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LA NUEVA UNIVERSIDAD

Desde hace varios rectores se puede percibir un
proceso saludable de cambio de operacion de la
UNAM. Asi, recuerdo documentos valiosisimos
como “Fortaleza y Debilidad de 1a UNAM”, del
Rector Carpizo; la profundizacion académica y
universitaria que orquesto el Rector Sarukhan; la
instalacion de los Consejos Académicos de Area,
en donde por fin se establecio un foro para el
dialogo entre institutos y facultades; la sesion del
Consejo Universitario del 30 de abril de 1997,
en donde se dio solucion definitiva al problema
de las preparatorias populares y se reglamento el
“Pase Reglamentado™ y otras decisiones y
eventos que me ha tocado vivir o constatar
ultimamente.

La circunstancia actual de la gestion del doctor
Barnés y las restricciones econdmicas de nuestro
pais, hacen imperativo acelerar otros cambios
trascendentales para la UNAM. Al que me
refiero en esta ocasion es a la redefinicion del rol
del investigador universitario.

Por fin, en la sesion del Consejo Técnico de la
Investigacion Cientifica del pasado 5 de marzo
en Cuernavaca, percibi con claridad la vision del
rector: el cabal cumplimiento del rol del
investigador no termina en la publicacion
cientifica de alto nivel, requiere adicionalmente
que el investigador comparta sus conocimientos y
su conducta inquisitiva, suspicaz y critica con los
jovenes estudiantes universitarios. Y requiere,
ademas, de un compromiso con extender el
conocimiento y la doctrina cientificos a la
sociedad, intentando que el conocimiento aporte
a la soluciéon de un problema concreto, y la
doctrina cientifica contribuya a civilizar este pais.

Por fin lo entendi con lucidez: el Rector busca
una nueva universidad en las personas y
quehaceres de los universitarios. Un verdadero
cambio radical en el centro mismo de la
universidad: el personal académico de carrera.

Este desafio que no podemos soslayar, no sélo
por argumentos de economia y eficiencia, que los
hay y son validos e importantes, sino por la
invitacion a ascender a un plano mayor de
conciencia y responsabilidad universitaria. El
Rector nos exhorta a aspirar a una vida
académica mas plena de aventuras y hallazgos,
propiciada por la necesidad de un saber mas
amplio y profundo para poder ensefiar, y por €l
acercamiento del investigador a la enorme
vitalidad y talento de los jovenes universitarios.

Por fin entiendo con claridad la invitacion del
Rector, y en ésta se las transfiero y endoso lo mejor
que puedo para su consideracion y adopcion.

Anticipo que habra suspicacias, inercias,
incredulidades, dado lo arraigado que esta
nuestra conducta especializada de investigador.
También sé que tomara tiempo. Confio, sin
embargo, en que si ustedes meditan sobre este
tema y recuerdan sus experiencias en esta
universidad cuando eran estudiantes y en otras
universidades del mundo, a las que fueron a
formarse, y objetivamente consideran el exhorto
y los tiempos del doctor Barnés, encontraran sus
razones y compartirdn sus aspiraciones.

Carlos Larralde
Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM
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EL. TRANSPORTE DE COLESTEROL EN
LOS TEJIDOS ESTEROIDOGENICOS

Federico Martinez, Maria Teresa Espinosa-Garcia, Guadalupe Maldonado, Cecilia Garcia-Pérez, Juana Navarrete, Rebeca
Milan, Oscar Flores-Herrera y Aida Uribe. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. AP 70-159, México,

DF,CP04510.

RESUMEN

En los tejidos esteroidogénicos, la sintesis de
pregnenolona a partir de colesterol es esencial para
la produccidn de las demas hormonas esteroideas.
Se han descrito varios mecanismos para transpor-
tar el colesterol del citosol a las mitocondrias, que
es el sitio de su transformacion. Se ha propuesto la
participacion de iones y nucleotidos, del citoesque-
leto y de proteinas. De entre todos ¢llos, el sistema
mediado por la proteina StAR ha demostrado ser
fundamental en la esteroidogénesis en gonadas y
suprarrenales, aunque no se conoce el mecanismo por
el cual transporta al colesterol hacia las mitocondrias
y entre sus membranas. Este sistema no es universal,
ya que la placenta humana sintetiza niveles elevados
de progesterona y no expresa la proteina StAR.

PALABRAS CLAVE: Mitocondria, transporte
de colesterol, esteroidogénesis, placenta.

ABSTRACT

Pregnenolone synthesis from cholesterol in
steroidogenic tissues is essential for the synthesis of
other steroid hormones. Several mechanisms have
been described for the transport of cholesterol from
cytosol to mitochondria, which is the site for
cholesterol transformation. A number of different
elements including ions and nucleotides, the
cytoskeleton and proteins, have been proposed to
participate. Among these, the mechanism involving
the protein StAR has been demonstrated to be
essential for the steroidogenesis in gonads and
adrenals cells, although the molecular mechanism
for the transfer of cholesterol into the mitochondria
and between its membranes is not known. This
mechanism is not universal since the human placenta,
which synthesize high levels of progesterone, does
not express the StAR protein.

KEY WORDS: Mitochondria, cholesterol
transport, steroidogenesis, placenta.

INTRODUCCION

El colesterol es necesario para el desarrollo, creci-
miento y duplicacion de las células de los mamiferos.
Su concentracion celular esta regulada y definida de
manera estricta (1) ya que no se distribuye
aleatoriamente en las diferentes membranas celulares
y cambios en sus niveles normales producen dafio.

La mayoria de las células sintetizan el colesterol
necesario para realizar sus funciones. Sin embargo,
en la membrana plasmatica existen receptores es-
pecificos para lipoproteinas de baja densidad, per-
mitiendo a ciertas células incorporar el colesterol
externo. Sin importar el camino que la célula adop-
te para satisfacer sus necesidades de colesterol,
éste, una vez dentro de la c€lula, sigue una distri-
bucion rigurosa. Asi, se ha demostrado que las
diferentes membranas celulares contienen diferentes
concentraciones de colestero!l (2); por ejemplo, la
membrana plasmatica del hepatocito tiene 30 pg/
mg de proteina, mientras que las mitocondrias con-
tienen entre 3 a 5 pg/mg. Actualmente se descono-
ce el mecanismo por el cual la célula distribuye de
esta manera el colesterol.

El transporte de colesterol en los tejidos esteroi-
dogénicos adquiere relevancia, ya que de su trans-
formacién a hormonas esteroideas dependen mu-
chas funciones organicas. Tal es el caso de las glan-
dulas suprarrenales, los ovarios, los testiculos y la
placenta. Se ha observado que las mitocondrias de
las glandulas suprarrenales tienen elevadas concen-
traciones de colesterol. Esto permite suponer que
el alto contenido de colésterol se debe en parte a
la funcion que realizan. Sin embargo, la pregunta es:
¢como se transporta el colesterol del citoplasma a
las mitocondrias y dentro de sus membranas?

Las glandulas suprarrenales poseen almacenes de
lipidos en el citoplasma en forma de pequefias go-
tas lipidicas. En estos depdsitos existe un 90% de
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¢steres de colesterol. En el momento en que la
célula recibe un estimulo a través de la ACTH, se
activan varios pasos para movilizar al colesterol de
sus depositos hacia las mitocondrias (Figura 1).
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Figura 1. Esquema general de la estimulacién de las células de
las suprarrenales por ACTH. Las letras indican los diferentes
mecanismos de movilizacion y uso del colesterol. A. intercambio en
la membrana plasmatica. B. receptores a lipoproteinas. C. exocitosis.
E. indica ¢l paso de colesterol a las membranas biologicas. D.
transferencia de colesterol al reticulo endoplasmico liso. (REL). F.
transferencia de colesterol del reticulo endoplasmico rugoso (RER) al
aparato de Golgi. G. transferencia de colesterol hacia la membrana
plasmatica. H. indica la sintesis de novo en el RER. I. se refiere ala
esterificacion del colesterol por la colesterol acil transferasa (CAT),
para formar los ¢steres de colesterol (EC) y pasarlos a las gotas de
grasa. J. muestra el uso del colesterol en las mitocondrias para
transformarloen hormonas esteroides, lascuales fluyende lacélula por
posibles rutas diferentes (J, y J,). K. se refiere al posible papel que
juegan los peroxisomas en el metabolismo del colesterol. Tomado de
Billheimer et al_, 1990, Subcelullar Biochemistry, Vol. 16, pp. 302-
331
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Las mitocondrias son el sito de transformacion
del colesterol en pregnenolona (P5), el principal
producto para la sintesis de otras hormonas
esteroideas. Al igual que otras mitocondrias, las de
los tejidos esteroidogénicos tiene la cadena respira-
toria clasica acoplada a la sintesis de ATP y ade-
mas otra cadena que se acopla al citocromo
P450scc. Esta cadena esta constituida por la
adrenedoxina reductasa, la adrenedoxina y el
citocromo P450scc, el cual tiene una funcion de
oxidasa mixta.

Se observo que al incrementar la concentra-
cion de PS5 en la matriz mitocondrial habia inhi-
bicion de la actividad del citocromo P450scc,
sugiriendo que la P5 regula su propia sintesis al
provocar una inhibicion por producto. La P5 se
acumula en la matriz ya que para su posterior
transformacién en otras hormonas esteroideas re-
quiere ser transportada hacia el citoplasma para
su transformacion en progesterona {P4) o en de-
hidrocortisona (DOC) (el complejo 3B-hidroxies-
teroidedeshidrogenasa-A'>-isomerasa la transfor-
ma en progesterona, P4). La DOC regresa a la
mitocondria para su transformacion en corti-
costerona por la accion del citocromo P450-113
hidroxilasa. Este paso es necesario, ya que el
citocromo P450-11p se localiza en la membrana
interna de las mitocondrias de las suprarrenales.
A diferencia de este tejido, en la placenta huma-
na la P5 se transforma en P4 dentro de la
mitocondria, ya que el complejo de la 3f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa-A*’-isomerasa
se localiza en la matriz, aunque también se ha
encontrado su actividad en el citoplasma.

En las suprarrenales, la ACTH estimula la sinte-
sis de pregnenolona a través de la produccion de
AMPc, su segundo mensajero. El AMPc activa
varios procesos (Figura 1). Primero, el colesterol
es liberado de las gotas lipidicas y se transporta
hacia la mitocondria. Estas gotas tienen el 90% de
su colesterol en forma esterificada, usualmente a
acido araquidonico. La estimulacién por ACTH
disminuye significativamente los niveles de colesterol
de las células de las glandulas suprarrenales vy,
posterior a su estimulacion, los niveles de colesterol
libre se mantienen constantes mientras que los
ésteres de colesterol disminuyen. Esto se debe a
que el AMPc activa a estearasas neutras de esteres
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de colesterol. La administracion de cicloheximida
(CHX) a ratas, previa a la estimulacion de la
esteroidogénesis por ACTH, muestra una disminu-
cion de los niveles de colesterol libre.

Se ha descrito que la transferencia de colesterol
libre hacia la mitocondria se realiza por proteinas. Sin
embargo, Hall y Almahbobi (12) han sugerido que el
citoesqueleto es muy importante ya que observé una
asociacion entre ¢l citoesqueleto y las mitocondrias, la
cual se acentta al administrar ACTH, permitiendo que
el colesterol pase directamente del deposito lipidico a
la mitocondria sin intermediarios proteicos (3). Sin
importar el camino por el cual el colesterol llegue a la
mitocondria, una vez ahi, el colesterol debe ser depo-
sitado en la membrana externa y luego pasar a la
interna, para posteriormente ser capturado por el
citocromo P450scc y transformado en P5.

POSIBLES FACTORES NO PROTEICOS QUE
PARTICIPAN EN LA TRANSFERENCIA DEL
COLESTEROL A LAS MITOCONDRIAS

Se ha sugerido que algunos factores de origen no
proteico podrian estar relacionados con el trans-
porte de colesterol hacia las mitocondrias. Aunque
estos factores no se han estudiado de manera con-
junta, sera necesario contemplar su posible partici-
pacion dentro de un esquema general y concertado
asociado a proteinas.

CALCIO YNUCLEOTIDOS

Se conoce que €l calcio es un cation que participa
activamente en la regulacion del metabolismo de
varios tejidos, en particular el calcio modula la ac-
tividad de algunas deshidrogenasas mitocondriales;
sin embargo, su efecto en varios fenomenos de
membrana ha tomado relevancia, sobre todo en el
sentido de su capacidad para inducir y facilitar la
fusion de membranas, ademas de estimular la sinte-
sis de hormonas en los tejidos esteroidogénicos.

Se ha demostrado que en los procesos de fusion
de membranas, tanto artificiales como naturales, es
necesario ¢l calcio. Esto se debe a que muy proba-
blemente el calcio bloquea las cargas de superficie
de los fosfolipidos (4) produciendo rigidez, domi-
nios cristalinos de fosfolipidos y una separacion de
fase lateral de los fosfolipidos acidos membranales.
Se propone que la formacion de tales dominios
crea una membrana poco estable, altamente per-

Martinez F y Cols

meable y susceptible a fusionarse con otra mem-
brana con una perturbacién similar,

En el caso de las suprarrenales, se ha sugerido
que en las mitocondrias el calcio efecta la actividad
de la enzima malica, o bien, la actividad de las
enzimas mitocondriales que transforman el coles-
terol, ya que la adicion de rojo de rutenio, un
inhibidor del transporte de calcio en la mitocondria,
inhibe la secrecion de cortisol inducida por calcio
en células permeabilizadas de las suprarrenales de
bovino. El incremento en la concentracion libre de
calcio en el citosol, como producto de estimulo
hormonal, puede activar a la fosfolipasa A2, la cual
libera lisoderivados capaces de inducir fusion de
membranas. También se ha propuesto la posibili-
dad de que el calcio participe en la transformacion
de las membranas mitocondriales para facilitar su
fusion y formar puntos de union. En este modelo,
se sugiere que el calcio incrementa la formacion de
puntos de union a traveés de los cuales el colesterol
se transporta de la membrana externa hacia la in-
terna, favoreciendo su disposicion hacia el citocro-
mo P450scc e incrementando la esteroidogénesis.

Recientemente se estudio el efecto del calcio y
del GTP sobre la sintesis de progesterona in vitro
en mitocondrias de glandulas suprarrenales de rata.
Se observo que el transporte del colesterol exogeno
hacia las mitocondrias puede ser significativamente
estimulado por niveles fisiologicos de calcio. Los
autores proponen que el calcio activa los puntos de
union entre la membrana externa e interna mitocon-
drial, lo cual facilita el transporte de colesterol. Tam-
bién proponen que el efecto del calcio puede ser a
dos niveles, uno en el metabolismo exdgeno del
colesterol, el cual no se bloquea con la adicion de rojo
de rutenio, y otro insensible al rojo de rutenio, que
representa el metabolismo endogeno del colesterol.

Otro factor involucrado en la esteroidogénesis es
el GTP, el cual ha sido propuesto como modulador
en ¢l transporte del colesterol en las mitocondrias
de las glandulas suprarrenales. Con base en el
papel que tiene el GTP de manera general sobre
algunos procesos de transporte vectorial en la cé-
lulas, se demostré (5) que en las mitocondrias ais-
ladas de las glandulas suprarrenales el GTP
incrementa la sintesis de pregnenolona, un efecto
que desaparece al romper las mitocondrias por
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sonicacion. Los autores sugirieron que el estado
activado inducido por el GTP fue reversible des-
pués de la hidrolisis del GTP a través de una
GTPasa mitocondrial, permitiendo que la sintesis
de PS5 regrese a sus niveles basales. Por otro lado,
observaron que el efecto era especifico para el
GTP, ya que la presencia de otros nucleotidos no
estimul6 la transformacion de colesterol en PS.

Los mismos autores (5) determinaron si el efecto
del GTP estaba asociado con la actividad de las
proteinas descritas para la transferencia de
colesterol a la mitocondria, como son la proteina
aguda esteroidogénica (SAP) y la proteina
acarreadora de esteroles (SCP,). Observaron que
la SAP carece de cualquier efecto estimulante so-
bre la esteroidogénesis, mientras que en combina-
¢ion con el GTP, la sintesis de P5 incremento. De

igual manera, la SCP, estimul¢ eficientemente la

transformacion de colesterol, un efecto que aumen-
t6 al adicionar el GTP. Sin embargo, los resultados
se interpretaron como vias diferentes de accion,
sugiriendo que la SCP, actia mas bien movilizando
colesterol de ciertos sitios extramitocondriales y
dejando al sustrato accesible para ser translocado
en la mitocondria. Los autores proponen que €l
GTP y la SAP actian sinérgicamente afectando la
magquinaria del transporte de colesterol. Resultados
similares fueron observados por otros autores, en
donde el efecto producido por el GTP fue blo-
queado por la adicion de GTPyS, permitiéndoles
conchuir que la hidrolisis del GTP es necesaria para
ejercer su efecto sobre la esteroidogénesis.

Se describio la presencia de proteinas fijadoras
de GTP en mitocondrias de la corteza suprarrenal
de bovino empleando técnicas de fotoafinidad mar-
cando con [y*?P]GTP. Se identifico una proteina
de 45 kDa en la membrana externa mitocondrial y
una de 19 kDa en los puntos de union (6). Aunque
los resultados parecen indicar que estas proteinas
no son contaminantes, sera necesario hacer mas
estudios y determinar el papel del GTP y de estas
proteinas en la esteroidogénesis.

