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SE INICTAN Y SE REINICIAN
SECCIONES EN EL BEB

Con agrado y entusiasmo les informamos que la
integracion de nuevos miembros al Comité
Editorial del BEB empieza a dar los frutos
esperados, debido a que hay una evidente
ganancia en la diversidad de ideas, orientaciones
y temas de interés que los integrantes manejan,
lo cual facilita una mejor revision de los trabajos
y puntos de vista muy criticos, permite un
contraste muy interesante en el manejo de la
informacion que les transmitimos, aunado a la
importante participacion que todos ellos tienen
en la educacion en general, en la educacion de la
bioquimica y en sus areas afines en particular.
Todo lo cual permite un avance, fortaleciendo
las tareas emprendidas por el BEB, creando
nuevos horizontes y renovando esfuerzos ya
emprendidos por los que nos antecedieron en el
proyecto llamado Boletin de Educacion
Bioquimica.

En el presente nimero ustedes encontraran que
una nueva seccion iniciara, propuesta por el

Dr Rafael Moreno Sanchez y a reserva de que
el Dr Moreno realice una presentacion mas
completa y dirigida, nosotros podemos
adelantar que esta seccion cumple con uno de
los objetivos mas importantes del BEB “apoyar
a los profesores de la bioquimica y areas afines
en el proceso ensefianza-aprendizaje”. En esta
seccion, el profesor de bioquimica encontrara
una serie de problemas enmarcados en algin
topico de la bioquimica, con una introduccién y
la resolucion del problema, ademas de una
breve pero concisa discusion de la respuesta,
todo ello con alguna bibliografia de apoyo, en
donde el profesor podra tener un sistema para
discutir, fundamentar y analizar un tema de la

bioquimica en un contexto diferente y a

su vez, el alumno tendra un reto que superar,
donde poner a prueba sus conocimientos

y adentrarse en el mundo de la

bioquimica.

También en este numero encontraran que
retomamos la seccion “Del buen decir...”
seccion que aparecid hace varios afios y que fue
promovida y sostenida por un tiempo por los
doctores Homero Hernandez, Wilhelm Hansberg
y Alberto Huberman, donde de manera sencilla
se aclara el uso de diferentes términos que por
los problemas de traduccion, siempre tenemos
que actualizar y adaptar a nuestro idioma, con
un compromiso no solo del buen decir en el
idioma espaiiol, sino respetando las reglas de las
diferentes instituciones que se encargan de la
nomenclatura. Esta seccion es continuada por el
actual Comité Editorial, encabezada por el Dr
Marco Antonio Juarez Oropeza, iniciando una
tarea que esperamos seguir cultivando con las
colaboraciones de todos aquellos interesados,
precisamente en el buen decir.

Finalmente, un objetivo que la Asociacion
Mexicana de Profesores de Bioquimica A. C.
ha tenido durante mucho tiempo, es el
apoyar a los profesores de instituciones de
provincia en la actualizacion, sirviendo de
catalizador o contacto con especialistas de
gran nivel, que impartan platicas, talleres o
conferencias, dentro de los programas de
actualizacion que cada institucion contempla.
En esta ocasion el Dr Fernando Montiel
Aguirre asistio a la Universidad Autonoma de
Sinaloa, en la Facultad de Ciencias Quimico
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Biol6gicas, invitado por la Asociacion
Farmacéutica Mexicana, A. C. para impartir
una conferencia sobre Clonacion.

Esperamos poder continuar con estas
importantes tareas, lo cual nos acerca cada vez
mas a sentirnos satisfechos por la tarea que
emprendimos y que queremos continuar, todo

ello para participar en la educacién bioquimica
en nuestro pais, tarea que atn esta muy lejana en
su conclusion, pero en la cual trabajamos con
entusiasmo.

José Victor Calderdn Salinas
Alejandro Zentella Dehesa
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FUNCION Y PROPIEDADES BIOQUIMICAS
DE LAS PROTEINAS G

Angeles Rangel Serrano. Departamento de Bioquimica, Centro de Investigacién y Estudios Avanzados del
IPN, Apartado Postal 14-740, México, D F, 07000, MEXICO.

RESUMEN

El complejo receptor-proteina G-efector es uno
de los mecanismos de transduccion que permite a
las células comunicarse entre ellas y responder al
medio ambiente. En este complejo, las proteinas
G actian como transductores de la informacion
extracelular de receptores activados en seiiales
intracelulares que finalmente regulan las funcio-
nes celulares de manera especifica. En este traba-
jo se revisa la interaccion de las proteinas G con
diferentes efectores, sus propiedades bioquimicas
y sus posibles formas de regulacion.

PALABRAS CLAVE: proteinas G heterotri-
méricas, proteinas que unen nucleétidos de gua-
nina, regulacion de fosfolipasa C, regulacion de
adenilato ciclasa, regulacion de canales idnicos.

ABSTRACT

The receptor-G protein-effector complex is one
of the transduction mechanisms that allow
cells to communicate among themselves and to
respond to the environment. G proteins in these
complex transduces extracellular information into
intracellular functions in a highly specific manner.
This review is focus on the G protein interactions
with different effectors, their biochemical
properties and posible forms of regulation.

KEY WORDS: heterotrimeric G proteins,
guanine nucelotide binding proteins, phospholipase
C regulation, adenylate cyclase regulation, ionic
channel regulation.

INTRODUCCION

Las proteinas heterotriméricas que unen nucleo-
tidos de guanina (proteinas G) desempefian un
papel importante en la transduccion de sefiales de
las células de eucariotes, a través de regular la
generacion de segundos mensajeros como nucleo-
tidos ciclicos, lipidos y movilizacion de Ca*". Es-
tas proteinas acoplan a mas de 100 receptores dis-

tintos para diversos ligandos con efectores
intracelulares como la adenilato ciclasa (ADC), la
fosfolipasa C (PLC), la guanilato ciclasa y algu-
nos tipos de canales ionicos (1-3). Las proteinas
G estan conformadas por tres subunidades: o, B y
¥. En mamiferos, se han identificado varias iso-
formas de cada una de las subunidades (Tablas Iy
II), 21 diferentes para la Go, 5 para la GB y 11

para la Gy (4-7).

Cuando un agonista se une a su receptor, este
receptor adquiere una conformacion que le per-
mite interactuar con una determinada proteina G
que se encuentra en su estado inactivo y se pro-
duce un complejo transitorio: (receptor activa-
doeGa(GDP)«GByY). El acoplamiento del recep-
tor activado con la region carboxilo terminal de
Ga induce a su vez cambios conformacionales
en la Ga, que conducen a la liberacion de GDP
de la proteina G y a la union de GTP. La union
de GTP a Ga disminuye la afinidad de esta sub-
unidad por el dimero By y por el receptor, lo que
resulta en la disociacion del complejo en: recep-
tor activado, Go(GTP) y GBy. A su vez, el re-
ceptor también disminuye su afinidad por el ago-
nista, liberandolo.

Tanto la proteina Ga activada (unida a GTP)
como el dimero By, o ambos (1, 3, 8) pueden in-
teractuar con efectores especificos para modular
la produccion de los segundos mensajeros. La
proteina Ga posee una actividad intrinseca de
GTPasa, la cual hidroliza el GTP a GDP + Pi, con
lo cual finaliza la primera fase de la sefial de
transduccion y el ciclo se completa con la reaso-
ciacion de las tres subunidades (Fig 1).

Las proteinas G pueden ser activadas irreversi-
blemente por analogos no hidrolizables del GTP
tales como GTPyS y Gpp[NH]p (5 -guanilil-
imidobisfosfato). También pueden ser activadas
por el fluoroaluminato (AlF,"), el cual al unirse
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Figura 1. Activacién de las proteinas G. La activacion del
receptor acoplado a las proteinas G provoca el intercambio GDP-
GTP en la subunidad o ocasionando la disociacién de Ga{GTP)
(estado activo) de GPy. La actividad intrinseca de GTPasa
hidroliza el GTP llevando a la Ga a su estado inactivo. El ciclo
es impulsado por el potencial del grupo fosforilo del GTP.

con GaeGDP forma un complejo (Ga(GDP)
AlF,) que mimetiza el efecto del GTP (9).

CLASIFICACION DE LAS SUBUNIDADES
Go Y EFECTORES QUE REGULAN

Las proteinas G heterotriméricas se clasifican de
acuerdo a la identidad de su subunidad Ga en cua-
tro familias: Gos, G, Gotg1 y Gatizisz(Tabla 1) .
Las regiones involucradas en la union al nucleo-
tido y su hidrélisis se encuentran altamente con-
servadas y las diferencias que se presentan entre
las familias de las subunidades o probablemente
les confieren propiedades distintas para el inter-
cambio de nucleétido e hidrélisis (1, 2).

Los integrantes de la familia Ga; estimulanala
ADC y por tanto la sintesis de AMPc. EI término
Gs significo originalmente “G-stimulatory” por su
capacidad para estimular la actividad de ADC.
Por otro lado, las propiedades de la familia Go,
son diversas. El nombre de la proteina Ga, provi-
no inicialmente de “G-inhibitory”, por su habili-
dad para inhibir algunas formas de ADC; sin em-
bargo, ahora se conoce que también puede acti-
var canales de potasio. Ga,, nombrada original-
mente “G-other”, porque no se conocia su fun-
cidn, inhibe canales de calcio en neuronas. La pro-
teina Goy, “transduce” las sefiales visuales a tra-
veés de la regulacion de la GMPc fosfodiesterasa.
La proteina Ga,, participa en la regulacion de ca-

Rangel Serrano A

nales de potasio. Por su parte, los miembros de la
familia Gog que activan la hidrolisis especifica
de fosfoinositidos a través de las isoformas f3 de
la PLC, también activan indirectamente los cana-
les de calcio dependientes de voltaje y sensibles a
dihidropiridinas, en células pituitarias, via que
involucra a la proteina cinasa C (PKC). Los
miembros de la familia Gay,,; modulan indirecta-
mente la actividad del intercambiador Na'/H*
subtipo NHE1 por diferentes vias (1, 2, 10, 11).

MODIFICACION DE LAS PROTEINAS G
POR DIFERENTES TOXINAS

Las subunidades G contienen un sitio que puede
ser ADP-ribosilado, reaccion catalizada por la
toxina del célera (CTX) o la toxina pertussis
(PTX), por lo que estas toxinas han sido utiliza-
das como herramientas en la identificacion de las
proteinas G involucradas en los diferentes siste-
mas de transduccion. La CTX (proteina de 87
kDa producida por la bacteria Vibrio cholerae)
cataliza la transferencia de un grupo ADP-ribosa
desde el NAD" a un residuo de arginina de Gao.
El complejo estable formado por (ADP-ribosa-
Go(GTP)) inhibe la actividad de GTPasa y la
interaccion de Go. con el dimero Gy, por lo que
al perturbar el mecanismo de desactivacion, la pro-
teina G se mantiene en su forma activa; como con-
secuencia, se mantiene activada la via de la ADC.

A pesar de que so6lo los integrantes de la familia
Ga, y Gow son sustratos de CTX (Tabla I), el resi-
duo de arginina que es ADP ribosilado por CTX
se encuentra altamente conservado entre todas las
subunidades Ga. Posiblemente, en las Go que no
son sensibles a la toxina este sitio no sea accesible
a CTX (1, 2). Se ha sugerido que los residuos de
arginina que son ADP-ribosilados por la CTX
pueden ser Arg 187 en Ga, Arg 179 en Gouz y
Arg 178 en Gais.

La PTX es una proteina de 76 kDa producida
por Bordetella pertussis (bacteria responsable de
la tosferina), que cataliza la ADP ribosilacion es-
pecifica de Ga en un residuo de cisteina que se
encuentra en la posicion 347 en la Gay, y en Cys
351 en Ga, de la region carboxilo terminal. La
ADP ribosilacion de Ga inhibe el acoplamiento
entre el receptor y las proteinas G, por lo que no
se lleva a cabo el intercambio GDP por GTP y se
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TABLA I

PROPIEDADES DE LAS SUBUNIDADES o DE MAMIFEROS

SUBUNIDAD « PM DISTRIBUCION EFECTOR MODIFICACION
(kDa) POR LIPIDOS
Familia Gaot,
Gots.) 52 ubicua *ADC |
Gols2 52 ubicua +ADC P2
Gas.; 45 ubicua +ADC P
Golss 45 ubicua +ADC Pee
GoLois 45 neuronas olfatorias T ADC P:
Familia Gou,e
Golgus 41 papilas gustativas *PDE ?
Ga 39 retina (células en baston) *¢GMP-PDE M #abe
Gz 40 retina (células en cono) b
Gy 41 casi ubicua L ADC PM b
Ga,i.z 40 ubicua PM®e
Gotis 41 casi ubicua PM?®
Goto 39 cerebro + Canales de Ca*" PM®e©
Golon 39 cerebro PM
GoL, 41 cerebro, plaquetas, + Canales de K’ PM ¢
células de glandulas
suprarrenales
Familia Gog
Galg 41 ubicua +PLC-B P
Gouy 41 ubicua + PLC-ﬁ P
Goug 42 células de bazo, pulmon, tPLC-B P
rifion, testiculos
Gous 43 linfocitos B +PLC-B P
Gaus 43 monocitos y células T TPLC-B P
Familia G(Ium
Gazg 44 ubicua 2n P d
Gous 44 ubicua X Pc

ADC, adenilato ciclasa;, PDE, fosfodiesterasa; PLC, fosfolipasa C; PKC, proteina cinasa C; *, participacion en crecimiento
y diferenciacion celular; P, palmitoilacion; M, miristoilacion; 4, otras cadenas de acidos grasos diferentes al palmitico
pueden unirse por enlaces tioéster; a, sustrato de la toxina del colera; b, sustrato de la toxina pertussis; c, sustrato pobre de

PKC; d, sustrato muy bueno de PKC.

estabiliza la forma inactiva de Ga., lo que impide
la inhibicién de la ADC. Las subunidades G,
Go,y Gou, de la familia Goe, son inactivadas por
PTX (TablaI) (1, 2).

PROTEINAS G RESISTENTES A LAS TO-
XINAS BACTERIANAS

En este grupo de proteinas G se encuentran aque-
llas Go que no son susceptibles de ser ADP-ribo-
siladas e incluye a las familias Gogn y Gotans, asi
como a la Ga,, perteneciente a la familia Gouo.
Las proteinas Go resistentes a la PTX se expre-
san ubicuamente en los tejidos, a excepcion de
Go.,, que se expresa en plaquetas y cerebro, Gous,

en bazo, pulmdn, rifion y testiculos, Gous en linfo-
citos B y Gous en monocitos y células T (Tabla I).
Estas proteinas G resistentes a la PTX muestran
un menor intercambio GDP-GTP, asi como una
actividad intrinseca de GTPasa menor a la de otras
proteinas G, por lo que se piensa que deben exis-
tir proteinas que aceleren la actividad hidrolitica
(GAPs). Por ejemplo, se ha observado que los efec-
tores de algunas proteinas G resistentes a la PTX
presentan actividad de GAP, como la PLCB (2).

