los primeros estadios del plegamiento de
muchas proteinas, loquesugiere laexistenciadeunruta
cinética general en este proceso.

Una consecuenciaimportante de la adquisicion de
estas conformaciones transitorias es que se limita el
nimero de éstas que una cadena polipectidica puede
tener, para conducir, de una biisqueda azarosa de
conformaciones hacia estructuras energéticamente
accesibles.

Los métodos que pueden utilizarse para caracteri-
zar la conformacién de estos intermediarios que se
forman en la fase mas rapida del plegamiento(10%s)son
pocos, aunquese tienen resultados de dicroismo circu-
lar, espectroscopia deresonanciadel espindel electron
(electron spin resonance spectroscopy)y resonancia
magnéticanuclear (NMR). El objetivode estarevision
es resumir algunos resultados sobre €l uso de una
pruebamassimple paraevidenciary caracterizar inter-
mediarios conformacionales de plegamiento de protei-
nas como el glébulo fundido.

ELUSODELAFLUORESCENCIAENEL
ESTUDIODEPLEGAMIENTODEPROTEINAS
Lamedicién de cambiosenlaintensidad de fluorescen-
ciaesunadelas técnicas mas utilizadas para proveer de
informaci6n cinéticay termodindmicaenlosestudiosde
transicion de macromoléculas. Esto se debe principal-
mente aquelasensibilidad de la fluorescencia permite
realizar estudios con concentraciones micromolares o
menores delamoléculaaestudiar.

Los fluor6foros usados en bioquimica pueden ser
intrinsecos (comolos residuos de triptofanos delamis-
ma proteina) o extrinsecos (moléculas que al estar en
contacto con laproteina presentan cambios enlaintzn-
sidad de su fluorescencia). Los fluoréforos extrinsecos,
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pueden unirse covalente o no covalentemente alamo-
léculadeinterés. Lafluorescenciareflejalasinteracciones
del fluoréforo conlasmoléculas circundantes, especial-
mente aquellas presentes durante el estado excitado.
Lafluorescenciaes muy sensible y varios pardmetros
de ésta como lalmax (longitud de onda de maxima
emision), laintensidad de fluorescenciay lavidamedia
pueden ser afectados de diferentes maneras.

UNAPRUEBA EXTRINSECA PARA
ELPLEGAMIENTODEPROTEINAS
Elfluoréforoextrinseco 1-anilino-8-naftalenosulfonato
(ANS) (Fig.1) presentauna bandade absorcion maxi-
maentrelos270y 360 nm. Alabsorberluz,lamolécula
del ANS pasa de su estado basal al excitado. En este
estado, el momento dipolar del ANS es mucho mayor
queenel estadobasal y porlo tanto lainteraccion del
ANS conlasmoléculas quelorodean esdiferente dela
queexistiaantesdelaabsorcién. Lareorientaciényla
transferenciade energiaalasmoléculas vecinas permi-
te que el ANS vuelva poco a poco a su estado basal.

Mo
N S03

Figura 1. Estructura del 1-anilino-8-naftaleno sulfonato.

Lafluorescencia del ANS presentaunadependen-
ciadelapolaridad del ambiente. Esta caracteristicase
hademostrado para varios alcoholes y paramezclas de
aguay etanol. El espectrode emisién dela fluorescencia
del ANS se mueve hacialongitudes de onda menores,
y laintensidad dela fluorescenciaaumenta mientraslos
disolventesson cada vez menospolares, (porejemplo,en
laFig. 2 se muestracomolaintensidad dela fluorescen-
ciaaumenta mientrasla polaridad del medio disminuye
enelsiguiente ordendedisolventes: etilenglicol, metanol,
n-propanol, n-butanol y n-octanol). En porcentajes
diferentes de etanol mezclado conaguase observael
mismocomportamiento.(Fig.2)

El ANS se empezd arelacionar con laestructurade
las proteinas cuando se reporté quela fluorescencia
minimadel ANSseincrementabacuandoeste fluoréforo
seuniaaalbiiminadesuerode bovino. Posteriormente,
seutilizé al ANS en launién de apoproteinas. Lubert
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Figura 2. Espectro de emisién de fluorescencia de 10°M de ANS
en diferentes alcoholes. La intensidad de fluorescencia aumenta
y el médximo de emision se mueve hacia el azul (de 4802450 nm)
mientras la polaridad del disolvente disminuye en el siguiente
orden: etilenglicol (Eg), metanol (M), etanol (E), n-propanol (P),
n-butanol (B) y n-octanol (O) (Stryer,1965).

Stryer, en 1965, publicé un extenso trabajo sobre la
uniénde ANSalaapohemoglobinayalaapomioglobina
bajo la suposicién de que este fluoréforo se unia a
regiones hidrofébicasy quelasinteraccionesentre el
hemo yla globina eran de naturalezanopolar (2). Sila
hipétesis de que la regién de unién del hemo es
hidrofébica es correcta, el ANS deberia de formar
complejosconella.

De este trabajo se desprendieron varias observa-
ciones como son: la estequiometria 1:1 de ANS-
apoproteina, el desplazamiento del ANS porunion del
grupo hemoy laidentificacion delas caracteristicas de
lafluorescenciadel ANS enambientes condiferentes
polaridades. Pero sobre todo, se hicieron dos obser-
vaciones importantes: la primeraesquelaafinidad del
ANS porlaapoproteinadisminuye notoriamente apH
5,1loquesignificaque apHs acidosel sitiodeuniéna
ANSsepierde, yaque laproteina se encuentradesna-
turalizada y no existen regiones hidrofébicas en la
proteinaquelounan. Lasegundaes que se propone el
uso de esta molécula para detectar cambios en la
estructura terciaria y cuaternariade las proteinas, que
afectenlaaccesibilidad deregiones no polares.

Elusode ANS en estudios estructurales se exten-
di6 cuando se obtuvo el dimerodel ANS, el 1,1bis(4-
anilino-5-naftaleno dcido disulfénico) o bis-ANS yse
comprobd que las propiedades espectroscépicas de
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estamoléculasonsimilaresalasdel compuestooriginal
y quelaafinidad porlaalbiminade suerode bovinoes
dos 6rdenes de magnitud mayor queladel ANS (3). Se
considera que el bis-ANS, al igual que el ANS esuna
molécula que se une a superficies hidrofébicas de
proteinas. El bis-ANS tiene una fluorescenciaminima
enambientes polares y su emisién aumenta considera-
blemente en ambientes no polares. Se usade manera
indistinta con el ANS, en estudios de cambios
conformacionalesenlas proteinas.

Este tltimo compuesto se hausado para seguir la
desnaturalizacion y renaturalizacién reversible de la
chaperonina GroES. Por medio de anisotropia de
fluorescencia, fluorescenciaintrinseca, velocidad de
sedimentacién y unién de bis-ANS se observé quela
desnaturalizacién conureay larenaturalizacién de esta
proteinaesun procesoreversible y espontineo que no
requiere de otras protefnas para que GroES se pliegue
asu estado nativo y recupere su actividad (4).

LAS PRIMERAS EVIDENCIAS SOBRE LA
EXISTENCIADEL GLOBULO FUNDIDO

Las primeras evidencias sobre la existencia de un
glébulo fundidose obtuvieron desnaturalizando protei-
nas globulares con concentraciones crecientes de clo-
rurode guanidina (Gu-HCI). Losespectrosde DCen
laregiéndel UV lejano, mostraban laexistenciade una
estructura semejante alanativa, y por otrolado, enla
region del UV cercano,una estructurasemejanteala
desnaturalizada. Estosugerialaexistencia de interme-
diariosestables, parcialmente desnaturalizados, conun
ambiente pocosimétrico para los grupos aromaticos,
pero conestructurasecundariacomparableala confor-
macién nativa. Estudios posteriores cona-lactalbmina
mostraron que estos intermediarios podian obtenerse
usando concentraciones moderadasdel desnaturalizante
GdnHCl, a pH é4cido moderado o aumentando la
temperatura. La conclusién de estos trabajos, fue que
lasa-lactalbiiminas tanto de humano como de bovino,
presentan formas intermediasalanativay aladesnatu-
ralizada(5).

Se obtuvieron resultados iguales paraotras protei-
nas como la anhidrasa carbénica y el citocromo C,
entre otras. Se propuso que la estabilidad del estado
intermediario compacto o glébulo fundido, sedebiaa
las interacciones hidrof6bicas de lamolécula, loque
llevé a utilizar sondas conocidas capaces de unirse a
regiones hidrof6bicas paraqueseunieranalasregiones
hidrofébicas de las proteinas en el estado de glébulo
fundido. Algunos de los estudios con diferentes protei-
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nasqueidentificanlaexistenciadeun glébulo fundidoy
las técnicas utilizadas se explican a continuaciény se
encuentran resumidas, junto con los resultados obteni-
dos,enlatablal.

Experimentos realizados conlaanhidrasa carbénica
deeritrocitos de bovino, mostraron el incrementode la
fluorescencia delamoléculadel ANS cuandoseuniaa
lacadenapolipeptidicadurante larenaturalizaciéndela
proteina. Se observé que el ANS se unia débilmente
tanto ala proteina desnaturalizada como ala proteina
nativaenun tiempo menor a1 ms. Estosugiere que el
incremento en laintensidad de fluorescenciadel ANS
durante la renaturalizacion de la proteina, refleja la
cinética de formacién delos nicleos hidrofébicos (6).

Las curvasde intensidad de fluorescenciadel ANS
contra tiempo muestran dos etapas (Fig.3). En la
primera, laintensidad de fluorescenciaaumentarapida
y simultdneamente al procesode compactacién (medi-
do por DC), lo cual sugiere que se forman niicleos
hidrofébicos en el mismo tiempo. En la segunda,la
intensidad de fluorescencia disminuye y esto aparente-
mente se debe a la desolvatacién de los nicleos
hidrofébicos por formacién de una estructuranativa
rigida con interacciones terciarias estables. A partirde
estos trabajos el aumento en laintensidad de fluores-
cencia del ANS se utiliz6 como una prueba que
evidenciabalaexistenciadel glébulo fundido.

Por otrolado, estudios con la anhidrasa carbénica
y otras proteinas muestran que si se siguelaintensidad
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Figura 3. Renaturalizacion de la anhidrasa carb6nica. Intensidad
de fluorescencia del ANS contra tiempo durante el proceso de
renaturalizaci6n de la anhidrasa carbénica. Se observan claramen-
tedos etapas: en la primera, que representa los primeros segundos
del proceso de renaturalizacidn, se observa que la intensidad de
fluorescencia aumenta rapidamente (y corresponde al proceso de
compactacién medido por DC (6)). Es en esta etapa cuando se han
formado niicleos hidrofébicos capaces de unir al ANS. Lasegunda
etapa inicia donde se interrumpe la escala. A estos tiempos
largos,la intensidad de fluorescencia del ANS disminuye, indican-
do que la proteina renaturalizada que se encuentra ahora en estado
nativo no une ANS ya que sus nicleos hidrofébicos no estdn
expuestos.

Chanez Cardenas M E

de fluorescencia del ANS cuando se aumenta una
condici6én desnaturalizante comoel pH ola concentra-
ciénde cloruro de guanidina, es muy claro que las con-
formaciones nativa y desnaturalizada no unen ANS
(Fig.4). A valores pequefios o muy altos de desnatura-
lizante, laintensidad de fluorescenciadel ANS es mini-
ma. Sin embargo, a concentraciones intermedias de
desnaturalizante, en las que se favorece laexistencia o
formacién de intermediarios, la fluorescenciase incre-
mentasignificativamente. Laexistenciadeeste maximo
deemision en lafluorescenciadel ANSal desnaturalizar
algunas proteinas, indica que en esas condiciones se
acumulan configuraciones transitorias con caracteristi-
cas semejantesalas de un glébulo fundido (7).

I ANS A I ;f:x|r~:5 B

tl

r ANS 60—
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Figura4. A. Cambio en la intensidad de fluorescencia a 480 nm
de 250mM de ANS libre (O) y en presencia de anhidrasa carbdnica
de bovino(®)al aumentar el pH. B. Cambio en la intensidad de
fluorescenciade laanhidrasa carbonica de bovino (®), la anhidrasa
carbbnica de humano (®) y la B-lactamasa de Staphylococcus
aureus (O) al aumentar la concentracién de cloruro de guanidina
(Gu-HCI).Obsérvese como a bajas y altas concentraciones de
desnaturalizante (presencia de estado nativo y desnaturalizado respec-
tivamente), los valores de intensidad de fluorescencia del ANS son
pequeiios. El pico de intensidad refleja 1a presencia de conformaciones
intermediarias que unen favorablemente ANS (7).

ALGUNOS EJEMPLOS DEL USO DEL
ANS EN ESTUDIOS DE PLEGAMIENTO DE
PROTEINAS

Unodelos trabajos més completos que utilizael ANS
para caracterizar un estado intermediario y cambios
conformacionales en las proteinas esel que utilizéala
B-lactamasa de Staphylococcus aureus, h o-
lactalbiimina de humano, la B-lactoglobulina de bovi-
no, la fosfoglicerato cinasa de levadura, asi como la
anhidrasa carbdnica de bovino (CAB). En la
renaturalizacion de estas cinco proteinas se observaron
dos fases: 1a formacién de un glébulo fundido, seguida
de la transicion al estado nativo. La formacién del
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glébulo fundido corresponde al maximo de fluorescen-
ciay alaformacién de un niicleo hidrof6bico (8). La
velocidad del incremento enlafluorescenciadel ANS
es igual a la velocidad de compactacién de estas
proteinas medida por otras metodologias.