LiPIDOS Y LOS PUNTOS DE UNION

La unién del colesterol a vesiculas o particulas
membranales requiere cierta composicion de
fosfolipidos. De igual manera, las membranas celula-
res también muestran variaciones en su composicion
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de fosfolipidos, la cual parece correlacionar con la
concentracion de colesterol. Se observé que la ACTH
estimulo una sintesis neta muy rapida de fosfolipidos,
al parecer como un efecto secundario sobre la sintesis
de novo del acido fosfatidico, favoreciendo la pro-
duccién de fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina, los
cuales incrementan su concentracion en la membrana
externa mitocondrial. Estos datos, junto con el enri-
quecimiento de cardiolipina en los puntos de union de
las membranas mitocondriales (7), sugieren que esta
unién podria mediar la transferencia de colesterol a
través de la formacion de estructuras de fase reversa
(H,) en la membrana. Se ha observado que el cambio
en algunos factores fisicos y quimicos podria favore-
cer la formacion de la fase hexagonal membranal, por
la cual el colesterol podria ser transportado de la mem-
brana externa a la interna mitocondrial. La fase H,,
aparece cuando:

. iIncrementa la temperatura,

. disminuye el contenido de agua,

_incrementa el contenido de colesterol,

. disminuye el tamafio de los grupos funcionales,

. disminuye el tamafio de las cabezas polares,

. aumenta la longitud de las cadenas de los 4ci-
dos grasos,

7. incrementa la insaturacion de los acilos.

[ )WV TN SR UL I o

También propusieron que el calcio y la poli-lisina
son capaces de incrementar la fase H,, tal vez
cancelando las cargas de los fosfolipidos y favore-
ciendo la unién de las membranas mitocondriales.
Segiin este modelo, el colesterol podria, por si mis-
mo, ser el regulador de la sintesis de pregnenolona.
En este sentido, se demostro que el colesterol de la
membrana interna era utilizado rapida y eficiente-
mente durante la estimulacion de la esteroidogénesis
en las mitocondrias de las glandulas suprarrenales
de bovino. Sin embargo, se ha observado que el
enriquecimiento artificial de colesterol en la mem-
brana plasmatica de las células testiculares Y-1,
reflejado como un incremento en la relacion
colesterol/fosfolipidé (C/PL), result6 en un incre-
mento del colesterol en la membrana interna
mitocondrial, lo que permiti6 que la accién de la
ACTH o del AMPc sobre la sintesis de P5 fuera
mayor en las células con alta relacion C/PL que en
las que contenian una menor relacion (8). Con es-
tos datos, los autores propusieron que €l transporte
de colesterol en las mitocondrias de las glandulas
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suprarrenales se regula al menos por dos procesos,
uno que proporciona al colesterol, el cual puede
saturar este sistema de transporte, y otro(s) meca-
nismos activados por el AMPc que es capaz de
estimular el transporte por arriba de sus niveles
maximos producidos solo por la alta concentracion
de colesterol y el cual requiere de la sintesis de
proteinas de novo.

Freeman (9) sugirio que el colesterol para la
esteroidogénesis en las células de Leydig MA-10
no es el que se localiza en las mitocondrias, a pesar
de que su relacion C/PL es mayor que en la mem-
brana plasmatica, ya que sus resultados mostraron
que el colesterol para la sintesis de P5 proviene de
la membrana plasmatica. Aunque las mitocondrias
tuvieron una alta concentracién de colesterol, éste
fue inerte para sintetizar P5, mientras que el
colesterol de la membrana plasmatica fue incorpo-
rado en la sintesis de esteroides sin llegar a equili-
brarse con la poza de las mitocondrias. El autor
concluyo que el colesterol debera ingresar a la
mitocondria por una region especializada, proba-
blemente los puntos de union.

Se ha postulado que los cambios en el volumen
mitocondrial podrian estar relacionados con cam-
bios morfologicos y fisicos, incrementando el area
de contacto entre las membranas mitocondriales.
Asi, Jefcoate y cols. (10) sugirieron que los puntos
de unién se podrian favorecer por la accion de la
ACTH (Figura 2), ya sea induciendo la sintesis de
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ATP
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TEHETET R LR
AMP

NEK '--
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Fi igura 2. Hipétesis sobre la composicion de los puntos de unién
mitocondrial. Las abreviaturas son las siguientes: CK = creatina
cinasa, ADK = adenilato cinasa, NDK = nucleotidodifosfato cinasa,
P = porina, T = adenin nucle6tido translocasa, HK = hexocinasa, B =
receptor periférico a benzodiacepinas, GT = glutation transferasa, C
= creatina, CP = fosfocreatina.
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una proteina que una a las membranas, o bien por
cambios de volumen, incrementando éstos en tama-
fio y nimero, lo cual podria facilitar la transferencia
pasiva de colesterol de la membrana externa rica
en colesterol hacia la membrana interna deficiente
de éste. Cuando se determiné el volumen de
mitocondrias de ratas estresadas y estresadas en
presencia de CHX, se observo un incremento del
volumen de la matriz mitocondrial de aquellas que
fueron expuestas al estrés, mientras que en las ratas
tratadas con estrés mas CHX no mostraron cam-
bios en el volumen de la matriz respecto al control
(11). En ambos casos, el volumen mitocondrial total
fue el mismo, lo que sugiere que el espacio
intermembranal disminuy6. Estos resultados permi-
tieron proponer que el cambio de volumen mito-
condrial podria ser un mecanismo de accion dife-
rente al de la ACTH, aunque es necesario mayor
trabajo experimental para esclarecer el papel del
cambio de volumen en este fenomeno.

EL CITOESQUELETO

Aunque el colesterol es el mayor precursor en la
sintesis de las hormonas esteroideas, no debemos
olvidar que los tejidos requieren de su presencia en
las membranas para permitir que éstas funcionen
adecuadamente. En las suprarrenales, el colesterol
se obtiene a través de los receptores para las LDL,
que después se transporta hacia las mitocondrias.
La participacion del citoesqueleto y de los micro-
tubulos se propusieron en este evento, ya que la
citocalasina B, un agente que evita la formacion de
microfilamentos, y la vinblastina, la cual evita la
asociacion de los microtiibulos, impidieron la sinte-
sis de hormonas esteroideas en células testiculares,
pero no en las mitocondrias aisladas, siendo la
vinblastina el agente mas eficiente en la inhibicion
de la esteroidogénesis.

El efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis
también se observo cuando en el medio estuvieron
presentes anticuerpos anti-actina, sugiriendo que la
respuesta a la ACTH requiere de una poza de (G)-
actina monomérica que puede ser polimerizada a
(F)-actina. Al parecer, la ACTH reorganiza el
citoesqueleto y cambia la forma de la célula, lo cual
permitiria proponer que el transporte de colesterol
involucra la reorganizacion y contraccién de los
microfilamentos de actina de tal manera que produ-
ce el movimiento de las gotas lipidicas hacia la
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mitocondria, juntando ambas estructuras a traves
de filamentos intermediarios (12). Estos autores han
mostrado que tanto las mitocondrias como las go-
tas lipidicas estan directamente unidas a filamentos
intermediarios en las células de Leydig.

PROTEINAS RELACIONADAS CON

EL TRANSPORTE DE COLESTEROL
Desde que se describié que la estimulacion por
ACTH depende de la sintesis de novo de protei-
nas, pero no de RNAm, se sugiri6 que la poza de
colesterol de la membrana interna mitocondrial se
metaboliza rapidamente, mientras que la regulacion
hormonal de la esteroidogénesis requiere de la
movilizacion de colesterol de otros sitios celulares
para ingresarlo a la poza que se localiza en la
membrana interna.

La cinética de inhibicion por CHX es interesante
porque sugiere la presencia de una proteina extre-
madamente eficiente y con una vida media corta.
Esta suposicion se corrobor6 en varios laborato-
rios, aunque también se propuso que la proteina
esta como precursor y que se activa por la accion
de la ACTH. El grupo de Orme-Johnson (en 3)
describi¢ una proteina de 28 kDa en las células de
las glandulas suprarrenales de rata después de tra-
tarlas con diBu-AMPc o ACTH. La proteina se
detecto a los 3 min posteriores a la estimulacion y
de manera sincronica con el incremento en la sin-
tesis de corticosterona.

Pedersen y Brownie (en 3) purificaron la protei-
na SAP (steroidogenic acute protein) de 2.2 kDa,
obtenida la fraccion citosélica de suprarrenales de
rata estimuladas con ACTH. Esta proteina es sen-
sible a la pronasa pero no al calor; la presencia de
CHX inhibe su aparicion y favorece la union entre
el colesterol y el citocromo P450scc. La sintesis
mitocondrial de P5 en presencia de 1 pM de SAP
se estimuld 5 veces a los 5 min de incubacién. Sin
embargo, estudios posteriores sugirieron que esta
proteina podria ser producto de la hidrolisis con-
trolada de una de las proteinas pequefias de cho-
que térmico relacionada con la regulacion de la
proteina 78 (GRP78) del sistema de transporte de
glucosa, ya que la secuencia de aminoacidos coin-
cide con los de esta proteina. Los mismos autores
observaron un incremento en la concentracion de la
SAP de 42 veces en la zona exterior de la corteza
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suprarrenal de cuyos, pero este incremento se
acompafio de solo dos veces la produccion de P5,
sugiriendo que la SAP no esta directamente asocia-
da al transporte de colesterol a nivel mitocondrial,
aunque se sugieren ofras alternativas. Pedersen (en
3) propuso que la SAP facilita la interaccion del
colesterol ex6geno con el citocromo P450scc. Xu
y cols. (en 3) evaluaron la funcién de la SAP y
observaron que la proteina no estimuld la transfor-
macién del colesterol en P5 en mitocondrias de
suprarrenales y que su efecto estd asociado a la
accion del GTP. Sin embargo, sugieren que los
resultados pueden ser interpretados en funcion de
la metodologia utilizada.

La proteina acarreadora de esteroles (SCP,) es
otra de las proteinas involucradas en el transporte
de colesterol mitocondrial. La SCP, participa en la
conversion enzimatica de los intermediarios entre
lanosterol y colesterol en los microsomas del higa-
do de la rata y también participa en pasos clave de
la utilizacion y transferencia de colesterol entre los
organelos de las células. Esta proteina tiene un peso
molecular de 13.5 kDa (en 3) y se ha propuesto
que participa en el transporte de colesterol en las
glandulas suprarrenales, ya que la adicion de SCP,
de homogenados de higado de rata o de la fraccion
citosolica, incrementd la sintesis de P5 en
mitocondrias de suprarrenales, probabiemente al
mejorar el acceso del colesterol hacia el citocromo
P450scc. También se sugiere que el mecanismo de
accion de la SCP, puede ser a traves de la forma-
cién de un complejo binario entre la SCP, y la
membrana, o bien a través de uno terciario que
involucre a la SCP, y dos membranas. Sin embar-
go, aun quedan muchas interrogantes sobre el pa-
pel definitivo que puede tener esta proteina sobre la
esteroidogénesis.

Otra proteina que aumenta la sintesis de P5 es
una de 8.2 kDa aislada de las células de suprarrenal
de bovino (en 3), la cual: 1) estimula la sintesis de
PS5 en mitocondrias de suprarrenales dependiendo
de su concentracion y si el colesterol esta presente
en el medio de incubacién; 2) incrementa la con-
centracion de colesterol en ambas membranas
mitocondriales cuando se adiciona al medio de
incubacion colesterol, cuando se compara a su
control en ausencia de colesterol; 3) acelera el
transporte de colesterol de la membrana externa a
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la interna; 4) estos cambios se asocian con un in-
cremento en la interaccion entre el colesterol y el
citocromo P450scc; 5) tiene una vida media corta;
6) su punto isoeléctrico (6.5) es débilmente acido;
7) su concentracion es baja en células no estimula-
das; 8) induce la sintesis de PS5 tanto en mitocon-
drias como en mitoplastos. Estos datos sugieren que
la proteina acelera el transporte de colesterol y como
consecuencia estimula la actividad del citocromo
P450scc. También se postula que esta proteina no
tiene que ser la tinica responsable del transporte del
esterol en las mitocondrias, y que su actividad puede
estar ligada a otras proteinas descritas. Posterior-
mente, esta proteina se identifico como una des-(Ghi-
Ili)-endozepina, la cual se sintetiza de manera aco-
plada a la administracion de ACTH, sugiriendo que
su accion esta ligada a los receptores periféricos a
benzodiacepinas. Se demostr6 que la adicion de esta
des-endozepina a las mitocondrias incrementa la
union del colesterol al citocromo P450scc, aun en
ausencia de colesterol exogeno, sugiriendo que la
des-endozepina no solo afecta el transporte de
colesterol entre las membranas mitocondriales, sino
que también favorece su movilizacion de la membra-
na interna al citocromo P450scc.

Se propuso que la asociacion del colesterol con
el citocromo P450scc deberia ser facilitado por un
péptido basico de bajo peso molecular (menor a
10 kDa). Dicha prediccion se hizo en base a los es-
tudios de P450scc de suprarrenales de bovino re-
constituido en liposomas, liposomas con colesterol
y péptidos artificiales de poli-lisina y poli-arginina.
En este sentido, datos previos indican que la poli-
lisina aceleraba la actividad mitocondrial de
P540scc, presumiblemente porque las cargas posi-
tivas, al unirse a las cargas negativas de los
fosfolipidos, modificaban la membrana alterando las
proteinas que se encuentran en ella. Hasta el mo-
mento, todas las proteinas asociadas al transporte
de colesterol cumplen con estas predicciones.

EL RECEPTOR DE BENZODIACEPINAS

Se observo la presencia de sitios de union en las
mitocondrias con alta afinidad a benzodiacepinas
radiactivas en rifion. Desde entonces, se han repor-
tado numerosos articulos en donde esta clase de
sitios a benzodiacepinas estan presentes en todos
los tejidos, incluyendo al sistema nervioso central.
Dada su abundancia en los tejidos periféricos y
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para distinguirlos de los receptores centrales a
benzodiacepinas o al GABA , a éstos se les llamé
"receptores periféricos a benzodiacepinas" (RPB).

Los RPB estan formados por tres subunidades:
una proteina fijadora de isoquinoleina, un canal
anionico dependiente de voltaje y de un acarreador
de nucledtidos de adenina, cuyos pesos moleculares
son 18, 31 y 30 kDa, respectivamente. Se observo
un incremento en la secrecion de corticosterona y
de testosterona por diacepam, una benzodiacepina,
por lo que propuso que su efecto era mediado por
los RPB. El tratamiento de animales con agentes
estimuladores de la esteroidogénesis van acompa-
fiados de un incremento en el nimero de RPB; de
igual manera, existe un aumento en el nimero de
RPRB durante el desarrollo del ovario de la rata, lo
que ha permitido sugerir su relacion con el proceso
esteroidogénico. Se ha propuesto que los RPB fa-
vorecen la translocacion del colesterol de la mem-
brana externa a la interna mitocondrial, siendo este
el paso limitante de la esteroidogénesis. Sin embar-
go, existen datos contradictorios que no han permi-
tido confirmar la participacion de los RPB en este
proceso (13).

LA PROTEiNA'ACTIVADORA DE LA
ESTEROIDOGENESIS AGUDA (StAR)

Su descubrimiento

Surgid una nueva proteina (30 kDa) descrita por el
grupo de Stocco (en 3), la cual identificaron tanto
en la fraccion mitocondrial de células de Leydig
MA-10 de raton estimuladas, como en células de
Leydig R,C de rata, las cuales sintetizan esteroides
de manera constitutiva. Demostraron que esta fami-
lia de proteinas aparece en relacion directa a la
dosis administrada de gonadotropina corionica hu-
mana (hCG) o de andlogos del AMPc. Esta protei-
na tiene como precursores a proteinas de 37 y 32
kDa, las cuales se asocian a las mitocondrias, su-
giriendo que la proteina activa de 30 kDa se trans-
fiere a la mitocondria por un proceso que requie-
re remover un péptido sefial y un potencial eléc-
trico transmembranal. Esta proteing esta secuen-
ciada y su gen clonado en el raton, la rata y el
humano.

El papel central de la StAR en la esteroidogénesis
se obtuvo de la identificacion de una patologia cli-
nica, la hiperplasia adrenal congénita lipoide
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(HACL), que pertenece a un grupo de enfermeda-
des en la sintesis de hormonas esteroideas. La
HACL es la forma mas severa, la cual se caracte-
riza por la ausencia de todas las hormonas
esteroideas tanto circulantes como urinarias, ade-
mas de niveles basales elevados en sangre de la
ACTH y de la actividad de renina. No hay res-
puesta al tratamiento con dosis altas de ACTH o
hCG vy las suprarrenales acumulan colesterol y sus
ésteres (14).