FOSFORILACION DE PROTEINAS G
Otra propiedad bioquimica importante de las
proteinas Ga es la capacidad de ser fosforila-
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Figura 2. Fosforilacién de Ga, y Goy, por la proteina cinasa C (PKC). Una vez disociadas las Ga, y Gau, pueden ser fosforiladas
por la proteina cinasa C, impidiendo la resociacién de estas subunidades con GPy v la subsecuente interacsion con el receptor. Esto
podria resultar tanto en la atenuacion de la actividad como en la potencializacién de la sefial al crear una poza de GPy libres.

das. Gy, Gow, Gou, Gas, Gowss, Gar, y Goua son
sustratos de PKC (Tabla I) y aun cuando se
desconoce la relevancia fisiolégica que pueda
tener su fosforilacion, se ha demostrado que la
fosforilacién en un segmento de 53 residuos de
la region amino terminal, bloquea la interaccion
de Ga, y Gau; con el dimero GBy (Fig 2). Enla
Ga, la fosforilacidon ocurre en la Ser 27 mien-
tras que en la G, ésta ocurre en la Ser 38, re-
siduos que caen en la regiéon implicada en la
interaccion de Go con GBy. Por esta razon se
ha sugerido a la fosforilacién como un meca-
nismo de modulacion de la sefial a través de las
subunidades Ga, al prevenir su reasociacion
con Gy (2, 12).

MODIFICACIONES POR LIPIDOS DE LAS
PROTEINAS G

La forma de regulacion més estudiada en las pro-
teinas G es el intercambio GDP-GTP, catalizado
por la unién del agonista-receptor (activado) y la
hidroélisis del GTP unido a Ga. (desactivado). Sin
embargo, las modificaciones covalentes de las
proteinas G heterotriméricas por lipidos represen-
tan otras formas de regulacion.

Miristoilaciéon y Palmitoilacién de las subuni-
dades o

Todas las subunidades a de las proteinas G pue-
den ser modificadas covalentemente por la unién
de 4cidos grasos como el palmitato y/o el
miristato (8). La N-miristoilacion es el resultado
de una adicién co-traduccional de un grupo
miristoilo en un residuo de glicina (Fig 3) de la
region amino terminal, después de remover la

metionina inicial de la subunidad o. Esta unidn
con el miristato es covalente e irreversible. Todas
las subunidades Got de la familia Gou, son suscep-
tibles de ser miristoiladas (Tabla I) (13).

El palmitato por su parte, puede unirse a uno
0 mas residuos de cisteina (Fig 3) cercanos a la
region amino terminal a través de un enlace
tioéster. Este tipo de asociacion es reversible y
puede ser regulada. Todas las subunidades Ga
contienen acido palmitico, excepto por Go(Ta-
blal) (13).

Para las proteinas G, al igual que para otras
proteinas modificadas por lipidos, las moléculas
unidas son esenciales para que interactuen tanto
con los lipidos de la membrana como con otras
proteinas. Asi, por ejemplo, la miristoilacién de la
Ga; es esencial para la inhibicion de la ADC. La
modificacion por lipidos es critica para la locali-
zacion subcelular especifica de las proteinas G,
ademas de que aumenta la afinidad de Go por las
subunidades Gy, por lo que tiene un papel im-
portante en la regulacion de la formacién del
heterotrimero (13).

Varias subunidades Go pueden estar derivatiza-
dos con palmitato y miristato, aun cuando la pre-
sencia de ambos acidos grasos en la misma molé-
cula de proteina G no se ha demostrado directa-
mente. Sin embargo, la mutaci6n de la glicina por
la alanina, en las subunidades Goi, Go, 0 Ga,
previene la miristoilacién y la palmitoilacion. Un
requerimiento similar se ha observado para varias
cinasas de tirosina que no son receptores, las cua-
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MIRISTOILACION Y PALMITOILACION

Gas MOICLGNSKTEDQRNE— P

Gai-1 MGICITLSAEDKAAVER— M,P

Gt MOA G

Gaqg MTLESIMA[QC

ASAEEKHSREL—/™ M
LSEEAKARRIN— P

PRENILACION

! F
Gyl —KGIPEDKNPFKELKGGCVIS
Gy2 —TPVPASENPFREKKFFCAIL GG

Figura 3. Sitios en las proteinas G modificados por lipidos. Los residuos de glicina que contienen miristato se indican con un circulo
en las subunidades o, y o. En la subunidad a, la glicina no es miristoilada debido probablemente a otros residuos, como la Arg 6, que
reduce la afinidad de la N-miristoiltransferasa. Todas las Go contienen palmitato en un residuo de cisteina indicado con un cuadro,
cercano a la region amino terminal. Todas las subunidades y son preniladas en un residuo de cisteina indicado con una flecha, de la
region carboxilo terminal. M, miristoilacién; P, palmitoilacién; F, farnesilacion; G, geranilgeranilacion.

les también se miristoilan antes de ser palmitoila-
das. De esto se deduce que la secuencia M-G-C
en la region amino terminal puede representar un
sitio de doble acilacion en las subunidades Go.
No obstante, Ga, no requiere de la miristoilacion
para poder ser palmitoilada, aun cuando tiene esta
secuencia (13).

Prenilacion de las subunidades Gy

Las subunidades Gy de las proteinas G también
pueden ser modificadas covalentemente por una
unidad geranilgeranilo (C20) o farnesilo (C15) en
un residuo de cisteina del extremo carboxilo (Fig
3) mediante un enlace tioéter (Tabla II). La
subunidad Gy termina con un motivo CXXX, don-
de C=Cys y X= cualquier aminoacido. La prenila-
cion es seguida de la eliminacion de los tres

aminoacidos de la region carboxilo terminal y la
carboximetilacion de la nueva region carboxilo
terminal. Aunque la geranilgeranilacién o la farne-
silacién de la subunidad y no se requiere para la
formacion del dimero By, la prenilacion es nece-
saria para la funcion normal del dimero By y su
interaccion con Ga., receptores y efectores. Por
ejemplo, la subunidad Gy, farnesilada inhibe la in-
teraccion ouf 1y con su receptor, por lo que cons-
tituye otra manera de regular la interaccion del
dimero con otras proteinas. Hasta ahora no se co-
noce que las subunidades B de las proteinas G sean
modificadas por la acilacién de algin residuo con
lipidos (4, 7, 13).

Una de las funciones de la acilacion de las pro-
teinas G es actuar como una ancla hidrofobica que
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TABLA 11

PROPIEDADES DE LAS SUBUNIDADES B y y DE MAMIFEROS

SUBUNIDAD PM (kDa) DISTRIBUCION MODIFICACION POR LIPIDOS
B 36 ubicua -

B 35 ubicua -

Bs 36 cono fotoreceptor -

B4 37 ubicua =

Bs 39 cerebro -

Y, 8 retina (células en baston) farnesilacion
Y, 6 cerebro, suprarrenales geranilgeranilacion
Y, 7 cerebro geranilgeranilacion
Y, 6.5 ubicua geranilgeranilacion
Ys 7 ubicua geranilgeranilacion
Ye 7 cerebro geranilgeranilacion
Y, 7 ubicua principalmente en cerebro geranilgeranilacion
Yeour 7 neuronas olfatorias farnesilacion
Yoo 7 retina (células en cono) geranilgeranilacion
¥, 6.5 cerebro, corazén, placenta, pulmones, rifiones, geranilgeranilacién

higado, pancreas y musculo esquelético
Tis 6.5 * farnesilacion

El dimero Gfy participa en la regulacion de la fosfolipasa C-B, de la adenilato ciclasa y de los canales de K*; * el RNA de
la subunidad vy,, se expresa en varios tejidos, sin embargo la expresion de la proteina ain no se ha determinado.

interactiia con la membrana. Tanto la palmitoila-
c1on como la miristoilacion contribuyen a la aso-
ciacion con la membrana. El mecanismo por el
cual la modificacion lipidica aumenta la asocia-
cion con la membrana de las proteinas G no se
conoce. La explicacion mas simple es que los aci-
dos grasos o los grupos prenilos se insertan direc-
tamente en la empalizada lipidica de la membrana
y de esta manera anclan la proteina a la membra-
na. Laasociacidn membranal de las subunidades
de las proteinas G es un proceso complejo que
involucra multiples interacciones. Las distintas
modificaciones lipidicas de las diferentes protei-
nas G afectan las interacciones especificas protei-
na-proteina, esenciales para la union a membrana
y la funcion de las proteinas G (13).

SUBUNIDADES By DE PROTEINAS G Y SU
FUNCION

Histéricamente s6lo la subunidad Ga. se conside-
raba como el (nico componente capaz de inter-
accionar con efectores, ya que solo esta subunidad
puede unir los nucleodtidos de guanina, asi como
interactuar con el receptor. Sin embargo, se ha
demostrado que GPy también puede regular di-
versos efectores, como fosfolipasas, adenilato

ciclasas, canales i6nicos, receptores con actividad
de cinasas acoplados a proteinas G y fosfoinosi-
tido 3-cinasas. Las subunidades By pueden acti-
var a todos los subtipos de la PLCB, pero las
PLC-B,y -Bs son més sensibles que la PLC-B, yla
PLC-B4. GPy se asocia con la PLCB en la regién
amino terminal, mientras que Go se asocia a la
PLCB en la region carboxilo terminal. Los cana-
les de K' que se activan a través de receptores
muscarinicos para acetilcolina (Igacy,) también son
regulados por GBy. Eldimero By también regula
canales de Ca* tipo N y P/Q, asi como a la ADC
tipo Iy IV (1, 3, 8).

Las diferentes subunidades GB y Gy pueden
formar varias combinaciones de dimeros; sin em-
bargo, no todos son funcionales. Las Gy interac-
cionan especificamente con cada subtipo de Gj.
Por ejemplo, la Gy, interacciona con Gf; pero no
con G2 o GBs, la Gy; interacciona con todas las
GP. Por su parte, la Gy, interacciona especialmen-
te bien con GBs, GB1 y GB.. Asi mismo, la Gy,
interacciona con GPs, GB, y GBi. Todas las Gy
conocidas interaccionan con G,. El dimero GBy
formado puede interaccionar especificamente con
los diferentes efectores (4, 14).
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Ga-GDP puede competir con los efectores acti-
vados por Gpy, desactivando la sefial dependiente
de GPy, lo que sugiere que Gy utiliza sitios de union
comunes para la interaccion con Ga y para su union
con los diversos efectores. Poranalisis de mutacion
de la region que comprende los residuos de Gf3 que
van del 55 al 332, que incluyen los puntos de con-
tacto con Go-GDP, se determinaron los diferentes
sitios de interaccion de G para los distintos efec-
tores. Los aminoacidos 55, 98, 99, 101, 117, 119,
143, 180, 89, 186, 228 y 332 interaccionan con la
PLCB; 119, 117, 101, 99, 55, 78, 89, 332, 57, 228,
189 con la ADCy; 99, 228, 78, 180, 55, 89, 119,
101, 186, 180, y 55 con los canales de K*(15).

Aunque para la mayor parte de las familias de
proteinas G se ha demostrado su participacion en
las diferentes vias de sefializacion, aun falta por
demostrar los efectores sobre los cuales actuan
Goua, Gous y Ga,. Asi mismo, falta por establecer
los mecanismos que contribuyen a la especifici-
dad de la via de la sefial, ya que existen cientos de
receptores que participan en la transduccion de
sefiales y s6lo un niimero relativamente limitado
de proteinas G heterotriméricas, por lo que se
piensa que deben de existir diferentes mecanismos
que contribuyan a la especificidad en la interac-
cion de receptores-proteinas G.
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LA CLONALIDAD DE TRYPANOSOMA CRUZI
Y SU RELACION CON LA ENFERMEDAD
DE CHAGAS

Marco Antonio Becerril Flores. Depto de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, Univer-
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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfer-
medad de Chagas, es un pardsito que presenta
una estructura poblacional de tipo clonal. En la
naturaleza se han reconocido innumerables
clonas que difieren marcadamente en virulencia
las cuales se han identificado mediante técnicas
isoenzimaticas, esquizodémicas, por RFLP y
RAPD; cada una de ellas ocasiona diferente pa-
tologia en los huéspedes vertebrados. Si varias
clonas infectan simultdineamente a un mismo
huésped, el resultado serd una diversidad de ma-
nifestaciones clinicas, un rasgo caracteristico de
la enfermedad de Chagas; por tanto, la principal
causa de la diversidad clinica en esta infeccion
parasitaria es la variabilidad de clonas de T.
cruzi.

PALABRAS CLAVE: Clonalidad, Trypanoso-
ma cruzi, Enfermedad de Chagas, virulencia, aci-
do sialico, transialidasa.

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the causative agent of
Chagas’ disease, is a parasite with a clonal
population structure. In nature, many clones with
marked differences in virulence have been
identified by means of isoenzymatic, schizodemic,
RFLP and RAPD techniques. Each one produces
different pathology to vertebrate hosts. If several
clones infect the same host simultaneously, the
outcome of infection will be a diversity in clinical
manifestations, a feature characteristic of Chagas’
disease. Therefore, the major cause of clinical
diversity in this parasitic infection is the variability
in clones of 7. cruzi.

KEY WORDS: Clonality, 7Trypanosoma cruzi,
Chagas’ disease, virulence, transialidase, sialic
acid.

INTRODUCCION

Aun en las postrimerias del siglo XX, las enfer-
medades de origen infeccioso continfian siendo un
gran problema de salud publica. Entre ellas, la
tripanosomiasis americana, comunmente conoci-
da como “enfermedad de Chagas™ cuyo agente
etioldgico es el protozoo flagelado 7rypanosoma
cruzi, es una de las principales causas de morbi-
lidad y mortalidad en el continente americano.
La Organizacidn Mundial de la Salud estima que
alrededor de 20 millones de individuos estan infec-
tados y mas de 100 se encuentran bajo riesgo de
adquirir la infeccion (1). En México se ha estimado
una prevalencia de 1,614,000 casos para una po-
blacion de 81,250,000 individuos hasta 1990.

Enla enfermedad de Chagas, las manifestacio-
nes clinicas que se observan son tan variadas que
es imposible predecir cémo resultara afectado un
individuo infectado con 7. cruzi. Puede llegar a
presentar signos y sintomas desde las primeras
semanas hasta aflos después del inicio de la in-
feccion (2). Atraviesa por una fase aguda, segui-
da de una indeterminada y otra cronica. La pri-
mera dura dos a cuatro meses, la segunda varios
afios, mientras que la cronica se manifiesta 10 a
30 afios después del primer contacto con el mi-
croorganismo.

En la tabla I se presentan los signos y sinto-
mas que se observan durante las tres fases de la
infeccion. En fase aguda sélo alrededor del 5%
manifiestan sintomatologia; de éstos, el 90% son
nifios. La gente que se encuentra en fase inde-
terminada es asintomatica, pero presenta altera-
ciones electrocardiograficas. En fase crénica, al-
rededor del 30% de los parasitados desarrollan
sintomatologia por dafio cardiaco; los megasin-
dromes de visceras huecas aparecen solo en el
10%; la muerte repentina ocurre en el 60-70%
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TABLA 1

MANIFESTACIONES CLINICAS QUE SE PUEDEN
OBSERVAR EN LAS TRES FASES DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

Fase aguda
* Chagoma de inoculacion ( edema eritematoso,
violaceo, indurado e indoloro, en el sitio de la pi-

cadura del transmisor).

* Signo de romafia (edema bipalpebral, general-
mente unilateral, periocular o conjuntival con
adenopatia).