Estudios previos con -lactamasa, caracterizan
dosestados intermediarios con propiedades semejan-
tesal glébulo fundido bajo condiciones de pH diferente
y altaconcentracion de sal. En este trabajo se siguid la
desnaturalizacién de la B-lactamasa entre pH 2.5y
11.5 en baja fuerza iénica. La desnaturalizacién se
siguié porDCenel UV cercanoy lejano, asi como por
fluorescenciadelos triptofanos. Se encontré un primer
intermediario (llamado “A”) en condiciones de alta
fuerzaidnicay bajo pH. Este intermediario posee una
estructura secundaria semejante a la conformacién
nativa pero una estructura terciaria “desordenada”.
Conalta fuerzaiénicay pH alcalino, se encontré otro
intermediario (Ilamado “B”).Este estado es compacto
pero mas expandido que el estado nativo. Aunque “A”
se agrega con gran facilidad, “A” y “B” unen ANS
fuertemente, mientras que los estados nativo y desna-
turalizado no lo hacen. Esto sugiere que “A”y “B”
presentan unincremento en su superficie hidrofébica
expuestay accesible al solvente.

Los resultados obtenidos en combinacién con
DCy fluorescenciaintrinseca permiten concluir que
lasinteracciones hidrofébicas tienenuna gran impor-
tancia enla formacién de estos estados intermedia-
riosy el ambiente de los triptofanos es mas hidrofébico
que en el estado nativo. “B” no muestrael picoa 250
nm caracteristico, obtenidoporDCenel UV cerca-
no, que corresponde alaionizacién de las tirosinas
delacadena, lo que indica que el ambiente de éstas
es hidrofébico. Este trabajo no solo reporta la
existenciade un glébulo fundido, o dos estados con
caracteristicas semejantes a éste, sino que sefialala
importancia de las interacciones hidrofébicas enla
formacion de estos dos estados a partir del estado
desnaturalizado, asi como en la transformacién al
estado nativo (9).

Enotraproteina, lalisozima, el usode fluorescencia
intrinseca, de un inhibidor competitivo unido a una
sonda fluorescente (paramonitorear el desarrollode
los cambios conformacionales del sitio activo), asi
comoelusodel ANS ylacomparacién con resultados
obtenidos por DCenel UV cercanoy lejano, NMR e
intercambio deuterio-hidrégeno permitieron monitorear
estos cambios tanto del niicleo hidrofébico comolas
interacciones entre los dos dominios.
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Los resultados que se obtuvieron seiialaron que
ocurre un colapso hidrofébico en las especies que se
forman durante los primeros milisegundos de su
renaturalizaciény que pueden observarse dosinterme-
diarios. El primero, parcialmente colapsado, con es-
tructura secundaria pero sin interacciones terciarias
estables. Elsegundo, conunaestructura con el dominio
de hélice a estable pero el dominio P inestable y
fluctuante. El empaquetamientolaxo de los estados de
glébulo fundido favorecié la unién de ANS y el
intermediario delafase temprana presenté mayorunién
a ANS que el intermediario de la fase tardia (10). En
otros trabajos se ha caracterizado la estabilidad
conformacional del glébulo fundido y el estado nativo
enel citocromo Cde caballoy ladihidrofolatoreductasa
deE.coli. Enellos se detectd también el desarrollo de
superficies nopolares durante el plegamiento porincre-
mento delafluorescenciadel ANS en los primeros 5
milisegundos, que indica que el primer intermediario
detectable tiene superficies hidrofébicas capaces de
unirestamolécula(11).

La caracterizacién del glébulo fundido de la
glutaminil-tRNA sintetasa de E.coli por
desnaturalizacién conureamuestralaexistenciadeeste
intermediario a bajas concentraciones de este agente.
La fluorescencia en el estado nativo esigual al control
de ANS en ausencia de proteina. A 2 M de urea, la
fluorescenciadel ANS aumenta hastaun méximoyva
disminuyendoa3.5Mdeurea(12).

Unadelasincertidumbres que presentabael uso de
ANS eraquelainteraccién fluoréforo-proteina pudiera
deberse noséloalos grupos hidrofébicos de la protei-
na, sinc también a fuerzas electrostéticas (ya que el
ANS tiene un grupo sulfonilo), o a que la molécula
pudieraunirse a grupos hidrofébicos individuales que
no estan involucrados en un grupo hidrofébico o con
estructurasecundaria. Esto se aclaré permitiendo que
el ANS se uniera a homopolipéptidos sin cadenas
laterales hidrofébicas como el polidcido glutdmicoyla
polilisina. El primero mostréunaconformacién “al azar”
apHneutroyalcalino (condiciones en que tienen carga
negativa). Lapolilisina (cargada positivamente apH
neutro y 4acido) presenta esta misma estructura. El
seguimiento de la fluorescencia del ANS al unirse a
estoshomopolipéptidos mostré quela fluorescenciano
depende de la presencia de grupos cargados positivao
negativamente. Lapolilisina en conformaci6n de hélice
a no presenta gran afinidad por el ANS, pero en
conformacion de P plegada si une ANS con mayor
afinidad. Estos resultados mostraron que ni la confor-
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macién “al azar” ni lade hélice o presentan unién por
ANS, mientras que laestructuradef3 plegada, porser
mas hidrofébica, une ANS atin en ausenciade cadenas
laterales hidrofébicas (7).

CONCLUSIONES

El plegamientodelas proteinas a partir de unasecuen-
ciaprimaria hasta una estructura tridimensional con
actividad catalitica, es uno de los problemas de mayor
interés para la bioquimica. La inmensa cantidad de
conformaciones que potencialmente podria adoptar
una proteinay el tiempo real en que sucede el proceso
de plegamientoeliminala posibilidad de que éste seaal
azar. Se ha propuesto entonces, que este proceso de
plegamiento esté dirigidoy que existan intermediarios
cinéticamente accesibles. Porlotanto, laidentificacién
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delos glébulos fundidos durantela renaturalizacién de
una proteinaes muy importante.

Aunque no se conoce exactamente por qué el ANS
fluoresce al unirse a las regiones hidrofébicas, esta
moléculatiene las caracteristicas espectroscopicasy el
comportamiento endiferentes solventes polares quelo
hacen una prueba fluorogénica excelente de unién a
este tipo de regiones. El aumento en laintensidad de
fluorescencia al unirse aintermediarios parcialmente
plegados, asi comola fluorescenciaminimaal unirse al
estado nativo o desnaturalizado, permitieron concluir
que la medicion de los cambios de fluorescencia del
ANS constituye una pruebasencilla para identificar
intermediarios con las caracteristicas de un glébulo
fundido. E1 ANS o el bis-ANS, también han servido
paraidentificar cambios conformacionales en los que

TABLA I

PROTEINA TECNICAS

UTILIZADAS

ez
RESULTADOS

Anhidrasa carbonica de
eritrocitos de bovino (6).
del ANS.

Estudios de renaturalizacidn

seguidos por DC y fluorescencia

Identificacidén de una estructura
con caracteristicas semejantes a
un glébulo fundido.

Anhidrasa carbénica de bovino y
de humano, ﬁ—lactamasa de 5.
qureus (7).

Estudios de desnaturalizacién por
fluorescencia de ANS.

Identificacidén de un glébulo
fundido. Observacién importante:
las conformaciones nativa y
desnaturalizada no une ANS.

B-lactamasa de S. aureus, a-

lactalbimina de humano, B-
lactoglobulina de bovino,
fosfoglicerato cinasa de

levadura, anhidrasa carbénica de
bovino (8] .

Estudios de desnaturalizacién
siguiendo la intensidad de
fluorescencia del ANS. Seguimiento
de la formacién de estructura
secundaria por DC.

La velocidad del incremento en la
intensidad de fluorescencia del
ANS corresponde a la compactacién
de las proteinas medida por DC.

fi-lactamasa (9).

Desnaturalizacidén por variacién de
pH y fuerza ibnica. Seguimiento de
sefales de DC en UV cercano y
lejano, fluoresencia intrinseca y
unién de ANS.

Identificacién de dos estados
intermediarios “A” y “B” gue unen
ANS. “A” presenta estructura
secundaria semejante a la nativa y
“B” es un intermediario mas
compacto.

Lisozima (10).

Estudios de desnaturalizacién
siguiendo fluorescencia
intrinseca, unién de inhibidor
competitivo unide a una sonda
fluorescente, DC en UV cercano y
lejano, NMR y uso de ANS.

Durante los primeros milisegundos
ocurre un celapso hidrofébico,
existen dos intermediarios, uno de
fase temprana que tiene mayor
afinidad por ANS que el de la fase
tardia.

Glutaminil-tRNA sintetasa de
R.coli (11).

Desnaturalizacién con urea
siguiendo la intensidad de
fluorescencia del ANS.

A 2M de urea se observa un maximo
de emisién de fluorescencia de
ANS. No asi en la conformacidn
nativa , que tiene el mismo valor
que el ANS control en ausencia de
proteina.

Froteina simportadora de D-
galactosa -H' de E.coli {13).

Seguimiento de cambios en la
fluorescencia de BNS para seguir
la unién de azicares y
antibiéticos en la proteina
simportadora.

Los azlcares transportados
aumentan la fluorescencia del ANS.
Aguellos que se unen a la proteina
pero no son transportados solo
provocan un pequefic aumento, al
igual gque inhibidores que se unen
pero no son transportados.
Agquellos azicares que no se unen
no provocan ningin cambio.

Proteina de uni6n a retinol (14).

Seguimiento de sefales de DC en el
UV cercanc y lejano, flucrescencia
intrinseca, NMR, calorimetria,
viscosidad y unidn de ANS.

A pH acido, la apoproteina
presenta caracteristicas
semejantes a la conformacién de
glébulo fundido seguido por estas
técnicas.

Hemaglutinina del virus de la
influenza (15).

Monitoreo del cambio
conformacional de la hemaglutinina
usando bis-ANS.

La hemaglutinina sufre un cambio
conformacional a bajo pH y deja
expuestos sitios hidrofébicos gque
no son accesibles a pH neutro.
Este cambio provoca un aumento en
la intensidad de fluorescencia del
bis-ANS.

Homopolipéptidos (7).

Unién de ANS a polilisina y
polidcido glutémico a pH neutro,
alcalino y &cido.

El ANS no se une a la
conformacién “al azar” ni a las
a-hélices. El ANS une
conformacicnes mas hidrofébicas
como la estructura de PB-plegada.
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existe un estado de glébulo fundido con una funcién
biolégica. Un ejemplo de esto es la proteina
simportadorade D-galactosa-H+ deE.coli. El aziicar
provoca un cambio conformacional en la proteina
simportadora en el momento de ser transportada; el
aumento en la fluorescencia del ANS observado hace
pensar que durante el transporte, la proteina adquiere
laconformaciénde glbulo fundido (13). Otros ejem-
plos son la liberacién de retinol por la holo-RBP
(proteina de unidn a retinol)(14), que involucra un
estado parecido al glébulo fundido en la proteina
cuando liberaestamolécula, ylauniéndel virusdela
influenza alos receptores de superficie delas células
hospederas por mediaciéndelahemaglutinina, lacual
presenta un estado con caracteristicas semejantes al
glébulo fundido al mediar estainteraccion (15). El uso
del ANS ha demostrado que el glébulo fundidonoes
s6lo un intermediario que aparece in vitro en los
estudios de desnaturalizacién y renaturalizacion de
diferentes proteinas, sino que probablemente, también
se trata de unintermediario funcional importante en
algunos procesos biolégicos.
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RESUMEN

La aterosclerosis es el proceso cuya manifestacion
clinica més frecuente se expresa en los accidentes
cardioy cerebrovasculares que constituyenlas prime-
ras causas de morbimortalidad mundial.

La génesis de estos procesos se estudia desde el
siglo pasado y en estos momentos se esclarece la
participacién de las especies reactivas del oxigenoy de
factores regulatorios enlaapariciény desarrollodela
placadeateroma.

PALABRAS CLAYVE: aterosclerosis, especies
reactivas del oxigeno, factores regulatorios.

ABSTRACT

Atherosclerosisis apathological process whose clinical
pattern is often expressed as cardiovascular or
cerebrovascular diseases which are the most frequent
causes of mortality in the world.

Its pathogenesis has been extensively studied since
the last century and, nowadays, physicians and
researchers are working to clarify the particular role of
oxygen reactive species as well as a wide variety of
regulatory factors on the molecular mechanisms that
lead to origin, progression and complication of the
atheromaplaque.

INTRODUCCION

El término ATEROSCLEROSIS es utilizado para
referir a aquellosprocesos donde se forman placasen
laintimadelas paredes delas arterias de medianoy gran
calibre (1). Este proceso seinicia desde la infancia,
progresando de forma variable con el transcursode la
vida, en dependencia de factores genéticos yambien-
tales. Su presencia generalmente se desconoce hasta
que ocurre el primer ataque, muchas veces fatal.