Los estudios con técnicas de biologia molecular
de tres pacientes con HACL no mostraron supre-
si6n, duplicacion o rearreglos del gen del P450scc,
ni alteraciones en la sintesis del RNAm de la
adrenedoxina reductasa o adrenedoxina, sugiriendo
que la lesion esta fuera del sistema de expresion y
funcionamiento de la cadena del P450scc. Propu-
sieron que las proteinas asociadas al transporte
colesterol, como la SCP,, endozepinas, o SAP,
podrian ser la causa de esta enfermedad. Sin em-
bargo, ninguna de estas proteinas mostré modifica-
ciones cuando se analizaron por Northern-Blot, y
los niveles de los RNAm fueron semejantes a los de
sujetos normales. También observaron que el DNA
de los receptores a benzodiacepinas era normal en
estos pacientes.

Posteriormente, determinaron si la proteina StAR
podria estar asociada a esta enfermedad (15), eva-
luando su presencia tanto en células de sujetos
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normales como en las células testiculares de los
pacientes con HACL previamente estudiados . La
secuencia del DNA de la StAR por PCR de los
pacientes era semejante a los controles, con excep-
cion de una transicion C-T en el codon 193 de un
paciente, y una alteracion semejante en el codon
258 de los otros dos pacientes. Las mutaciones
generaron codones de término prematuros, produ-
ciendo proteinas que no tenian 93 y 28 aminoacidos
en el extremo carboxilo terminal, respectivamente.
Los autores investigaron las consecuencias funcio-
nales de estas mutaciones, para lo cual coexpresa-
ron la StAR normal con la cadena del P450scc en
células renales COS-1. Observaron un incremento
en la esteroidogénesis de 8 veces empleando co-
lesterol como sustrato. En el mismo sistema, las
dos mutantes fueron inactivas, aunque en presencia
de 20oa-hidroxicolesterol, el cual difunde libremente
las membranas, no hubo diferencias en la sintesis
de P5 entre el control y los pacientes (Tabla 1).
Los efectos observados de la StAR sobre la pro-
duccion de PS5 con colesterol y 20a-hidroxicoles-
terol como sustrato, sugieren que la StAR modula
el transporte de colesterol en la mitocondria.

La HACL es el unico defecto de esta familia de
enfermedades que no esta asociado con una altera-
cion de alguna de las enzimas esteroidogénicas. Los
resultados permitiran hacer diagndsticos prenatales
de esta enfermedad mortal. Las mutaciones de la
StAR observadas en la HACL asemejan a muta-

TABLAI

EFECTODEMUTACIONES SINSENTIDO SOBRELAACTIVIDAD DELA StAR

PREGNENOLONA (ng POR CAJA)

VECTOR sce-Adx F2

COLESTEROL 200 COLESTEROL 20
pSPORT 20 £ 1 158 = 21 17 £ 3 60 £ 7
PSIAR 175 + 19 138 + 15 131 + 23 60 + 11
Paciente 1 19 = 2 99 + 23 18 £ 5 56 £ 7
Paciente 2 y 3 25 £ 4 168 + 35 22 £ 4 75 £ 7

Las células no esteroidogénicas COS-1 se transfectaron con el vector pSPORT, el cual contiene a la cadena del citocromo P450sce de bovino
(ssc-Adx) o de humano (F2). A estos vectores se les incluyé el DNAc de la proteina StAR (pStAR), o los DNAc de la StAR de los pacientes
(Paciente 1 y paciente 2 y 3). El 20a-hidroxicolesterol (20ct) se adicioné a una concentracion de Spg/ml. Las células se incubaron 48 horas,
al término de las cuales se colectdé el medio para determinar la concentracién de P5 por inmunoensayo (tomado de la referencia 15).
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ciones tipo "knockout", lo que demuestra que la
StAR es indispensable para la esteroidogénesis
gonadal o suprarrenal. Asi, la StAR es la primer
proteina que se identifica como esencial en el trans-
porte de colesterol mitocondrial y su acceso al
citocromo P450scc.

.Y LOS EMBARAZOS

DE PACIENTES CON HACL?

Durante el embarazo, la produccién de altas con-
centraciones de progesterona son vitales para per-
mitir que éste llegue a término. Sin embargo, los
embarazos con productos con HACL sugieren que
la esteroidogénesis placentaria no requiere de la
StAR, a pesar de que la placenta surge del mismo
cigoto que el producto. Se ha demostrado que la
placenta carece de la expresion de la StAR, lo que
permite proponer que la esteroidogénesis en otros
tejidos emplea mecanismos diferentes a las
suprarrenales y gonadas para la obtencion del
colesterol. Datos de nuestro laboratorio demues-
tran que el tratamiento de las mitocondrias de la
placenta humana con tripsina no son capaces de
sintetizar P5 en presencia de colesterol, pero si en
presencia de 22-hidroxicolesterol, el cual atraviesa
libremente la membrana. Esto permite sugerir que
el transporte de colesterol en la placenta humana
esta relacionado con un sistema proteico.
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RESUMEN

Uno de los principales objetivos de la biotecnologia
es la sobreproduccion de metabolitos. La manipula-
cion del metabolismo central para incrementar los
flujos metabolicos es posible mediante el analisis del
control metabdlico, que nos permite identificar a los
mecanismos de regulacion de las vias metabolicas a
fin de realizar modificaciones especificas y razona-
das. Los ciclos de sustrato o futiles en el metabolis-
mo pueden ser mecanismos muy eficientes para per-
mitir que los microorganismos respondan a cambios
rapidos de las condiciones nutricionales y del medio
para lograr la supervivencia. Sin embargo, su utilidad
se torna aparentemente nula en condiciones contro-
ladas y de “exceso energético”, donde pueden sig-
nificar un gasto energético importante, el cual puede
ser redirigido hacia la sobreprodugcion de metaboli-
tos de interés, mediante al analisis de control de las
vias metabolicas involucradas y su modificacion.

PALABRAS CLAVE: Ciclos futiles, control
metabolico, sobreproduccion, ingenieria metabdlica,
regulacion, enzimas.

ABSTRACT

One of the main goals in biotechnology is
overproduction of useful metabolites. Metabolic
Control Analysis could be used to redesign
metabolic pathways in a directed fashion by
identifying their regulation mechanisms. Futile or
substrate cycles in metabolism seem to be very
efficient metabolic responses to drastic changes in
environmental and nutritional conditions for the
survival of microorganisms. However, their utility
could be void in controlled conditions with
“energetic excess”, where substrate cycles represent
energy dissipating reactions that can be suited to
improve metabolic fluxes for metabolite
overproduction by modifying metabolic pathways
by Control Analysis.

KEY WORDS: Futile cycles, metabolic control,
overproduction, metabolic engineering, regulation,

€nzymecs.

INTRODUCCION

Los libros de texto de bioquimica generalmente
apoyan la idea de que la célula es capaz de regular
sus reacciones metabolicas y la biosintesis de sus
enzimas para lograr una eficiencia maxima y econo-
mia, en tanto que los microbidlogos asumen que el
rendimiento de crecimiento celular es proporcional
a la cantidad de ATP sintetizado. Estos puntos de
vista se contradicen por la observacion de que las
células en fase estacionaria de crecimiento pueden
utilizar fuentes de energia con una ausencia comple-
ta de crecimiento y por el hecho de que la relacion
ATP-biomasa esta muy por debajo de los valores
teoricos esperados. Algunas de las variaciones en
la eficiencia de crecimiento pueden explicarse me-
diante reacciones que disipan energia.

REACCIONES DE LIBERACION DE ENERGIA
En el analisis de la relacion entre procesos
anabolicos y catabdlicos dentro de una célula, es
posible distinguir mecanismos que permiten que la
velocidad del catabolismo varie de manera inde-
pendiente de la velocidad del anabolismo, donde se
involucran reacciones de liberacion de energia.
Dentro de tales reacciones podemos mencionar la
generacion de calor, la sobreproduccion y excre-
cion de metabolitos, y los ciclos de sustrato o fi-
tiles (1). Este tipo de mecanismos debe tener un
importante significado fisiologico y bioenergético:
(Cual es la razon por la que la célula “desperdicia”
energia que puede canalizar para el crecimiento,
por ejemplo? Tradicionalmente se considera que el
éxito evolutivo de los microorganismos descansa en
la optimizacion de recursos y canalizacion de la
energia a procesos tales como la reproduccion y la
supervivencia (energia endogena, energia de man-
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tenimiento, energia de recambio); y que tales pro-
cesos estan perfectamente controlados, por lo que
la energia no se disipa en procesos secundarios.
Tal afirmacion nos parece correcta, pero para que
esté solidamente fundamentada es conveniente ana-
lizar a los microorganismos dentro de su entorno
como una unidad interdependiente, con intercambio
de materia y energia. Dentro de este contexto,
podemos identificar a las diferentes reacciones de
disipacion de energia como reacciones necesarias
para la adecuacion y supervivencia de los
microorganismos en su medio, esto es, los
microprganismos han sido seleccionados al conten-
der con las dos principales fuerzas evolutivas antes
mencionadas, la supervivencia y la reproduccion, a
cualquier precio, alin a expensas de energia.

Uno de los principales objetivos en la
biotecnologia es el de incrementar los flujos
metabolicos de vias determinadas a fin de obtener
metabolitos de interés biomédico, econémico o
biotecnologico. La sobreproduccion de metabolitos
mediante ingenieria metabolica ha tomado un auge
sin precedentes: la produccién a gran escala de
aminoacidos, antibidticos, polimeros y un sinniime-
ro de compuestos ha sido posible gracias a las
técnicas del ADN recombinante (2, 3).

El conocimiento de las propiedades de una via
metabolica, mediante el analisis cuantitativo de con-
trol metabolico, puede conducir a la manipulacion
razonada de las enzimas en forma individual, modi-
ficando sus propiedades cinéticas o sus niveles de
expresion. En ausencia de analisis como éste, la
probabilidad de éxito es baja y 1a mejoria en los
resultados es muy modesta (4).

El analisis de control metabdlico en los procesos
de sobreproduccion de metabolitos y en el control
de reacciones de liberacion de energia, como la
existencia de ciclos de sustrato o futiles, puede
proporcionarnos el significado metabdlico y
bioenergético de tales procesos, por lo que es de
nuestro interés enfocar esta investigacion al cumpli-
miento de dicho propdsito.

Esta revision se iniciara explorando en primera ins-
tancia el andlisis de control metabolico, sus principales
bases y aplicaciones. Enseguida se evaluaran los ci-
clos de sustrato y la sobreproduccion de metabolitos
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bajo los postulados de la Teoria de Control
Metabolico, con el fin de dar un significado coherente
a la existencia de dichos procesos en la naturaleza.

CONTROL METABOLICO

Uno de los principales campos de investigacion
actual entre los bioquimicos, consiste en explicar a
nivel molecular la homeostasis metabolica que se
observa a nivel fisiologico: como las velocidades de
sintesis y degradacion de metabolitos se mantienen
en balance sobre un amplio intervalo de condicio-
nes externas sin efectos catastroficos. El descubri-
miento de la inhibicion por producto final, de la
cooperatividad, de la modificacion covalente de las
enzimas y de los mecanismos de control de 1a sin-
tesis y degradacion de las enzimas, han aportado
datos fundamentales sobre los aspectos moleculares
ivolucrados en el control de los flujos metabolicos.

El analisis de control metabolico establece las
bases teoricas y experimentales que permiten dilu-
cidar los mecanismos involucrados en el control de
los flujos metabolicos.

El andlisis de control metabolico contempla a los
sistemas metabdlicos como una unidad, con todas
las reacciones metabolicas conectadas via
metabolitos comunes conformando un conjunto
interdependiente. Los sistemas metabolicos pueden
ser estudiados en estados estacionarios estables,
con lo que se asume que es una condicion
metabolica en que cada metabolito es sintetizado y
degradado a la misma velocidad, por lo que las
concentraciones de los mismos se mantienen cons-
tantes respecto al tiempo (estado estacionario dina-
mico); para lo cual, debe haber por lo menos un
metabolito (X)) como reserva de materia aportada
(poza) y al menos otro (X,) que salga de la via
metabdlica (fuga):

X, = ¥~ 8, =+ 8§ -+ 8 = X | X

Los metabolitos pueden estar distribuidos
homogéneamente entre las enzimas que actian so-
bre ellos y la actividad enzimatica de éstas depen-
dera principalmente de su concentracion, de su
interaccion con otros metabolitos diferentes a su
sustrato y a las interacciones con otras enzimas. En
el analisis de control metabodlico se asume a las
€nzimas como parametros y no como variables, esto
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es, no deben ser consideradas como metabolitos y
su concentracion es constante al menos durante la
duracion del estado estacionario estudiado. Ade-
mas, la concentracion de los metabolitos se cuan-
tifica en su forma libre (4).

El analisis de control metabdlico establece la
relacidon entre las propiedades de los sistemas
metabolicos con las propiedades particulares de sus
componentes, especificamente, de las enzimas. La
teoria de control metabolico propone que el control
de flujo de una via metabolica esta compartido por
las enzimas participantes, en diferentes grados de
control; dichas enzimas controlan el flujo de la via
no solo dependiendo de sus caracteristicas cinéticas,
sino también de la influencia de las demas enzimas
de la via. Las enzimas involucradas pueden
“distribuirse o compartir” el control metaboélico en
diferentes condiciones o estados estacionarios.

Las propiedades del sistema que sirven de base
para la teoria de control, son los coeficientes de
control (C,), los cuales describen como una pro-
piedad variable del sistema, tipicamente un flujo
metabdlico o la concentracion de un metabolito,
responde a la variacion de un parametro, tipica-
mente, a la concentracién o actividad de una enzi-
ma. Los coeficientes de control de flujo de las
enzimas permiten identificar sitios potenciales de
control (enzimas con C, altos), las cuales pueden
ser las enzimas regulatorias (5), que por métodos
empiricos fueron originalmente identificadas como
las “paso-limitantes” o enzimas claves de la via
metabdlica. Los coeficientes de control de flujo se
calculan asi:

= ([Ei] /1) ( 8]/ d[Ei] ),
(&1n|J|/5In[Ei] ),

| \

donde CJE es el coeficiente de control de flujo (J) de
la enzima Ei, en el estado estacionario (ss) y Ei se
refiere a la concentracion o actividad de la enzima 1.

Los coeficientes de control de flujo son globales;
las enzimas compiten por el control del flujo y la
suma de los coeficientes de control de flujo de las
enzimas de la via metabdlica debe ser igual a 1
(Teorema de la sumacion):

G+, +..C.F 2 =]
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Otro parametro importante en la teoria de con-
trol, es la elasticidad, que a diferencia del coefi-
ciente de control de flujo, no es una propiedad del
sistema metabolico, sino de las enzimas individua-
les. La elasticidad enzimatica la podemos definir
como la respuesta local de la velocidad de reaccion
de una enzima a un cambio infinitesimal de uno de
los participantes de dicha reaccion (sustrato,
moduladores alostéricos, otras enzimas, concentra-
cion enzimatica, pH, temperatura), en el estado
estacionario, asi:

g, =lim (BVi/Vi)/ (S[XKJ[XK])
S[Xk] = 0

donde €, = coeficiente de elasticidad; Xk =
metabolito; 3V1/Vi = cambio en Vi de la enzima Ei
por el cambio en la concentracién del metabolito
Xk: ([ Xk]/[Xk]).

g =(8InVi/ In[Xk])[S],[PL.[Xj],Km, pH, temp....;
C=([XK]/ Vi) (B Vi/ 5 X)

Las enzimas que presenten una gran respuesta a
cambios en la concentracion de su sustrato o
producto(s), tendran un coeficiente de elasticidad alto
y un coeficiente de control de flujo bajo ya que una
reduccion en la actividad de una enzima con una muy
alta capacidad de respuesta, tendra un efecto pe-
quefio en el estado estacionario del flujo metaboélico.
Por otro lado, una enzima que no responda rapida-
mente a un cambio en la concentracion de su
sustrato, tendra una elasticidad baja, y un coeficiente
de control alto (puesto que empezara a ser limitante
para el flujo de la via metabdlica). Estos dos
parametros se relacionan en la siguiente ecuacion
(teorema de Ia conectividad):

O, R 0 vt 4, O, Vet =0 B et =0,

Los coeficientes de control de flujo de dos
enzimas relacionadas por un metabolito comun,
estan inversamente relacionadas con sus coeficien-
tes de elasticidad para dicho metabolito segin la
siguiente relacion:

J ] = o2 1
L1 Gy Bl By
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El analisis experimental del control de flujo se
centra en la modificacion especifica de alguna ac-
tividad enzimatica mediante diferentes estrategias:

a) Mecanismos genéticos: variacion de la dosis
génica de las enzimas (6); control de la expresion
enzimatica a través de vectores inducibles (7).

b) Titulacion con enzimas purificadas (8).

c) Titulacion de las enzimas con inhibidores espe-
cificos.

d) Modulacion enzimatica a través de cambios
hormonales y/o ambientales.

En el analisis del control metabolico, se pueden
observar jerarquias de control, cualquiera de ellas
manipulable gracias al desarrollo de técnicas de
biologia molecular. Dentro de tales jerarquias po-
demos distinguir: la regulacion de la expresion
genética, las regulaciones transcripcionales,
traduccionales y postraduccionales (6).