Fiebre

Voémito

Linfadenopatia local o franca poliadenopatia
Parasitemia

Hepatoesplenomegalia

Diarrea

Signos bronquiales

Miocarditis

Cardiomegalia

Alteraciones electrocadiograficas

¥ X F X X X ¥ X ¥ ¥

Fase indeterminada:
* Asintomatologia
* Alteraciones electrocardiograficas por miocardio-
patias

Fase crénica:
* megasindromes de visceras huecas
* cardiomegalia
* miocardiopatias

de los pacientes infectados. Hay que considerar
que los infectados pueden presentar algunas, to-
das o ninguna de las manifestaciones sefialadas
en la Tabla 1.

(Por qué en la enfermedad de Chagas se obser-
va este cuadro clinico tan amplio y heterogéneo?
hasta el momento no hay respuestas completa-
mente claras. No obstante, las investigaciones rea-
lizadas hasta ahora sefialan que las causas estan
intimamente relacionadas con la variabilidad intra-
poblacional de 7. cruzi, su dinamica de transmi-
sién y por supuesto, la susceptibilidad del hugs-
ped a las infecciones por el parasito.

DIVERSIDAD INTRAPOBLACIONAL EN
T. CRUZI

El parasito es un microorganismo polimorfico.
Sus tres fases mas estudiadas reciben los nombres
de amastigote, epimastigote y tripomastigote
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(Fig 1). El primero es intracelular, se establece en
los tejidos de cualquier mamifero y es uno de los
dos estadios reproductivos de 7. cruzi; el otro es
el epimastigote, sobrevive de manera extracelular
y solo se le encuentra en el intestino de insectos
reduvidos y hematofagos que participan como
transmisores del protozoo, a los que se denomina
“triatdbminos” (3). El tripomastigote es la forma
infectiva del parasito, se encuentra transitoria-
mente en la sangre de mamiferos y en la parte pos-
terior del tubo digestivo de los triatdminos.

Las poblaciones de 7. cruzi reciben distintos
nombres de acuerdo al grado de su caracteriza-
cion: si se han obtenido recientemente a partir de
cualquier huésped se denominan aislados; sélo
por el hecho de mantenerse durante pases sucesi-
vos en medios de cultivo o animales de experi-
mentacion se llaman stocks; cepas, cuando llegan
a caracterizarse bioldgica o molecularmente por
cualquier metodologia; por ltimo, aquella pobla-

’ . Epimastigote
Tripomastigote

amastigote
Figura 1. Las tres principales fases de Trypanosoma
cruzi. Notar que la posicion del cinetoplato es el rasgo mas
claro que permite diferenciar morfologicamente al tripo-
mastigote del epimastigote; en éstos se observa un flagelo
que sale por una extremidad del parasito mientras que en
el amastigote no se presenta.
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cion de tripanosomas que deriva de un solo indi-
viduo y es genéticamente idéntica recibe el nom-
bre de clona (4, 5).

A la fecha se han obtenido innumerables aisla-
dos del parasito; cada uno caracterizado en me-
dios de cultivo o animales de experimentacion.
Para este ultimo caso se han empleado ratones en
la mayor parte de las veces. Puesto que 7. cruzi
se puede encontrar tanto en la sangre como en
otros tejidos de los mamiferos, incluyendo al hu-
mano, el comportamiento de cada una de sus po-
blaciones se caracteriza registrando la parasi-
temia, mortalidad que ocasiona a los ratones y
desde luego el histotropismo que presenta, pues
cada cepa se establece en distintos 6rganos. Con
estos datos se evalla tanto la virulencia como la
infectividad de las poblaciones del parasito.

En diversos estudios se ha demostrado clara-
mente que cada cepa presenta diferente virulencia
por cualquiera de las tres variables que se estu-
dian (6, 7). Bioquimicamente existe una clara di-
ferencia entre las poblaciones virulentas y
avirulentas de 7. cruzi: moléculas como el ac.
sidlico y transialidasa, entre otras, juegan un pa-
pel importante en las patogénesis de la enferme-
dad de Chagas.

PAPEL DEL ACIDO SIALICO EN LA VIRU-
LENCIA DE T. CRUZI

El parésito no es capaz de sintetizar 4cido sialico,
sin embargo por diversas investigaciones se ha
visto que las formas infectivas de 7. cruzi presen-
tan en su superficie residuos de dicha moléculay
es evidente que participa en el proceso de inva-
si6n a la célula huésped. El protozoo adquiere el
azicar a partir de un donador externo a través de
la accion enzimatica de una trans sialidasa. Esta
enzima es un complejo de moléculas glicoprotei-
cas cuyos pesos moleculares oscilan entre 60 y
250 kDa; es expresada sobre la superficie de tri-
pomastigotes, en donde se ancla a glicofosfati-
dil inositol. Funciona transfiriendo 4cido sialico
exdgeno a moléculas aceptoras presentes también
en la superficie del parasito (Fig2). La prueba de
que €l 4cido sialico participa en la invasion es el
uso de anticuerpos monoclonales contra estos
azucares, los cuales bloquean la invasion intra-
celular (8).
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“dceido skilico”

;

p poder infectivo

Figura 2. Mecanismos de captacion de acido sidlico por
Trypanosoma cruzi. La transialidasa localizada en la su-
perficie de los tripomastigotes es capaz de unirse a molécu-
las de acido sialico del huésped, lo transfieren a una mo-
lécula aceptora que también se encuentra sobre la mem-
brana plasmatica del parasito para facilitar su penetracion
a las células del huésped.

Otras moléculas que permiten diferenciar entre
poblaciones virulentas y avirulentas del parasito
son: neuraminidasa, a-2-macroglobulina, y N-
acetil glucosamina en las poco virulentas; contra-
riamente, las que tiene que ver positivamente en
la infeccion son las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), acido sialico y trans sialidasa. Lo ante-
rior indica que en la naturaleza existe un sinniime-
ro de poblaciones de 7 cruzi que difieren en viru-
lencia. Tal variabilidad se ha demostrado in vivo
e in vitro; en este ultimo caso, el comportamiento
del protozoo se ha determinado al sembrarlo en
medios de cultivo acelulares. Aqui, un fendmeno
interesante y frecuentemente observado por diver-
sos investigadores es la atenuacion de la virulen-
cia en algunas poblaciones patdgenas de este mi-
croorganismo cuando son mantenidas durante lar-
go tiempo en medios de cultivo.

;Por qué ocurre esta atenuacion? Atn no hay
una respuesta clara, sin embargo, se piensa que en
el parasito ocurre una regulacion metabdlica, la
cual modula la expresion de moléculas que inter-
vienen en la infeccion; por ejemplo, en la superfi-
cie de tripomastigotes existe una glicoproteina de
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85 kDa (gp-85) que interviene de manera positiva
durante el proceso de infeccion intracelular, actua
como receptor de fibronectina, proteina presente
en la superficie de muchas células de mamiferos;
en fase de epimastigote no se sintetiza esta molé-
cula, lo que le quita el caracter infectivo (8).

Otra explicacién a esta disminucion del poder
patogénico de 7. cruzi mantenido en cultivos
acelulares, es que el parasito sufre mutaciones que
modifican su fisiologia y que repercuten en su gra-
do de patogenicidad. La tercera hipotesis, la mejor
fundamentada, indica que algunas poblaciones de
T cruzi estan compuestas por clonas con diferente
virulencia y capacidad adaptativa: si las clonas que
forman parte de una poblacion se encuentran en un
medio donde algunas de ellas no pueden adaptarse,
entonces ocurre la eliminacion de éstas, y las que
sobreviven dan la caracteristica de la poblacion res-
tante. En otras palabras, el ambiente selecciona, ex-
clusivamente, las clonas que logran adaptarse.

Retomando el caso anterior, quiza las clonas
virulentas requieren necesariamente la presencia
de células huésped para introducirse y desarro-
llarse, pues, dado su caracter infectivo, estan obli-
gadas a realizar un ciclo de reproduccion intra-
celular; en contraste, las clonas avirulentas no re-
quieren de células huésped para reproducirse, lo
realizan de manera extracelular cuando permane-
cen en fase de epimastigote. De esta manera, las
clonas virulentas se eliminan en medios acelulares
y las que logran sobrevivir son las avirulentas.

Como ya se menciono, aunque las tres hipote-
sis se refieren a la atenuacion de la virulencia, solo
existen evidencias experimentales que fundamen-
tan la selectividad de clonas por el ambiente don-
de se encuentran. Deane y cols. (1984) demues-
tran selectividad cuando se inoculan ratones con
dos clonas (9). Carneiro y col. (1990) también
encuentran selectividad en cepas de 7. cruzi des-
pués de hacerlas pasar por ratones (10). Respecto
a estos dos estudios, es de hacer notar la coexis-
tencia de varias clonas en el mismo medio; si se
realiza una técnica de clonacion celular y la iden-
tificacion de marcadores moleculares que ponen
de manifiesto el genotipo de cada una, se pueden
identificar las distintas clonas dentro de un mismo
huésped.
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LA BIODIVERSIDAD DE T. CRUZI SE DE-
MUESTRA POR TECNICAS BIOQUIMI-
CAS Y MOLECULARES

Tomando en cuenta la definicion de clona, se pue-
de decir que para demostrar la existencia de va-
rias clonas dentro de una misma poblacion, se tie-
ne que analizar su composicion genética. Las téc-
nicas mas utilizadas para dicho fin son: analisis
isoenzimatico, esquizodémico, determinacion de
los polimorfismos en la longitud de los fragmen-
tos de restriccion (RFLP), anélisis de ADN poli-
morfico amplificado aleatoriamente (RAPD) y
quiza, aunque menos empleada, el analisis de
ADN minisatélite o de regiones altamente repeti-
das del ADN por la técnica denominada huellas
digitales “fingerprinting” (11, 12).

El analisis isoenzimatico consiste en el corri-
miento electroforético de un extracto citoplés-
mico del parasito, generalmente sobre un gel de
acetato de celulosa o almidon; sobre éste se apli-
ca el sustrato de una enzima que se sospecha la
contiene el parasito; en el caso de que la presen-
te, se obtiene un producto que es colorido y ob-
servable visiblemente como una banda. Si en el
gel se observan otras bandas a diferentes alturas
de la esperada, significa que el parasito sintetiza
otras moléculas con diferente estructura y por tan-
to peso molecular, pero que realizan la misma fun-
cioén enzimatica (isoenzimas).

La observacion de distintos patrones de ban-
deo en el gel indica la existencia de organismos
con diferente estructura genética y por consi-
guiente, la presencia de distintas clonas, pues las
enzimas son codificadas genéticamente. Median-
te esta técnica se pueden identificar patrones que
correlacionen con el cuadro clinico que se pre-
senta en las infecciones por 7. cruzi.

Para el analisis esquizodémico se trabaja con
ADN del parasito que se localiza en una estructu-
ra subcelular denominada cinetoplasto (kDNA).
Se corta con endonucleasas de restriccion; los
productos generados se corren electroforética-
mente en un gel de agarosa. Los patrones de ban-
deo se revelan con bromuro de etidio, el cual se
une al ADN y es observado con luz ultravioleta.
El ADN presente en el gel puede desnaturalizarse
y posteriormente transferirse a una membrana de
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nitrocelulosa, la cual se hibrida con una sonda de
ADN marcado con un isotopo radiactivo ( ¥P);
finalmente, la membrana hibridada con la sonda
marcada se expone a una placa fotografica, en
donde se revela el patron de bandeo del ADN del
microorganismo; esta técnica corresponde al ana-
lisis por RFLP mencionada arriba.

Por cualquiera de las técnicas anteriormente
descritas, diversos investigadores han demostrado
la coexistencia de varias clonas dentro del mismo
huésped. En humanos se demostro la posibilidad
de infeccion simultanea de dos clonas de 7. cruzi
por analisis isoenzimatico y esquizodémico (13).

Estas técnicas moleculares también han permi-
tido contribuir al conocimiento evolutivo de 7.
cruzi. Souto y col. (1996) realizaron un analisis
filogenético de clonas y cepas de este parasito
(14); encontraron dos linajes, a partir de los cua-
les creen que se derivan todas las poblaciones del
protozoo, de esta manera desequilibrando €l pa-
radigma de la clonalidad de 7. cruzi, pues, de
acuerdo a la definicidn de clona, todas las pobla-
ciones del parasito deberian ser idénticas gené-
ticamente, por tanto encontrar un sélo linaje.

¢Por qué ocurre esta multitud clonal? hay dos
explicaciones posibles: 1) todas las poblaciones
que actualmente existen se han derivado a partir
de dos ancestros cuyos descendientes evolucio-
naron separadamente, pero a traves de los afios
cada linaje sufri¢ diversas mutaciones originando
subpoblaciones que difieren ligeramente en su in-
formacion genética. 2) La otra posibilidad es que
T. cruzi no sea clonal: los individuos se reprodu-
cen de manera sexual y por tanto intercambian su
material genético, lo que origina descendientes
que no son idénticos a su progenitor sino que son
productos que comparten informacion genética de
la madre y del padre. Los estudios relacionados
con la investigacion sobre genética de poblacio-
nes de 7. cruzi apuntan a una estructura de pobla-
cién de tipo clonal.

¢Qué ocurriria en un huésped infectado con
varias clonas que difieren en virulencia? ;Cual se-
ria el resultado? Debido a que cada clona ocasio-
na ciertas manifestaciones clinicas ;seria posible
que el huésped infectado por varias de ellas pre-
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sentara todas las manifestaciones que cada una
produce, o s6lo se observaran las que ocasionan
las clonas predominantes? ;Ocurriria sinergismo
o inhibicion entre ellas? El enigma atn no se des-
cifra, sin embargo, todo parece indicar que una
infeccion mixta de clonas de 7. cruzi puede ser la
causa de la diversidad clinica de la enfermedad de
Chagas.

LA HETEROGENEIDAD CLONAL DE T.
CRUZI CONDUCE A LA VARIABILI-
DAD CLINICA DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS

Hemos llegado de nuevo al punto inicial de inte-
rés: el por qué de la diversidad de manifestacio-
nes clinicas que se presentan en la enfermedad de
Chagas. Una respuesta que contesta las preguntas
seftaladas arriba dice: aunque es posible que la
gente se infecte con diversas clonas que difieren
en virulencia, €sta sera dada por las predominan-
tes que componen la poblacion infectante; aqué-
llas que no influyen en la patologia del huésped
permanecen de manera silenciosa dentro del gru-
po, lo que sugiere que la poblacion completa pre-
senta un comportamiento resultante de la presen-
cia de aquéllas que lo constituyen. Siun “stock”
de 7. cruzi puede estar formado por diferentes
clonas, surge ahora la pregunta ;como es posible
que en un huésped puedan existir varias de €llas
simultaneamente? La dinamica de transmision del
parasito también permite entender esto.

DINAMICA DE TRANSMISION

Dado que el metabolismo de los triatominos es
lento, hecho que no les permite alimentarse tan
seguido, pueden pasar hasta tres meses sin comer
desplazdndose por varias casas. Tomando en
cuenta que pueden vivir hasta por varios afios,
podemos imaginarnos que las distancias que re-
corren durante su vida pueden alcanzar hasta va-
rios kilémetros. A lo largo de todo ese tiempo se
alimentan por lo menos cinco veces, lo que indica
una probabilidad alta de que se alimenten de va-
rios huéspedes y por consiguiente se infecten con
varias clonas.