La Organizacién Mundial de la Salud define ala
aterosclerosis como la combinacién delos cambios
queocurrenen laintima,conacumulacién de lipidos, en
particular colesterol, y productos sanguineos, tejido

fibroso y depésitos de calcio, asociados con cambios
enlamedia(1).

El colesterol queseacumula procede primariamente
de las lipoproteinas plasmadticas; entre ellas, las
lipoproteinas debaja densidad (LDL)que parecen ser
las de mayor importanciacomo factor de riesgo para
lasenfermedades cardiocoronarias.

Diversas hansidolas hipétesis, apoyadas por hallaz-
gosexperimentales, que tratan de explicarel origen y
desarrollode estos procesos. El papel de las especies
reactivas del oxigeno permite conformar la hipétesis
oxidativade laaterosclerosis (2,3).

ATEROSCLEROSIS Y ESPECIES
REACTIVAS DEL OXIGENO (ERO).
OXIDACIONEINFLAMACION

Las especies reactivas del oxigeno: radical superéxido,
peréxidode hidrégeno, radical hidroxilo, entre otras, se
generan durante la reduccion biolégica normal del
oxigeno. Alser especies muy reactivas pueden inter-
actuar con biomoléculas, siendo por tanto capaces de
provocar alteraciones estructurales y funcionales de
proteinas, lipidosy 4cidos nucleicos, asicomodanoa
las membranas celulares por peroxidacién de acidos
grasosinsaturados.

El organismo dispone de mecanismos protectores
contra la toxicidad del oxigeno, entre los que se
encuentran enzimas como la superéxido dismutasa,
catalasa, glutatién peroxidasa y glutatién reductasa, asi
comolasvitaminasE, Cy A, entre otras.

Laperoxidacién lipidicainducida por las especies
reactivasdel oxigeno hasido propuesta comoun factor
etiolégico en la aterosclerosis. Existen evidencias
indirectas de peroxidacién lipidica en enfermedades
oclusivas adrticas y aneurismales, en las que se ha
encontrado un aumentoen laconcentracion de hierro
libre, unadisminuciénenla actividad de enzimas que
actan interfiriendo conlaactividad delos radicales
libres y disminucién en la concentracién de dcido
ascorbico (4).
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Piotrowski y colaboradores observan, ademas, ele-
vadas concentracione de productos de la peroxidacién
lipidicaenplasmade pacientes con enfermedad arterial
oclusivay otras complicaciones vasculares (4).

Las LDL transportan el colesterol circulante hacia
las células donde se metabolizan atravésdela viadel
receptor apoB/E. Estas biomoléculas, en particular
las LDL mas pequeiias, son sensibles ala peroxidacién
lipidica, posiblemente debido asu elevado contenido
en 4cidos grasos poliinsaturados, principales sustratos
para las reacciones de oxidacién. El 4cido linoleico
constituye casi el 90% y es, por tanto, el principal
sustrato parala peroxidacion.

Laoxidacién delos acidos grasos poliinsaturados,
componentes importantes de la placaaterosclerética,
puederesultar enla formaciénde peréxidoslipidicos
los cuales pueden dafiar componentes de la pared
arterial como proteinas y mucopolisacaridos, oresultar
enlageneracion de peréxidos adicionales (5,6).

Laapoproteina B100 puede ser también sustrato
de cambios oxidativos que modifican su capacidad de
interaccién con los receptores.

Esta hipétesis oxidativa propone, por tanto, que la
modificacién de las LDL por especies reactivas del
oxigeno conlaparticipaciéndelas células endoteliales,
células musculares lisas y/o células inflamatorias con-
ducealaformaci6n delas LDL oxidadas (LDL-ox)y
constitu ye el evento que probablemente iniciay propa-
galaaterosclerosis, al serestas LDL-ox reconocidas
més rapidamente por receptores especificos presentes
en la superficie de los macréfagos y dar origen a las
células espumosas, quese acumulan y formanlaestria
grasa (7).

Es necesario entonces considerar que los radicales
libres generados por laactividad celular pueden pro-
vocar la oxidacién de las LDL, conduciendo a la
pérdidadeantioxidantes en estas lipoproteinas, oxida-
ciéndeacidos grasos, formacién de lisofosfolipidos y
modificaciénde residuosde lisinaenlaapolipoproteina
B100.

Las LDL-ox se caracterizan por alteraciones ensus
propiedades fisico-quimicas y se piensa queintervie-
nenenlaaterogénesis por varios mecanismos(8,9,10).

1. Desviacién metabdlicadelas LDL-ox hacialavia
delreceptor paralas LDL modificadasoxidativamente
presente en lasuperficie de los macrofagos.

2. Adherencia y migracién de monocitos y linfocitos
T en el espacio subendotelial por medio de un factor
quimiotacticoy citocinas cuyaliberaciones estimulada
porlas LDL-ox.
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Las LDLox estimulan alas células endoteliales y
c€lulas musculares lisas para secretar una proteina-1
quimiotéctica de monocitos, un factor estimulante de
colonias (macréfagos-granulocitos) y el factor-1 esti-
mulante de colonias (monocitos). Estos dos dltimos
factores de crecimiento estin involucrados en la proli-
feracién de monocitos y sudiferenciacién amacréfagos.

3.Inhibiciéndelamovilidad de macréfagosresiden-
tes, por tanto, se previene su capacidad de penetraren
laintimay regresarala circulacion.

4. Citotoxicidad, que conduce aundescensoenla
integridad endotelial.

EstaLDL-ox estdinvolucrada entonces en la pro-
liferacién delas células musculareslisas, enel dafiodel
endotelio vasculary enlainduccién delaexpresionde
glicoproteinas de adhesién como lamolécula de adhe-
sién celular vascular 1 (VCAM-1), mecanismo me-
diante el cual pudiera mediarla respuestainflamatoria
temprana de los leucocitos mononucleares con la
vasculatura(8,11).

Lassenales oxidativasserianimportantesademésen
laregulaciénde laexpresiénde moléculas de adhesién
sensibles a la oxidacién en las células endoteliales,
siendo el factor nuclear kappa B, un factor regulatorio
traascripcional que puede ser activado en varios tipos
celulares poragentesinflamatorios y porradicalesde
oxigeno. Este factor determinaria la expresién de
VCAM-1 sobre las células endoteliales, lo que pro-
mueve la adhesion de leucocitos mononucleares al
endotelio(8,11).

Ladisfuncién del endotelio puede manifestarse por
unincremento en el atrapamiento de lipoproteinasen
las arterias y laaparicion de glicoproteinas adhesivas
especificassobrelasuperficie delas célulasendoteliales
que pueden seratacadas por monocitos y linfocitos T
y migrar entre dichas células bajo la influencia de
moléculas regulatorias del crecimiento y
quimioatrayentes liberados porel endotelio alterado,
sus leucocitos adherentes y quizés por las células
musculares lisas subyacentes.

Los macréfagos expuestos alas LDL-ox pueden
liberar Interleucina 1 (IL-1) o Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNFalfa) que podrian inducir la
expresion del gen del Factor de Crecimiento Deriva-
do de Plaquetas A (PDGF-A) en las células mus-
culareslisas y favorecer la migracién o replicacién
de estas células (10); o sea, el hecho de que los
macréfagos se activen, repercute en la expresion
génica de muchas de las moléculas regulatorias del
crecimientoy citocinas.
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La oxidacién de las LDL también pudiera estar
mediada por moléculas de bajo peso molecular
como el 6xido nitrico (NO), especialmente en pre-
sencia del radical superéxido por formacién de
peroxinitrito, quien puede en primerainstancia oxi-
dar al antioxidante natural presente en las LDL (ela-
tocoferol). Este NO puede promover la formacién
deun ndcleo necréticoy lainestabilidad dela placa.
Sin embargo, el NO puede inhibir la adhesién de
monocitos, laliberacién delaproteina 1 quimiotactica
de monocitos por las células endoteliales y lamigra-
cién y proliferacién de células musculares lisas,
ademas de ser un potente vasodilatador endégeno

12j.

( I?aformaci(')ndelasLDLoxidadasinvitropuedeser
inducida por contaminantes del aire, extractos del
cigarro o conunsistema enzimatico en el queintervie-
nenunalipoxigenasay lafosfolipasa A2. EnlasLDL
tratadas con radiaciones ultravioletas se observa se-
vera peroxidacién lipidica demostrada porladismi-
nuciénenlos icidos grasos poliinsaturados, carotenos
yvitaminaE(9).

LasLDL también puedenseroxidadasal incubarlas
con células en cultivo (células endoteliales, células
musculareslisas, macréfagos) oensistemasacelulares
(amortiguador fosfatosalino) suplementados con iones
metélicos de transicién como el cobre, lo que conduce
a una oxidacion casi completa de los 4cidos grasos
poliinsaturados en menos de dos horas.

Laoxidaci6n estimulada por cobre puede ser dividi-
daentres fases consecutivas (13):

Fase deretardo, enlaquelos antioxidantes ejercen
su accién protectoray son consumidos.

Fase de propagacién en la que ocurre laoxidacién
rapida de los 4cidos grasos poliinsaturados a
hidroperéxidoslipidicos.

Fase de descomposicion, en la que los peréxidos
lipidicos se descomponen en una variedad de produc-
tos, como el malonaldehido, que reaccionan enocerca
delsitio de origen conresiduos de aminoacidosde las
apoproteinas B y portanto generan epitopos los cuales
son ligandos para el receptor de los macréfagos.
Anticuerpos monoclonales y policlonales desarrolla-
dos contra el malonaldehidoreconocenalas LDL-ox.

SesugiereentoncesquelasLDL-ox sonaterogénicas,
se encuentran regularmente en el plasma humano,
preferencialmente en sujetos con enfermedad cardiaca
coronaria y la prevencién de la oxidacién con
antioxidantes podria disminuir el riesgode enfermedad
cardiovascular aterosclerética.

Céspedes Miranda E M y Cols

PAPELDELOS ANTIOXIDANTES

ENLA ATEROSCLEROSIS

Se hanrealizadonumerososestudios que evidencianel
papel de compuestos con propiedades antioxidantes
en la aterosclerosis, lo que ha repercutido en las
alternativas deintervenciény evolucién del proceso.
Diversos estudiosse han realizado utilizandolas vitami-
nas A, Cy E (14).

Sereportaquelesionessimilaresalas ateroscleréticas
se observan en roedores y primates con deficiencia
crénicadelas vitaminas Co E, y que laateromatosis
experimental en conejosalimentados con triglicéridos
puedeser prevenida porlaadministracién de vitamina
E.Estudiosen conejos con unadietahipercolesterolé-
mica,demostraron que los animales suplementados
convitaminaE tenian nivelessanguineos y tisulares mas
bajos de malondialdehido, indicador de peroxidacion
lipidica(14).

En el hombre se ha estudiado la relacién entre el
efecto de antioxidantes y laaparicion de alteraciones
cardiovasculares. En pacientes con enfermedad car-
diacaisquémicase han encontrado niveles elevados de
acido tiobarbitirico y estos niveles pueden ser dismi-
nuidos por las vitaminas antioxidantes (14).

La produccion por las células espumosas de espe-
ciesreactivas de oxigenoy las modificaciones en las
LDL podrian ser inhibidas por la actividad de las
enzimas constituyentes del sistema de defensa
antioxidante del que forman parte las superéxido
dismutasas, catalasa, glutation peroxidasay glutatién
reductasa (6), asi como por el alfa tocoferol, la
ubiquinonay el ascorbato (14).

Compuestos sintéticos antioxidantes comolaN-
acetilcisteinay los ditiocarbamatos han sido utilizados
paralainhibiciéndelaactivacién del factor de trans-
cripcién NF-kappa B, interfiriendo con el componente
inflamatoriodelaaterogénesisal inhibirlaexpresiénde
diferentes genes en las células endoteliales (8). El
troglitazone, un nuevo antidiabético oral, es capaz de
reducir, invitro, laperoxidacién delipidos y lipoproteinas
(15).

Los estudiosrealizados hasta ahora permitenaproxi-
maciones certeras ala fisiopatologiadelaaterosclerosis,
en la que los procesos oxidativos mediados por los
radicaleslibres y los procesos inflamatorios juegan un
papel tanimportante que constituyen el fundamento de
losnuevosregimenesterapéuticos y diagnésticos. Areas
importantes en la prevencién y tratamiento de la
aterosclerosis, comolamodificacion de estos proce-
sos por drogas tales como antagonistas del calcio e
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inhibidores de laenzimaconvertidorade angiotensina,
antagonistas de citocinas y factores de crecimiento, y
drogas que influyen sobre los niveles plasmaticos de
lipoproteina(a), ademas de las drogas quedisminuyen
loslipidos sanguineos, contintian siendo evaluadas.
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RESUMEN

Mucho se ha escrito en los afios recientes sobre la
teoria del caos con sus provocativas propuestas asi
como de los fractales, inventados por Benoit
Mandelbrot en los afios setenta, aunque tanto la
teoria del caos, como la moderna teoria de
fractales, en realidad tienen su origen en el siglo
anterior, en el transcurso de 1870, dentro del marco
del descubrimiento de funciones continuas sin
derivadas. Los trabajos actuales se nutren de
aquellos realizados, esencialmente, desde esa época
hasta las primeras décadas del presente siglo. En
este texto se propone un enfoque diferente a dos
temas obligados en el estudio de las ciencias
bioldgicas, como la fisiologia y la evoluci6n celular,
planteando posibles respuestas a interrogantes no
aclaradas ain, y abriendo nuevas preguntas en
espera a ser respondidas.