CICLOS FUTILES

Una posible via de disipacion de energia en el
metabolismo, es la existencia de ciclos de sustrato
o futiles, los cuales ocurren donde una reaccion o
grupo de racciones que convierten el metabolito S,
en S,, ocurre en sentido inverso a otra reaccion o
grupo de reacciones que reconvierte a S, en S,
donde una de las reacciones requiere la hidrolisis
de ATP. Si en ciertas circunstancias ambas reac-
ciones se encuentran operando simultineamente,
entonces puede haber un flujo ciclico en el cual una
apreciable proporcion, o quizas todo S, que sea
convertido a S, regrese a S,. Por lo tanto, el flujo
ciclico no presentaria otro cambio que la disipacion
de energia (la hidrdlisis de ATP).

El desperdicio de energia por la operacion si-
multanea de vias anabolicas y catabolicas fue suge-
rida inicialmente en 1963 por Steinberg, quien en-
contré evidencias de un ciclo futil entre la
deacilacion y reesterificacion en el metabolismo de
triglicéridos en tejido adiposo. En 1966 Newsholme
y Underwood propusieron la existencia de un pro-
bable ciclo futil entre la Fructosa-6-P y Fructosa-
1,6-DP, con implicaciones regulatorias. En 1978
Stein y Blum discutieron sobre la utilidad de los
ciclos futiles, los cuales existen en el metabolismo
probablemente como puntos regulatorios del flujo
metabolico, bajo controles muy estrechos (tales
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como ¢l control alostérico reciproco de las enzimas
involucradas; la modificacion covalente de las mis-
mas; diferentes constantes cataliticas de la enzima
del flujo hacia adelante y de la enzima del flujo
reverso), que eviten la pérdida energética; o bien,
que esta aparente pérdida lleve consigo un fin til
no aparente.

En 1985 Calderén y Mora reportaron la existen-
cia de un ciclo futil de la glutamina en Neurospora
crassa, donde este aminoacido es continuamente
degradado y resintetizado, a expensas de ATP. El
ciclaje de la glutamina también fué reportado en
Rhizobium etli (9). Se han propuesto muchas fun-
ciones para explicar la existencia del ciclaje de la
glutamina: irreversibilidad de la transaminacion de
la glutamina; un mecanismo para regular rapida-
mente la concentracion intracelular de glutamina y
glutamato; un mecanismo de control de la veloci-
dad de sintesis y degradacion de los compuestos
nitrogenados; un mecanismo general para tomar o
liberar los esqueletos de carbono de la glutamina;
mantenimiento del balance entre los compuestos
nitrogenados; o como un mecanismo de disipacion
de energia y produccion de calor (9). También se
ha propuesto la existencia del ciclaje de la glutamina
en Saccharomyces cerevisiae.

En Escherichia coli se ha reportado la existen-
cia de un ciclo futil de amonio a través de la mem-
brana celular, cuando el medio de crecimiento tiene
concentraciones limitantes de potasio (10).

En Streptococcus bovis se ha encontrado que
la deprivacion de aminoacidos provoca que las
velocidades anabolicas y catabolicas estén fuera de
balance, con un desperdicio de energia producto
de un posible ciclo futil.

Fell (11) propone que los ciclos de sustrato
deben ser rutas ciclicas, donde deben haber por lo
menos dos flujos independientes y donde por lo
menos un miembro del flujo ciclico pueda, en prin-
cipio, ser bloqueado permitiendo que la via
metabolica pueda lograr un estado estacionario. Los
ciclos fuatiles disipan energia en el metabolismo, por
lo que es muy interesante saber que tan grande es
la pérdida energética y mas aun, el significado de la
existencia de dichos procesos dentro del contexto
metabolico.
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En 1983 Newsholme propuso que los ciclos de
sustrato o futiles pueden tener el papel de incre-
mentar la sensibilidad del control metabdlico, y
sugieren que la velocidad de los ciclos varian de
una condicion a otra y que ciertos metabolitos (por
ejemplo, hormonas), incrementan especificamente
la velocidad del ciclaje. En otras palabras, es nece-
saria la variacion en la velocidad del ciclaje, puesto
que los requerimientos de sensibilidad enzimatica
varian de una condicion metabolica a otra.

Por otro lado, la existencia de los ciclajes podria
incrementar el control de flujo metabdlico de reac-
ciones en una amplia variedad de condiciones. No
existen limites (tedricamente hablando) para la
amplificacion del control metabolico de los ciclajes
y en todos los casos la relacion entre la velocidad
de la reaccion reversa y el flujo neto a través de la
via a analizar (V_ /F ) es la que determina la
respuesta final del sistema.

Fell y Sauro (12) proponen un mecanismo para
cuantificar el control metabolico-en los ciclajes, en
el cual los datos fundamentales para el analisis son
los coeficientes de elasticidad de las enzimas par-
ticipantes y una nueva cuantificacién denomina-
da cociente de reciclaje (o).

Si tenemos:
E] E2 EJ
FlyjoC: A »S « P B
E4
E, E, E,
FlujoL: A »S P B

La influencia del ciclaje en los coeficientes de
control de flujo de las enzimas del flujo C, pueden
cuantificarse por la relacién entre los coeficientes
de control de flujo de E, obtenidos cony sin ciclaje
(flyjos Cy L):

a) ¢ /C, =

1-(a/(14a)) * (1-(ep*/ep?)-(es'/es/ 1-(ep¥ep?)-(es¥/es"))

b) Cjzc / C]:L =
I / (1+a)) * K
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Donde C',. y C',, son los coeficientes de con-
trol de flujo de E, para ambos flujos (Cy L). (K
reemplaza la relacion de las elasticidades en b). El
control de flujo de E, es amplificado cuando la
relacion de elasticidades K es mayor que 1.

La amplificacion del control de flujo puede exis-
tir como resultado de dos factores: 1) el de la re-
lacion de coeficientes de elasticidad que dependen
de las propiedades “locales” de las reacciones en-
vueltas en el ciclaje (K en la ecuaciéon b) y 2) el
factor de reciclaje () relacionado a la velocidad
de la reaccion reversa o de reciclaje y al flujo neto
de la reaccion hacia adelante.

Entonces, cualitativamente podemos considerar
dos tipos de ciclos de sustrato: aquellos que pre-
sentan una amplificacion del control de flyjo ilimita-
da (cuando v, > v, en el flujo C) y aquellos en que
dicha amplificacién es limitada a (1 + a) enla
ecuacion b.

Para analizar la amplificacion es importante se-
fialar que K resulta de la combinacion de las ¢las-
ticidades del sistema de reacciones para S y P, por
lo que un mismo valor para K puede resultar de
diferentes combinaciones de elasticidades de las re-
acciones involucradas, lo que puede tener diferen-
tes significados metabolicos. Por lo tanto, un valor
de amplificacion idéntico puede ser obtenido en
ciclajes con diferentes propiedades en sus elastici-
dades.

Se han disefiado algunas estrategias experimen-
tales para la cuantificacion de los ciclos de sustrato
in vivo:

Mediante el marcaje isotopico de la glucosa y la
fructosa-1,6-bifosfato durante el metabolismo
glicolitico y gluconeogénico en E. coli, se ha logra-
do medir cuantitativamente el ciclaje, cuyas enzimas
involucradas son la fosfofructocinasa y la fructosa-
1,6-bifosfatasa.

En S. cerevisiae, se ha construido un sistema de
expresion de las enzimas gluconeogénicas fructosa-
1,6-bifosfatasa y fosfoenolpiruvato-carboxicinasa,
bajo el control de un promotor inducible no repri-
mido por glucosa, con el cual se expresaron las
enzimas mencionadas bajo condiciones glicoliticas,
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creando un ciclo futil que se tradujo en un decre-
mento en el rendimiento de crecimiento de un 30%
v un aumento en el tiempo de duplicacion del 20%.

Chao y Liao, en 1994 reportaron la creacion de
un ciclo futil entre fosfoenolpiruvato (PEP) y el
oxaloacetato (OAA) en £. coli, mediante la
sobreexpresion simultdnea de la fosfoenolpiruvato-
carboxicinasa y la fosfoenolpiruvato-carboxilasa a
partir de un plasmido multicopia inducible. La
sobreexpresion simultanea de estas enzimas estimu-
laron el consumo de oxigeno y de glucosa, redujo
el rendimiento de crecimiento y provoco la excre-
cion al medio de piruvato y acetato.

Mediante la clonacion de las enzimas PEP-
carboxicinasa, piruvato carboxilasa, PEP-sintetasa
y piruvato-cinasa, en vectores para su sobre-
expresion por separado, se han creado ciclos futi-
les entre el PEP y OAA, y entre el PEP y el
piruvato. Dichos ciclos de sintesis y degradacion
continua, redujeron los rendimientos de crecimiento
de las cepas transformadas, aumentaron su consu-
mo de glucosa y de oxigeno y aumentaron su tiem-
po de duplicacion. Entre sus conclusiones, estos
investigadores proponen a los ciclos futiles como
una herramienta en la ingenieria metabdlica para
estimular el metabolismo hacia la produccion de
metabolitos de interés o para la digestion de com-
puestos toxicos.

RIGIDEZ METABOLICA ENLA
SOBREPRODUCCION DE AMINOACIDOS
JEXISTEN PUNTOS DE CONTROL
GENERALES?

Con el advenimiento de las tecnologias del ADN
recombinante, con el avance en la clonacion
molecular y en el conocimiento de las vias meta-
boélicas para la produccion de la mayoria de los
aminoacidos, se han desarrollado estudios tendien-
tes a sobreproducirlos, puesto que presentan un
formidable mercado biotecnologico.

En general, un metabolito es sobreproducido al-
terando la regulacion de la via directamente asocia-
da con su sintesis, o bien realizando transferencias
genéticas de un organismo a otro, cuya informacion
engloba a los genes que codifican para ¢l metabolito
de interés, lo que permite un aumento en el flujo
metabolico hacia la produccion del mismo.
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En contados trabajos se considera la manipula-
cion del metabolismo central, como una herramien-
ta para la sobreproduccion de algan metabolito,
como por ejemplo, para la sobreproduccion de
aminoacidos. En este sentido, los trabajos reporta-
dos referentes a su sobreproduccion versan sobre
la modificacion de una enzima de la via metabolica
particular, con lo que se han logrado avances muy
importantes en cuanto a sobreproduccion, aunque
nunca se han alcanzado los valores tedricamente
esperados (4).

La modificacion del metabolismo primario para
redingir flujos metabodlicos hacia la obtencion de un
rendimiento maximo de productos es una linea de
la ingenieria metabolica recientemente explorada.

Stephanopoulos y Vallino (13) han descrito la
presencia de nodos o puntos de bifurcacion entre
vias metabdlicas relacionadas, como puntos de re-
gulacion y redireccion de flujos, las cuales en su
conjunto forman una red metabélica, cuya rigidez
depende de las condiciones metabdlicas y los re-
querimientos del organismo. Para la manipulacion
de vias metabolicas determinadas, es necesario
conocer los puntos de regulacion involucrados, a
fin de realizar modificaciones especificas y muy
dirigidas: “razonadas”.

Existen puntos de control o nodos mas genera-
les, los cuales involucran vias centrales del metabo-
lismo, cuya modificacion suele ser mucho mas com-
pleja que la realizada a nodos particulares de la via
a sobreexpresar, por lo que se torna necesario tener
un panorama general del control metabdlico para
iniciar una modificacion razonada hacia la produc-
ci6n de un metabolito de interés biotecnologico.

La biosintesis de aminoacidos aromaticos en to-
dos los organismos parte de una via comun hacia la
sintesis de corismato, del cual parten las vias para
la sintesis de triptofano, fenilalanina y tirosina (3,
14): la sobreproduccion de triptofano ha alcanzado
valores de hasta 43 gramos por litro. La estrategia
empleada para ésto consistié en la amplificacion de
genes desregulados que codifican para las enzimas
involucradas en la sintesis de éste aminoacido: 3-
desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintetasa
(DS), antranilato sintetasa (ANS) y antranilato
fosforibosil transferasa (PRT), las cuales perdieron
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su inhibicion por triptofano (15). También se ha
conseguido aumentar la biosintesis de lisina al se-
leccionar cepas con aspartatocinasa (ASK) y
aspartato semialdehido deshidrogenasa (ASD)
desreguladas por lisina, las cuales sobreexpresan la
actividad de la ASK, con lo que los rendimientos
llegan hasta 25 gramos por litro. En el caso de la
fenilalanina, los rendimientos alcanzan hasta 50 gra-
mos por litro, logrados mediante la modificacion
genética de las enzimas involucradas en la ruta
metabolica: deregulacion por fenilalanina y tirosina
de la 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato
sintetasa y la corismato mutasa-prefenato
deshidratasa.

Dentro del desarrollo de las teorias de control
metabolico, se han disefiado una serie de aproxi-
maciones experimentales para determinar cual enzi-
ma o-enzimas controlan los flujos metabdlicos, a fin
de conocer de manera mas global los mecanismos
regulatorios existentes en los sistemas biologicos.
Dichos mecanismos deben tener categorias de
acuerdo a sus alcances o participacion dentro del
metabolismo, lo que nos permite suponer que el
control metabdlico para la sintesis de aminoacidos
puede tener un punto de referencia global, el cual
es necesario identificar.

Mediante el analisis de control metabolico pode-
mos cuantificar el grado de control que cada enzi-
ma ejerce sobre el flujo, mediante diferentes aproxi-
maciones experimentales, como lo es el determinar
el contenido de metabolitos involucrados en una via
metabolica dada, lo que nos daria informacion acer-
ca de la actividad enzimatica mas “lenta” o limitan-
te; otra es la de determinar cual enzima o enzimas
se encuentran mas alejadas del equilibrio, mediante
la comparacion de sus constantes de accion de
masas en el equilibrio y en un estado estacionario
dado; otra es la de comparar porcentualmente la
cantidad de metabolitos de una condicion metabo-
lica y otra diferente, a fin de observar cual metabo-
lito aumenta o disminuye significativamente, obser-
vando asi la o las enzimas que regulan los flujos en
dichas condiciones (5).

Determinando los puntos principales de control y
sus mecanismos de modulacion, se pueden disefiar
estrategias para modificarlos a nuestra convenien-
cia.
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En E. coli y C. glutamicum, cuando se crecen
en glucosa como fuente de carbono, los niveles de
PEP vy eritrosa-4-fosfato (E4P) son insuficientes
para soportar un incremento en la sobreproduccion
de aromaticos, debido al bajo flujo de carbono a
través de la via de las pentosas y al usc del PEP
en el sistema de la fosfotransferasa (PTS). Una
enzima que pudiera estar limitando el flujo de car-
bono a través de la via glicolitica pudiera ser la
transcetolasa y la PEP sintetasa, o bien la
transaldolasa, enzima productora de E4P. Bajo este
contexto tedrico, Lu y Liao (14) han obtenido una
cepa de E. coli que sobreexpresa el gen tal, que
codifica para la sintesis de transaldolasa, y que
ademas sobreexpresa el gen aroB que sobreprodu-
ce DAHP (3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-
fosfato); la cepa resultante incremento el flujo hacia
la sintesis de DAHP a partir de glucosa, con lo que
se comprobo que el suplemento de E4P es limitante
en esa condicion; sin embargo, la sobreexpresion
de tal en una cepa que sobreexpresa transcetolasa
(tkt4), no incremento la sintesis de aromaticos,
posiblemente por la saturacion de E4P, o bien por
el insuficiente aporte de PEP (14).

Al tener precursores comunes las vias metabo-
licas para la sintesis de los aminoacidos triptofano,
fenilalanina y tirosina, es posible explorar la exis-
tencia de nodos generales, que nos permitan au-
mentar la produccion de los mismos.

Este grupo de aminoacidos se derivan de los
intermediarios DAHP y E4P, de cuya disponibili-
dad depende la sobreproduccion de los tres ami-
noacidos, por lo que el identificar el punto de con-
trol glabal se torna indispensable.

CICLOS FUTILES Y SOBREPRQ])UCCI()N
DE METABOLITOS DE INTERES
BIOTECNOLOGICO

Los ciclos de sustrato en el metabolismo pueden
ser mecanismos muy eficientes para permitir que la
bacteria se adapte a cambios rapidos de las condi-
ciones nutricionales para lograr la supervivencia. Sin
embargo, su utilidad se torna aparentemente nula
cuando los microorganismos se cultivan en condi-
ciones controladas y sin cambios drasticos, con
nutrimentos proporcionados en exceso y de manera
continua. En estas condiciones de “exceso energe-
tico” es posible obtener organismos cuyos ciclos de
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sustrato sean modificados a fin de que canalicen la
gnergia que se gasta en los mismos hacia la pro-
duccion de metabolitos de interés biotecnologico,
tales como aminoacidos, antibidticos, polimeros, o
incluso biomasa.

En la gran cantidad de microorganismos que se
han modificado genéticamente para beneficio bio-
tecnologico, no se ha explorado aun la existencia y
operatividad de ciclos de sustrato, los cuales pue-
den tener una participacion importante en la distri-
bucion de energia dentro del metabolismo, la cual
pudiera ser canalizada para mejorar los rendimien-
tos de produccion de los metabolitos involucrados.