Si al menos cada huésped esta infectado por
una clona con distinta virulencia y el insecto se
alimenta de cada uno de esos huéspedes, llegard a
albergar una mezcla de clonas que difieran en gra-
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do de patogenicidad. Cuando el triatomino defe-
que sobre la piel de un nuevo huésped, éste se
infectard con todas las clonas presentes en el
transmisor. Por supuesto que las manifestaciones
clinicas que presente este huésped seran dadas por
la presencia de estas clonas y por la susceptibili-
dad a la infeccion por cada clona.

CONCLUSIONES

La diversidad clonal de 7. cruzi tiene implicacio-
nes, no solo clinicas sino epidemiologicas. Seria
de suma importancia conocer la distribucion geo-
grafica de las clonas virulentas para estimar los
riesgos que corren los habitantes de las regiones
donde se encuentran las clonas virulentas, si hay
una relacion entre las caracteristicas patogénicas
del parasito y la especie de transmisor: en nuestro
pais seria interesante saber si las diversas especies
de transmisores determinan el tipo de clonas exis-
tentes, puesto que en México existen 27 especies
de triatominos.
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RESUMEN

El estudio actual del plegamiento y de la estabilidad
de las proteinas utiliza a la mutagénesis como un nue-
vo enfoque para analizar los diferentes elementos es-
tructurales y las fuerzas involucradas en dicho fené-
meno. Estos estudios incluyen la alteracion de los
puentes de hidrégeno y de disulfuro, de los dipolos de
las a-hélices asi como del efecto hidrofébico y el
entropico. Los resultados indican que el cambio (po-
sitivo) en la entalpia para las interacciones de van der
Waals y los movimientos vibracionales, asi como el
cambio (positivo) en la entropia para la hidratacion de
los grupos hidrofobicos y los polares favorecen al es-
tado nativo, mientras que su contraparte termodina-
mica induce la desnaturalizacion de la proteina.

PALABRAS CLAVE: Plegamiento de protei-
nas, estabilidad de proteinas, mutaciones.

ABSTRACT

Directed mutagenesis is a new method for
analyzing the different structural elements and the
forces involved in protein folding and stability.
This approach involves the study of the hydrogen
and disulfide bonds, the a-helix dipoles, and the
hydrophobic and entropic effect on the native and
unfolded states of proteins. The results show that
the enthalpic change (positive) for the van der
Waals interaction, vibrational movement and the
entropic change (positive) for the hydration of
polar and hydrophobic groups induced the
stability of native state of proteins.

KEY WORDS: Protein folding, protein
stability, mutations.

INTRODUCCION
Se sabe que las proteinas son biomoléculas cuya
estabilidad es muy limitada, ya que la diferencia

neta entre la energia libre del estado nativo (N) y el
desnaturalizado (D) es de entre 5 a 20 kcal mol™.
Esto demuestra que existe un delicado balance en-
tre las interacciones que estabilizan su estructura
(por ejemplo, el efecto hidrofobico) y aquellas que
tienden a desestabilizarla (la pérdida de la entropia
conformacional en la proteina plegada) (1).

Gracias a muchos afios de estudio, ahora se
conocen mejor las diferentes interacciones que
estabilizan a las proteinas en su estado nativo. El
desarrollo de la mutagénesis dirigida ha hecho
posible determinar, con cierto grado de precision,
la contribucion especifica de los diferentes resi-
duos de aminoacidos a la estabilidad de las protei-
nas; asimismo, esta técnica también ha permitido
estudiar su mecanismo de plegamiento. Los re-
sultados de estos estudios han revelado el efecto
de las mutaciones sobre Ia energia libre de los di-
ferentes intermediarios y estados de transicion que
constituyen la via del plegamiento proteico (2).

Por otra parte, se ha observado que cuando se
realiza la misma mutacidn, por ejemplo, el reem-
plazo Tyr —~Ala, en diferentes sitios de la protei-
na, se obtienen distintos efectos en los estadios de
la via, lo que aporta evidencias que sugieren que
el plegamiento se desarrolla en etapas ordenadas
hasta obtener la estructura de la proteina nativa.

Aun cuando el estudio del plegamiento y de la
estabilidad de las proteinas por medio de las mu-
taciones dirigidas ha avanzado rapidamente en los
ultimos afios, todavia existen algunos aspectos
que son poco claros. Por ejemplo, se desconoce
por que en algunos casos la sustitucion de un resi-
duo de aminoacido produce pequefios cambios en
la estructura tridimensional de la proteina, mien-
tras que en otros casos, la misma mutacion pro-
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duce grandes perturbaciones en la estructura nati-
va;, ademas, se desconocen las consecuencias
energéticas de tales procesos. En esta revision se
describe el uso de algunas mutantes en el estudio
del plegamiento y la estabilidad de las proteinas.

ELEMENTOS CONCEPTUALES

Hay dos enfoques para estudiar el fenomeno del
plegamiento de las proteinas. El clasico, que
involucra un modelo que comienza con una cade-
na peptidica completamente desplegada, es decir,
una estructura al azar, donde los contactos
intracatenarios son minimos. El plegamiento de
esta cadena se inicia cuando el polipéptido se
transfiere a una solucion acuosa cuyas condicio-
nes de temperatura, de pH y las concentraciones
de sales son similares a las fisiologicas. En estas
nuevas condiciones el estado N tiene una energia
menor que el estado D y, como consecuencia, la
cadena polipeptidica se pliega. Se presume que
para llegar al estado N se pasa por una serie de
intermediarios I, a I, a lo largo de toda la ruta del
plegamiento. Debido a esta definicion, éste es un
proceso fuera del equilibrio, el cual solo puede
ser estudiado cinéticamente evaluando los dife-
rentes parametros estructurales como una funcion
del tiempo (3).

Un método alternativo para definir este feno-
meno involucra suponer el plegamiento de las pro-
teinas como una reaccion en equilibrio que
interconvierte el estado N y el estado D, donde la
distribucion de microestados esta en funcion de la
temperatura, el pH o cualquier otra condicién de
la solucion (3).

Este segundo enfoque, que se conoce como
desnaturalizacion reversible, se diferencia del en-
foque clasico del plegamiento de las proteinas en
el punto inicial de la reaccion. En lugar de un es-
tado desplegado sin estructura secundaria, en este
método se parte de una cadena peptidica que se
pliega o renaturaliza a partir de un estado desna-
turalizado, el cual se define como el estado de la
cadena que se obtiene por la ruptura cooperativa
de las interacciones presentes en el estado N (3).

Una manera de unificar estos dos enfoques es
considerar a la desnaturalizacion reversible como
un grupo de reacciones incluidas en el enfoque
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clasico. Asi, la reaccion del plegamiento de las
proteinas se escribe:

N&LS.5L5%D
y la renaturalizacidn reversible:
NSD

Debido a que los estudios de las reacciones de
desnaturalizacion reversible son técnicamente mas
confiables, la caracterizacion inicial del efecto de
las mutaciones sobre el plegamiento de las protei-
nas frecuentemente empieza con estos estudios.

Como se menciond, los estudios termodinami-
cos se emplean para obtener parametros
fisicoquimicos importantes de la reaccion de
desnaturalizacion. Por ejemplo, a partir del calculo
de la constante de equilibrio, la Kj, (el cociente de
la fraccion de moléculas en el estado D y la frac-
cién de moléculas en el estado N), se puede obte-
ner el cambio en la energia libre de la
interconversion de N en D, a partir de la expresion

AGp = -RTInK; ecuacion 1

El valor del AGp es fundamental para determi-
nar la estabilidad de cualquier proteina con res-
pecto a la desnaturalizacién reversible. Es impor-
tante mencionar que todos los métodos que se
describen para determinar el AGp, aportan solo la
diferencia en la energia libre entre el estado N y el
D. Asi, es imposible asignar cualquier cambio en
el AGp a cambios en la G de cualquiera de los dos
estados. Sin embargo, es util obtener los diferen-
tes parametros termodinamicos asociados con el
AGyp (Tabla I), ya que éstos estan intimamente re-
lacionados con la participacién de las diferentes
interacciones que estabilizan a la estructura de las
proteinas en el estado nativo. Como se muestra
en la Tabla II, la contribucion de las diferentes
fuerzas al AG se puede dividir en términos
entalpicos (AH) y entrépicos (AS). E1 AHy el AS
de las interacciones de van der Waals son positi-
vas e independientes de la temperatura. E1 AH es
grande y positivo, lo que indica que estabiliza al
estado N. Aunado a esto, el término -TAS es gran-
de pero negativo, lo que favorece al estado D, ya
que éste presenta un mayor grado de libertad
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TABLA I

PARAMETROS TERMODINAMICOS PARA LA REACCION DE DESNATURALIZACION REVERSIBLE (ND)

TERMINO DEFINICION INFORMACION QUIMICA

AG, AH_ - TAS Cambio neto en la energia libre de Gibbs.

AH entalpia del estado D - entalpia del estado N Cambio neto en la energia de enlace.

AS_ entropia del estado D - entropia del estado N Cambio neto en el numero de estados
conformacionales.

AC, capacidad calorifica del estado D - capacidad Area hidrofobica de la proteina que se expone al

calorifica del estado N o también: d(AH,) / d(T) solvente.
- d(AG,) / d([desnaturalizante]) Aun desconocido. Una teoria (5) sugiere que se

trata de la diferencia entre el area de superficie
accesible al solvente entre el estado D y el N.

Av, (1/RT) [d(AG,) / d(In[H"])] La diferencia en el nimero de protones unidos en

el estado Dy el N.

conformacional. Sin embargo, el AG que resulta
de estos parametros es positivo, ya que las fuer-
zas de van der Waals promueven el plegamiento a
pesar de la pérdida de la entropia conformacional.

Los movimientos vibracionales son otra fuerza
que participa en la estabilidad proteica. Tienen un
valor positivo de AH, el cual aumenta con la tem-
peratura, pero su magnitud s menor a su término
entropico asociado (-TAS), €l cual es negativo e
incrementa con la temperatura. Asi, los movimien-
tos vibracionales siempre favorecen al estado D,
especialmente a temperaturas altas (Tabla II).

La hidratacién de los residuos hidrofébicos tie-
ne un valor positivo muy grande para el término
entropico (-TAS), lo que contribuye a estabilizar
el estado N. En este caso el agua se ordena alre-
dedor de los grupos hidrofobicos y hay una pérdi-
da de la entropia del solvente conforme se desna-
turaliza la proteina y se expone mas area hidro-
fobica. La magnitud del AS para la solvatacion de
este tipo de residuos disminuye en valor absoluto
a altas temperaturas. Por otra parte, la hidratacion
del area no polar también tiene un componente
entalpico (AH) cuyo valor negativo a 25°C se
acentua a bajas temperaturas debido al alto valor
del C, para la hidratacion de los grupos
hidrofébicos. Asi, conforme disminuye la tempe-
ratura, el AH se hace mas desfavorable y puede
compensar el factor favorable del AS, de modo
que la hidratacion de los residuos hidrofobicos de

la proteina es un factor que promueve, a bajas
temperaturas, la desestabilizacion del estado N.

Por ultimo, la hidratacién del area polar de la
proteina tiene un valor negativo para el AH, lo
que favorece al estado D. El término entropico
(-TAS) favorece al estado N de la misma forma
como ocurre para la hidratacion del area no polar,
pero su magnitud es menor que su contraparte, el
AH. Aunado a esto, ambos términos son depen-
dientes de la temperatura y, debido a que su apor-
tacion al AG es opuesta, pueden llegar a compen-
sarse. Sin embargo, el efecto del AH se obser-
va en un intervalo amplio de temperaturas (0 a
120°C). Asi, cuando hay un aumento de la tem-
peratura, el factor termodindmico de las fuerzas
que favorece al estado N disminuye en magnitud,
mientras que el término que favorece al estado D
aumenta, provocando la desnaturalizacion de la
proteina (4).

ENFOQUES EXPERIMENTALES

Existen diferentes métodos experimentales para
determinar el AGy, de las proteinas. El mas pode-
roso es la calorimetria diferencial de barrido, en
el cual el calor absorbido en la reaccion y la tem-
peratura en el punto medio de la transicion (T,,)
se determinan directamente (3). En general, el
AGp a una temperatura dada puede calcularse
como:

AGK(T) = AHn-TAS, + AC[(T-T,, -TIn(T/T, )] ecuacion 2
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TABLA 11
PARAMETROS TERMODINAMICOS DE LA CONTRIBUCION DE LAS DIFERENTES FUERZAS
EN LA ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS
AG AH -TAS
CONTRIBUCION SEFAVORECE SEFAVORECE SEFAVORECE
Interacciones de + + N ++ - N -- v D
van der Waals
Movimientos - 4 D + i N = i D
vibracionales
Hidratacion de los + &1 N - t D ++ i3 N
grupos no polares
Hidratacion de los - 1 D - W1 D + it N
grupos polares
Total + +t Nativo + i Nativo - + Desnaturalizado

El signo determina la magnitud de la contribucion de cada fuerza a un estado especifico a 25°C. Las flechas indican un

au-

mento (*) o un descenso (| ) de cada parametro en funcién del incremento de la temperatura en el intervalo de 0 a 120°C.
Las dos flechas (+7) indican que hay un méximo en ese intervalo de temperatura. N'y D designan al estado nativo y

desnaturalizado, respectivamente (adaptada de la referencia 4).

donde T,, es la temperatura en el punto medio de
la transicion, AH,, es el cambio en la entalpia o el
calor absorbido a la T,; AS,, es el cambio en la
entropia a la T,, y AC, es la diferencia en la capa-
cidad calorifica entre el estado Ny el D (3).

En principio, todos los parametros de la ecua-
cién pueden ser calculados por el método calori-
métrico, aunque la exactitud del valor del AC, es
dificil de obtener, ya que este parametro puede
ser dependiente de la temperatura y esta directa-
mente relacionado con el area hidrofobica de la
proteina que se expone al solvente en el estado
D (5).

En lugar de cuantificar el calor absorbido por
una proteina, la pérdida de la estructura que
acompafia a la desnaturalizacion térmica puede
ser determinada espectroscopicamente por medio
de la absorbencia en el espectro ultravioleta (UV),
la fluorescencia o el dicroismo circular. Asi, la re-
accion de desnaturalizacion puede servir para ob-
tener el AG (por medio de la ecuacion 1) y el AH
a partir de la ecuacién de van’t Hoff

AHv = -Rd(In Kp) / d(1/T) ecuacion 3
la cual determina el cambio de entalpia de la reac-
cion de desnaturalizacion. Para calcular el AGp a

cualquier temperatura y comparar la estabilidad
relativa de un grupo de mutantes diferentes, el
AC, debe ser determinado para cada una. Este se
puede calcular determinando la dependencia del
AHv con respecto a la temperatura.

Alternativamente, el AG;, puede ser determina-
do por la desnaturalizacion reversible de la pro-
teina con agentes desnaturalizantes (la urea o el
clorhidrato de guanidina, por ejemplo) o por va-
riaciones en el pH. Cuando se usa a la urea o al
clorhidrato de guanidina para modificar la com-
posicién del solvente, el AGp"™ se puede calcular
a partir de la siguiente relacion lineal:

AGp = AGp"© - my,,, ([desnaturalizante]) ecuacion 4

donde el AGpH° es el cambio en la energia libre
en ausencia del agente desnaturalizante, que se
obtiene por extrapolacion a concentraciones cero
de desnaturalizante, y my,,, s la pendiente que co-
rresponde a la relacion dAGp/d([desnatura-
lizante)).