PALABRAS CLAVE: Determinismo, sistemas
dinamicos, dimensién fractal, caos, fractales.

ABSTRACT

A lot has been written in recent years about the
chaos theory and its provocative proposals as
well as the fractals, invented by Benoit
Mandelbrot in the seventies, although both
theories actually had their start in the previous
century, in the course of 1870, within the
framework of the discovery of continuous
underivated functions. Present-day research is
feeding on papers written, since that year until
the first two decades of the 20th century. The
purpose of the present work is to propose a
different point of view about two essential
subjects in the biological sciences, like physiology
and cellular evolution; laying out possible answers
for questions that still have unsatisfactory
explanation, and posing new questions in the way
to be responded.

KEY WORDS: Determinism, dynamic systems,
fractal dimension, chaos, fractals.

INTRODUCCION

Desde pequeiios nos sumimos, con la ayuda de
nuestra formacidn intelectual, en el mundo
determinista, inmutable y lineal que nos legaron
Euclides y Newton. En efecto, desde la época de
los fil6sofos griegos, nuestra civilizacién occidental
ha operado con la idea de que las lineas, circulos,
cuadrados y otros objetos de la geometria clasica
son, de alguna forma, mas reales que la naturaleza
misma; sin embargo, ésta tiene s6lo unos pocos
ejemplos puros de estas formas. Platén postulé un
mundo de formas ideales, donde dichas formas
perfectas residian inmaculadamente. El mundo de la
experiencia humana era una imagen obscura e
imperfecta de este mundo ideal. Asf, incapaces de
vivir en este mundo imperfecto, la gente asocia al
mundo una visién de perfeccion imaginaria. Los
edificios deben ser cuadrados, las repisas derechas,
y las ruedas redondas.

Mientras que esto no necesariamente quiere decir
que debemos construir edificios con forma fractal,
si significa que la geometria fractal puede
proporcionar una mejor descripcién de la
naturaleza, de la estructura de las nubes, montaiias,
rios, ramas, cascadas, campos de girasoles, y hasta
del clima. También nos puede decir algo sobre el
funcionamiento del sistema cardiovascular, los
secretos de la bioquimica, o la forma de pensar de
la gente. Lo que tiene una gran importancia no es
el éxito de la teoria, sino la reorientacion del
pensamiento fundamental. Este punto de vista
emergente de la naturaleza es mas humilde, diriase
menos arrogante. La maravilla més profunda es la
naturaleza misma, no nuestros intentos por
modelarla y entenderla.

{No acaso todos tuvimos que digerir la geometria
y la mecénica clasicas? Aprendimos a calcular areas
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y volimenes de cuerpos cuya complejidad
dificilmente sobrepasa la de un ente hiperbélico.
Comprendimos que las fuerzas fisicas que gobiernan
las leyes naturales se desenvuelven impasibles ante
el paso del tiempo, pues sirven tanto para explicar
el presente y el futuro, como para reconstruir el
pasado.

Cierto es que con estos conceptos hemos llegado
a un grado de elaboracién asombroso. Podemos
predecir el comportamiento de un péndulo, construir
maquinas y edificios y hasta emprender viajes al
espacio exterior. La idea reinante en nuestro d&nimo
es que el universo, cuya enormidad se manifiesta al
verlo tanto en pequefia como en gran escala, es una
magquinaria. Por lo tanto, con una visién laplaciana,
conociendo bien las variables involucradas en un
proceso, se podria hacer una certera prediccién.
La llave para una prediccién exacta seria, pues, una
exacta medicion.

Y he aqui el tropiezo. Hasta hace relativamente
poco tiempo las discusiones acerca de la forma y
medida de objetos naturales se han basado
preponderantemente en aproximaciones simpli-
ficadoras de la geometria real de las cosas,
reemplazando el reconocidamente complejo mundo
real por sencillos ideales euclideanos. Un bi6logo
crea un modelo geométrico de una conifera
aproximando su forma a la de un cono apoyado
sobre un cilindro. Un cartégrafo emula una montana
con un tridngulo o, a lo sumo, con varios tridngulos.
Pero no es menester sino mirar a nuestro alrededor
para ver que nuestro mundo es muy complicado y
que las tnicas formas rectas y cuadradas en él, son
las creadas por el ser humano.

Es precisamente en el momento en que se
reconoce lo anterior y se acepta que muchos
objetos naturales, en su esencia, son irregulares y
obedecen a patrones distintos a los tradicionalmente
manejados, cuando se esta listo para penetrar al
reino de la geometria fractal.

En los esquemas euclidianos las lineas son
suaves; en los fractales las lineas son crispadas (no
diferenciables), y a menudo exhiben un tipo especial
de estructura autosimilar (similar a s{ misma) que se
repite a diferentes escalas. Como ejemplificara
Benoit Mandelbrot, padre de la teoria de los
fractales, si vemos una coliflor, podemos decir que
parece una media esfera. Si la miramos con mayor
atencién, vemos que es irregular y que la media
esfera en realidad estd compuesta por varias
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pequenas esferas, cada una al final de un tallo. Si
separamos un tallo, vemos que al final de éste, hay
un fragmento de coliflor que bien podria ser una
pequeiia legumbre. Si seguimos cortando tallos cada
vez mas chicos, vemos que obtenemos una fraccién
que repite la estructura del cuerpo del cual
proviene, y asi sucesivamente. Observamos que
tiene una estructura autosimilar.

Al tratar de expresar matematicamente el patrén
de desarrollo que sigui6 la coliflor o el de una hoja
de helecho o el de pigmentacién de un caracol
marino, nos veriamos en el aprieto de tener que
emplear infinidad de ecuaciones particulares muy
elaboradas. Pero muchos fenémenos complejos no
necesariamente requieren complicados modelos
para explicarse. Aun cuando ocasionalmente la
naturaleza nos sorprenda mediante compor-
tamientos extrafios, algunos sistemas aparentemente
embrollados se pueden modelar con un grupo
relativamente pequefio de construcciones matema-
ticas que no son complicadas.

Mandelbrot acuii6 en 1975 el nombre de “frac-
tales” para sus construcciones, pero sintié que el
tema, como un buen vino, requeria algo de
afiejamiento antes de embotellarse. Y como un buen
vino de fina cepa, fue adquiriendo cuerpo, consis-
tencia y carécter.

Sent6 la base formal de la moderpa “teoria del
caos” con la sencilla ecuacién x = x“ + ¢, en donde
X esun pardmetro y ¢ una constante que se afiade
en cada ciclo de célculo, como dicen los mate-
maticos, en cada iteracién.

Esta sencilla ecuacién modela satisfactoriamente
el comportamiento de sistemas tan caéticos y
distantes entre si como el irregular electrocar-
diograma de un ataque cardiaco, las manchas que
forman los gases en la atmésfera de Jupiter, el clima
de nuestro planeta y hasta el patético sube y baja
de las acciones en los mercados bursitiles
internacionales.

{QUE SON LOS FRACTALES Y EL CAOS?

Los fractales y el caos son temas asociados con una
disciplina matematica llamada dinamica de sistemas no
lineales, que son sistemas que no responden a los
estimulos en proporcién directa. Llamados también
sistemas dindmicos, son de interés para las
matemdticas y para la fisica matematica. Sin embargo,
a la luz de los nuevos estudios en fisiologia, hemos
empezado a percatarnos de las posibilidades



BEBI7(1):23-30

de dinamica caética y arquitecturas fractales en los
Seres vVivos.

El caos es tipico de la mayoria de los sistemas
no lineales; el progreso en cuanto a su
entendimiento, es una de las caracteristicas de la
fisica de los fenémenos no lineales. Esta teoria de
los sistemas dindmicos no lineales ayuda a
comprender el fenémeno de las epidemias, la
cinética de ciertas reacciones quimicas y los
cambios climaticos.

El caos resulta no ser tan cadtico. Existen
métodos mateméticos para abarcar su complejidad.
Desde luego falta un largo trecho por recorrer para
entender cémo las moléculas, las células de los
seres vivos, los gases, etcétera, siguen y llevan a
cabo los procesos contenidos en la ecuacién de
Mandelbrot y asi culminan su desarrollo. Pero
conceptualmente los fractales son un instrumento
muy bello y poderoso que nos hace comprender
que en el universo es el caos, y no las leyes
deterministas e inmutables, la ley fundamental.

EL CAOS Y LA NATURALEZA FRACTAL
DEL MUNDO
Para estudiar al caos, se ha utilizado la teoria de los
sistemas dindmicos, especialmente iitil para estudiar
el comportamiento dindmico de los fendmenos que
evolucionan en el tiempo, y por lo tanto son
dependientes de éste. Los fendmenos que
evolucionan en el tiempo, se caracterizan por la
existencia de sucesos que se repiten una y otra vez,
a intervalos de tiempo regulares (periodos). Un
proceso periddico, serd aquel integrado por la suma
de varios periodos u oscilaciones, y al mecanismo
que da origen a cualquier sistema periédico u
oscilatorio se le llama oscilador.
Un sistema dindmico consta de tres com-
ponentes:
a) La nocién de estado, que es la informacién
esencial sobre un sistema;
b) La dindmica que estd dada por la regla, ley o
en su caso algoritmo, que describe como se lleva
a cabo la evolucion del sistema en el tiempo, y;
c) El espacio de fases o espacio de configuracio-
nes, que traslada la evolucién del sistema a
una construccién geométrica abstracta, cuyas
coordenadas varian con las caracteristicas de
los integrantes del contexto.
Asi, en el caso de un sistema mecénico, las
integrantes podrian ser posiciones o velocidades,
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mientras que en el caso de un modelo econémico,
serian los diferentes indicadores usados en esta
disciplina, o en un modelo ecolégico, las diferentes
especies que interaccionan.

Los grados de libertad de un sistema, son el
nimero de integrantes (variables) requeridas para
la descripcién del sistema.

De hecho, el descubridor de los fractales, aunque
no los bautizé como tales, fue el matematico francés
Jean Perrin que durante sus estudios sobre el
movimiento browniano en 1906, se dio cuenta, al
estudiar la trayectoria que sigue una particula, que
era imposible trazarle una tangente, lo que lo llevd
a deducir que: “las curvas con esta condicion a las
que no se les puede trazar una tangente son la
regla en la Naturaleza” y que: “las curvas tales
como el circulo son interesantes pero especiales”.
Punto de vista al parecer en contra de la l6gica de
nuestro pensamiento y que pudiera parecernos
ingenioso pero artificial si no lo analizamos con mas
profundidad

Tal vez un caso que sirve para explicar al
mismo tiempo la definicién de un fractal, como lo
vio Perrin, y la existencia real de los fractales es
el caso de las costas. Si tratamos de medir una
costa en un mapa con una escala de 1 / 100,000
nos daremos cuenta que lo primero es escoger
con qué unidad de medida hemos de hacerlo, ya
que la costa nos muestra que su superficie se
encuentra llena de pequeiias bahias y cabos, es
decir no sélo no es lineal, sino que esté llena de
entrantes y salientes. Si volvemos a examinar la
misma costa, pero ahora en un mapa que tenga
una escala de 1/10,000: apareceran detalles de
su forma, que no habian aparecido a la escala
anterior y si hacemos la medida tomando una
unidad 10 veces menor, veremos con sorpresa
que nuestra medida de la costa ha aumentado. Y
comprobaremos que este proceso lo podemos
continuar indefinidamente, aumentando en igual
forma la medida de la costa en tanto disminu-
yamos la unidad de medida utilizada en el pro-
cedimiento. Esto pone de manifiesto que la costa
es un fractal; igual que la trayectoria que sigue la
particula browniana, su medicién depende de la
unidad que se use para estimarla, o bien puede
ser considerada infinita. Es caracteristico de los
fractales, que la longitud entre dos de sus puntos
aumenta al aumentar el detalle con que se
examinan.
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Un érbol es un objeto biol6gico que evoca la
“autosimilitud” de los fractales; de hecho, basta
cortarle una rama y plantarla en el suelo, para
tener la impresiéon de encontrarnos frente a un
arbol pequeio. La propiedad de esta dimensidn
fractal se nos presenta en las diferentes
arborescencias al pasar del tronco a las ramas
principales y, de éstas a las ramas secundarias y
asi hasta las ramitas. Aunque no es un objeto
fractal perfecto ya que sus arborizaciones no son
infinitas, es uno de los mejores ejemplos de que
la dimensién fractal y su autosimilitud agregan
una caracteristica filoséfica al principio holistico
de Smut: “El todo no es igual a la suma de sus
partes” ya, que a cualquier nivel en que se
observe: “Existe un principio de identidad
entre el todo y cada una de sus partes.”

Los fractales biolégicos no son realmente
infinitos. Tal concepcién iria en contra de las ideas
bésicas de la estructura atomica de la materia,
entendiéndose ésta en el sentido que Demdcrito le
diera, como la incapacidad de dividir la materia al
infinito.

La presencia de los objetos fractales en la
naturaleza es tan amplia como nuestra capacidad
de buscarlos. No hace falta mucha imaginacién para
darse cuenta de su existencia en las circun-
voluciones cerebrales, en los miltiples pliegues de
los peritoneos de los celomados, en los “4rboles”
arteriales y venosos, en los pelos adventicios de las
raices y las vellosidades de los intestinos. Esta
caracteristica fractal de la materia viva podemos
interpretarla como una demostracién de la gran
necesidad de “espacio critico”, espacio requerido
para llevar a cabo los muy numerosos procesos de
la vida.