CONCLUSIONES

El analisis de control metabdlico es una herramienta
fundamental para el conocimiento de los procesos
celulares; los postulados de la Teoria de Control
Metabolico permiten inspeccionar las vias y las
redes metabolicas con cierto grado de aproxima-
cién a la naturaleza real de los procesos y su fino
control e interrelacion. Los procesos metabodlicos
con un significado poco aparente o dificil de expli-
car, como las reacciones de disipacion de energia,
sobreproduccion de metabolitos y ciclos de
sustrato, pueden y deben ser analizados bajo la
lupa del control metabolico, puesto que dichos
procesos no son inutiles ni son errores metabolicos
en los que ocurre un desperdicio energético, sino
que son Procesos necesarios para la supervivencia
de los microorganismos.

La existencia de los ciclos de sustrato, mal lla-
mados futiles, obedecen a la necesidad de incre-
mentar el control metabolico de las vias involucra-
das en dicho proceso, con el fin de lograr la ho-
meostasia metabolica. La complejidad de las redes
metabdlicas en que operan los ciclajes, dificultan la
iterpretacion de su papel, mas aun si dicho papel
se evalla en condiciones ambientales controladas y
con exceso de nutrimentos, como las existentes en
reactores o experimentos de laboratorio (esto es,
es posible que la interpretacion de ciclos futiles se
haya desarrollado a partir de la observacion de
dichos procesos en microorganismos y en cultivos
celulares crecidos bajo condiciones de laboratorio,
en las cuales se ofrecen todos los recursos necesa-
rios, en exceso y permanentes; condiciones aleja-
das a las que se encuentran en la naturaleza). La

Huerta-Saquero A y Cols

evaluacion de cualquier proceso metabolico debe
hacerse en diferentes condiciones metabolicas o
diferentes estados estacionarios, sin olvidar en nin-
glin momento las condiciones naturales tan cam-
biantes en que se desarrollan los microorganismos,
mismas que pueden dar significado fisiologico a
estos ciclos.

La sobreproduccion de metabolitos de interés
biotecnoldgico ha sido un objetivo ampliamente
perseguido y estudiado. El analisis del control de
las vias metabdlicas involucradas en la sobrepro-
duccidn es necesario para lograr una manipulacion
del metabolismo direccionada y eficiente. Los me-
canismos de disipacion de energia en microorganis-
mos manipulados genéticamente para la sobrepro-
duccion de metabolitos, debe evaluarse bajo el
contexto del control metabolico, a fin de dirigir estas
“fugas energéticas” hacia la sobreproduccion de los
misSmos.
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RESUMEN

La fase estacionaria de crecimiento en los
mIcroorganismos se caracteriza por el cese en el
aumento del numero de células debido al agota-
miento de nutrientes del medio de cultivo. El man-
tenimiento de la viabilidad celular durante largos
periodos de tiempo en estas condiciones, involucra
intrincados mecanismos adaptativos. Esta revision
describe la importancia de RpoS o factor (S como
un regulador global en la expresion de genes duran-
te esta fase, los factores que regulan la expresion
de este factor y su interaccion con algunos otros
elementos también relacionados con la expresion
de genes en células privadas de nutrientes.

PALABRAS CLAVE: Fase estacionaria, fisio-
logia, expresion de genes , RpoS.

ABSTRACT

Bacterial adaptation to nutrient limitation during
entry into and maintenance of stationary phase is
characterized by an intricate series of metabolic
changes that continue over a long time. All adaptive
responses, from changing nutrients to various
stresses, involve genetic switches that control the
metabolic changes taking place. In this review, the
RpoS or (S role as a stationary phase global
regulator in gene expression is emphasized. Some
factors affecting its own synthesis and the interaction
with other components affecting gene expression
during nutrient starvation are also described.

KEYWORDS: Stationary phase, physiology,
gene expression, RpoS.

INTRODUCCION
Las células bacterianas tienen la capacidad de res-
ponder rapidamente a los cambios ambientales

durante el crecimiento, mediante la activacion de la
expresion de genes como respuesta a un estrés
especifico. Una de las respuestas iniciales a la limi-
tacion de un nutriente en particular -como el carbo-
no, nitrégeno o fosforo- es la de inducir la expre-
sion de un grupo de genes cuyas funciones estén
disefiadas para ayudar a que las células puedan
sobreponerse a ese estrés especifico de privacion.
Una disminucion en el nivel del nutriente en particu-
lar, conlleva a la activacion de un regulador
transcripcional que enciende la expresion de los
genes del regulon participante. Cuando la induccion
de estos regulones no es adecuada para asegurar
una cantidad suficiente del nutriente limitante, el
crecimiento cesa y las células entran en fase esta-
cionaria. La fisiologia de la células durante esta
ctapa variara enormemente dependiendo de la
composicion del medio en el que estén creciendo y
de las condiciones en las que apareci6 la limitacion
(1). En una célula privada de nutrientes no es po-
sible una respuesta rapida que requiera transcrip-
cion de genes y sintesis de novo de proteinas. De
ahi que las células deben prepararse con anticipa-
cion para contender con la eventual posibilidad de
cambios o restricciones del medio ambiente, tales
como estrés por limitacion de nutrientes, estrés
oxidativo, o bien por calor o por presién osmotica.
En este trabajo se pretende realizar una revision de
los aspectos que regulan la adaptacion de las bac-
terias gram negativas a cambios estresantes del
medio ambiente y en la que no se presentan las
formas clasicas de resistencia como son las espo-
ras.

FISIOLOGIA DE LA FASE ESTACIONARIA
Durante la fase estacionaria de crecimiento, la bac-
teria Escherichia coli pierde la forma comun de
bacilo debido a que las células llegan a ser bastante
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mas pequefias y casi esféricas, como resultado de
las divisiones celulares sin aumento de la masa
celular (2). El volumen relativo y la disposicion de
las regiones subcelulares también cambian dentro
de la célula (v.g. el citoplasma se condensa y el
volumen del periplasma aumenta). Se observan
cambios en la envoltura celular que reflejan la ne-
cesidad de proteccion y aislamiento de los ambien-
tes estresantes. Las células privadas cubren su su-
perficie con moléculas hidrofobas adicionales que
favorecen la adhesion y la agregacion. La compo-
sicion de los acidos grasos se modifica, por ejem-
plo en células de £. coli en fase estacionaria, todos
los acidos grasos insaturados de la membrana se
convierten en derivados del ciclopropilo, disminu-
yendo la fluidez de la bicapa. Ademas, la pared
celular sufre cambios estructurales, que podrian
estar relacionados con una mayor resistencia a la
autolisis (1). El cromosoma sufre cambios topolo-
gicos que coinciden con una reduccion en la expre-
sion de genes observada en células privadas. En £.
coliy Vibrio spp, después de varias horas en fase
estacionaria, se condensa el nucleoide y se mani-
fiestan cambios en la densidad superhelicoidal ne-
gativa de plasmidos (3 y 4). Se ha observado que
las células de E. coli, Salmonella typhimurium y
Vibrio spp privadas de nutrientes son mas resisten-
tes al choque térmico, estrés oxidativo y osmotico
que las células en fase exponencial (1 y 5).

E. coli, S. typhimurium y Vibrio spp presentan
expresion temporal de ciertas clases de genes du-
rante la fase estacionaria de crecimiento. La expre-
sion de algunos genes se induce en la fase muy
temprana de esta etapa, mientras que otros no se
inducen hasta después de muchas horas (1 y 6). Se
ha descrito durante el inicio de la fase estacionaria,
que las proteinas que se sintetizan estan
involucradas en mantener la viabilidad de la célula
durante largos periodos de limitacion. Se ha obser-
vado que cuando se inhibe la sintesis de proteinas
con cloranfenicol durante las primeras horas de la
fase estacionaria, la tasa con la cual los cultivos
pierden viabilidad aumenta enormemente. Mientras
que cuando se inhibe la sintesis de proteinas en
células que han estado en fase estacionaria por
varias horas, solo se produce una ligera disminu-
cion en la viabilidad (6). De ahi que la regulacion
de las proteinas que se sintetizan durante esta fase
sea critica para la sobrevivencia de la célula.
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La adaptacion de las bacterias a la limitacion de
nutrientes durante el inicio y el mantenimiento de la
fase estacionaria, se caracteriza por una serie de
cambios metabolicos intrincados que continian por
un largo periodo de tiempo. Todas las respuestas
adaptativas, ya sea al cambio de nutrientes 0 a
varias condiciones estresantes, involucran una serie
de mecanismos de encendido y apagado que con-
trolan estos cambios metabolicos. Un mecanismo
regulatorio comun, involucra la modificacion de fac-
tores sigma, subunidades de la holoenzima de la
ARN polimerasa que le confieren afinidad selectiva
por un promotor especifico. Entre este tipo de
subunidades se ha descrito una proteina identifica-
da como factor ¢® 0 &°, producto del gen rpoS,
originalmente identificado como katF. Algunos
otros alelos de este gen, que se han identificado
como resultado de diferentes fenotipos son: nur,
appR, csi-2 y abrD. Todos éstos presentan
fenotipos pleiotropicos con una pérdida rapida de
la viabilidad cuando son expuestos a diversas con-
diciones estresantes, tales como la exposicion a la
radiacion UV, temperaturas elevadas, alta salini-
dad, condiciones oxidantes (presencia de peroxido
de hidrégeno) y privaciones prolongadas de
nutrientes (5). o° ha sido descrito como un factor
clave en la respuesta a condiciones de stress du-
rante la transicion de la fase de crecimiento
exponencial a la estacionaria.

Algunos genes cuya transcripcion esta regulada
por la presencia del factor ¢* se presentan en la
Tabla L.

REGULACION DE LA EXPRESION

DEL FACTOR c®

La expresion de rpoS ha sido estudiada en cepas
de E. coli con plasmidos que contienen fusiones
katF(rpoS):lacZ, donde la transcripcion de la B-
galactasidasa esta bajo el control del promotor de
katF, relacionandose de esta manera los niveles de
actividad de B-galactosidasa presentados en dife-
rentes condiciones de crecimiento de estas cepas
con la expresion de rpoS. Se reportd que durante
el periodo lag, previamente al inicio del crecimien-
to, la expresion de rpoS en E. coli se incrementa
hasta diez veces, al transferir células de un medio
rico a uno minimo, posteriormente la expresion de
rpoS se eleva ligeramente a lo largo de toda la fase
exponencial y se presenta otro ligero aumento al
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TABLAT

GENES U OPERONES REGULADOS POR RpoS.

GEN U OPERON

PRODUCTO O FUNCION

OTROS FACTORES QUE
CONTROLAN SU SINTESIS
ADEMAS DE RpoS

otsB, otsd y Intervienen en la Osmolaridad del medio
tred sintesis v degradacion

de trehalosa.
osmB Lipoproteina de membrana Osmolaridad del medio.

osmY (csi-5)

externa sin funcién
definida.

Proteina periplasmica de
funcion desconocida.

Osmolaridad del medio.

holA Participa en la Osmolaridad del medio.
morfogénesis celular.
dps (pexB) Proteina que se une y Osmolaridad del medio.
protege al ADN.
xthA Exonucleasa I11. Osmolaridad del medio
glgs Interviene en la Induccion osmética débil,
sintesis de glucogeno. complejo AMPe-CRP,
exceso de glucosa vy falta
de nitrogeno.
aldB Aldehido deshidrogenasa. Induceién osmotica débil.
csik Funeién desconocida. Induccion osmotica débil.
csgCDEF y Requeridos en el Induccién osmotica débil
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vamente la transcripcion de
rpoS.

Mc Cann y colaboradores
(9) reportaron que en E. coli
la expresion transcripcional y
traduccional de rpoS se induce
una o dos horas previas al cese
de crecimiento, debido a la li-
mitacion de glucosa en un me-
dio minimo. Sin embargo la
traduccion aumenta ocho ve-
ces en contraste con la trans-
cripcion, la cual solamente au-
menta dos veces. De ahi que
se sugiriera que el control pri-
mario para la aparicion del
factor o pudiera ser el
postranscripcional,

El factor o* es mejor cono-
cido por su papel en la regula-
cién de genes durante la entra-
da en la fase estacionaria. Sin
embargo, tambrén funciona

csgBA Jimbriae que interviene
en la adhesién a tejidos
eucarioticos.

ppk Polifosfato cinasa. Limitacion de fosforo,
estrés alcalino,
carga energética.
katE Catalasa HPII, proteceion Ambiente oxidante.

en ambiente oxidante.

cbdAB-appA y Citocromo oxidasa tipo b y d,
appY fosfatasa acida y un activador
transcripcional

hyaABCDEF Hidrogenasa 1.

Limitacion de fésforo, anaero-
biosis y cambio osmotico.

Limitacion de carbono y fosfo- 5
ro, cambio osmotico y AppY.

como regulador celular global
durante el estrés hiperosmético
(10) o 4cido (11). El nivel ce-
10 lular de ¢* aumenta como res-
puesta a estas condiciones. La
alta osmolaridad, la baja tem-
peratura y las condiciones de
fase exponencial tardia estimu-
lan la traduccion de rposS (12).
La degradacion de la proteina
c® es muy alta bajo condicio-
nes de poco estrés. Empero,

n

entrar a la fase estacionaria (7). De la misma ma-
nera, algunos estudios con cepas de £. coli, inca-
paces de sintetizar la adenilato ciclasa (Acya) o la
proteina CAP (Acrp), han demostrado que los ni-
veles de expresion de rpoS aumentan en medios
minimos con glucosa y que la adicion de AMPc
puede revertir esta accion, al igual que durante la
fase exponencial de crecimiento en un medio rico
como el Luria-Bertani (LB), y también en fase es-
tacionaria en medio LB (8). De modo que, el com-
plejo AMPc-CRP podria estar controlando negati-

esta degradacion se inhibe en
condiciones de mucho estrés,
provocando de esta manera, una mayor estabilidad
de la proteina.

Muffler y colaboradores (12) demostraron que c*
se induce por choque térmico y que esta induccion se
debe exclusivamente a una disminucion en el recambio
de o®. Se reporto que la proteina de choque térmico
DnaK, ejerce control positivo post-transcripcional
sobre la expresion de rpoS. La expresion de la pro-
teina DnaK est4 regulada principalmente por el factor
c* (subunidad s de la ARN polimerasa especifica de
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la respuesta al choque térmico), pero su induccion se
sobrepone también a otras condiciones de estrés,
como por ejemplo el oxidativo.

Algunos otros factores involucrados en la regu-
lacion de genes que se expresan en la fase estacio-
naria.

El orden temporal de expresion de genes contro-
lados por o® indica que otros componentes con
funcion reguladora estan relacionados con el con-
trol de los genes o* dependientes.

El complejo AMPc-CRP ha sido postulado
como activador de muchos genes inducidos en
la fase estacionaria. Cuando se estudio l1a expre-
sion de los genes cst4 (factor relacionado con la
limitacion de carbono) y g/gS (factor involucrado
en la sintesis de glucoégeno) en mutantes cya’, la
adicion externa de AMPc durante la fase
exponencial no estimulé inmediatamente la ex-
presion de algunos de estos genes, observandose
un efecto positivo solamente después del inicio
de la limitacion. De ahi que se sugiriera la pre-
sencia de otro factor para la induccion y que
estaria presente solamente en las células privadas
(5). El factor o* puede ser ese factor especifico
de la fase estacionaria.

Por otro lado, algunos genes pex relacionados
con la limitacion de carbono y que inducen la re-
sistencia general, asi como otros genes dependien-
tes de o*, estan bajo control negativo de AMPc-
CRP (13). Ejemplo de ésto es la represion causa-
da por este complejo en la expresion cromosomal
de osmY (proteina periplasmica inducida
hiperosmoticamente al inicio de la fase estaciona-
ria), durante todas las fases de crecimiento en
medio minimo. No obstante, en medio rico la re-
presion ocurre solamente en la transicion tempra-
na a la fase estacionaria de crecimiento (14). De
manera que otros factores son los responsables
de mantener baja la expresion de osmY en células
con rapido crecimiento en medio rico. La repre-
si6n por AMPc¢-CRP se elimina durante la entrada
a la fase estacionaria por un mecanismo descono-
cido. El complejo AMPc-CRP actiia independien-
temente de c*, ya que la represion provocada por
el AMPc exdgeno puede alin observarse en una
mutante doble cya rpoS.
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Recientemente, la proteina regulatoria que respon-
de a los niveles de leucina, Lrp, también ha sido
reconocida como un regulador global del metabolis-
mo en k. coli. La presencia de esta proteina afecta
la expresion de muchos genes, tanto positiva como
negativamente. En algunos casos, la leucina aumenta
el efecto de accion de Lrp, en otros lo elimina y en
otros mas, no presenta ningiin efecto. Los niveles de
transcripcion a partir del promotor de Irp se evalua-
ron utilizando /acZ como gen reportero. Los niveles
celulares de Lrp en E. coli, expresados como reflejo
de la actividad de (3-galactosidasa, varian poco en
funcion de la fase de crecimiento en medios minimos.
Sin embargo, en medios ricos los niveles celulares de
Lrp disminuyen de 3 a 4 veces durante la fase lag,
permanecen constantes durante la fase logaritmica y
recuperan los niveles iniciales durante la entrada a la
fase estacionaria. Los niveles de Lrp en células en
crecimiento logaritmico en medio minimo son 3 ¢ 4
veces mayores que los niveles observados en un
medio rico en la misma fase de crecimiento. Los
niveles de expresion de /rp son los mismos o ligera-
mente mayores en cepas con mutaciones en los genes
rpoS, cya o crp en las mismas condiciones de cre-
cimiento, esto sugiere que ni el factor ¢*, ni el com-
plejo AMPc-CRP se requieren para la expresion.
Solamente en células con mutaciones en los genes
relA y spol, que no pueden sintetizar ppGpp
(nucledtido que aumenta como sefial a la limitacion
de fuentes de aminoacidos y energia, y que también
varia con la tasa de crecimiento), no se observo
expresion de Irp (15).