Por Gltimo, para la desnaturalizacion por cam-
bios en el pH, el AGy, se obtiene mediante la si-
guiente ecuacion:

AGp(pH) = AGp(pH,) - 2.303RT/(pH-pH,)Avp ecuacion 5
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donde el Avy, es el nimero de iones de hidrégeno
captados por la proteina durante la desnatura-
lizacién acida o los iones de hidrogeno perdidos
en la desnaturalizacion alcalina, mientras que el
pH, es un pH de referencia (3).

Una vez determinada la estabilidad conforma-
cional de la proteina nativa y de la mutante, defi-
nida como el AG para la reaccién reversible, se
puede obtener la diferencia de la estabilidad
conformacional, A(AG):
A(AG) = AGsilvestre - A(}mutame ecuacion 6

El valor que presenta el A(AG) indica cual de
las dos proteinas es mas estable, lo que permite
sugerir la magnitud de la contribucion energética
del residuo de aminoacido mutado a la estabilidad
conformacional de la proteina silvestre. De esta
forma se puede calcular la contribucion energéti-
ca de las diferentes fuerzas involucradas en el ple-
gamiento y estabilidad de las proteinas.

EXPLORANDO EL EFECTO DE LAS MU-
TACIONES EN EL PLEGAMIENTO DE LAS
PROTEINAS

Al comprobar que una mutacion especifica ha eli-
minado solamente una interaccion en la proteina
nativa, se puede determinar el papel que desem-
pefia dicha interaccion en la estabilidad general de
la proteina. En este sentido se puede conocer la
contribucion a la estabilidad de los puentes de hi-
drdgeno, los puentes disulfuro, los puentes sali-
nos, las interacciones de van der Waals y el efecto
hidrofébico. Sin embargo, la participacién de cada
una de estas interacciones, evaluada por mutagé-
nesis dirigida, puede depender del microambiente,
la estructura y otras interacciones que la rodean en
la proteina nativa, y posiblemente esta dependen-
cia se vea reflejada en el proceso del plegamiento.

De esta forma, el disefio de una mutacién debe
de considerar el contexto en el cual se lleva a
cabo, para poder demostrar la participacion y la
magnitud de un tipo de interaccién en particular,
especialmente aquellas mutaciones disefiadas para
eliminar una interaccion en la proteina nativa. No
obstante, cabe sefialar que no es posible disefiar
una mutacion que elimine exclusivamente un tipo
de interaccion (por ejemplo, las interacciones
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electrostaticas) sin que al mismo tiempo se afec-
ten otros tipos de interacciones (por ejemplo, el
efecto hidrofébico) (2).

A. LA PARTICIPACION DE LOS PUENTES
DISULFURO

Cuando se realiza una mutacién para introducir
un puente disulfuro en una proteina, se espera que
su estabilidad se incremente con respecto a la pro-
teina silvestre, ya que la presencia del puente
disulfuro disminuye la entropia conformacional
del estado D (6).

Esta hipotesis ha sido confirmada por el grupo
de Pace (7) usando a la RNasa T1, la cual tiene
dos puentes disulfuro formados por los residuos
2-10 y 6-103. La estabilidad de esta proteina es
de 5.6 kcal mol” y disminuye en 3.4 kcal mol" si
uno de los puentes se reduce y las cisteinas se pro-
tegen por carboximetilacion; y en 9.3 kcal mol™ si
ambos puentes se reducen y las cuatro cisteinas
son carboximetiladas. La disminucién en la esta-
bilidad de la proteina con los dos puentes disulfu-
ro reducidos se debe a un incremento en la entro-
pia conformacional de la cadena peptidica desna-
turalizada.

Con estos trabajos, €l grupo de Pace propuso
una ecuacion para predecir el efecto de un puente
disulfuro sobre la entropia conformacional de la
proteina: AS = -2.1 -(3/2)R In(n), (donde AS es el
cambio en la entropia conformacional del estado
D; R es la constante de los gases ideales y n es el
numero de residuos que hay entre los residuos de
cisteina que forman el puente de disulfuro); esta ex-
presion no solo explica los resultados para la RNasa
T1 sino también se aplica para otras proteinas.

Por otra parte, Matsumura y cols. en 1989 (en
2), demostraron el caracter estabilizador de los
puentes disulfuro empleando a la lisozima del fago
T4, de cuya secuencia se sustituyeron a las
cisteinas (Cys54Thr/Cys97Ala) para obtener una
proteina pseudo-silvestre, que mantiene las cuali-
dades estructurales de la enzima original, pero que
carece del puente disulfuro. Con esta protei-
na pseudo-silvestre se construyd una mutante
(Thr21Cys/Thr142Cys) que, en su forma oxida-
da, es 1a mas estable de todas las mutantes proba-
das; a un pH de 2, tiene una T,, 11°C mayor que



BEB /8(2): 66-75

la de la proteina pseudo-silvestre sin cisteinas;
ademas, tiene una diferencia en la energia libre de
desnaturalizacion (A(AGp) segun la ecuacién 6)
entre su estado oxidado y reducido de 2.8 kcal
mol™,

Kuroki y cols. en 1992 (en 6) mostraron que al
eliminar el puente disulfuro de la lisozima huma-
na, ya sea con la mutacion Cys77Ala/Cys95 o
Cys77/Cys95Ala, la proteina se desestabiliza en
4.6 kcal mol' a un pH de 3.0 y a 57°C. Para la
mutante Cys77Ala/Cys95 el AAH fue -5.8 kcal
mol”, mientras que para la mutante Cys77/
Cys95Ala el AAH=-9.8 kcal mol, lo que sugiere
que la disminucion en la estabilidad de la proteina
no es un efecto totalmente entrépico, provocado
por la eliminacion del puente disulfuro, sino que
la participacion del término entalpico (magnitud y
signo) es importante.

Sin embargo, Cooper y cols. en 1992 (en 6) al
realizar un estudio similar con la lisozima de po-
llo, obtuvieron resultados diferentes al grupo de
Kuroki (en 6). Esta proteina tiene cuatro puentes
disulfuro, de los cuales el que esta formado por la
Cys6 y la Cys127 fue reducido y las cisteinas
carboximetiladas. La resonancia magnética nu-
clear mostré que la enzima modificada tiene una
estructura secundaria y terciaria similar a la forma
silvestre. La modificacion originoé un descenso de
25°C en la temperatura de desnaturalizacion a un
pH de 3.8. De los experimentos de calorimetria
diferencial de barrido a diferentes valores de pH
para las dos proteinas, se obtuvieron graficas de
entalpia contra temperatura, las cuales coincidie-
ron en el intervalo de la temperatura de transi-
cion, lo que sugiere que la desestabilizacion ob-
servada puede ser producida por un efecto
entropico.

Un resultado interesante con respecto a los
puentes disulfuro lo aportaron Clarke y Fersht (8),
quienes construyeron una doble mutante
(Ala43Cys/Ser80Cys y Ser85Cys/His102Cys) de
la barnasa para estudiar la via del plegamiento
después de la desnaturalizacion. La energia libre
de desnaturalizacion se determino a partir de ex-
perimentos realizados en presencia de urea o de
clorhidrato de guanidina,aunpHde 7.0 ya25°C.
Los valores para la estabilizacion (A(AG9) se-
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gun la ecuacon 6) en relacion a la proteina silves-
tre, fueron de +1.2+ 0.8 kcal mol' yde -1.1+ 0.6
kcal mol'! para la proteina con el puente de
disulfuro en la posicién 43-80 y para la proteina
con los residuos 43 y 80 reducidos (8H,), respec-
tivamente. Por otra parte, para la proteina con el
puente disulfuro en la posicion 85-102, el
A(AGR™0) fue de +4.1 £ 0.8 kcal mol!, mientras
que en el estado reducido (SH,) fue de -0.4 £ 0.6
kcal mol"!. Seglin los autores, estos resultados
pueden ser de origen entrépico.

B. LA PARTHCIPAjCi@N DEL EFECTO EN-
TROPICO Y ENTALPICO

La entropia de una proteina en el estado desnatu-
ralizado se puede disminuir por medio de muta-
ciones que reducen la entropia configuracional, y
cuya naturaleza no es la de un puente disulfuro

2).

El grupo de Hu y cols. en 1992 (en 6) determi-
naron, por medio de estudios de calorimetria di-
ferencial de barrido, el efecto que hay al sustituir
ala Ala82 y la Ala93 por prolinas en la lisozima
del fago T4. La Ala82 pertenece a la region del
carboxilo terminal, la cual forma parte de una es-
tructura de a-hélice desde los residuos 81 a 91;
debido a que a la alanina se le clasifica como un
buen formador de estructuras a-hélice y a la pro-
lina como un distorsionador de la misma, se espe-
raria que la mutacion Ala82Pro produciria la des-
estabilizacion de la proteina. Sin embargo, se ob-
tuvo una estabilizacion de +1.3 kcal mol* a un pH
de 3 y a 53.6°C, debido a un incremento de 4.4
kcal mol™ en la entalpia de desnaturalizacion. La
mutacion Ala93Pro también produjo un aumento
de +1.1 kcal mol! en la estabilizacién, cuyo ori-
gen se cree es entalpico (AAH, =+2.2 kcal mol ™).

Por otra parte, Ladbury y cols. en 1993 (en 6)
encontraron que la mutacion Ile3Pro en la
lisozima del fago T4 produce una desestabiliza-
c10n de la proteina de -2.53 kcal mol" a un pH de
3 ya53.6°C, cuyo origen fue entrépico (AAH, =
8.8 y -TAASp = -11.3 kcal mol™). Estos resulta-
dos ilustran la dificultad de determinar de una for-
ma consistente el efecto termodindmico produci-
do por las mutaciones, y sugieren que la region de
la proteina en la cual se realiza la mutacion deter-
mina con mucho el efecto global de la mutacion.
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C. LA PARTICIPACION DE LOS PUENTES
DE HIDROGENO

El papel desempefiade por los puentes de hidro-
geno en la estabilidad de la estructura de las pro-
teinas se ha considerado poco relevante, debido a
que los residuos de aminoacido que pueden parti-
cipar en la formacion de puentes de hidrégeno
intracatenarios en la proteina nativa, también pue-
den interactuar con el agua cuando la proteina se
encuentra desnaturalizada. Sin embargo, trabajos
experimentales recientes han mostrado una vision
nueva del problema.

En 1992 Shirley y cols. (9), a partir de los expe-
rimentos de la desnaturalizacion quimica o térmica
de 12 mutantes de la RNasa T1, en las cuales se
habian roto de uno a tres puentes de hidrogeno,
estimaron que cada puente de hidrégeno contribu-
ye con 1.3 = 0.6 kcal mol™ para la estabilidad de la
proteina nativa. Estas estimaciones incluyen las
correcciones provocadas por la diferencia de
hidrofobicidad entre el residuo de la proteina sil-
vestre y la mutante. Asimismo, el grupo de Shirley
mostro que durante el proceso de plegamiento de
la RNasa T1 se forman 86 puentes de hidrégeno
intracatenarios, los cuales contribuyen con casi 110
kcal mol™ a la estabilidad conformacional de la pro-
teina; este valor es muy cercano a la contribucién
total de los residuos hidrofébicos. Esto sugiere que,
en términos generales, tanto el efecto hidrofobico
como los puentes de hidrdgeno, contribuyen de
forma importante a la energia de estabilizacion de
las proteinas globulares. Una conclusion similar fue
propuesta por Privalov y Makhatadze (10) con
base en el analisis detallado de la desnaturalizacion
térmica de la ribonucleasa A, la lisozima, el
citocromo ¢, la mioglobina y el inhibidor de la
tripsina pancreatica de bovino.

D. LA PARTICIPACION DEL EFECTO HI-
DROFOBICO

El empaquetamiento de los grupos hidrofobicos
en las proteinas desempefia un papel muy impor-
tante en la estabilidad de su estructura nativa, ya
que aumenta las interacciones de van der Waals.
Del estudio del efecto hidrofobico se pueden ex-
traer dos grandes conclusiones: 1) las interaccio-
nes durante el empaquetamiento contribuyen a la
energia libre del proceso de plegamiento. Las mu-
tantes donde los residuos nuevos son estérica-
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mente distintos, con frecuencia producen una des-
estabilizacion mayor de lo que se predice por la
energia libre de transferencia y 2) las mutaciones
en el nuicleo hidrofébico alteran muy poco el res-
to de la estructura de la proteina; de hecho, las
mutantes adoptan una estructura muy similar a la
de la proteina nativa y mantienen las mismas pro-
piedades espectroscdpicas, amén de conservar
parcialmente la actividad bioldgica (6).

En 1992, Pace (11) reviso diversos trabajos pu-
blicados sobre diferentes proteinas globulares en
los cuales se realizaron mutaciones dirigidas para
estudiar la desestabilizacion producida por el reem-
plazo de un residuo de amino4cido no polar volu-
minoso por uno mas pequefio sin que el efecto
estérico fuera importante. Los resultados del es-
tudio de 72 mutaciones permiten proponer que la
estabilidad de las proteinas aumenta 1.3 £ 0.5 kcal
mol’ a 25°C por cada grupo metilo (aproxima-
damente 27A3) oculto en el interior de la proteina.

Por otra parte, Spolar y cols. (12) desarrolla-
ron las siguientes formulas generales para calcu-
lar el cambio en la capacidad calorifica y en la
entalpia durante el plegamiento de las proteinas,
respectivamente

Acopiegamxemn =

-(0.25 = 0.03)AA,, cal mol'K' ecuacion 7
AHoplegarmenm(T) = (T_295)ACoplegamienlo—FAHDMrax(T)ecuaCién 8

donde AA,, es el cambio en el area no polar que se
expone al solvente (en A2), y AH®,,.,.(T) es el cam-
bio en la entalpia en condiciones estandar para
otras contribuciones distintas al area no polar, a
una temperatura determinada. Su analisis se basé
en el estudio termodindmico de 14 proteinas glo-
bulares y el coeficiente de reparto de 11 amidas
entre el agua y una fase organica. La férmula para
determinar la capacidad calorifica involucra el
cambio del area polar e hidrofébica de la proteina
expuesta al solvente durante el plegamiento, y se
supone que, en principio, el AC, que se obtiene es
independiente de la temperatura. La entalpia es-
pecifica para el plegamiento tiene un valor fijo a
84°C. El cambio en el area polar e hidrofobica fue
proporcional a la masa de la proteina, lo que da la
posibilidad de estimar todas las propiedades ter-
modinamicas a partir de la masa y de la tempera-
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tura de transicion para la desnaturalizacion, don-
de 31 AGoplegamiemo = 0

Posteriormente, se estudio el efecto de 15 mu-
taciones sobre el nucleo hidrofébico del dominio
amino terminal del represor A; estas mutaciones
incluyeron siete con cambios estéricos sin modifi-
car el volumen, cinco con grandes cambios de vo-
lumen y tres donde los residuos de Asn o Asp se
reemplazaron por Leu o Val (Lim y cols. en 6). En
el primer grupo de mutantes el A(AG"2°)a 25°C
tuvo valores de entre +1.0 kcal mol™ (estabiliza-
cion) y -1.4 kcal mol™; para el segundo grupo el
valor fue de entre -1.8 y -5.0 kcal mol* (desesta-
bilizacién). El tercer grupo de mutantes mostro
caracteristicas estructurales de “glébulo fundido”
y no se obtuvieron los datos termodinamicos co-
rrespondientes. El globulo fundido, es un estado
conformacional con mucha estructura secundaria,
sin interaccidn terciarias fijas, con los grupos
hidrofébicos expuestos al solvente y un incremen-
to en las fluctuaciones de las cadenas laterales.