Hasta qué punto los fractales revelan el caos o el
caos se nos revela en forma de fractales, sera la
pregunta de los préximos afios. Por el momento
solo trato de conectar estos temas los cuales me
parecen dos puntos de vista diferentes, de lo
mismo.

Actualmente se buscan las huellas fractales del
caos tanto en el comportamiento de las ondas
cerebrales como en los comportamientos a veces
inexplicables de la economia. Se han encontrado:
en reacciones quimicas oscilatorias, en la trayectoria
de la mancha roja sobre la superficie de Jdpiter, de
la luna Quirén que se mueve entre Saturno y Urano
en una 6rbita excéntrica inestable, en la trayectoria
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de vuelo de los molestos mosquitos, en los latidos
de las células de corazén de pollo, en el
comportamiento de ciertos crustaceos, cuando les
son alterados sus relojes biol6gicos, en muchos
osciladores eléctricos y mecénicos. Este caos se ha
hecho presente en modelos simulados de los més
diversos fenémenos como son desde epidemias
hasta la transmision eléctrica en células nerviosas.

Otro ejemplo es un grano de café soluble. Si lo
observamos a simple vista, nos percatamos de su
intrincada superficie. Bajo el microscopio, ser4
posible ver una gran cantidad de detalles, entrantes
y protuberancias; amplifiquemos la imagen y nos
parece que observamos lo mismo que antes, y asi
sucesivamente.

Los viajeros experimentados prefieren los
asientos de los aviones lejos de las ventanas, pero
los amantes de los fractales escogemos los asientos
cerca de las ventanas para poder observar las
nubes. Las nubes son magnificos fractales; tienen
formas muy irregulares, s6lo que los colores
reflejados por las nubes se combinan suavemente
entre si, dando la impresién a la vista de ser mas
uniformes de lo que realmente son.

Debido a que la nocién de longitud carece de
significado en el caso de los fractales, los
matematicos han ideado un ndmero, al que llaman
dimensién, para cuantificar de qué modo llena el
espacio un fractal. Este concepto nos es familiar,
pues se aplica a los objetos de la geometria clasica
o euclidiana, de tal forma que las rectas tienen
dimensién uno, los circulos son de dimensi6n dos y
las esferas lo son de tres. Pero los fractales tienen
dimensién no entera, por lo que se le conoce como
dimensi6n fractal (fraccionaria). Mientras que una
linea euclidiana lisa llena exactamente un espacio
unidimensional, una linea fractal (la de la costa
citada ante-riormente) se extiende en un espacio
bidimen-sional; por lo tanto, su dimensién se halla
entre uno y dos. De manera similar, una superficie
fractal (una montafia) tiene su dimensi6n entre dos
y tres. Cuanto mayor es la dimensién de un objeto
fractal, tanto mayor es la probabilidad de que una
region determinada del espacio contenga una porci6n
del objeto fractal. Para entender lo anterior, pensemos
en las microvellosidades del intestino.

FRACTALES Y FISIOLOGIA
Las estructuras fractales abundan en el cuerpo
humano, como lo podemos observar en las redes
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nerviosas, los vasos sanguineos y las vias
respiratorias. La sangre fluye desde el corazon por
las arterias y de regreso al corazén por las venas,
pero ;qué sucede en el intermedio?. Las arterias y
las venas estin conectadas por una red de
pequefias vénulas que sucesivamente se ramifican y
ramifican hasta que finalmente se convierten en capi-
lares microscépicos. El proceso de ramificacion,
como el que presenta el sistema de circulacién
sanguinea, es una caracteristica de algunos fractales:
la dimensién fraccional implica una estructura
compleja en todas las escalas, con ramificaciones
infinitas y donde la estructura de las partes
pequeiias es similar a la de las partes grandes:
dinédmica caética.

El sistema fractal estudiado con mayor detalle lo
constituye el sistema de conductos pulmonares
encargados del intercambio gaseoso en los mamiferos.
Se ha encontrado recientemente, mediante el analisis
detallado de las mediciones de las longitudes y
dizmetros de estos conductos, que a pesar de sutiles
diferencias entre diversas especies, el tipo de factor
de escala corresponde a lo predicho para las
dimensiones de un objeto fractal.

En diversos experimentos se sugiere que el caos
constituye una caracteristica normal de diferentes
componentes del sistema nervioso. Por ejemplo, se
han analizado electroencefalogramas de individuos
sanos y se han encontrado pruebas de caos en el
sistema nervioso. También se han hallado indicaciones
de caos en componentes del sistema nervioso que son
responsables de la secrecién hormonal. Se han
analizado cambios temporales de los niveles
hormonales en individuos sanos, hallando fluctuaciones
aparentemente cadticas.

Otras investigaciones han simulado las
interacciones entre las células nerviosas, para
observar cémo podria surgir el caos, evidenciando
que es posible generarlo en un modelo del sistema
olfativo. Dicho modelo se vale de un bucle de
realimentacién entre las neuronas y un retardo en
los tiempos de respuesta. Tal parece que las
dinamicas caéticas en el ritmo cardiaco y otros
sistemas controlados por el sistema nervioso pueden
ofrecer numerosas ventajas funcionales. Los
sistemas cadticos operan bajo una amplia gama de
condiciones y son, por lo tanto, adaptables y
flexibles. Esto les confiere una cierta plasticidad que
permite a los sistemas sortear las exigencias de un
ambiente cambiante e impredecible.
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Muchas patologias exhiben un comportamiento
cada vez mas periédico y una pérdida de
variabilidad. Tal parece que en las funciones
corporales, el caos es sefial de buena salud y que
un comportamiento periédico puede ser un presagio
de enfermedad, como se ha observado en los
patrones de sefales cerebrales en la esquizofrenia.
Sumado a lo anterior, las primeras indicaciones de
que el corazén agonizante puede comportarse
periédicamente procedieron del analisis arménico
de formas de onda electrocardiograficas de Fourier
durante la taquicardia ventricular o la fibrilacién
ventricular, que son los ritmos cardiacos sumamente
rapidos que con frecuencia provocan el paro
cardiaco.

De manera similar, el sistema nervioso puede
mostrar la pérdida de variabilidad y la aparicién de
periodicidades patolégicas en la epilepsia, el mal de
Parkinson y la depresién maniaca; ademas, en
individuos sanos, el recuento de glébulos blancos
muestra cifras ca6ticamente variables; en enfermos
de leucemia, dichos recuentos oscilan peri6-
dicamente.

Lo anterior no pretende concluir que los
comportamientos caéticos son siempre sefal de
salud, ni que un comportamiento periédico regular
sea un sintoma de enfermedad, pero la fisiologia se
puede convertir en un fértil campo de investigacion
para el estudio del caos y los fractales, asi como
otros fenémenos no lineales.

De tal manera, los fisi6logos tienen necesidad de
lograr una comprensién con una visién holistica de
los fenémenos que les permita integrar la forma en
que los procesos de desarrollo conducen a
construcciones fractales y conocer por qué los
procesos dindmicos en el organismo generan
comportamientos cadticos. De tal forma podremos
presenciar en el futuro estudios que nos puedan
explicar de manera integral los procesos que llevan
al envejecimiento, la propagacién de enfermedades
y de los impulsos nerviosos.

CELULAR

Cuando una maquina funciona mal, encontrar la
solucion es relativamente fécil, podemos dar con la
o las piezas que provocaron la averia y las
reparamos o reemplazamos. No sucede lo mismo
cuando el cuerpo humano funciona mal: un médico
puede diagnosticar la causa del malestar, pero en
realidad el mal funcionamiento en nuestro organismo
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es fruto de varios elementos y circunstancias enca-
denadas, pues el ser viviente esté constituido por una
serie infinita de bucles o rizos de retroalimentacién. En
estos rizos de los organismos vivos estan entretejidos
la conversién y aprovechamiento de los alimentos, la
contraccién muscular, la duplicacion celular, el
transporte de las hormonas y neurotransmisores, la
regulacién de la temperatura corporal, los reflejos y el
latir del corazén.

Podemos decir que los rizos negativos regulan y
que los rizos positivos amplifican. El ser vivo
requiere del entrecruzamiento de miles de rizos para
mantenerse y adaptarse a las exigencias del
ambiente. A una maquinaria la podemos desarmar
y rearmarla para corregir sus averias, pero no
podemos hacer lo mismo con la materia viviente.
En contraste, si se pierde una pieza de la maquina,
ésta detiene su funcionamiento; si un organismo
pierde una parte funcional, puede compensar la
parte faltante mediante sus miiltiples rizos de
retroalimentacién y seguir viviendo. Una tltima
comparacion, una maquina convierte el combustible
en calor y movimiento, mientras que un organismo
transforma el combustible en si mismo por medio
de la retroalimentacion.

Estas propiedades, que son conocidas también
como de feedback o retroalimentacién, pero sobre
todo la de autorrenovacién constante, confieren a
los seres vivientes caracteristicas singulares que son
nombradas con el concepto de autopoyesis.

Las estructuras autopoyéticas son sistemas
abiertos desde el punto de vista termodindmico, y
pueden ser divididas en autoorganizativos simples
(las turbulencias, los remolinos y la gran mancha
roja sobre Jupiter), estructuras disipativas mas
complicadas (la reaccién de Belousov-Zhabotinsky)
y sistemas autopoyéticos de elevada complejidad
(nosotros mismos).

A pesar de su remarcada autonomia, las
estructuras autopoyéticas son paraddjicas por
naturaleza. Estan ligadas unas con otras en
complejas redes de interdependencia (cadenas y
redes troficas); tienen limites definidos, tales como
las membranas semipermeables, pero estos limites
son abiertos y permiten al sistema conectarse con
el medio circundante de formas muy variadas y
complejas.

Desde los comienzos de la vida en la Tierra, ésta
se ha construido mediante una interconexién basada
en la retroalimentacion. Esa interconexién tiene sus
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origenes en el caos. Las estructuras disipativas que
condujeron a la aparicién de la vida en nuestro
planeta, tal vez comenzaron en el cadtico contacto
entre superficies sélidas, liquidas y gaseosas, donde
hay un flujo de alta energia. Algunos cientificos
sugieren que en este nexo cadtico las estructuras
quimicas autocataliticas como la famosa reaccién
de Belousov-Zhabotinsky constituyeron una forma
de protovida y que en la Tierra primitiva florecieron
muchas variaciones de este tipo de reaccién.
Reaccionando ante este ambito alejado del
equilibrio, los derivados de estas primigenias
estructuras autocataliticas, autorreferenciales y
autosimilares, se eslabonaron para formar una
estructura mas vasta de rizos de retroalimentacién
llamada hiperciclo. De esta forma, el ARN era un
hiperciclo.

Los pasos posteriores al surgimiento del ARN
que dieron origen al ADN, fueron decisivos para la
autosimilitud surgida del caos. Por medio de dichos
acidos nucleicos, el hiperciclo incrementé en gran
medida su capacidad para la iteracién (repeticién)
y la autorreplicacién. Debido a que el proceso de
copia del ADN también creaba variaciones, las
iteraciones no sélo reprodujeron las mismas formas
sino que dieron paso a gran cantidad de formas
nuevas. Los microbios surgidos del hiperciclo del
ARN eran sumamente adaptables ante las crudas
condiciones de la Tierra primitiva.

Las miles de variedades de microbios que
inicialmente habitaron y todavia habitan nuestro
planeta se adaptan pasando fragmentos de ADN.
Una especie de bacteria se puede alterar mediante
el simple expediente de barajar su cédigo genético,
absorbiendo nuevos fragmentos de ADN o
cediendo fragmentos viejos. Mediante este método,
las bacterias transformaron la Tierra. El método
permitié que equipos integrados por diferentes
especies bacterianas se acoplaran y los productos
de desecho de una especie se convirtieran en
recursos alimentarios de otra.

El terico de sistemas Erich Jantsch sefial una vez
que si la meta de la evoluci6n fuera simplemente la
adaptacion, el cambio evolutivo habria cesado con las
bacterias. El mecanismo de mutacién del ADN de las
bacterias les permite mutar y adaptarse a toda clase
de condiciones adversas con asombrosa celeridad.
Pero la evolucién parece tener otras metas, sugiere
Jantsch, y una de ellas podria ser la mera inten-
sificacion de la vida. En la préxima etapa de
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intensificacién, la retroalimentacién bioldgica
evoluciond hacia una forma radicalmente nueva.

Entre los cientificos existe un creciente respaldo
hacia una revolucionaria teoria de la evolucién por
retroalimentacién propuesta por la microbiéloga
Lynn Margulis, de la Universidad de Boston.
Margulis cree que la nueva clase de célula, que
apareci6 hace aproximadamente 2,200 millones de
afios para convertirse en la base de las células de
todas las plantas y animales multicelulares que
existen hoy, no fue resultado de una mutacion
genética sino de una simbiosis. No fue producto de
una brutal competencia por la supervivencia del més
apto, sino de la cooperacién. En su libro
Microcosmos, escrito con su hijo Dorion Sagan,
esta cientifica afirma: La competencia en la cual el
fuerte gana, ha recibido mucha mejor prensa que
la cooperacion. Pero ciertos organismos super-
ficialmente débiles han sobrevivido formando parte
de entidades colectivas, mientras que los presun-
tamente fuertes, al no haber aprendido el truco de
la cooperacion, fueron arrojados a la pila de
desechos de la extincion evolutiva .