Algunos estudios (14) han demostrado que Lrp
también reprime la expresion de osmY en medio
minimo, en donde la expresion de rpoS se induce,
implicando a Lrp y 6° como mecanismos de control
que se sobreponen. Lrp actiia como un regulador
negativo de OsmY en la fase de transicion de la
logaritmica a la estacionaria en un medio rico de
manera similar a la funcion de CRP.

El factor de integracion IHF es una nucleoprotei-
na, similar a una histona, que presenta una gran
variedad de funciones. Esta proteina fue original-
mente identificada como un factor relacionado con
la recombinacion sitio-especifica del bacteriofago
A, sin embargo, también se le ha relacionado con
fenémenos de transposicion, replicacion y transfe-
rencia de plasmidos y como un efector positivo o
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negativo en el inicio de la transcripcion de algunos
genes (5). IHF presenta actividad de doblamiento
de la doble cadena del ADN, que puede ser crucial
para el arreglo adecuado de los otros componentes
regulatorios en todos estos procesos. El papel de
IHF en la regulacion de genes dependientes de la
fase estacionaria no se restringe a genes controla-
dos por o

La regulacion de genes inducidos durante la fase
estacionaria esta controlada por muchos factores
ademas de ¢® y genes diferentes estan bajo el control
de combinaciones diferentes de reguladores. Por
ejemplo, OsmY esta regulado bajo el control positivo
de o* y controlado negativamente por AMPc-CRP,
Lrpy el factor IHF, mientras que csiD) esta contro-
lado positivamente por o°, AMPc-CRP y Lrp (5).
De ahi que los genes dependientes de o® presenten
patrones muy diferentes de expresion.

CONCLUSIONES

La regulacion de la expresion de genes en la fase
estacionaria de crecimiento resulta muy compleja
debido a que existen mecanismos de control que se
sobreponen total o parcialmente. El reto en los
estudios de regulacion esta en distinguir el impacto
de los elementos individuales de control claramente
definidos para cada regulon entre estos mecanis-
mos que se sobreponen.

Los patrones reguladores que involucran al fac-
tor o° son muy diversos y hasta este momento no
se puede generalizar. Aln deben ser identificados
muchos de los genes controlados por ¢°. Ademas,
cada gen u operon identificado puede estar contro-
lado por un patrén tnico de factores reguladores
que tendran que ser examinados. Mas aun, no han
sido completamente definidos los factores que con-
trolan la expresion y la acumulacion de o°.
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RESUMEN

Las infecciones virales en las plantas causan gran-
des pérdidas a la agricultura; los virus son transmi-
tidos por diversos vectores biologicos, por lo cual,
los métodos de tratamiento y prevencion consisten
en el uso de herbicidas, plaguicidas y la proteccion
mecanica de la planta. Estas medidas ademas de
ser costosas y poco eficientes, originan serios pro-
blemas al ecosistema y contaminan el producto
agricola. Es por lo anterior que en las tltimas dos
décadas, se ha incrementado el interés en el estudio
y la caracterizacion de plantas resistentes naturales
y desde 1986 se inicio el desarrollo de plantas
transgénicas que resisten a las infecciones virales.
Los resultados hasta el momento no han sido del
todo satisfactorios, pero la mejor comprension de
la fisiologia de la planta y de la fisiopatologia de la
infeccién viral, mejoraran los resultados de estas
investigaciones y haran que el futuro de este tipo de
tecnologia sea muy alentador. En el presente traba-
jo, se hace una revision de los conocimientos que
actualmente se tienen sobre los mecanismos de in-
feccion viral en las plantas y la resistencia que
muestran éstas de manera natural o inducida por la
intervencion del hombre. Como se discutira hay mas
interrogantes que conclusiones y esto hace aiin mas
fascinante el internarse en este campo.

PALABRAS CLAVE: Virus, plantas, resisten-
cia, transgénicas.

ABSTRACT

The viral infections in plants cause a very important
agriculture damage; The viruses are transmitted by
different biological vectors; therefore treatment and
prevention methods are based on herbicides,
plaguicides and mechanic protection. These methods
are expensive, inefficient and they produce
contamination of the harvest and the ecosystems. In
the last two decades the interest on the study and
characterization of natural viral resistant plants has

increased. The development of transgenic resistant
plants, to the viral infection, began in 1986. The
results have not been completely satisfactory.
Nevertheless, a better understanding of the
physiology of the plant and of the physiopathology of
the viral infection will improve the results of this
research and of the required technology. This work
reviews the current knowledge about the mechanisms
of viral infections in plants and their natural or induced
resistance. There are more questions than conclusions
and this makes the study of this area fascinating.

KEY WORDS: Plant virus, transgenic plants,
resistance.

INTRODUCCION

Las virosis, son infecciones, que pueden afectar, entre
otros organismos a las plantas, éstas se han conver-
tido en uno de los problemas fitosanitarios mas impor-
tantes en el mundo, debido a que causan considera-
bles pérdidas en la agricultura. La amplia distribucion
de las infecciones virales, disminuye la rentabilidad de
los cultivos y provoca que grandes zonas agricolas
sean abandonadas o destinadas para otros fines. En
Méxica existen multiples ejemplos al respecto, uno de
ellos es el Valle de Tepalcatepec, en el Estado de
Michoacan, que a causa de las infecciones originadas
por 4 0 5 tipos de virus, dejo de ser una de las prin-
cipales zonas productoras de melén de exportacion y
se ha convertido en una regién con muy baja produc-
tividad, que surte solo a un mercado local o a lo mas
nacional, lo que llevd a cambiar a otros cultivos con
mucho menor éxito (1). Otro ejemplo, esta vez en
Cuba, es el caso de las virosis que afectan al coco y
al fiame, que dafian severamente a dos cultivos que
son parte esencial de la piramide alimenticia y econo-
mica de¢l pueblo Cubano (2).

El estudio de las virosis en las plantas, represen-
ta un reto importante en el desarrollo de medidas
fitosanitarias de control de plagas, pero ademas y
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de manera sobresaliente, de una fuerte inversion en
investigacion biotecnoldgica aplicada y en investi-
gacion bdsica, que permita conocer mejor a los
virus, sus formas de infeccion, de duplicacion, de
migracion dentro de la planta y todos los procesos
patoldgicos que originan, de los cuales apenas se
tiene un conocimiento parcial. Sin embargo, no solo
debe profundizarse en la patologia del virus, tam-
bién se debe dar ¢nfasis especial a la fisiologia de
la planta, la fisiopatologia de respuesta a la infec-
cion, las formas de defensa y los elementos natura-
les que definen la especificidad, la susceptibilidad y
en general la compleja relacion planta-patogeno.

LA EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION

Los virus de las plantas se diseminan por diversos
vectores biologicos (insectos, hongos, nematodos,
etc), no se ha encontrado, hasta el momento, otro
mecanismo por el cual el virus pueda dispersarse.
Los virus no tienen la capacidad de cruzar las barre-
ras fisicas externas de la planta (cuticulas), las cuales
actuan como un mecanismo de defensa. Esta impo-
sibilidad de penetrar hace que la infeccion se logre
principalmente con la ayuda de un vector que lo
inyecta en el interior de los fluidos de la planta. Para
lograr una infeccion de manera artificial en el labora-
torio, se requiriere provocar una lesion en la planta
con algin abrasivo tal como el carborundum, con la
punta de una jeringa o con un cepillo de cerdas finas.

La planta puede ser contaminada con el virus por
alguno o varios de los vectores, durante diferentes
etapas del ciclo agricola, principalmente en las mas
tempranas del crecimiento. Los vectores se contami-
nan con el virus a partir de reservorios naturales tales
como malezas y plantas perennes nativas del lugar,
organismos que viven mas tiempo que la planta cul-
tivada y tienen una resistencia parcial al virus o un
periodo de recambio muy alto, lo que provoca que
se regeneren mas rapidamente que el tiempo que
requiere la infeccion viral para causar dafio.

Es por lo anterior que para el control de las virosis
se han utilizado métodos que tratan de evitar la con-
taminacion de la planta con la particula infectante;
por ejemplo, el uso de insecticidas para el control de
los vectores, herbicidas para el control de los
reservorios naturales o la proteccion fisica de los
cultivos en etapas tempranas de su desarrollo para
evitar que el vector infeste a la planta.
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Estas medidas de control, ademas de que son
costosas y de que en algunos casos no son del
todo eficientes, generan otros problemas, como
son; el empobrecimiento del suelo, por la pérdida
de nutrientes, la disminucion en la capacidad de
movilizacion de estos o la acumulacion de sustan-
cias toxicas para los vegetales, con la consecuente
disminucion en el rendimiento de la cosecha; la
contaminacion de los mantos acuiferos; asi como,
el dafio y la contaminacion quimica de los produc-
tos agricolas. Todo esto genera un impacto
socioeconomico negativo.

Actualmente se investigan y desarrollan nuevas
alternativas para el control de las infecciones virales
en los campos agricolas, fundamentalmente en dos
vertientes: 1) Por medio de la propagacion de plan-
tas que muestran resistencia natural y 2) Con el uso
de plantas transgénicas, en las que se insertan genes
a la planta que originan la resistencia. Ambos enfo-
ques han sido utilizados a nivel experimental y algu-
nos resultados de los mismos ya han sido aplicados
a nivel agricola; sin tener, hasta el momento, resul-
tados del todo efectivos, posiblemente debido, en
mucho, al desconocimiento de los aspectos basicos
de la infeccion y de la respuesta de la planta a ésta.

MECANISMOS DE INFECCION VIRAL

a) LA ENTRADA DEL VIRUS A LA CELULA
Los mecanismo por los cuales los virus inician la
infeccion de las células de una planta, no han sido
totalmente elucidados y han sido explicados con
base en aspectos mecanicos. Se ha propuesto que
el ingreso a las células, se debe unicamente a la
inyeccion del virus a éstas por el vector (3), lo cual
no requiere una gran especificidad; esto indicaria
que el virus podria, en principio, ingresar y ser
capaz de producir la infeccion en cualquier célula
que fuera inyectado, situacion que no se observa en
la practica. La hipotesis de la inyeccion a las célu-
las individuales, como mecanismo de ingreso e in-
feccion, tampoco explica como es que el virus
puede diseminarse por-el resto de las células de la
planta cuando se generaliza la infeccion.

Todo parece indicar que, en efecto, el primer
contacto con el virus es exclusivamente mecanico y
gracias al vector, lo cual permite romper la cuticula
y la pared de las células de la planta. Sin embargo,
no todos los virus que penetran esta capa son,
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necesariamente inyectados en el interior de una
célula; una buena parte de los virus quedarian en el
interior de la planta y fuera de una célula, en el
espacio extracelular o apoplasto; pero aun los virus
que se inyectan en el interior de una célula requie-
ren, seguramente, de una serie de mecanismos que
les permitan establecer algun tipo de reconocimien-
to con ciertas moléculas, para iniciar los procesos
que llevaran a la duplicacidn, la reconstitucion y la
diseminacién del propio virus.

Dicha diseminacion es necesaria, debido a que,
independientemente de cualquier mecanismo de in-
greso que se invoque, s6lo unas cuantas células
serian infectadas, por lo cual se debe originar de
éstas: una poblacion de viriones infectantes y
distribuirse a través del simplasto a toda la planta.
La especificidad del virus por su hospedero, aun
cuando no es tan grande para las plantas como
para otros organismos, debe tener su base en dife-
rentes mecanismos de reconocimiento, de union, de
penetracion y de desnudamiento, antes de iniciar la
duplicacion dentro de la célula infectada; todo lo
cual debe incluir algunas interacciones entre las
proteinas de la cubierta del virus y diversas
macromoléculas (proteinas y glucoproteinas) de las
células de la planta, de manera similar a como su-
cede con otras células de eucariotos (4).

La existencia de moléculas especificas del virus
que permiten el reconocimiento de las células del
hospedero, la union, la entrada, el desnudamiento y
la duplicacion, ofrecen la posibilidad de que una
vez que sean conocidos y caracterizados estos fe-
nomenos, éstos puedan ser interferidos de manera
efectiva para evitar la infeccion.

Se ha encontrado que muchos virus, para poder
diseminarse, requieren salir al espacio intercelular y
reconocer a la célula hospedera, casi todos los virus
que infectan animales requieren de este mecanismo.
Desde hace tiempo, se ha demostrado la presencia
de virus en la corriente del floema y en los espacios
del apoplasto, en tiempos posteriores a la infeccion
experimental de un numero limitado de células de la
planta (4). Este reconocimiento se efectia por medio
de una unién carbohidrato-carbohidrato o carbohi-
drato-proteina, en este sentido se ha encontrado la
unidn carboxilo-alanina entre glucoproteinas de la
membrana de algunas células de animales con las
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proteinas de las cubiertas de varios virus (5). De la
misma manera, se han demostrado mecanismos de
este nivel de especificidad para el virus de la rabia,
el de la influenza, HIV (6) y otros muchos mas.

La identificacion de la célula blanco por el virus,
inicia los fendmenos de entrada a la célula y de
desnudamiento, esto es la pérdida de la cubierta
proteica que hace posible que el acido nucleico
(ADN o ARN), pueda empezar su duplicacion en
la célula infectada. Una posibilidad es que el virus
penetre integro a las células y ya en el interior se
desnude, lo cual incluye la entrada del virus por
endocitosis, su desnudamiento en el interior, ya sea
en la membrana del tonoplasto o de algun otro
organulo; este fendomeno también, requiere la pre-
sencia de una molécula de reconocimiento que in-
duzca el proceso en el interior de la célula. La otra
posibilidad es que el virus interaccione con la mem-
brana plasmatica y permita el ingreso del acido
nucleico por medio de la formacion de un poro en
la membrana, constituido por la fusion de proteinas
del propio virus con los lipidos o algunas proteinas
de la membrana de la célula; lo cual requiere de un
receptor en la membrana plasmatica de la célula.
De este modo, dicha interaccion de la membrana
con el virus permite el desnudamiento del virus y la
entrada de su acido nucleico.

En el caso de los virus de las plantas, no se sabe
cual de los dos mecanismos funcionan, la biologia
celular y la bioquimica de estos procesos, estan aun
en espera de ser aclaradas.

b) LA DUPLICACION DE LOS VIRUS

La duplicacion de los virus de plantas es similar a
la de los virus de otros eucariotos. Una vez dentro
de la células el 4cido nucleico del virus es transcrito
y traducido por la maquinaria de la propia célula
infectada y se inicia la duplicacion de su material
genético, del que forma un gran nimero de copias
(de cientos a miles) y sintetiza las proteinas necesa-
rias para la duplicacion’'y para el ensamblaje del
virion, lo que convertira al virus en una particula
infectante. En sintesis el virus penetra a las células
y en ellas se reproduce .

Las plantas, como otros organismos, pueden ser
infectadas por virus de ADN y de ARN, los cuales se
diferencian en su sistema de duplicacion. Los
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geminivirus (virus-sADN de plantas), inducen la sinte-
sis de una duplicasa del ADN, aparentemente en el
nucleo de la célula en donde se copia directamente el
ADN viral y forma una cantidad determinada de estas
moléculas, dicho proceso requiere el desenrollamiento
de la cadena del ADN, ya que los virus-ADN de
plantas descritos hasta el momento son de dable ca-
dena. Cada una de las cadenas se duplica y sale del
nucleo para el ensamblaje del virion.

Los virus-ARN de plantas pueden ser de doble
cadena, de cadena sencilla positiva o de cadena
sencilla negativa. Los tres casos dependen de una
duplicasa, codificada por el ARN del virus que se
sintetiza de manera temprana en la célula infectada.
Los virus-ARN de doble cadena se duplican de
manera convencional, los de cadena sencilla requie-
ren hacer primero plantillas de signo contrario para
su posterior duplicacion. Para la sintesis de protei-
nas su ARN se utiliza directamente como ARN
mensajero (3).

Los virus tienen sistemas que evitan la reinfeccion
de una célula, esto es que un virus de un tipo de-
terminado no penetre o no inicie su duplicacion,
una vez que otro virus del mismo tipo ha infectado
a la célula. Experimentalmente se ha encontrado
que una vez que un virus entra a una célula e nicia
su duplicacion, existe un mecanismo que bloquea
no solo la entrada de otros virus del mismo tipo,
sino que bloquea la entrada de otros virus relacio-
nados serologica o molecularmente (7), fenémeno
que. podria significar un bloqueo de algun sitio de
reconocimiento, de entrada o la alteracion de algun
mecanismo temprano de infeccion aun no definido
para las plantas.

¢) EL ENSAMBLAJE VIRAL

Y EL DANO CELULAR

En raras ocasiones, los virus de las plantas pueden
provocar la lisis de las células; la mayoria de las
veces causan dafio a los organulos de la célula, sin
destruirla; se han observado dafios en los
cloroplastos que se convierten en amiloplastos y
degeneracion de los tonoplastos.