Posteriormente, se calcularon las entalpias de
van’t Hoff a diferentes temperaturas de transicion
(el intervalo para la T, de las diferentes mutantes
se ubico entre 23.2 y 59.6°C, mientras que para la
proteina silvestre fue de 55.7°C). Sin embargo,
debido a que no se estimaron los valores del AC,,
no fue posible determinar el caracter entropico y
entalpico para el A(AGp™°). En conclusion, el ple-
gamiento de la region del amino terminal de esta
proteina es tolerante a las mutaciones en su nu-
cleo hidrofébico. Al parecer, todas las mutantes
presentan rearreglos conformacionales para aco-
modar a los nuevos residuos; estos rearreglos no
son solamente locales sino que se detectan peque-
fios cambios en la superficie de la proteina. Mas
aun, el reemplazo de residuos hidrofébicos por
polares no evita el plegamiento, aunque es impor-
tante recordar que algunas de las mutantes pre-
sentan caracteristicas de glébulo fundido.

Un resultado interesante sobre la evaluacion
del efecto hidrofébico lo aportd el grupo de
Matthews (13), utilizando la lisozima pseudo-sil-
vestre del fago T4, ala cual se le eliminé el puen-
te disulfuro por medio de la doble mutacién
Cys54Thr/Cys97Ala. Las caracteristicas estructu-
rales de esta proteina mutada son similares a las
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de la proteina silvestre, ademas de que el proceso
de desnaturalizacion térmica es igual para ambas
proteinas. Con esta nueva proteina se elimind el
efecto del puente disulfuro sobre el plegamiento,
lo cual permite estudiar solamente la importancia
del efecto hidrofdbico. En este sentido se realizd
la mutacidon de los residuos Leu99 y Phel53 que
se localizan en el nucleo hidrofébico de la protei-
na. La mutante Leu99Ala/Phel53Ala tuvo valo-
res de AT, yde A(AG®) de -22.8°C y de -6.9 kcal
mol" (desestabilizacion) a un pH de 5.7, mientras
que para la mutante Phel53Leu los valores fue-
ronde +0.8°Cy +0.3 kcal mol”!, respectivamente.
Del resto de las mutantes estudiadas, solamente
la Leu99Met (AT,, = -1.5°C, A(AG®p) = -0.6 keal
mol?, AAHp =+7 kcal mol?) mostré que la deses-
tabilizacion del estado nativo estaba dirigida por
un efecto entropico. Sin embargo, esta misma
mutante a un pH de 3.0 y a 51.8°C muestra una des-
estabilizacion de origen entélpico, lo que indica que
hay residuos de aminoacidos que pueden protonarse
y que intervienen en el proceso de plegamiento.

E. LA PARTICIPACION DE LAS ESTRUC-
TURAS HELICE ALFA

Las a-hélices son estructuras muy importantes en
la arquitectura de las proteinas en estado nativo y
los residuos que participan en su construccion son
muy caracteristicos; asi, el estudio termodinami-
co de las proteinas con mutaciones dirigidas para
modificar la estructura y estabilidad de las o-héli-
ces pueden aportar informacion acerca del papel
que desempefian los diferentes aminoacidos en el
proceso del plegamiento de las proteinas.

Con base en estas consideraciones, Serrano y
cols. (en 6) construyeron 34 mutantes sencillas y
5 mutantes dobles de la barnasa al modificar la
secuencia de residuos de aminodcidos de las dos
a-hélices mas importantes. Posteriormente deter-
minaron la estabilidad de cada mutante a 25°C,
siguiendo la desnaturalizaciéon por urea por me-
dio del cambio en la fluorescencia de Ia proteina.
El valor para el A(AGp™°) oscild entre 4.8 kcal
mol™! para la mutante Tyr17Gly, vy 9.4 kcal mol™
para la Ser28Ala, mientras que el valor para la
proteina silvestre es de 8.9 kcal mol”. En un tra-
bajo posterior (en 6), este mismo grupo sustituyo
la Ala32, un residuo central en la estructura o-
hélice, con los 19 aminoécidos restantes. Enrela-
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cion con la mutante Ala32Gly, los valores para la
A(AGR™29) oscilaron entre +0.81 kcal mol! (esta-
bilizacion) para la Ala, y de aproximadamente
+4.0 kcal mol™! para la Pro.

En otro estudio, Pinker y cols. (en 6) sustituye-
ron con Ala, 16 sitios localizados en estructuras
a-hélices de la mioglobina del cachalote, y los va-
lores para el A(AG®,) oscilaron entre 1.05 kcal
mol! (estabilizacion) y -1.92 kcal mol™ (desesta-
bilizacion) a un pH de 9.6. Cabe mencionar que
11 de las 16 mutaciones disminuyeron la estabili-
dad de la proteina. Este grupo de investigadores
concluyé que estos resultados reflejan la diferen-
cia entre el area oculta al solvente del residuo ori-
ginal y el introducido por la mutacidn, en otras
palabras, mientras mayor sea el area del residuo
que se oculte durante el plegamiento, mayor sera
la estabilidad de la proteina.

Posteriormente, Park y cols. (14) reemplaza-
ron con los 19 aminodcidos restantes al residuo
central (Ala9) de un péptido sintético de 18 resi-
duos cuya secuencia era Ac-Tyr(Glu-Ala-Ala-
Ala-Lys);Ala-NH,. Determinaron por medio de
dicroismo circular a 0°C el contenido de la es-
tructura a-hélice como funcion del pH y de la
fuerza idnica. Los valores que se obtuvieron a par-
tir de la ecuacion AG°=-RTIn([a-hélice]/[estruc-
tura al azar]) oscilaron entre -0.42 kcal mol” para
la Alay +0.59 kcal mol™ para la Gly. Estos resulta-
dos reflejan la capacidad que tienen los diferentes
residuos para formar la estructura secundaria.

Por otra parte, las interacciones electrostaticas
entre los dipolos asociados a las a-hélices también
han sido objeto de estudio por medio de la
mutagénesis dirigida. Robinson y Sligar en 1993
(en 6) mutaron el residuo Glul8 del carboxilo ter-
minal de la hélice 1 y el residuo GIn25 del amino
terminal de la hélice 2 del citocromo bs,,, para for-
mar las mutantes Glul8Arg, Glul8Gln, Glul8Leu,
GIn25Gluy GIn25Leu; asimismo, se realizaron di-
ferentes mutantes dobles para construir los ciclos
termodinamicos correspondientes. La pérdida de la
estructura se determiné por medio de la absorcion
en el espectro de UV. Los cambios en la estabilidad
(A(AG®)) para las mutantes sencillas fueron meno-
res a 0.5 kcal mol”. La mutante doble, Glul8Arg/
GIn25Lys mostrd un A(AG®) = -1.75 kcal mol”; en
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este caso, la desestabilizacién fue provocada por
un efecto entropico, mientras que para la mutante
Glul8Gln/GIn25Lys se obtuvo un valor de -1.35
kcal mol”, provocado por un efecto entalpico. Los
autores concluyeron que las estructuras a-hélices
antiparalelas aportan una estabilidad de aproxima-
damente 0.6 kcal mol! debido a la interaccion de
sus dipolos, mientras que las a-hélice paralelas
muestran una disminucién en la estabilidad de 1.1
kcal mol™.

Para estudiar estos fenomenos en la barnasa,
cuya estructura presenta dos a-hélices importan-
tes, Sancho y cols. (15) introdujeron un residuo
de histidina, tanto en el extremo carboxilo como
en el amino de cada o-hélice. El pKa del residuo
de histidina de cada una de las cuatro mutantes se
determind por resonancia magnética nuclear, sien-
do el valor promedio para las mutantes del extre-
mo carboxilo de 0.5 unidades mayor que el pK de
las histidinas de la barnasa desnaturalizada a baja
furza idnica; por otra parte, para las mutantes del
amino terminal se obtuvo un valor de 0.8 umda-
des menor. La estabilidad de las mutantes se de-
terminé por experimentos de desnaturalizacion en
presencia de urea. Las mutantes en el carboxilo ter-
minal fueron 0.6 kcal mol™ mas estables cuando el
residuo de histidina estaba protonado que cuando
estaba desprotonado, ya sea a baja o alta fuerza
ionica. Por el contrario, las mutantes en el amino
terminal fueron 1.1 kcal mol! menos estables cuan-
do el residuo de histidina estaba protonado a baja
fuerza idnica, y 0.5 kcal mol” menos estables a alta
fuerza i6nica. Estas observaciones son consisten-
tes con el efecto esperado para la interaccion
electrostatica entre los dipolos de las hélices.

CONCLUSIONES

El uso de la mutagénesis dirigida ha permitido
un progreso rapido en el conocimiento de algu-
nos de los aspectos del plegamiento y la estabili-
dad de las proteinas. Sin embargo, es claro que
aun estamos lejos de afirmar que conocemos
todo sobre la interaccion de las fuerzas no
covalentes que mantienen la estructura nativa de
las proteinas.

En este sentido, se ha descrito que para algu-
nos casos, una mutacion provoca unicamente
cambios locales en la estructura de la proteina,
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mientras que la misma mutacion, en otras protei-
nas, causa perturbaciones estructurales muy im-
portantes. También se pone de manifiesto la re-
percusion, en estos estudios, del microambiente
que rodea la mutacion; de igual manera, se desco-
nocen las causas que provocan tales fenomenos y
sus consecuencias energéticas.

Asimismo, es importante tener un gran conoci-
miento acerca de como las mutaciones alteran al
estado D y su interaccion con el solvente, ya que
la estabilidad de la proteina nativa se determina
con base a este estado. No obstante, se ha conse-
guido determinar algunas cualidades de las dife-
rentes fuerzas que estabilizan al estado nativo de
las proteinas, las cuales, dependiendo de la tem-
peratura o la composicion de la solucidn, pueden
inducir su desnaturalizacion. Los movimientos
vibracionales y la hidratacion dominan el valor del
término AH asociado a la desnaturalizacion. El pa-
pel de las interacciones de van der Waals y la pérdi-
da de grados de libertad conformacional favorecen
al estado nativo. Debe sefialarse que, al determinar
la participacion de los puentes de hidrogeno en la
estabilidad de las proteinas, se ha demostrado que
es equivalente a la participacion del efecto
hidrofobico. Esta observacion pone de manifiesto
la importancia de los puentes de hidrégeno en la
estabilidad proteica. Con relacion a esto, la adicion
de un puente disulfuro intracatenario, favorece la
disminucion de la libertad conformacional, promo-
viendo la estabilidad del estado N.

El analisis continuo de la interaccion de las di-
ferentes fuerzas que estabilizan al estado nativo,
podré aportar evidencias acerca de las vias del
plegamiento y eventualmente construir unas ba-
ses tedricas solidas que permitan realizar predic-
ciones sobre la estructura de las proteinas y su
estabilidad.
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Biol 229:747-769.

Park, S-H, Sholongo, W y Stellwagen, E (1993)
Residue helix parameters obtained from dichroic
analysis of peptides of defined sequences.
Biochemistry 32:7048-7053.

Sancho, J, Serrano, L y Fersht, AR (1992) Histidine
residues at the N- and C- terminus of «-helices:
perturbed pK,s and protein stability. Biochemistry
371:2253-2258.
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DEL BUEN DECIR...

{EL GRUPO ACILO DEL ACIDO PALMITI-
CO DEBE SER LLAMADQ PALMITOIL O
PALMITIL?

El nombre trivial o comun del 4cido hexadeca-
noico es acido palmitico, mientras que el de su
alcohol graso, el 1-hexadecanol, es palmitil alco-
hol; para nombrar a sus correspondientes grupos
derivados (inicialmente llamados radicales) se uti-
lizaba las denominaciones de palmitoil- y palmitil-,
para el acido y el alcohol, respectivamente. No
obstante, desde 1967, la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y la Union In-
ternacional de Bioquimica (IUB), a través de su
Comisién de Nomenclatura en Bioquimica (CBN)
(J. Biol. Chem. 242: 4845-4849, 1967) emitio la
recomendaciéon 4.2 que dice: “los alcoholes
grasos y sus radicales derivados deben ser desig-
nados de acuerdo a la nomenclatura sistematica
(Reglas para la nomenclatura de la Quimica Or-
ganica IUPAC, Regla A-1) y no por los nombres
triviales, derivados de sus correspondientes aci-
dos grasos.”

Ejemplo:

1-Hexadecanol y 1-hexadecil-, pero no Palmitil
alcohol y palmitil-

La recomendacion 4.2, publicada en 1967, fue
ratificada por la CBN de la IUPAC-IUB en 1976
para la nomenclatura de lipidos, mediante la reco-
mendacion Lip-1.7.

Con estos antecedentes, queda claro que el gru-
po acilo del acido palmitico debe ser llamado
palmitoil.

(ES CORRECTO UTILIZAR NOMBRES
TRIVIALES PARA DENOMINAR A LOS
ACIDOS GRASOS?

La regla C-404.1 (Nomenclature of Organic
Chemistry, Sections A, B, C, D, E, I, and H,
Pergamon Press, Oxford, 1979. IUPAC) y la reco-
mendacion R-5.7.1, emitida en 1993, indican la
posibilidad de utilizar algunos nombres triviales, los
cuales son parcialmente listados a continuacion:

NOMBRE DE LOS ACIDOS

NOMBRE DEL GRUPO ACILO

SISTEMATICO TRIVIAL TRIVIAL
Metanoico Formico Formil
Etanoico Acético Acetil
Propanoico Propiénico Propionil
Butanoico Butirico Butiril
2-metanopropanoico Isobutirico Isobutiril
Pentanoico Valérico Valeril
3-metilbutanoico Isovalérico Isovaleril
2,2-dimetilpropanoico Pivalico Pivaloil
Dodecanoico Laurico Lauroil
Tetradecanoico Miristico Miristoil
Hexadecanoico Palmitico Palmitoil
Octadecanoico Estearico Estearoil

Los nombres caproico, caprilico y caprico (para los acidos hexanoico, octanoico y decanoico, respec-

tivamente) son abandonados.



Como se puede observar del listado anterior, al
grupo acilo de los acidos alifaticos saturados
monocarboxilicos, con menos de seis atomos de
carbono, se le cambia, en el nombre trivial, la ter-
minacion ico por il, mientras que al grupo acilo
con ocho 0 méas atomos de carbono se le cambia
la terminacion ico por oil.

En la referida recomendacién 5.7.1 se indica
que “El nombre de un grupo acilo monovalente o
divalente, formado por la eliminacion del grupo
-OH de cada grupo carboxilo de un acido
carboxilico denotado por el sufijo ‘oico’ o tenien-
do un nombre trivial, es derivado del nombre del
acido correspondiente, cambiando la terminacion
‘oico’ 0 ‘ico’ a ‘oil’ o “il’, respectivamente.”

Ejemplos:

Heptanoico Heptanoil
Decanodioco Decanodioil
Acético Acetil
Malénico Malonil

;COMO PUEDO ENTERARME DE NUE-
VAS RECOMENDACIONES EN LA NO-
MENCLATURA?