Aunque al principio escépticos, la mayoria de los
bilogos ahora concuerdan con Margulis y aceptan
que la evolucién dio un salto brusco cuando los
microbios se acoplaron simbi6ticamente en reaccién
ante el holocausto, resultante de la propagacion de
un producto téxico de desecho liberado por las
cianobacterias, perjudicial para la mayor parte de
la vida bacteriana, las cianobacterias incluidas. Esta
toxina contaminante era el oxigeno. El holocausto
por oxigeno, como se lo ha llamado, causé una
muerte masiva de bacterias e impuso mutaciones
que crearon nuevas especies. Algunas bacterias se
escabulleron bajo tierra para huir del gas letal, otras
desarrollaron la capacidad para respirar oxigeno;
otras entablaron relaciones de retroalimentacion que
condujeron a un nuevo paso en la evolucion.
Margulis sugiere que estaba montado el escenario
para la simbiosis cuando una de las cianobacterias
que estaba provocando el holocausto por oxigeno
entré en otra bacteria en busca de alimentos. El
organismo huésped se protegié de la repentina
presencia del oxigeno de esa c€lula formando una
membrana nuclear alrededor de su ADN y esto
cred la primera célula nucleada.

Una segunda invasién (esta vez llevada a cabo
por bacterias alargadas que respiraban oxigenoy
entraron en un organismo huésped) activé un
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cambio claramente simbidtico. Margulis teoriza que
al combatir la invasién de los que respiraban
oxigeno, el organismo huésped terminé formando
eslabones de retroalimentacién con el invasor y el
invasor se quedd, transformando la retroalimen-
tacién en un arreglo muy beneficioso. La relacién
otorgé al huésped la capacidad para usar el
oxigeno como fuente energética y a la vez dio al
invasor alargado un &mbito permanente de sostén.
La simbiosis testimonia el principio de que una
estructura autopoyética cambia con el objeto de
permanecer igual. También demuestra uno de los
extrafios modos en que se produce el acoplamiento
por retroalimentacién. Este intento de rechazar a un
intruso creé una interaccion que a su vez cre6 un
matrimonio, de forma tal que el apareamiento
simbidtico entre las dos especies bacterianas even-
tualmente fue tan completo que s6lo quedan algunos
indicios del origen distinto del intruso. Uno de ellos
es el hecho de que los actuales descendientes de
esas bacterias intrusas (llamadas mitocondrias)
forman parte permanente de nuestras células, pero
atin poseen un ADN separado.

Margulis cree que el reino vegetal naci6 en un
proceso similar cuando células huésped nucleadas
fueron invadidas por las cianobacterias, amantes del
sol y productoras de oxigeno. La resultante interaccién
por retroalimentacion convencid a las cianobacterias
de quedarse como cloroplastos y otorgé a la nueva
célula la capacidad para crear energia a partir del
agua y la luz solar y, posteriormente, junto con las
mitocondrias de las células, para respirar lo que antes
era un desecho toxico. Los cloroplastos también
tienen su propio ADN.

Las bacterias espiroquetas, veloces y con forma
de tornillo, constituyeron otra intrusion
transformada en simbiosis. Si ella esta en lo cierto
(muchos bidlogos no aceptan esta parte de su
teoria), las espiroquetas entablaron una relacion de
retroalimentacién particularmente variada con sus
células huésped. Se transformaron en flagelos y
cilios, dando movilidad a las nuevas células
nucleadas. También se transformaron en
microtiibulos, estructuras fibrosas del interior de la
célula que desempenan diversas funciones, desde el
acarreo de mensajes quimicos y secreciones a traves
de la célula hasta la organizacion de la divisién de
cromosomas en el niicleo. Margulis cree que en €l
curso de la evolucién los microtibulos de las células
también evolucionaron para formar axones y
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dendritas, los extremos activos de las neuronas. La
primitiva retroalimentacién entre espiroquetas y
células huésped puede haber conducido asi al
desarrollo del cerebro.

La retroalimentacién simbidtica que dio a las
células la capacidad para moverse, realizar la
fotosintesis y usar el oxigeno para transformar y
utilizar quimicamente sus alimentos, condujo
eventualmente a otros tipos de retroalimentacién.

A manera de conclusién, podemos decir que a
pesar de que raramente pensamos en esta forma, la
vida de una persona en nuestra compleja sociedad
depende enormemente de sistemas dindmicos
artificiales y naturales. Como dijimos anteriormente,
un sistema dindmico es una coleccién de componentes
que interactiian entre si y repercuten en las demas con
el tiempo. Algunos ejemplos son los sistemas de
distribucién de energia eléctrica, el clima, los sistemas
de computadoras, inclusive el ecosistema planetario.
Decimos que los sistemas dindmicos pueden exhibir
un comportamiento que puede ser estable o cadtico.
Se puede pensar que la palabra caético tiene
connotaciones negativas, pero no es necesariamente
asi. Cuando estamos disfrutando del calor del fuego
en una noche de campamento, observando las volutas
de humo ascendiendo hacia el cielo, lo que
observamos es un sistema dindmico cadtico
constituido por el aire, el fuego, y la madera. Esa clase
de caos genera placer y no causa ningiin problema.
En cambio, cuando las interacciones cadticas en los
sistemas de energia eléctrica causan una falla, la
connotacién es, por supuesto, negativa. Sabemos
también que los programas de computadoras (los
cuales no son otra cosa que ecuaciones) la mayoria
de las veces son estables para algunos valores de
entrada pero exhiben un comportamiento ca6tico para
otros. Es importante reconocer esta situacion: ciertas
férmulas explotan y actiian impredeciblemente en
ciertas ocasiones. Si un programa de este tipo se
utilizara para calcular la posicién de una nave espacial
justo antes de entrar a la atmésfera terrestre, la regién
cadtica del programa podria causar serias
consecuencias.

Reyes Méndez J J

Si empezamos a sentir que hay algo més atrés de
los fractales que iméagenes bellas o un medio edu-
cacional, se estd en el camino correcto de que el
universo de los fractales es parte del tema mas
importante, que es la relacién entre la humanidad y el
mundo natural.
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ESTRUCTURA Y FUNCION DEL RECEPTOR
A PROTEINAS MODIFICADAS, RECEPTOR
"BASURERO" O “SCAVENGER?”

El transporte intercelular de lipidos a través del sis-
tema circulatorio requiere de la formacion de aca-
rreadores solubles en agua llamados lipoproteinas,
los cuales a su vez requieren de mecanismos de re-
conocimiento celular especificos que permiten a es-
tas lipoproteinas encontrar sus células blanco. La
clasificacion de las lipoproteinas de mamifero inclu-
ye a las lipoproteinas de baja densidad (LDL), como
el principal transportador de ésteres de colesterol en
el plasma humano, lipoproteinas de densidad inter-
media (IDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), un
acarreador rico en triglicéridos sintetizado por el hi-
gado, y los quilomicrones (acarreadores ricos en tri-
glicéridos de la dieta sintetizados en el intestino).
Estas lipoproteinas tienen diferentes proteinas aso-
ciadas a ellas (llamadas apolipoproteinas) y diferente
composicién lipidica asi como diferentes actividades
fisiolégicas. El receptor a estas lipoproteinas me-jor
caracterizado es el receptor a LDL. Este receptor
reconoce los apolipoproteinas B-100 (apo B-100) y
E (apo E), que son constituyentes de las’lipopro-
teinas LDL, VLDL, IDL y quilomicrones catabo-
lizados (remanentes de quilomicrones).

Estos receptores LDL y la mayoria de los recep-
tores de superficie celular de mamiferos que median
en la adhesion y sefialamiento exhiben dos caracte-
risticas de unién de tipo ligando/receptor: una alta
afinidad y una estrecha especificidad (solamente une
a un ligando o a una clase de ligandos altamente
relacionados). Las propiedades de union del ligando
de dos receptores a lipoproteinas han sido reciente-
mente caracterizados, tanto para el receptor a pro-
teinas acetiladas o receptor scavenger o basurero,
como para el receptor relacionado al receptor LDL
(LRP). Estos receptores no unen a un sdlo tipo de
ligando,apartandose de una caracteristica dominante
en el anilisis de receptores de superficie. La union
de ligando a los receptores scavenger (tipo Iy II) y
a LRP se caracteriza por una alta afinidad, pero
aunado a una muy baja especificidad. Esto quiere
decir que existe un sélo tipo de receptor para mu-
chos ligandos. Como consecuencia, estos receptores
reconocen tanto a lipoproteinas como a ligandos no
lipoprotéicos. Esta diversidad de ligandos ha llevado

a proponer que estos receptores participan en una
amplia variedad de procesos biol6gicos.

El receptor scavenger fue descubierto en el labo-
ratorio de los doctores Brown y Goldstein en Dallas
en el afio de 1979. Estos investigadores y sus cole-
gas habian descubierto previamente a los receptores
LDL y al momento del descubrimiento del receptor
scavenger se encontraban examinando los posibles
mecanismos para la acumulacion de particulas
VLDL ricas en colesterol en la pared de las arterias
durante la formacién de la placa atereoesclerdtica.
Una de las caracteristicas tempranas en el desarro-
llo de la placa atereoesclerdtica es la acumulacién
de colesterol por los macréfagos subendoteliales. La
observacién de que niveles de VLDL plasmaético
elevado estan correlecionados con un riesgo aumen-
tado para el desarrollo de la atereoclerosis sugeria
que los receptores LDL pudieran mediar la interna-
lizacion de altas concentraciones de colesterol a tra-
vés de las particulas VLDL en estos macréfagos.
Sin embargo, estudios relacionados tanto en in vitro
como in vivo indicaron que el receptor VLDL no es
requerido y probablemente no tiene ninguna relacion
con la acumulacién masiva de colesterol en los ma-
créfagos durante la aterogénesis. Por lo tanto, se
sugirié la existencia de mecanismos alternos reque-
ridos para poder explicar los niveles elevados de co-
lesterol acumulados en los macré-fagos. Fue asi,
que descubrieron la existencia de un receptor al que
denominaron receptor scavenger o basurero en es-
tos macrofagos, el cual si podia mediar la endocitosis
de cantidades elevadas de lipoproteinas LDL quimi-
camente modificadas. Actualmente estos receptores
originalmente llamados receptores para acetil LDL
(AcLDL) son en nuestros dias llamados receptores
scavenger o "basureros" debido a su amplia especi-
ficidad de uni6n a diferentes ligandos modificados
de tal manera que carecen de funcién o la tienen
muy disminuida. Actualmente se conoce que este
receptor puede unir ligandos de muy diferentes ca-
racteristicas: proteinas modificadas quimicamente
como lo podrian ser las lipoproteinas LDL acetiladas,
lipoproteinas LDL oxidadas, albimina sérica/
maleimida, poliribonu-cleétidos, incluyendo poli I'y
poli G, polisacaridos como el de extran sulfato,
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fosfolipidos anidnicos como la fosfatidilserina, asi
como otras moléculas como los polivinil sulfatos. A
pesar de que algunos de estos ligandos, como lo
podrian ser las Ac LDL y el polivinil sulfato, no son
moléculas que se presentan en forma natural y por
lo tanto no son fisiolégicamente relevantes, se puede
considerar que comparten caracteristicas estructu-
rales con los diferentes ligandos naturales requeri-
dos para la alta afinidad de estos receptores que
presentan constancias de disociacién en el rango
nM.
Las dos isoformas del receptor scavenger llama-
das tipo I y II son generadas por cortes alternativos
del ARN mensajero que se transcribe en un sélo
gene localizado en el cromasoma 8 de ratones y
humanos. Los ADNs complementarios para recepto-
res tipo I y tipo II han sido transfectados en células
COS (fibroblastos de primates) y en células de ova-
rio del hamster chino (CHO). Estas células han sido
utilizadas para examinar las propiedades del receptor
asi como el estudio de su biosintesis, la trimerizacion
de la molécula, procesamiento postranscripcional, asi
como sus estructuras. Estos estudios sugieren que el
receptor scavenger tipo I consiste en una proteina
integral de membrana multimérica que comprende
de entre 451 y 454 aminoacidos. La estructura que
se ha propuesto para este receptor esti compuesta
por seis dominios distintos numerados del I al IV: I)
el dominio citoplasmico n-terminal que comprende
del aminoécido 1 al aminoacido 50, II) un dominio
simple transmembranal del aminodcido 51 al
aminoacido 76 y 4 dominios extracelulares. Los do-
minio espaciador III (de los aminioacidos 77 al 150
), ¥ los dominios IV (de los aminoécidos 151 al 271),
V (de los aminoacidos 272 al 343) y VI (de los
aminoacidos 344 al 453). Las caracteristicas de se-
cuencia compartidas por los diferentes receptores
tipo I incluyen seis cisteinas conservadas cada una
de ellas en los dominios I, III y VI, una prolina en la
region media del dominio transmembranal que puede
influir a su vez en la estructura y asi como el
empacamiento del receptor, y 6 sitios de glicosilacién
en esparragina en los dominios III y IV. El receptor
scavenger tipo II difiere del receptor scavenger tipo
I solamente en su regién rica en cisteinas y en que
el dominio carboxilo terminal es reemplazado por un
carboxilo terminal corto de alrededor de 7-17
aminoécidos. Independiente al hecho de que presen-
ta carboxilo terminal truncado, el receptor tipo II
conserva una alta especificidad asi como una amplia
afinidad para ligandos, similar al comportamiento del
receptor tipo I. La presencia de una tripleta repetida
en estas moléculas sugiere que la estructura que se
confiere a estos receptores es una estructura clasica

de triple hélice similar a la de la colagena de aproxi-
madamente 200 A de largo. Estos receptores
scavenger fueron las primeras proteinas integrales
de membrana en las que se reporté que contienen un
dominio colagenoide de este tipo. El anélisis de la
secuencia de aminoacidos de estas proteinas, expe-
rimentos de mutagénesis, asi como estudios utilizan-
do analogos, sugieren que este dominio colagenoide
cargado positivamente sirve como sitio de unién a
miltiples ligandos poliénicos que a su vez juegan un
papel central en la funcién del receptor scavenger.