En etapas tardias de la infeccion, se sintetizan las
proteinas de la capside y, aparentemente, al confluir
en el citoplasma de la célula con el acido nucleico
viral interaccionan espontaneamente, y se ensamblan

175

para formar el virion (8). Una vez ensamblados los
viriones se diseminan, en el menor numero de los
casos, por ruptura de la célula, que no explota como
la células de los animales debido a la presencia de la
pared celular. Es mas frecuente la dispersion a traves
de los canales intercelulares que resulta en la inva-
sion de un mayor numero de células.

RESISTENCIA NATURAL A LA INFECCION
Tanto en la experiencia del trabajo agricola, como
en la agricultura experimental, es posible identificar
individuos resistentes a la infeccion por un determi-
nado tipo de virus. Estas plantas son seleccionadas
y repraducidas, haciéndose las cruzas necesarias
para lograr ejemplares resistentes y con una buena
produccion.

Se ha logrado identificar un gen, con caracteris-
ticas autosomicas dominantes, que influye en la
resistencia del meldn al virus del mosaico de la
sandia I (9). También se han encontrado diferentes
especies de plantas que ante la infeccion con virus,
se comportan como tolerantes o que permiten una
infeccion moderada con poca duplicacion viral sin
dafio celular (7) y en las que se han observado
caracteristicas genéticas dominantes, recesivas o
debidas a multiples genes (inmunidad de Arlington).

Sin embargo, aun y cuando se han identificado
algunos patrones hereditarios, relacionados con la
resistencia natural a los virus, los mecanismos
fisiopatolégicos y moleculares que participan en la
resistencia no han sido esclarecidos.

(Qué bases genéticas y bioquimicas pueden es-
tar detras de esta inmunidad natural? De acuerdo a
la fisiopatologia de la infeccion, se podrian mencio-
nar varias posibilidades: a) un bloqueo en la entra-
da del virus a la célula debido a una barrera meca-
nica, a la carencia de una molécula y/o sitio de
reconocimiento y a una estructura inadecuada en el
sitio 0 mecanismo de ingreso a la célula; b) al blo-
queo del desnudamiento por la presencia de algun
factor que asi lo condicione; ¢) el bloqueo de la
sintesis de la duplicasa viral o el impedimento de su
accion (desde factores fisicoquimicos hasta la pre-
sencia de otras moléculas que lo bloqueen) y d) la
existencia de algln factor que impida el ensamblaje
del virién y la accion de las proteinas que partici-
pan en la traslocacion.
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El conocimiento de los mecanismos que operan
en la resistencia natural, no so6lo permitira lograr
plantas resistentes y combinar estas resistencias con
una mayor produccion, sino también disefiar nuevas
variedades de plantas fisiologicamente mas viables.

RESISTENCIA INDUCIDA

La necesidad de tener métodos adecuados para el
control de las virosis de plantas, los cuales permitan
resolver los grandes problemas que causan estas en-
fermedades a los productos agricolas y la relativa faci-
lidad del manejo genético de las plantas, ha provoca-
do que a partir del afio de 1986, se inicien multiples
investigaciones con herramientas de ingenieria gené-
tica, para obtener plantas resistentes a la infeccion.

El trabajo de Powell-Abel y colaboradores en
1986 (10), demostro que la insercion y la expre-
sion del gen de una proteina de la cubierta del virus
del mosaico del tabaco a una planta de tabaco, la
hace resistente a la infeccion por este virus; a partir
de entonces, varios investigadores han trabajado
con diferentes plantas, con distintos virus y con
diversas proteinas del virus, y han desarrollado
plantas transgénicas, es decir, plantas a las que se
les inserta la informacion genética de alguna protei-
na del virus. Los resultados han sido muy variables,
se ha encontrado resistencia total y permanente,
resistencia total pero pasajera, resistencia parcial e
incluso resistencia a la infeccion para virus diferen-
tes, pero relacionados, a los del material genético
insertado. (11,12 y 13)

La resistencia en algunos casos es sumamente
especifica, esto es que solamente se confiere resis-
tencia contra la infeccion por el virus del que se
deriva el gen insertado, lo cual es evidencia de un
sistema especifico de reconocimiento. Aunque en
algunos otros casos, se ha encontrado que un gen
de un cierto virus también confiere resistencia con-
tra virus relacionados serologica o bioquimicamente,
lo que podria indicar sistemas de reconocimiento
compartidos por varios virus.

Se ha observado que la resistencia es depen-
diente de la concentracion del virus con el que se
infecta una planta, ya que, si esta cantidad sobre-
pasa cierto limite, la planta comienza a manifestar
infeccion, misma que puede tardar mas tiempo en
presentarse que en las plantas no modificadas.
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A pesar de que no se conocen con profundidad
los mecanismos por los cuales la expresion del gen
en la planta puede inducir la resistencia, se han pre-
sentado algunas hipotesis para explicar este fenome-
no. Una posibilidad que se ha invocado es que la
expresion en la planta de una proteina del virus, es
capaz de bloquear un paso temprano de la infeccion,
algunos autores han propuesto que el proceso de
desnudamiento del virus es el que se ve afectado (14
y 15). Sin embargo otros procesos, tales como ¢l
reconocimiento y la penetracion del virus podrian
verse afectados. En cualquiera de los casos se intuye
que el mecanismo por el cual una molécula del virus
expresada en una planta podria protegerla, es por
medio de un fendmeno de competencia o de blo-
queo, de tal manera que algun sitio de reconocimien-
to o algun receptor, fuera saturado por la expresion
de la proteina dentro de la planta y que el virus no
pueda establecer la interaccion necesaria para iniciar
el proceso de infeccion.

Otra explicacion que se ha propuesto es que la
migracion del virus esté alterada, lo cual lo imposi-
bilita para generar una infeccion generalizada (13).
Esto podria deberse a una falla en los mecanismos
de ensamblaje, de migracién o de ingreso a una
nueva célula.

Lo anterior hacer pensar que el o los mecanis-
mos de resistencia deben afectar a los patrones
complejos de reconocimiento inicial en la
interaccion virus-célula, ya que al encontrarse cier-
ta concentracion de las proteinas de la cubierta del
virus, de la duplicasa viral dentro de la célula o en
su membrana plasmatica, puede generarse una
modificacion de los sitios receptores, los cuales
pueden bloquearse o saturarse, lo que provoca que
el virus no se una o no sufra las modificaciones
necesarias para su ingreso a la célula que permitan
su desnudamiento para iniciar la duplicacion o para
iniciar su ensamblaje. Sin embargo, estas hipotesis
no han sido suficientemente exploradas, lo cual en
parte, se debe a que no se conoce lo suficiente de
la fisiopatologia de la infeccion.

Lo anterior plantea una pregunta jel virus es
capaz de bloquear el ingreso y el proceso de infec-
cion cuando ya hay una cierta cantidad de virus que
ha infectado una célula? Experimentalmente parece
ser que la respuesta es si. Sin embargo, en el caso
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de las plantas transgénicas ;qué posibilidad tiene el
virus de entrar e infectar a una célula, una vez que
existe una proteina endogena idéntica a la de su
cubierta 0 a la de su duplicasa? Contestar esta
pregunta daria no sélo la informacion necesaria para
continuar desarrollando plantas transgénicas, sino
que permitiria plantear otras posibilidades de pre-
vencion y tratamiento de las infecciones virales.

PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION
Existe mucho por estudiar respecto a las virosis de
las plantas y a la resistencia como un método de
prevencion y control, es necesario continuar traba-
jando en el campo de la biotecnologia en la obten-
cion de diferentes variedades de plantas transge-
nicas y sobre la propagacion de plantas con resis-
tencia natural. Sin embargo, no deben descuidarse
los aspectos basicos que permitan entender la bio-
logia de los fendmenos. Es necesario estudiar si es
el bloqueo de un mecanismo de reconocimiento en
la interaccion virus-célula hospedera en las etapas
tempranas de la infeccion, lo que puede conferir
resistencia a una planta.

Otros caminos, serian el estudio de los mecanis-
mos que participan en la resistencia natural a la
infeccidn, lo que ayudara a entender la participa-
cion de algunas macromoléculas en los procesos de
identificacion, union y entrada del virus a las célu-
las, asi como, los de la migracion del virus dentro
de la planta.

El camino es evidentemente largo y complicado,
la investigacion sera ardua y seguramente fascinante.
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EL DR ENRIQUE PINA GARZA ES DESIGNADO
PROFESOR EMERITO DE LA FACULTAD DE
MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL

AUTONOMA DE MEXICO

El 9 de septiembre de 1998 el Dr Francisco Barnés
de Castro, Rector de la Universidad Nacional
Autonoma de México, presidio la ceremonia en la
que el Dr Enrique Pifia Garza recibi6 la investidura
de Profesor Emérito. Esta designacion fue otorgada
al Dr Pifia en la sesion ordinaria del pleno del
Consejo Universitario el 8 de julio proximo pasado
ante la propuesta hecha por el Consejo Técnico de
la Facultad de Medicina.

El Dr Pifia que actualmente es Director General
de Estudios de Posgrado en la UNAM, inici6 su
labor docente hace 41 afios, siendo todavia estu-
diante de la licenciatura de Medicina en la UNAM,
primero como instructor de practicas en el Depar-
tamento de Bioquimica, posteriormente como pro-
fesor adjunto y finalmente como Investigador Titu-
lar en el afio de 1966. En 1968 recibid el Docto-
rado en Bioquimica de la Facultad de Quimica de
la UNAM después de haber formado parte en
Nueva York del grupo de trabajo del Dr Eduard
Tatum, Premio Nobel 1958. El Dr Pifia posterior-
mente ha tenido estancias posdoctorales en Esta-
dos Unidos, Alemania y Chile.

Es poseedor de una formacion académica muy
solida, a la fecha tiene 59 articulos publicados en
revistas internacionales con comité editorial y 63
articulos publicados en revistas nacionales, del mis-
mo modo que ha participade como ponente en 71
congresos internacionales y en 141 nacionales. Ha
sido tutor y director de 14 tesis de licenciatura, 10
de maestria y 4 de doctorado ademas de 5 estu-
diantes que estan por obtener su grado de maestria
o doctorado.

El Dr Pifia ha demostrado tener una alta capaci-
dad de liderazgo al ocupar con eficiencia cargos
administrativos dentro de la Facultad de Medicina,
pues ha sido durante 4 periodos diferentes Jefe de
Departamento de Bioquimica, ha sido también
Consejero Técnico y Secretario General de la Fa-
cultad. Ademas de todo lo mencionado el Dr Pifia
tiene una vision académica global ya que ha desem-

pefiado con €xito otros cargos como es el de Se-
cretario Académico del Sistema de Universidad
Abierta de la UNAM y Secretario General de In-
vestigacion en Salud de la Secretaria de Salud,
sumados al que actualmente ocupa.

Uno de los aciertos del Dr Pifia es la capacidad
que ha tenido para captar oportunamente a estu-
diantes recién ingresados a la Facultad e incorpo-
rarlos a la investigacion cientifica; desde 1971 al
ser Jefe de Departamento abrié las puertas de los
laboratorios cuando establecio un programa ininte-
rrumpido con objeto de captar los mejores candi-
datos a la investigacion. Mas adelante sus esfuerzos
fueron ampliados a toda la Facultad con lo que se
instrumento el Programa de Integracion Temprana
a la investigacion de los estudiantes destacados en
la Facultad de Medicina (ITIEM), ademas del
Programa de Apoyo y Fomento a la Investigacion
Estudiantil (AFINES). Con este tipo de programas
uno de los propositos académicos logrados por el
Dr Pifia es que los estudiantes, al tener un conoci-
miento basico mas solido puedan desenvolverse
mejor, ya como profesionistas, en el campo de la
medicina de su eleccion. De igual manera tiene una
gran capacidad para descubrir vocaciones en los
jovenes alumnos que van a dedicar su vida a la
investigacion basica; un buen nimero de ellos se
encuentran en centros de investigacion en el extran-
jero, otros ocupan puestos importantes dentro de
las instituciones de investigacion y docencia en el
pais.

Con sus 41 afios de profesor de la Facultad de
Medicina, independientemente de los cargos que
ha desempefiado siempre ha dado clase en licen-
ciatura, a la fecha ha fungido como Profesor Titular
de 58 grupos de la materia de bioquimica y se le
considera uno de los mejores profesores de la
Facultad. Ha intervenido en el analisis y estableci-
miento de diferentes programas y planes de estudio
en la Facultad de Medicina. El Dr Pifia ha tenido
una participacion constante coma profesor de



posgrado ya que ha impartido cursos y ha sido
tutor académico de alumnos de Maestria o Docto-
rado de las Facultades de Medicina, Quimica y
Ciencias de la UNAM desde 1968 hasta la fecha.

Como una forma complementaria, el Dr Pifia se
ha preocupado de la difusion del conocimiento cien-
tifico ya que es coautor de las dos tiltimas ediciones
del libro de Bioquimica compartiendo créditos con
el Dr José Laguna, dicho libro tiene una amplia
difusion en las escuelas profesionales del pais en
donde se ensefia esta disciplina; coautor de un libro
mas; coeditor de dos libros; ha escrito 5 capitulos
en libros de publicacion internacional y 18 capitulos
en libros nacionales.

Su iniciativa en la actualizacion de profesores de
Bioquimica a nivel nacional, ha sido un ejemplo
para ¢l resto de la Universidad; en este programa
ha recibido apoyo de la SEP, ANUIES,
CONACYyT, asi como de diversas universidades
estatales. Como constancia de esta actividad pro-
movida por él, esta el Taller de Actualizacion
Biogquimica que durante su gestion como Jefe de
Departamento se inicio en 1974 y se ha realizado
como una actividad anual sin interrupciones dando
apoyo académico a través de 25 afios a cientos de
profesores del pais y de algunas Universidades
Latinoamericanas.

El Dr Pifia ha sido promotor de la publicacion de
dos obras de aparicion periodica: una de ellas es el
Mensaje Bioquimico, editado anualmente por la
Facultad de Medicina desde 1978 y que en sus
paginas contiene en forma de capitulos los temas
tratados en el correspondiente Taller de Actualiza-
cion Bioquimica y que sirve como apoyo para pro-
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fesores y estudiantes en el estudio de la bioquimica
en el pais. También el Dr Pifia en 1982, fue el
promotor del Boletin de Educacion Bioquimica,
apoyada inicialmente por la Facultad de Medicina y
como se menciona en esta revista, es actualmente
el 6rgano de comunicacion entre los miembros de
la Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A. C. (AMPB, AC). También fue el
Presidente Fundador de la AMPB, AC y ha sido
designado por el Consejo Directivo de la Asocia-
cion como Editor Fundador.

Su trabajo y dedicacion han sido ampliamente
reconocidos por la comunidad cientifica, la cual le
ha otorgado los premios: “Eduardo Liceaga” de la
Academia Nacional de Medicina, “Doctor Miguel
Otero” del Consejo de Salubridad General y el
Premio Universidad Nacional 1993.

Ademas es miembro de trece sociedades cienti-
ficas entre las que destacan la Academia Nacional
de Medicina, la Academia de Investigacion Cienti-
fica, la Sociedad Mexicana de Bioquimica de la
cual fue Presidente y la Pan-American Association
for Biochemistry and Molecular Biology de la cual
fue Tesorero.

Todas las acciones y cualidades antes menciona-
das aunadas a su integridad, alto nivel académico,
entusiasmo, entrega y su gran calidad humana fue-
ron los pilares para la designacion que la Universi-
dad Nacional Autonoma de México hace al Dr
Enrique Pifia como Profesor Emérito.

Yolanda Saldafia Balmori
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, UNAM
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DR ENRIQUE PINA GARZA

Profesor Emérito de la Facultad de Medicina
y fundador del BEB y de la Asociacion Mexicana
de Profesores de Bioquimica

El Dr Enrique Pifia Garza fue nombrado Profesor
Emérito de la UNAM en reconocimiento a su larga
trayectoria dedicada a la ensefianza de la bio-
quimica. El Dr Pifia logré concretizar su dedicacion
y entusiasmo por apoyar la docencia, entre otras
cosas, en su vinculo con el BEB y nuestra Asocia-
cion. Hay que recordar que el Dr Enrique Pifia fue
un participante esencial en la creacion del Boletin
de Educacion Bioquimica, y posteriormente, en la
fundacién de nuestra Asociacion.

Con el proposito de recordar la filosofia que
alento al Dr Pifia a crear el BEB a continuacion se
reproduce una parte del editorial del primer numero
de nuestro Boletin, que escribiera el Dr Pifia hace
16 afios:

“...icudl puede ser la razon de ser de esta publi-
cacion, bautizada como Boletin de Educacion
Bioquimica (BEB)? Nace a solicitud de varios
profesores de bioquimica de la Repiblica Mexi-
cana. El Departamento de Bioquimica de la Fa-
cultad de Medicina de la UNAM organiza anual-
mente, desde hace 8 afios, un Taller de Actua-
lizacién Bioquimica al cual asisten profesores de
la materia residentes en varios estados de la
Republica. En los altimos 3 Talleres, distintos
grupos de profesores han pedido algo semejante
a este Boletin. En consecuencia, mas que ser una

publicacion periddica, aspira a ser un servicio y
un vehiculo de comunicacion de los estudiantes
de bioquimica en México, y eventualmente en los
paises de habla hispana. Los primeros en estu-
diar la bioquimica son los profesores, los buenos
profesores que con sus conocimientos y ejem-
plo convencen al alumno. Los buenos alumnos
seguiran a los buenos profesores. A ellos el es-
fuerzo.”