La Union Internacional de Quimica Pura y Apli-
cada (IUPAC) y la Union Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), a tra-
vés de su Comision de enlace [UPAC-IUB sobre
Nomenclatura en Bioquimica (JCBN), han elabo-
rado una serie de nuevas recomendaciones (1997)
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sobre la nomenclatura de glicolipidos (publica-
das durante 1998 y 1999 en: Carbohydr. Res.,
1998, 3712, 167-175; Eur. J. Biochem., 1998, 257,
293-298; J. Mol. Biol., 1999, 286, 963-970, Pure
Appl. Chem., 1997, 69, 2475-2487), la cual subs-
tituye a la seccion de glicolipidos (Lip-3) de la
serie de recomendaciones de 1976, sobre la no-
menclatura de lipidos (publicadas durante 1977y
1978 en: Eur. J. Biochem., 1977, 79, 11-21;
Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem., 1977, 358,
617-631; Lipids, 1977, 12, 455-468; Mol. Cell.
Biochem., 1977, 17, 157-171;, Chem. Phys.
Lipids., 1978, 21, 159-173; J. Lipid Res., 1978,
19, 114-128; Biochem. J., 1978, 171, 21-35). No
obstante, las secciones restantes sobre la nomen-
clatura de lipidos se mantienen vigentes hasta que
se elaboren nuevas recomendaciones. Cabe resal-
tar que las recomendaciones de 1997 pueden ser
consultadas gratuitamente en la siguiente direc-
cion electronica:

http://www.chem.qmw.ac.uk/iupac/misc/glylp.html

Ademas, en esta seccion del BEB te manten-
dremos informado acerca del BUEN DECIR... en
Bioquimica y con gusto trataremos de dar res-
puesta a tus dudas y comentarios.

Marco Antonio Juarez Oropeza
Departamento de Bioquimica,

Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Autonoma de México
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LA COLECCION DE MICROORGANISMOS
DE INTERES EN LAS CIENCIAS BIOMEDICAS

Lautilizacidon de los microorganismos por el
hombre es un hecho bien conocido desde hace
muchos afios. En las ultimas cuatro décadas
esta explotacion, ha tenido considerable impac-
to no sélo en el progreso de la microbiologia, la
quimica y sus muchas subdisciplinas, sino tam-
bién en el desarrollo de la industria y la medi-
cina.

Literalmente millones de cepas han sido estu-
diadas en diversos grados de profundidad dentro
de programas de investigacion tanto basica como
aplicada. Dichos programas, practicados del mis-
mo modo en estructuras académicas como indus-
triales, han enriquecido tanto el conocimiento
cientifico como abierto nuevas posibilidades de
aplicacion.

Lo anterior se puede visualizar claramente en
el hecho de que todos los resultados o avances
obtenidos en el campo de la biotecnologia han re-
percutido en grado importante en beneficio del
hombre.

Con este fin, para cualquier trabajo que impli-
que el uso de los microorganismos, es deseable
contar con una fuente pura y viable del agente de
interés, ya que es frecuente el afrontar problemas
de pureza y viabilidad de las cepas, asi como de
peérdida de microorganismos por el simple hecho
de no contar con copias adicionales del mismo.
Asi como el beneficio de la disposicion de siste-
mas microblanos puros en corto tiempo y a un
bajo costo.

El Banco o Coleccién Microbiana de Interés
Biomédico del Instituto de Investigaciones Bio-
médicas, preocupado/a de los aspectos anteriores,
ha conformado hasta este momento una infraes-
tructura adecuada, con la cual se ha podido incre-
mentar en forma importante el nimero de mi-
croorganismos en estos Ultimos afios. Paralela-
mente a esto, la coleccidon ha donado, intercam-
biado y vendido microorganismos en forma con-
siderable. Por otro lado, es importante considerar
que sumado a lo anterior la coleccién da otro tipo
de servicios, como es la asesoria en el manejo de
cepas e identificacién de microorganismos a in-
vestigadores de diferentes campos de la medicina

i |

Aspecto del sistema de almacenaje de liofilizados, utilizado
por la Coleccion Microbiana.

y la industria. Actualmente la Coleccion Micro-
biana ha enfocado su interés mayormente al area
de la salud, considerando que en este campo exis-
te un potencial importante en el uso de microor-
£anismos.

Con este enfoque la Coleccion Microbiana es-
pera a mediano y largo plazo tener una mayor
interaccion con los especialistas de las Ciencias
Biomédicas, respecto a sus necesidades de herra-
mientas biologicas.

México hasta el momento cuenta con un total
de 9 colecciones las cuales poseen las siguientes
claves; CENACUMI-757 (Centro Nacional de
Cultivos Microbianos), CFQ-100 (Cepario Facul-
tad de Quimica, UNAM), CISM-95 (INIFAP-
SARH), ENCB-449 (Escuela Nacional de Cien-
cias Biologicas, IPN), FLACC-584 (Asociacion
Mexicana de Investigadores de la Contaminacion
Ambiental), INDRE-121 (Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias), INIF-104 (Colec-
cidn gubernamental de Microhongos), ITD-99
(Coleccion gubernamental de cepas Microbianas),
y UNAM-48 (Instituto de Investigaciones Biomé-
dicas, UNAM). Es importante observar que este
numero de colecciones es ligeramente mayor en
comparacion con las siete colecciones con las que
cuenta Argentina, en cambio este nimero se en-
cuentra por abajo de la mitad del nimero de co-



lecciones que tiene el Reino Unido, el cual es de
2.

La Coleccion de Cultivos Microbianos de Inte-
rés en las Ciencias Biomédicas se encuentra inte-
grada al World Directory of Collections of
Culture of Microorganisms desde 1981
(Sugawara H., Ma J., Miyazaki S., Shimura ],
Takishima Y. (1993) World Directory of
Collections of Cultures of Microorganisms. 4 Ed.
WFCC World Data Center on Microorganisms.),
con la clave UNAM-48, formando parte asi de
las 756 colecciones reconocidas en el mundo. La
coleccidon desde su origen se encuentra ubicada,
dentro del Departamento de Biotecnologia del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM .

Esta coleccion cuenta hasta el momento con
475 microorganismos, entre bacterias, hongos
filamentosos, levaduras y actinomicetos, todos

PROBLEMA

Con la finalidad de intercambiar herramientas
para la ensefianza de 1a bioquimica en la licencia-
tura y el posgrado, nos hemos propuesto incluir
esta nueva seccion intitulada: Problema Bioqui-
mico. Considerando que las clases de bioquimica
en las aulas, no pueden basarse exclusivamente en
la exposicion verbal del tema por parte del profe-
sor, nosotros proponemos dedicar tiempo de cla-
se a la resolucion de problemas, ademas de asig-
nar otros problemas semejantes como tarea. Mu-
chos de los problemas que seran propuestos en
esta seccion no son nuevos, pero si modificados
de libros y articulos cientificos. Invitamos a todas
aquellas personas involucradas en la ensefianza de
la bioquimica, a enviar propuestas de problemas
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ellos de importancia en diferentes areas de las
Ciencias Biomédicas. Dentro de la coleccion se
tienen cepas de Salmonellay Shigelia de diferen-
tes especies y tipos, asi como una gran variedad
de cepas de Escherichia coli de tipo toxigénico
LTy ST. Se cuenta también con cepas que contie-
nen plasmidos de resistencia a diversos farmacos
muy utilizados para experimentos de clonacién
molecular. La coleccion posee ademas microor-
ganismos productores de antibidticos, de vacunas,
de enzimas para diagnostico y otros.

Dentro de los planes futuros de esta Coleccion
estd el incorporar parasitos y fagos que pueden
ser cultivables.

Marco Antonio Ortiz Jiménez
Departamento de Biotecnologia,

Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México

BIOQUIMICO

que puedan ser aplicados en las aulas universi-
tarias.

Rafael Moreno Sanchez

TEMA: Bioenergética

Analiza los niveles redox de los componentes de
la siguiente cadena respiratoria bacteriana y de-
termina la secuencia de reacciones entre ellos y
los sitios de accion de los inhibidores (Inh). La
cadena respiratoria de este microorganismo pare-
ce estar ramificada. EI signo positivo indica el
grado de oxidacion del componente y el signo
negativo significa que el componente estd redu-
cido.

COENZIMAS CITOCROMOS
NAD FAD RAD A b c d E ‘
Control + + + ++ +++ ++ ++ -t
+ Inh. 1 - - - - - - - -
+ Inh. 2 - - + - +++ ++ ++ ++
+ Inh. 3 - - - - +++ - - +++
+ Inh. 4 + + = ++ +++ = ++ ++
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SOLUCION

/ NAD — FAD —7 cit. A
SH,

RAD —*cit. C

Comentarios:

~Para proponer una secuencia tipica de reac-
ciones de una cadena respiratoria, la respuesta
completa al problema debe incluir al donador ini-
cial de electrones (cualquier sustrato oxidable,
SH,) y al aceptor final de electrones quecomun-
mente es el oxigeno.

—La solucién del problema contempla el mane-
jo de los siguientes conceptos: potencial redox,
pues las coenzimas tienen un potencial mas nega-
tivo que los citocromos, por lo cual las primeras
deben estar al inicio de las cadenas de transporte
de electrones; por lo mismo, NAD, que tiene un
potencial redox ligeramente mas negativo, debe
estar colocado primero que el FAD. Estado redox,

\@ ® ®

cit. d 7> cit. E > cit. b ™ O,

/®

ya que los componentes mas proximos al O, pre-
sentaran un estado mas oxidado, que los compo-
nentes mas alejados tendran un estado menos oxi-
dado. Efecto de inhibidores respiratorios, pues los
componentes redox que se encuentran antes del
sitio de inhibicion estaran reducidos, mientras que
los componentes que se localizan después del si-
tio de inhibicion estaran oxidados. NAD, FAD y
RAD son coenzimas.

Bibliografia: WB Wood, JH Wilson, RM Benbow,
LE Hood. Biochemistry. A problems approach.
W.A. Benjamin, Inc. Menlo Park, California.
1974. pp 265-266.



Esta nota fue enviada por un estudiante de la
Escuela Secundaria que ley6 el BEB y se tom¢ la
molestia de hacer un comentario al respecto de un
tema que tiene importancia para su formacion y
del cual €l tiene una informacion que quiso com-
partir con nosotros.

81

En el Comité Editorial nos entusiasma la idea
de tener lectores que a tan temprana edad tienen
interés por el tipo de trabajos que publicamos en
el BEB y que participan con nosotros en la con-
formacion de la revista y nos ayudan a cumplir
nuestros objetivos.

HAY QUE DARLE MAYOR CREDITO AL ORIGEN
EXTRATERRESTRE DE LA VIDA

El origen extraterrestre de la vida no tiene mu-
cho crédito y dado que la teoria de la panspermia
no se estudia mucho o nada en la educacion basi-
ca, como en el segundo grado de secundaria, al
que yo asisto, me gustaria que se comentara del
tema.

Yo s€ que una evidencia de esta teoria son los
meteoritos carbonosos que llegan a la Tierra, los
cuales contienen aminoacidos y compuestos or-
ganicos en su centro y superficie, pero hay con-
troversia de que sea por contaminacion a su llega-
da a la Tierra.

Uno de los casos, segiin mi apreciacion, mas
convincente es el meteorito que cayo en Australia
en 1969, dos laboratorios que trabajaron indepen-
dientemente hallaron aminoacidos que no se en-
cuentran en la Tierra, lo que hace improbable que
su presencia se deba a contaminacion terrestre.
Por otra parte, los aminoacidos de este meteoro
son Opticamente activos, por lo que también es
improbable que sea por contaminacion, dado que
los de la Tierra son dpticamente inactivos. Entre
los componentes de este meteoro, también se en-
contraron acidos mono y dicarboxilicos, como los
acidos malonico, succinico y fumarico; compues-

tos que también se encontraron en el meteorito de
Orgeuil, que cay6 en Francia hace aproximada-
mente un siglo (Lehninger LA, 1990, Biochemis-
try).

En los ultimos afios se ha encontrado que en las
nubes de polvo interestelar existe agua y amonia-
€O, que son precursores importantes para los or-
ganismos vivos mas complejos.

Durante muchos afios se ha pensado acerca de
la vida en otros planetas, de hecho se ha acufiado
el vocablo “exobiologia”, para referirse a la bio-
logia extraterrestre. Un importante objetivo de la
NASA en los Estados Unidos, es estudiar la posi-
ble existencia de vida en otros planetas y satélites.
Con respecto a la Luna, aun cuando su superficie
es arida, se han encontrado aminoacidos. Segun
una teoria dice que la Luna se separd de la Tierra,
y se piensa que estas moléculas son provenientes
de la Tierra. Se han enviado sondas a Marte, para
buscar agua y moléculas organicas o huellas de su
existencia pasada, pero ese analisis ain esta en sus
inicios.

José Gabriel del Campo Gonzilez
Estudiante de segundo afio de Secundaria



BIOLOGIA MOLECULAR EN MEDICINA

Timothy M. Cox y John Sinclair (1997). Tra-
ducido por Jorge Heoracio Negrete (1998).
ISBN 84-7903-412-2, 950-06-0398-5. Editorial
Médica Panamericana, SA de CV. $470.00
MN.

En 1997 Timothy M. Cox y John Sinclair con
un grupo de colaboradores ingleses publicaron
un libro de texto intitulado: Molecular Biology
in Medicine, editado por Blackwell Science
Ltd. Oxford en Londres. En 1998 el texto fue
traducido al castellano por Jorge Ho-
racio Negrete. El libro esta di-
rigido a estudiantes
de ciencias biomédi-
cas, médicos resi-
dentes o ya en ejerci-
cio.

El texto fue disefia-
do para servir como
una introduccién a los
conceptos, el léxico,
los logros y alcances de
la biologia molecular en
las ciencias médicas para
alumnos de licenciatura.
El texto es claro y directo,
y va acompafiado de un
gran nimero de ilustracio-
nes. Por todo esto su conte-
nido puede servir como ma-
terial auxiliar del profesor de
bioguimica para desarrollar
temas de biologia molecular,
permitiendo la presentacion de
ejemplos concretos sobre:

e la aplicacién de la biologia
molecular en medicina
e la transcripcion y la traduccion
» los principios de genética médica
¢ los aspectos moleculares de enfermedades
monogénicas, poligénicas y cancer
las bases moleculares de la inmunologia y las
infecciones virales
o los productos recombinantes empleados en la
medicina
o la terapia génica
e el diagnostico molecular

@

Mas que un compendio exhaustivo, el texto revi-
sa temas selectos, presentado problemas médicos y
estableciendo las bases moleculares de las patolo-
gias descritas y la manera en que la biologia
molecular puede ser empleada en el diagndstico,
analisis y el tratamiento de las enfermedades. Un
clarc ejemplo de este desarrollo aparece en el capi-
tulo 1: Hemofilia: la biologia molecular en el cen-
tro de la enfermedad humana. El capitulo 2 revisa
los conceptos generales de la estructura y funcion
del ADN, ARN vy las proteinas. El
capitulo 3 presenta el analisis de los
genes humanos, su estructura, dén-
de se expresan y como se regula
este proceso. El capitulo 4 revisa
el control transcripcional de la

expresion génica en el humano.
El capitulo 5 describe los prin-
cipios de la genética médica.
Los capitulos 6 y 7 discuten
los trastornos que resultan de
alteraciones mono y poligé-
nicas, respectivamente. El
capitulo 8 analiza la biolo-
gia molecular del cancer,
mientras que el capitulo 9
analiza los canceres here-
ditarios. El capitulo 10
esta dedicado a las bases
moleculares de la in-
munologia, y el 11 a la
autoinmunidad en hu-
manos. Los capitulos
12 y 13 revisan las in-
fecciones microbianas vy
virales, respectivamente. El 14 revisa el
uso de productos recombinantes en la medicina, El
capitulo 15 revisa el descubrimiento de nuevos
farmacos. El capitulo 16 analiza los avances en te-
rapia génica, mientras que el 17 se enfoca al diag-
nostico prenatal. Finalmente, el capitulo 18 discute
el futuro de la aplicacion de la biologia molecular
en la medicina. El libro cuenta con un glosario de
términos de biologia molecular y genética.