A diferencia del receptor LDL clasico, la actividad
del receptor scavenger no es suprimida por niveles
elevados de colesterol celular, ya que a diferencia de
estos receptores, el receptor scavenger puede mediar
una acumulacién masiva de colesterol en los
macrofagos. Es interesante observar que la amplia
especificidad de unién que presentan los receptores
scavenger pueden ocasionalmente ser mas deleteria
que benéfica, por ejemplo, estos receptores pueden
unir especificamente cristales de asbesto, sugiriendo su
participacién en interacciones patolégicas de asbestos
inhalados en macréfagos alveolares. Mas aiin, el reco-
nocimiento que presentan estos receptores scavenger
por lipoproteinas de tipo LDL oxidadas pueden ser
normalmente protectores, ya que los lipidos oxidados
en este tipo de particulas lipoprotéicas pueden matar a
la célula. Sin embargo, en el caso de la hiper-
colesterolemia, la internalizacién masiva de colesterol
en forma de lipoproteinas oxidadas a través de estos
receptores scavenger pueden saturar el sistema normal
de internalizaci6n de colesterol y a su vez contribuir en
el desarrollo de la atereosclerosis. Experimentos re-
cientes apoyan la posibilidad de que estos receptores
puedan proveer al macréfago con un mecanismo gene-
ral de internalizacion de patégenos al reconocer com-
ponentes de su superficie celular. Por ejemplo, algunas
formas de endotoxinas bacterianas se unen a los re-
ceptores scavenger tipo I y tipo II y son eliminados de
la circulaci6n in vivo. Por lo tanto, se ha sugerido que
estos receptores pudieran proteger al organismo de
shock endotéxico durante sepsis bacteriana por bac-
terias gram negativas. En conclusién, a medida que
un mayor numero de sistemas ligando receptor son
caracterizados a nivel molecular, la propiedad exhi-
bida por el receptor scavenger de como un receptor
multiligando pudiera dejar de ser la excepcién para
convertirse en un sistema de amplio uso por diferen-
tes tipos celulares.

Jaime Mas Oliva

Instituto de Fisiologia Celular,

Universidad Nacional Auténoma de México
Apartado Postal 70-243, México, D F 04510
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DISCURSO DEL DR. ADOLFO GARCIA SAINZ AL RECIBIR
EL PREMIO NACIONAL DE CIENCIAS Y ARTES 1997

El Dr. Adolfo Garcia Sainz, investigador del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM recibi6 el Premio Nacional de Ciencias y Artes
1997, quien fue distinguido para responder las palabras del Presidente de la Repiblica a nombre de todos los galardonados. A continuacién

se transcribe su discurso en forma integra.

SR. PRESIDENTE
DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS:

Los que hoy recibimosel Premio Nacional de Ciencias
y Artes, ensus ramas cientificas y tecnol6gicas, agrade-
cemosalosjurados el habernos considerado dignos de
este reconocimiento. Es un gran honor paranosotros
recibir ésta, laméaximadistincién que otorga nuestro
pais, asuscientificos y artistas. Nuestraobraes frutono
sélo de nuestro trabajo, sino también de la educacion
que recibimos de nuestros maestros, de la ayuda de
nuestros alumnos y colaboradores, delaUNAM y del
CINVESTAYV, que generosamentenos han abiertosus
puertas, deinstituciones, comoel CONACyT, quenos
han dadolos recursos para realizar nuestros proyectos,
y del gran carifio y la enorme paciencia de nuestras
familias. A todosellos nuestroreconocimiento y nuestra
gratitud.

Cuando me pidieron que dijeraalgunas palabras en
estaceremonia, inmediatamente surgié en miel deseo
de compartir con usted, algunas ideas sobre Méxicoy
suciencia.

o Deacuerdoal SNI, en México hay aproximada-
mente 6 mil 500 investigadores. Dado que el pais
cuenta con aproximadamente 93 millones de habitan-
tes, es evidente que constituimos una subespecie muy
poco representada. Somos una comunidad pequefia,
pero no por ello despreciable; hay en ella buenos
investigadores, que realizan trabajo de muy altonivel
dentro delos estandares internacionales. Sinembargo,
si aspiramosaestar dentro del conciertodelas naciones
desarrolladas, debemos poseer unainfraestructuracien-
tificay tecnol6gicafuerte y elloexige un nimero mucho
mayor de investigadoresde muy alta calidad

¢ Biendijousted senorPresidente, enlapresenta-
ciéndel Programade Cienciay Tecnologia, que «for-
talecer la educaci6n basica, tiene una importancia
estratégica en el desarrollo cientifico del pais». Los
nifios y jévenes que se estin formando serén los
investigadores de un mafiana yamuy cercano. Ensélo
20030 anos, ellos serdn los cientificos del pais; muy
pocos aiios en la vida del hombre y casi nada en la

Historia de laNacié6n. Es indispensable reforzar cada
vezmas, laeducaciénbasicay mediaen matematicas,
fisica, quimicay biologia. Estos conocimientos consti-
tuyen el cimiento donde se sustenta todala formacién
cientifica y se adquieren, al igual que los hébitos de
estudioy trabajo, enlaeducacionbésica. Invaluable es
el maestroquelogradespertarensus alumnoselinterés
por estas disciplinas, aquel queimpulsaal educandoa
apreciar el universo quenosrodea, atratar de entender
por qué y cémo ocurren las cosas. Que esto son las
ciencias.

e Noestamosteniendo gran éxitoen atraerjovenes
hacialaciencia; mas parece que los estamos ahuyen-
tando. Los datos dela ANUIES sefialan que el niimero
de estudiantes incorporados a carreras que tienen
algunarelacién conlaciencia, es bajoy enlas propia-
mente cientificas es ain mucho menor. Esto contrasta
draméaticamente con la saturacién que existe en otro
tipodelicenciaturas.

e Por otro lado, nuestros posgrados son atin pe-
quefios. Sin embargo, en los tltimos afios ha habido
ciertocrecimiento. [gualmente, los programas de repa-
triacién estan permitiendo traer al paisajévenesinves-
tigadores mexicanos, entrenados en el extranjero. El
posible y deseable aumentoen el nimerode investiga-
dores debe traer aparejadas algunas medidas comola
creacion de areas fisicas adecuadas para realizar el
trabajo. Los polos de desarrollo que nuestros principa-
les centros de investigacién estan creando en estrecha
colaboraci6n con las Universidades Pdblicas de los
Estados, constituyen unaexcelente oportunidad para
hacer crecer a la ciencia, fortalecer instituciones y
favorecerladescentralizacién de estaactividad en el

s

pais.

e Mereferiré, ahora, aunvicioque azotaanuestra
pequeiia comunidad. Es ciclico, ocurre con cierta
periodicidad; noes exclusivode México, sinocomina
muchas partes del mundo; tampoco es nuevo, pues ha
ocurrido desde hace muchos aios. Es comoun viento
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queseconvierteen tempestady que luego se retirasin
dejar beneficio alguno. Es la pretendida lucha entre
cienciay tecnologia. Se dice que la ciencia eslamadre
de la tecnologia, que a su vez nutre a la industria.
¢Quién, en su sano juicio, pensaria que para tener
desarrollo tecnolégico se debe sacrificaralaciencia?
¢Quién, para fortalecer al arroyo que mueve a las
ruedas delos molinos, pensariaen secar el manantial?
(Habra alguno que no repare que alli, donde los
principios olos hechos son descubiertos, brotan tam-
biénlasaplicaciones? Enrealidad, lacienciaess6louna
ynuestraobligacion enlasuniversidades es contribuiral
conocimiento. Tanto las ciencias puras comolasaplica-
das requieren de mucho apoyo. Es indispensable,
ademds, diversificar las fuentes de financiamiento y
favorecer el didlogo entre los diversos sectores.

e Debe reconocerse que apesar de las crisis finan-
cieras, enlosiltimos afios se hasostenidoel apoyoala
investigacién. Sinembargo, losmontos maximosdelos
apoyos aproyectos individualesde investigacién que
ha establecido el CONACyT se han mermado en
términosinternacionalesy son claramente insuficientes
para sostener proyectos de alta calidad. Ademas, el
talentoexcede alosrecursos y hay proyectos que nose
apoyan, no por falta de calidad, sino por falta de
fondos. En el Programa de Cienciay Tecnologia se
establecié laintencion de incrementar el porcentaje del
Producto Interno Bruto destinado alainvestigacién.
Estamanifestacién nos satisface profundamente y de-
seamos que establecida la voluntad de hacerlo, las
condicioneseconémicas permitan suimplementacion.

e Un problema ya de muchos afios han sido los
impuestos por importacién. De cada peso que recibi-
mos, entre 20y 40 centavos seregresanala Federacién
por concepto de impuestos de importacién y almace-
najeaduanal. Pocas noticias mejores, que lade verhoy

publicado en elDiario Oficialun Decreto que estable-
ce un mecanismo de excepcién de impuestos a las
importaciones asociadas a la investigacién cientifica,
procedentes de paises con los que tenemos tratados de
libre comercioy lanormatividad correspondiente. Sin
duda, unanoticiamagnifica que alegra atodanuestra
comunidady que agradecemos profundamente. Prue-
batangible delavoluntad del gobierno paraapoyarala
investigacion cientifica.

Sefior Presidente, distinguidaaudiencia, he dibujado
a Ustedes, con trazo ligero y sin entrar en detalle,
algunos aspectos de nuestro quehacer cotidiano. Sin
embargo, mi participacién no estaria completa sin
sefialar, que a pesar de cualquier dificultad existe un
compromiso de nuestracomunidad con el pafs. Esta-
mos convencidos de que laciencia es un motor parael
desarrollo de México y que ademds, junto con las
Artes, las Ciencias constituyen las alas del 4guilaquees
elespiritu nacional. Las contribuciones de los mexica-
nos al conocimiento universal son parte de nuestro
patrimonio comopais. Lacienciaesy debe ser parte de
nuestra cultura. Los investigadores también somos
Meéxicoy realizamos nuestro trabajo conlaconviccién
de que cadadescubrimiento y cadanuevoinvestigador
formado, son nuestraaportaciénala patria y un pago
anuestrasociedad.

Finalizo sefialando que recibimos este reconoci-
miento conun granorgullo, con plenasatisfaccién, con
profundo agradecimiento y ratificando un total com-
promiso con nuestro querido pais.

Muchas gracias.
Dr Adolfo Garcia Sdinz

Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténomade México
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(" ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, A.C.

VI CONGRESO

11 de agosto de 1998
Palacio de la Antigua Escuela de Medicina, U.N.A.M.
Tacuba y Brasil, Centro Histérico de la Ciudad de México

N —

INFORMES:
Sra. Elisa Mora
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México
Apartado Postal 70-291
04510 Meéxico, D. F.
Teléfono: 623-2170
Fax: 616-2419
Correo electrénico:
beb@laguna.fmedic.unam.mx

ORGANIZADOR:
Alejandro Zentella Dehesa
Departamento de Bioenergética
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México
Teléfono: 622-5609
Fax: 622-5611
Correo electrénico:
azentell@ifcsunl.ifisiol.unam.ms

OBJETIVOS:

El Congreso de la Asociacién Mexicana de Pro-
fesores de Bioquimica, A.C., tiene como objeti-
vo principal, que los profesores de bioquimica y
areas afines de las licenciaturas y posgrados del
pais, tengan un foro donde puedan compartir sus
experiencias docentes en un ambiente critico y
altamente académico.

PARTICIPANTES:

A este foro estan invitados a participar: profeso-
res, instructores de laboratorio y estudiantes de
bioquimica y areas afines, de diferentes carreras
de licenciatura y posgrado del pais, asi como
investigadores de distintas dreas interesados en
la ensefianza, lo cual permite la interaccion de
diversos profesionales que participan en el pro-
ceso de ensefianza-aprendizaje, y propicia un
ambiente adecuado para lograr la actualizacién,
la interaccién multidisciplinaria y la generacién de
ideas e inquietudes indispensables para el avance
de la practica docente.

TEMAS:

Con el fin de enfocar las presentaciones al area
de la docencia de la bioquimica. Se aceptard un
méaximo de dos trabajos por ponente. Las pre-
sentaciones deberan caer dentro de los siguien-
tes temas:

Anélisis sobre la efectividad y/o aplicacién de
planes de estudios ya en marcha.