Enrique Pifia Garza

El BEB y nuestra Asociacion han continuado con
el apoyo a los “buenos profesores y alumnos” inte-
resados en la bioquimica, continuando con la filo-
sofia planteada originalmente por ¢l Dr Pifia en su
primer editorial del BEB. Es reconfortante que por
esta actitud de servicio y las muchas maneras en
que el Dr Pifia logro cristalizarla, haya sido distin-
guido con el nombramiento de Profesor Emérito de
la UNAM. Nuestras mas calurosas felicitaciones al
Dr Pifia, profesor de bioquimica y nuestro fun-
dador.

Alejandro Zentella Dehesa
Presidente de la Asociacion Mexicana
de Profesores de Bioquimica AC



181

INFORME DEL XXV TALLER DE
ACTUALIZACION BIOQUIMICA

La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México apoyé la organizacion del XXV
Taller de Actualizacion Bioquimica, el cual se realizo del
10 al 15 de agosto del presente afio. El Comité Organiza-
dor estuvo integrado por los doctores Sara Morales
Lopez, Marco Antonio Juarez Oropeza, Juan Pablo Pardo
Vizquez vy Federico Martinez Montes, miembros del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina
(UNAM).

Para este Taller, se inicid la difusion con 6 meses de
anticipacién por medio de la publicacion de esta informa-
cion en el Boletin de Educacion Bioquimica, asi como por
correspondencia personal e institucional. Se invito a los
profesores de todas las universidades del pais relacionados
con la asignatura de bioquimica y materias afines. Se ins-
cribieron un total de 98 personas y de ellas 52 contestaron
la encuesta acostumbrada al finalizar el evento.

El nimero de asistentes de los diferentes estados de la
Republica fue el siguiente:

Distrito Federal 41 Puebla 10
Veracruz 4 Querétaro 2
Estado de México 5 Sonora 2
Guanajuato 1 Nuevo Leon 2
Yucatan 1 QOaxaca 13
Jalisco 1 Sinaloa 3
Colima 4 San Luis Potosi 2
Michoacan 1 Chihuahua 5
Campeche 1

Como en reuniones anteriores las sesiones matutinas del
Taller se dedicaron a los temas bioquimicos de actualiza-
cion, en donde participaron varios investigadores, mientras
que en las vespertinas se abordo el tema de la Evaluacion
de la Ensefianza. La secuencia de exposiciones fue la si-
guiente:

—El Dr Romeo Garcia Torres, del Instituto Nacional de
Cardiologia, disertd sobre el sindrome de Alport y sus
variantes. Genética molecular.

—El Dr Juan Luis Rendon Gémez, del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, nos actualizo en
el tema de la tasa metabdlica y tamafio corporal en los
vertebrados terrestres.

—La Dra Isabel Baeza Ramirez, de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del IPN, platico sobre el papel estruc-
tural y funcional de los lipidos en las membranas biolo-
gicas.

-El Dr Juan C. Diaz Zagoya, del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, reviso el tema de la
leptina en el metabolismo de los lipidos.

—El Dr Armando Aranda Anzaldo, de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de

Meéxico, explicod sobre los ordenes superiores de organiza-
cion de la cromatina y su relacion con la fisiologia del
nucleo celular.

—FEl Dr Fernando Lopez Casillas, del Instituto de Fisio-
logia Celular de la UNAM, diserto sobre el tema el lado
obscuro y el lado brillante del TGF-p.

~La Dra Ana Maria Lopez Colomé, del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM, ex-
puso el tema los receptores para los aminoacidos excita-
dores y sus segundos mensajeros en la retina.

—La Dra Yolanda Saldafia Balmori, también del Depar-
tamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UNAM, explico los sistemas antioxidantes.

—El Dr Francisco Vianney Ortiz Navarrete, del Centro
Médico Nacional del IMSS, abordé el tema del procesa-
miento y presentacion del antigeno.

~El Dr Rogelio Rodriguez Sotrés, del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM, pre-
sento el tema la sintesis de lipidos en semillas durante su
desarrollo.

El Dr Edgar Zenteno, del Departamento de Bioquimica
de la Facultad de Medicina de la UNAM, nos hablo de las
funciones biologicas de las lectinas vegetales.

-El Dr Carlos Gomez Lojero, del Departamento de
Bioquimica del CINVESTAYV del IPN, diserto sobre la fo-
tosintesis.

~Finalmente, el Dr Federico Martinez Montes, del De-
partamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, hizo
una breve resefia del Departamento de Bioquimica en la
Ciudad Universitaria. Una mirada a través de su historia.

Los ponentes tocaron durante su exposicion, los as-
pectos mas relevantes de sus areas de investigacion y
dieron una vision general e integral de cada tema, lo cual
permitid que, al final de cada participacion, se aclararan
las dudas de los asistentes, lo que hizo posible una
mayor y mejor relacion entre los investigadores y los
profesores.

En las sesiones vespertinas la Dra Rosamaria Valle, de la
Direccion General de Evaluacion Educativa de la UNAM,
abordo el tema sobre evaluacion de la ensefianza y en torno
a éste se trabajo en grupos pequefios integrados por los
profesores asistentes.

Las ponencias se editaron en el volumen XXI del Mensaje
Bioquimico, el cual se distribuyo en el momento del registro
de los profesores al Taller y puesto a la venta en la libreria
de la Facultad de Medicina.

Al finalizar el Taller se realizdé una encuesta para eva-
luar varios aspectos, como son los relacionados con el
contenido vy aplicacion de los temas. Es necesario recalcar
la importancia de las encuestas, ya que de éstas se deri-
van en gran medida los temas que seran tratados en el
siguiente Taller. Ademas, las respuestas permiten analizar
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si el Comité Organizador esta cumpliendo con sus objeti-
vos. En los resultados de las encuestas contestadas se
evaluo el interés de los asistentes en el sentido de qué
tanto lo motivo un tema particular para posteriormente
seguir estudiando dicho tema. El conocimiento se evalud
con base al porcentaje en que éste incrementd en los
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Los drdenes superiores El lado obscuro del TGF-beta
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La sintesis de lipidos
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También estuvo presente la Asociacion de Profesores
de Bioquimica, quienes realizaron el Congreso de la Aso-
ciacion de Profesores de Bioquimica, AC.

Finalmente, durante la ceremonia de clausura se conme-
mord el XXV Aniversario del Taller de Actualizacion
Bioquimica con la presencia de algunos profesores del
Departamento de Bioquimica que aceptaron la invitacion.
La ceremonia de clausura la realizo la Dra Ana Maria
Lopez Colomé, Jefa del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, quien agradecié la participacion
entusiasta de los asistentes, asi como de las autoridades
universitarias, en particular del Dr Alejandro Cravioto, por
el apoyo recibido para la realizacion de este Taller.

Funcion de las lectinas

Interés Conocimienta Aplicacion

Evaluacion del desempefio docente

v RERTT

60

~

40

Por ciento (%
by
a

Interés Conacimiento Aplicacion

El Departamento de Bioquimica de la Facultad de Me-
dicina de la UNAM, en su caracter de organizador, admi-
nistro las cuotas de inscripcion y cubrié todos los gastos
realizados durante el Taller. En el transcurso de este Taller,
los profesores de Oaxaca mencionaron su deseo por ser la
sede del proximo Taller. Esperamos contar con su valiosa
participacion el afio entrante.

El Comité Organizador

Sara Morales Lopez

Marco Antonio Juarez Oropeza
Juan Pablo Pardo Vazquez
Federico Martinez Montes
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RUMBO AL VII CONGRESO DE LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, AC

Primera Convocatoria

En los acuerdos tomados en la sesion de negocios celebrada durante el VI Congreso de nuestra
Asociacion se convoca a los Profesores de Bioquimica y Areas afines a participar con trabajos libres
en el VII Congreso de nuestra Asociacion que se llevara a cabo el 13 de agosto, después del XX VI
Taller de Actualizacién Bioquimica, que organiza ¢l Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM.

La sede del Congreso se anunciara mas adelante, asi como las categorias en las que se aceptaran los
trabajos libres presentados por los participantes.

Informes:

Dr Alejandro Zentella Dehesa

Depto Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular de 1a UNAM
AP 70-243 México DF. 045010 México

Tel: (5) 622-56-09; FAX: (5) 622-56-11

email: azentell@ifcsunl.ifisiol. unam. mx

PRIMER AVISO SOBRE
EL XXVI TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA

A todos los profesores de Bioquimica del pais:

Se les informa que el proximo XXVI Taller de Actualizacion Bioquimica se realizara del 9 al 13
de agosto del afio entrante. Durante este Taller se cubriran los temas que se muestran en el calendario
anexo. Hasta el momento, la sede es la Ciudad de México, aunque existen intenciones serias de que
el TAB se realice en Oaxaca o en Cuernavaca. En el transcurso de enero proximo les informaremos
de la sede definitiva.

Atentamente
El Comité Organizador

Marco A. Juarez Oropeza (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: 623-21-68
Federico Martinez Montes (fedem@servidor.unam.mx), Tel: 623-24-08
Depto de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM

Fax: 616-24-19
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XXVI TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA
Semana del 9 al 13 de agosto de 1999

HORA LUNES © MARTES 10 MIERCOLES 11 JUEVES 12 VIERNES
13
8:00 Inscripcion
9:00 a Los complejos respiratorios | Aspectos metabdlicos y | Cinética de compartimientos. | Congreso
9:15 Inauguracion mitocondriales. Juan Pable | genéticos del cancer. | Hector Riveros Rosas de la
Pardo Vazquez Alejandro Garcia Carranca AMPB

9:15 | Ciclos hormonales en

a animales. Gabriela Morali
10:30

RECESO
10:45 | Accibn diversa de das |La cadena respiratoria | Adhesion celular. Fehipe | Los férmacos como preducto
hormonas esteroideas. Josué | bacteriana. Edgardo Vadillo de la investigacion
a Garza Flores Escamilla bioguimica. Franaisco Javier
Fiores Murreta
12:15
RECESO
12:30 | Sindrome de inmuno- | Las bacierias fjedoras de | Los receptores adrenérgicos | Degradacion y metabolismo
deficiencia Adquirida. Enrique | nitrdgeno. David Romero | vasculares en lahipertension. | de  algunos  fénmacos.

a Soto Camarena Rafael Villalobos Molina Zurisadai Hemandez

14:00
RECESO PARA COMER

16:00 | Taller de Ras-Moly Taller de Ras-Mol y Tailler de Ras-Mol y Taller de Ras-Mol y

a modelaje de moléculas por modelaje de moléculas por modelaje de moléculas por modelaje de moléculas por
19:00 | computadora. Juan Pablo computadora. Juan Pablo computadora. Juan Pablo

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Judrez.

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

computadora. Juan Pablo
Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

Ceremonia de Clausura.
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POSGRADO DE

SUECL L2 JON N

CONVOCATORIA

Departamento de Biologia
Facultad de Quimica, UNAM

C.P. 04510
Tels.: 622 3740 y 622 3696
Fax: 622 3740

A LOS LECTORES DEL BOLETIN
DE EDUCACION BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 1998

El1 BEB concluye su décimo séptimo afio de publicacion
y debido a las condiciones econdémicas imperantes en
Meéxico, nos permitimos solicitarles de la manera mas
atenta, el envio de un donativo extracuotas de $ 200.00
(docientos pesos) o bien $20.00 US dolares, que hara
posible continuar con la elaboracion y distribucion del
volumen 18 de nuestro Boletin.

El donativo puede hacerse mediante un deposito
bancario a la cuenta nimero 1153813-9 de Bancomer,
o de un giro bancario a nombre de la Asociacion Mexi-
cana de Profesores de Bioquimica, A C.

En espera de su comprension y colaboracion
aprovechamos para enviarles un cordial saludo.

Atentamente
El Comité Editorial

La Facultad de Quimica en colaboracion con la Secretaria de Salud, convoca
al programa de posgrado de Especializacién en Bioquimica Clinica para la
formacion de recurses humanos de afto nivel en el Laboratorio Clinice.

@ REQUISITOS DE INGRESO
Titulo de Quimico Farmacéutico Bidlage, Quimice Bacteridlogo v Parasitdlogo, _
Medico, Bidlogo o de Carreras afines.

@ ENTREVISTAS

Miércoles 2 y 9 de diciembre de 1998 a las 16:00 hs. Laboratorio /D, primer
piso edificio "A", Facultad de Quimica, UNAM.

® EXAMEN: 12 de enero de 1999.
Ciudad Universitaria México, D.F @ TNICIO DE CURSOS: 1o. de febrero de 1998

(TE INTERESARIA SER CORRESPONSAL
DELBEBENTU LOCALIDAD?

Si eres miembro de la Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica A C o suscriptor del BEB vy radicas fuera de la
Ciudad de México o de su zona conurbada, TU PODRIAS
SER UN CORRESPONSAL DEL BEB. Nos gustaria contar
con uno o varios corresponsales adscritos a las instituciones
de Educacion Superior de cada estado de la Republica Mexi-
cana que nos permitan saber quiénes conforman la comuni-
dad académica de la region y conocer las noticias y las
actividades mas relevantes que ocurran o vayan a ocurrir en
su localidad o region (congresos, cursos, seminarios, necesi-
dades de recursos humanos y materiales y otras noticias o
acontecimientos de tipo académico). Queremos hacer exten-
siva estainvitgcion anuestros colegas de Centroy Sudamérica,
asi como de otros paises de habla hispana.

(Te ha interesado esta invitacion? Entonces envianos
tu propuesta directamente al Coordinador de Correspon-
sales, Comité Editorial del BEB, Apartado Postal 70-281,
Meéxico 04510, D F, MEXICO. O bien al Fax (525) 616 2419
o al correo electronico sersan@servidor.unam mx.

Atentamente
Sergio Sanchez Esquivel, Coord. de Corresponsales
del Comité Editorial del BEB
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

EI BEB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo dela Bioquimicay de dreas afines.
Esta dirigido a profesores y estudizntes, por lo que se sugiere que la presentacién delos trabajos se ajuste a suslectores y sea
claray explicita. Serin bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revisién y otras comunicaciones. Sesolicitaa
los autores que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

1)

2)

3)

4)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para computa-
dora, escrito en los procesadores de textos “Winword”
0 “Wordperfect”, con una extension méaxima de 15
cuartillas a doble espacio (27 renglones por cuartilla y
70 caracteres por renglon). Este deberd ir acompafiado
de tres impresiones del articulo.

Se debera incluir un resumen en idioma espafiol y uno
en inglés, de mas o menos diez renglones, que iran se-
guidos por conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se aceptara un maximo de quince referencias, tanto
especificas como de lecturas recomendadas, numeradas
entre paréntesis en el texto de forma progresiva confor-
me vayan apareciendo. Cada una debe contener:
Nombres de los autores, afio de publicacion entre pa-
réntesis, titulo del articulo, nombre oficial de la revista
abreviado como aparece en el Current Contents, niime-
ro del volumen en cursivas y antecedido por dos pun-
tos el numero de la primera y ultimas paginas, de acuer-
do con lo que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P 1 (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutriciény participacionen laprevencion de
ciertas patologias, Bol Educ Biog (México) /4(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.

Los libros se citaran de acuerdo con este ejemplo y
podran incluir las péginas totales o las consultadas:

Lehninger A L, Nelson D Ly Cox M M (1993) Principles
of Biochemistry. Worth Publishers, New York, NY, USA,
p 1013.

Se aceptaran como maximo seis ilustraciones, figuras
mas tablas, las cuales deberan estar dibujadas sobre
papel albanene con tinta china o bien impresiones laser
o presentarse como fotografias en blanco y negro so-
bre papel brillante, cuya localizacion debera estar sefia-
lada en el texto. La limitacion en el nimero de figuras,

5)

6)

1)

2)

3)

4)

de tablas y de referencias, obliga a los autores a que
se seleccionen aguellas que sean realmente importantes
e informativas. Las figuras se deberan numerar con
arabigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los
pies de figuras se deberan adicionar en una hoja aparte.
Se debera considerar que las figuras y las tablas se
reduciran de tamafio, aproximadamente a la mitad o a un
cuarto de las dimensiones de una hoja carta; las letras
y numeros mas pequefios no deben ser menores a los
dos milimetros. Las tablas se deberan presentar confor-
me alguna de las publicadas en los nimeros de 1995.

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

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

IL OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resumenes de articulos interesantes, re-
levantes o significativos, informacion de tipo general,
avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de
trabajo, etcétera.

El contenido deber4 ser desarrollado en forma resumida
y de una manera explicita:

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

Se aceptard un maximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto segin el inciso I-3. En caso
de que se juzgue necesario se podra incluir una figura
o una tabla, de acuerdo con las caracteristicas que se
indican en el inciso 1-4.

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

El disco y las tres copias de los manuscritos se debe-
ran enviar al Boletin de Educacién Bioquimica, Apar-
tado Postal 70-281, México 04510, DF o bien por in-
termedio del corresponsal del BEB en su localidad.
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