Aplicacién de sistemas de ensefianza mediada
por computadora. .

Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion.
Estudios poblacionales sobre indices de aproba-
cién y/o desercion.

Desarrollo de modelos bioquimicos y/o fisiolégi-
cos para la docencia.

Implementaci6n y/o innovacién de précticas de
laboratorio.
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Otros trabajos que carezcan de un analisis for-
mal o que sélo presenten o comenten planes de
estudio, exdmenes y otros instrumentos de eva-
luacién, el uso de técnicas motivacionales y/o
material didéctico y juegos empleados en clase
entraran en una categoria aparte bajo:

Experiencia Docente

Se otorgardn dos premios de 1,000.00 pesos
(M.N.), uno al mejor trabajo proveniente de uni-
versidades del interior del pais y otro provenien-
te del D.F.

No podrén participar en este concurso los miem-
bros del Consejo Directivo de nuestra Asocia-
cién ni los miembros organizadores del Taller de
Educacién Bioquimica.

Los resiimenes no deberdn exceder de una hoja
con 2.5 cm (una pulgada) libres en los cuatro
mérgenes y un tipo de letra Arial o Helvética de
10 puntos. Se debera especificar: titulo, autores
y adscripcion, introduccién, objetivo, métodos y/
o técnicas empleadas, resultados y conclusiones.
El resumen podra tener un esquema, figura o
tabla. Ejemplo:

INFLUENCIA DE LA EDUCACION MEDIA SUPERIOR SOBRE EL INDICE DE APROBACION
DEL CURSO DE BIOQUIMICA.

(rengl6n libre)

José Luis Vazquez Esquivel, Maria Angélica Lopez Fernandez, Antonio Martinez Colin. Universidad Inde-
pendiente de Santa Cruz. México D.F., 04510, México.

(renglén libre)

RESUMEN...

Enviar hoja de registro y dos originales del resu-
men a la Sra. Elisa Mora, Apartado Postal 70-
291, Cédigo Postal 04510, México, D. F. Ins-
cripcion: Depositar 100.00 pesos (M.N.), a nom-
bre de la Asociaciéon Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A.C., en la cuenta Bancomer No.

1153813-9 y enviar copia de la ficha de dep6-
sito.

Informes: llamar a la Sra. Elisa Mora al teléfono:
(5) 623-2170, o enviar Fax en atencién a la Sra.
Elisa Mora al (5) 616-2419. Enviar correo elec-
trénico a: beb@laguna.fmedic.unam.mx.



VI CONGRESO DE LA ASOCIAC!(')N MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, A.C.

FORMA DE REGISTRO

DATOS PERSONALES
NOMBRE(S) APELLIDOS

MIEMBRO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA:

[] sr [1~No

TIEMPO COMPLETO

NOMBRAMIENTO MEDIO TIEMPO

POR HORAS

CARRERA EN LA QUE IMPARTE
BIOQUIMICA O MATERIAS AFINES

ADSCRIPCION

UNIVERSIDAD

FACULTAD O ESCUELA DEPARTAMENTO

DIRECCI(')I\]
CALLE Y NUMERO

COLONIA CIUDAD

ENTIDAD FEDERATIVA CODIGO POSTAL (Apartado Postal)

TELEFONO: FAX:

CORREO ELECTRONICO:

TRABAJOS ENVIADOS AL CONGRESO
NUMERO DE RESUMENES ENVIADOS:
Analisis sobre la efectividad y/o aplicacién de planes de estudios ya en marcha
Aplicacién de sistemas de ensefianza mediada por computadora -
Efectividad de diferentes sistemas de evaluacién
Estudios poblacionales sobre indices de aprobacién y/o desercion
Desarrollo de modelos bioquimicos y/o fisiolégicos para la docencia
Implementacién y/o innovacién de practicas de laboratorio
Experiencias docentes
OTRO:
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CONVOCATORIA

REGISTRO DE CANDIDATOS PARA OCUPAR
LLA PRESIDENCIA DE LA ASOCIACION
MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C.

De acuerdo al articulo noveno de los estatutos de nuestra Asociacién, el Consejo Directivo
convoca a sus asociados a postular candidatos para ocupar la Presidencia de la Asociacién
durante los préximos dos afios, a partir de septiembre de 1998.

Los candidatos deberan ser propuestos por escrito por asociados numerarios, y cada candidato
postulado deberd entregar la siguiente documentacidn:

— Consentimiento por escrito para ser postulado.
— Proyecto de trabajo por dos afios en caso de ser electo.
— Curriculum vitae.

Para que cada candidato quede propiamente registrado, las cartas de postulacién de los aso-
ciados y la documentacién de cada candidato deberdn ser entregados en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM antes del primero de julio de 1998.

De acuerdo al articulo decimosegundo de nuestros estatutos, el préximo presidente se eligird
de la lista de candidatos, durante la reunién de negocios realizada durante el VI Congreso de la
Asociacion el 11 de agosto de 1998 en el Antiguo Palacio de la Escuela de Medicina de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

Ningiin candidato podra ser registrado una vez que el Consejo Directivo haya analizado todas
las propuestas para generar la lista de candidatos elegibles.

Entrega de documentacion:

Sra. Elisa Mora

Cubiculo 3 del Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina.
UNAM

Ciudad Universitaria, México, D.F. 04510.

Tel: 623-21-70, Fax: 616-24-19

correo electrénico beb@laguna.fmedic.unam.mx
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ACTUALIZACION DE MEMBRESIA A LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, A.C.

Los asociados numerarios que quieran renovar su membresia deberan cubrir su cuota anual. Esta cuota
permitiré recibir el BEB, asistir al Congreso con una cuota de inscripcion reducida y participar en las
sesiones de negocios.

Para quienes deseen formar parte de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimia, A.C. les
recordamos que de acuerdo al articulo trigésimo sexto de nuestros estatutos deben ser profesionales que
ejerzan la docencia de bioquimica en cualquier centro de educacién media superior. Los candidatos de-
beran enviar una carta solicitando su ingreso a la Asociacién junto con su curriculum vitae. Esta solicitud
deber4 ir acompafiada por dos cartas de apoyo de dos miembros numerarios. Si no conoce a ningin
miembro que pueda apoyar su solicitud, hdganoslo saber y envie su solicitud al:

Dr. Alejandro Zentella

Apartado Postal 70-243

Meéxico D.F. 04510 México

FAX: (5) 622-56-11

correo electrénico: azentell@ifcsunl.ifisiol.unam.mx

MONTO DE LA CUOTA ANUAL

Asociados numerarios ............... 100.00 pesos (M.N.)
Asociados estudiantes ............... 50.00 pesos (M.N.)
Ascciados numerarios

que radican fuera de México .... 10.00 délares (US)

Suscripcién al BEB
sin ser asociado ......................... 125.00 pesos (M.N.)
Si radica fuera de México ......... 20.00 délares (US)

Deposite su pago a la cuenta Bancomer No. 1153813-9 llenando la ficha de depésito a nombre de la
Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C. Escriba su nombre completo en la parte superior
de la ficha de depésito y envie por fax una copia de la ficha. junto con su forma de actualizacién (ver forma
anexa). Si radica fuera de México comunicarse con el Dr. Zentella para especificar la forma de pago.

Durante el VI Congreso podra canjear la ficha de depdsito por un recibo oficial de la Asociacién por el
pago de su cuota anual.

Enviar copia de ficha de depésito y forma de actualizacién via fax a:

Sra. Elisa Mora, al (5)616-24-19
Dr. Alejandro Zentella, al (5)622-56-11
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FORMA DE ACTUALIZACION DE MEMBRESIA
A LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C.

Nombre Completo:

Asociado: [J NUMERARIO [] ESTUDIANTE
Cuota Cubierta: [_] $100 pesos []$10 délares L[] $50 pesos

Nombramiento:

Profesor de Bioquimica: D SI - D NO

Otra materia:

Carrera en la que imparte clase:

ADSCRIPCION
Departamento:
Facultad o Escuela:
Universidad:

DIRECCION DE LA INSTITUCION
Calle y Namero:

Colonia:

Ciudad o Estado:

Cédigo Postal: Apartado Postal:
Teléfono: FAX:

Correo Electronico:

DOMICILIO PARTICULAR
Calle y Nimero:
Colonia:

Ciudad o Estado:
Cédigo Postal:
Teléfono:
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XXV TALLER
DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA

El Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
la UNAM, hace una cordial invitacién a todos los Profesores
que imparten Bioquimica y materias relacionadas a que se
inscriban al XXV Taller de Actualizacion Bioquimica, el cual
se realizara del 10 al 14 de agosto de 1998 en el Palacio de la
Antigua Escuela de Medicina de la UNAM, ubicado en las
calles de Tacuba y Brasil en el Centro Histérico de la Ciudad
de México.

Informes:

En el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, UNAM, con los doctores:
Marco Antonio Judrez O. (majo@servidor.unam.mx; Tel.: 623-21-69); Juan Pablo Pardo
Vazquez (pardov@servidor.unam.mx; Tel.:623-25-10); Sara Morales Lopez
(saramolo@servidor.unam.mx; Tel.: 623-24-08); Federico Martinez Montes
(fedem@servidor.unam.mx; Tel: 623-21-68), o en la Administracién del Departamento al
Tel. 623-21-70. La informacion actualizada de este Taller se puede consultar en la pagina
de internet del Departamento a la siguiente direccién: http://www.laguna.fmedic.unam.mx. El
costo de la inscripcion es de $250.00 antes del 30 junio, y de $300 después de esta fecha.

Habr4 un limite de medias becas para estudiantes con comprobante.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

EIBEB esunarevista dedicada ala divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo dela Bioquimica y de dreas afines.
Esta dirigido a profesoresy estudiantes, porlo que se sugiere que la presentacién de los trabajos se ajuste a sus lectores ysea
claray 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 1a labor editorial:

Y

L.ARTICULOSDEREVISION

Elarticulo debera enviarse enun disco para computadora,
escrito en los procesadores de textos “Winword” o
“Wordperfect”, conunaextension miximade 15 cuartillas
adoble espacio (27 renglones por cuartillay 70 caracteres
porrenglén). Este debera ir acompafiado de tres impresio-
nes del articulo.

Se debera incluir un resumen en idioma espaol y uno en
inglés, de mas o menos diez renglones, que irdn seguidos
por conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se aceptara un méaximo de quince referencias, tanto espe-
cificas como de lecturas recomendadas, numeradas entre
paréntesis en el texto de forma progresiva conforme va-
yan apareciendo. Cada una debe contener:

Nombres de los autores, afio de publicacion entre parén-
tesis, titulo del articulo, nombre oficial de 1a revista abre-
viado como aparece en el Current Contents, niimero del
volumen en cursivas y antecedido por dos puntos el
niimero de la primera y Gltimas paginas, de acuerde con lo
que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutriciény participacién enlaprevencién de
ciertas patologias, Bol Educ Bioq(México)14(1):12-17.

Los articulos en libros deberan citarse de la siguiente
forma:

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

Loslibrosse citaran de acuerdo con este ejemplo y podran
incluir las paginas totales o las consultadas:

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

Seaceptaran como méximo seis ilustraciones, figuras mas
tablas, las cuales deberén estar dibujadas sobre papel
albanene contintachinaobienimpresioneslaser o presen-
tarse como fotografias en blanco y negro sobre papel
brillante, cuya localizacién debera estar sefialada en el
texto. Lalimitacién en el niimero de figuras, de tablas y de

Y

2

3)

referencias, obliga a los autores a que se seleccionen
aquellas que sean realmente importantes e informativas.
Las figuras se deberén numerar con arabigos y las tablas
conromanos. Las leyendas y los pies de figuras se deberan
adicionar enuna hoja aparte. Se deberé considerar que las
figuras y las tablas se reduciran de tamafio, aproximada-
mente a la mitad o a un cuarto de las dimensiones de una
hoja carta; las letras y niimeros més pequefios no deben
ser menores a los dos milimetros. Las tablas se deberan
presentar conforme alguna de las publicadas en los niime-
ros de 1995.

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

Serecomiendarevisar los nimeros recientes para familia-
rizarse con el estilo de la revista.

H.OTRASCOMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resiimenes de articulos interesantes, rele-
vantes o significativos, informacién de tipo general, avi-
sos de reuniones académicas y cursos, bolsa de trabajo,
etcétera.

El contenido debera ser desarrollado en formaresumiday
deunamaneraexplicita:

Eltrabajodeberé enviarse igual que comose especificaen
elincisol-1.

Se aceptard un maximo de dos referencias incluidas entre
paréntesis en el texto segiin el inciso [-3. En caso de que
sejuzgue necesario se podraincluirunafiguraounatabla,
de acuerdo con las caracteristicas que se indican en el
incisoI-4. ’

Los manuscritos serdn leidos por tres revisores. Las
correcciones y sugerencias, asi como las pruebas de
pagina se enviaran al primer autor. En caso necesario se
recurrird arevisores externos al Comité Editorial.

Eldiscoy las tres copias de los manuscritos se debersn
enviar al Boletin de Educacién Bioquimica, Apartado
Postal 70-281, México 04510, DF o bien porintermedio
del corresponsal del BEB en sulocalidad.
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