Comentarista: Alejandro Zentella Dehesa
Departamento de Biologia Celular,

Instituto de Fisiologia Celular,

Universidad Nacional Auténoma de México



SEMANA DE EDUCACION BIOQUiMICA
del 9 al 13 de agosto de 1999
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TERCER 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 Actualizacién Bioquimica se realizarda del 9 al 12
de agosto del afio en curso. Durante este Taller se cubriran los temas que se muestran en el calenda-
rio anexo. La sede es la Ciudad de México.

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




84

XXVI TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA
VII Congreso de la Asociacion Mexicana de

Profesores de Bioquimica, A. C.
del 9 al 13 de agosto de 1999

HORA LUNES 9 MARTES 10 MIERCOLES 11 JUEVES 12 VIERNES
13
8:00 inscripcion
9:00 a Los complejos respiratorios | Aspectos metabdficos y | Cinélica de compartimientos. Congreso
9:15 inauguracion mitocondriales. Juan Pablo | genéticos del cancer. | Héctor Riveros Rosas de la
Parde Vazquez Alejandro Garcia Carranca AMPB

9:15 Ciclos hormonales en

a animales. Gabriela Morali
10:30

RECESO
10:45 | Accion diversa de las | lLa cadena respiratoria | Adhesion celular. Felipe | Los farmacos como producto
hormonas esteroideas. Josué | bacteriana. Edgardo Vadilio de la investigacion
a Garza Flores Escamilla bioguimica. Francisco Javier
Flores Murrieta
12:15
RECESO
12:30 | Sindrome de inmuno- | Las bacterias fijadoras de | Los receptores adrenérgicos | Degradacion y metabolismo
deficiencia Adquirida. Enrique | nitrogeno. David Romero | vasculares en la hipertension. | de algunos farmacos.

a Soto Camarena Rafael Villalobos Molina Zurisadai Hernandez

14:00
RECESO PARA COMER

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

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

Pardo, Federico Martinez y
Marco Antonio Juarez.

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

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

Ceremonia de Clausura.
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ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, A.C.

VII CONGRESO

13 de agosto de 1999
Palacio de la Escuela de Medicina, U.N.A.M.
Venezuela y Brasil, Centro Historico de la Ciudad de México

INFORMES:

Elisa Salles Mora

Departamento de Bioquimica

Facultad de Medicina

Universidad Nacional Autonoma de México
Apartado Postal 70-281

04510 México, D. F.

Teléfono: (5)623-2170

Fax: (5)616-2419

Correo Electronico: beb@laguna. fmedic.unam.mx

ORGANIZADORES:

Dr. Alejandro Zentella Dehesa

Departamento de Bioenergética

Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Auténoma de México
Teléfono: (5)622-5609

Fax: (5)622-5611

Correo Electronico: azentell@ifcsunl .ifisiol.unam.mx

Dr. Marco Antonio Juarez Oropeza

Departamento de Bioquimica

Facultad de Medicina

Universidad Nacional Auténoma de México

Apartado Postal 70-159

04510 México, D. F.

Teléfono: (5)623-2169

Fax: (5)616-2419

Correo Electronico: majo@servidor.unam.mx
majo@laguna. fmedic.unam.mx

Mtro. Jorge Joel Reyes Méndez

Departamento de Atencion a la Salud,

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud,
Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco.
Apartado Postal 86-371

14391 Mexico, D. F.

Teléfono: (5)724-5207

Fax: (5)724-5218

Correo Electronico: joelr@cueyatl, uam.mx

OBJETIVOS:

El Congreso de la Asociacion Mexicana de Profesores
de Bioquimica, A.C., tiene como objetivo principal
que los profesores de Bioquimica y 4reas afines de las
licenciaturas y posgrados del pais, tengan un foro donde
puedan compartir sus experiencias docentes en un
ambiente critico y académico.

PARTICIPANTES:

A este foro estan invitados a participar: profesores e ins-
tructores de laboratorio de bioquimicay areas afines, de
diferentes carreras de licenciatura y posgrado del pais,
asi como investigadores de distintas areas interesados
en la ensefianza, lo cual permita la interaccion de diver-
sos profesionales que participan en el proceso de ense-
flanza-aprendizaje, y propicie un ambiente adecuado para
lograr la actualizacion, la interaccion multidisciplinaria
y la generacion de ideas e inquietudes, indispensables
para el avance de la practica docente. Se aceptara un
méximo de dos trabajos por ponente.

TEMAS:

Las presentaciones deberan ser incluidas dentro de los
siguientes temas:

— Analisis sobre la efectividad y/o aplicacion de pla-
nes de estudios ya en marcha.

— Aplicacion de sistemas de ensefianza mediada por
computadora. .

— Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion.

— Estudios poblacionales sobre indices de aprobacion
y/o desercion.

— Desarrollo de modelos bioquimicos y/o fisiologicos
para la docencia.

— Aplicacion y/o innovaci6n de practicas de laboratorio.
— Otros: experiencia docente, que presenten o comen-
ten planes de estudio, examenes y otros instrumentos
de evaluacion, el uso de técnicas motivacionales y/o
material didactico y juegos empleados en clase.
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Los resiimenes no deberan exceder de una hoja con 2.5
cm (una pulgada) libres en los cuatro méargenes y un tipo
de letra Arial o Helvética de 10 puntos. Se debera espe-
cificar: titulo (a mayisculas), autores y adscripcion, in-
troduccion, objetivo, métodos y/o técnicas empleadas,
resultados v conclusiones. El resumen podra tener un
esquema, figura o tabla. Le pedimos cuidar su presenta-

cion y ortografia, pues en caso de ser aceptado, tal y
como lo envie sera publicado en las memorias que se
elaboraran en ocasion del VII Congreso. El original de
su trabajo no debera tener borrones ni tachaduras y se
enviara, sin doblar, junto con tres copias. No se aceptan
envios por Fax. Se sugiere que la presentacion del resu-
men se apegue al siguiente gjemplo:

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

DE BIOQUIMICA.
(renglén libre)

José Luis Vazquez Esquivel, Maria Angélica Lopez Fernandez, Antonio Martinez Colin. Universidad Indepen-
diente de Santa Cruz, Departamento de Evaluacion Educativa. México, D.F., 04510, México.

(renglon libre)
RESUMEN...

Favor de enviar hoja de registro, originales del resumen
y tres copias de cada uno de ellos a Elisa Salles Mora,
Apartado Postal 70-281, Cédigo postal 04510, México,
D F. Inscripcién: depositar $100.00 pesos (MN) para
socios numerarios y $200.00 para no socios, a nombre
de la Asociaciéon Mexicana de Profesores de Bioquimica,

A.C., en la cuenta Bancomer No. 1153813-9 y enviar
por fax copia de la ficha de depdsito, escribiendo su nom-
bre en la parte superior izquierda.

Informes: llamar al teléfono: (5)623-2170, o enviar Fax
en atencion a Elisa Salles Mora al (5)616-2419. Enviar
Correo Electronico: beb@laguna.fmedic.unam mx.

Fecha limite para la entrega de resiimenes: Viernes 2 de julio de 1999.

A continuacién proporcionamos informacién de los precios de algunos hoteles ubicados en el Centro Historico de
la Ciudad de México, cerca del Palacio de la Escuela de Medicina:

HOTELES (4 *)

AMBASSADOR

Humbolt No. 38

(atras del Metro Juarez y a dos cuadras del Metro Hidalgo)
Tel.; 5518-0110

Sencilla:  $330.00

Doble: $380.00

Triple $ $76.00 por persona extra.
CATEDRAL

Donceles 93, entre Argentina y Brasil.
(Cerca del Metro Allende y Metro Zécalo)
Tels.: 5512-4344 / 5518-5232/5512-4284

Sencilia: $245.00
Doble: $350.00
Triple: $385.00
CIBELES

Calz. de Tlalpan 1507
(a una cuadra del Metro Ermita)

Sencilla:  $240.00
Doble: $340.00
Triple: $390.00 3 personas
Triple: $440.00 4 personas

HOTELES (3 %)

SAN MARTIN

Eje Central Lazaro Cardenas 4

(Cerca del Metro Garibaldi)

Tels.- 5529-7414 / 5529-7415 / 5529-7416 / 5526-2619

Sencilla:  $130.00

Doble: $220.00

Triple $ $50.00 por persona extra.
VIRREYES

lzazaga 8

(Cerca del Metro Salto del Agua)
Tel.: 5510-3263

Sencilla: $234.00
Doble: $258.00
Triple: $295.00

Les suplicamos que antes de hacer su reservacion, verifiquen la vigencia de los precios, ya que éstos pueden
cambiar sin previo aviso. Los tramites de hospedaje se tienen que hacer directamente con el hotel; el Comité Organi-

zador no tiene ninguna relacion con los hoteles.
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MIEMBRO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA:

[ ]sr [ ]~o

TIEMPO COMPLETO

NOMBRAMIENTO _ MEDIO TIEMPO
POR HORAS

CARRERA EN LA QUE IMPARTE
BIOQUIMICA O MATERIAS AFINES
ADSCRIPCION
UNIVERSIDAD
FACULTAD O ESCUELA DEPARTAMENTO
DIRECCI(')N
CALLE Y NUMERO
COLONIA CIUDAD
ENTIDAD FEDERATIVA CODIGO POSTAL (Apartado Postal)
TELEFONO: FAX:

CORREO ELECTRONICO:

TRABAJOS ENVIADOS AL CONGRESO

NUMERO DE RESUMENES ENVIADOS:

Analisis sobre la efectividad y/o aplicacion de planes de estudios ya en marcha
Aplicacion de sistemas de ensefianza mediada por computadora

Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion

Estudios poblacionales sobre indices de aprobacion y/o desercion

Desarrollo de modelos bioquimicos y/o fisiologicos para la docencia
Aplicacion y/o innovacion de practicas de laboratorio

Otros:

FOTOCOPIAR, LLENAR CON SUS DATOS Y ENVIAR JUNTO CON SU RESUMEN
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La Sociedad Mexicana de Biologia del Desarrollo
invita a la comunidad académica a participar en su
IV Congreso que se llevara a cabo del 28 de junio al
1° de julio de 1999, en el Instituto de Fisiologia Ce-
lular de la UNAM, en la Ciudad de México.

Las actividades del Congreso incluyen, mesas redondas
y presentacion de trabajos libres sobre temas relaciona-
dos con la Biologia del Desarrollo.

Conferencias Magistrales:
Dr. Michael S. Levine.
University of California, Berkeley
Dr. Michael D. Purugganan.
North Carolina, State University
Dr. Nicholas C. Spitzer.
University of California, San Diego

Las personas interesadas en presentar algun trabajo li-
bre deberan enviar sus restimenes antes del 30 de abnil
de 1999.

SOCIEDAD MEXICANA DE BIOLOGIA
DEL DESARROLLO

CONVOCATORIA

El costo de la inscripcion al Congreso serd de:

Socios: $200.00 antes del 30 de abril y $300.00 des-
pués del 30 de abril.

No socios: $450.00 antes del 30 de abril y $550.00 des-
pués del 30 de abril.

Estudiantes no secios: $50.00 antes del 30 de abril y
$100.00 después del 30 de abril.

Estudiantes socios: no pagan.

Informes:

Dra. Rocio Salceda o Dr. Julioc Moran
Tels.: 5622-5669/5616 Fax: 5622 5607
rsalceda@ifisiol unam. mx;
jmoran(@ifisiol.unam. mx

Dra. Raquel Trejo

Tel.: 5627-6900 Ext. 4323; Fax: 5761-0952
Dra. Martha Elisa Vazquez Memije,

Tel.: 5627-6941; Fax: 5761-0952

4 ,
A LOS LECTORES DEL BOLETIN
L DE EDUCACION BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 1999

El BEB entra en su décimo octavo afio de publicacion
y debido a las condiciones econémicas 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 depdsito
bancario a la cuenta nimero 1153813-9 de Bancomer,
0 de un giro bancario a nombre de la Asociacién Mexi-
cana de Profesores de Bioquimica, A C.

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

Atentamente
El Comité Editorial

=5
JTE INTERESARIA SER CORRESPONSAL
DEL BEB EN TU LOCALIDAD?

/

Si eres miembro de la Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica A C o suscriptor del BEB y 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 esta invitacion a nuestros 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



Buitengo, Edo e Morelos
Y___‘-de Noviembie de 19

L COMFEE ORGANIZADOR - ¢
_ Dr. Antonio Pefa Diaz (IFC)
_Dr. Carlos Gomez Lojero {CENVESI;\ ;
Dr. Rolando Hemandez Munoz (IFC)
- Dr. Momcmeasz {CNB)
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Simposium de Estrés Oxidativo
24 al 26 de noviembre de 1999

en el Centro de Investigaciones Biomédicas del

Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas “Victoria de Girén”.

La Habana, Cuba

Informes:
Ela Céspedes
email: elace@vgiron.giron.sld.cu
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

EI BEB es una revista dedicada a la divulgacién de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de dreas
afines. Est4 dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacién de los trabajos se ajuste a sus
lectores y sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revisién y otras
comunicaciones. Se solicita a los autores que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

1)

2)

3)

4)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para computadora,
escrito en los procesadores de textos “Winword” o “Word-
perfect”, con una extension méaxima de 15 cuartillas a doble
espacio (27 renglones por cuartilla y 70 caracteres por
renglén). Este deberd ir acompafiado de tres impresiones del
articulo y de la solicitud para su publicacion, firmada por
cada uno de los autores.

El trabajo debe iniciarse con el titulo del articulo, nombre de
los autores, iniciando por nombre propio completo y marcado
como pie de nota, la afiliacion del o los autores (por ejemplo:
departamento ¢ institucidn), domicilio, codigo postal, ciu-
dad, estado, pais, teléfono, fax y correo electronico en caso
de tenerlos. Si el titulo del trabajo es largo, debe incluirse
cuatro renglones mas abajo, un titulo breve con un méaximo
de 60 caracteres, incluyendo los espacios, para insertarlo
como cabeza de pagina.

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

Se sugiere un maximo de quince referencias, tanto especifi-
cas como de lecturas recomendadas, numeradas entre parén-
tesis en el texto de forma progresiva conforme vayan apare-
ciendo. Cada una debe contener: nombres de los autores, afio
de publicacién entre paréntesis, titulo del articulo, nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en el Current
Contents, mimero del volumen en cursivas y antecedido por
dos puntos el numero de la primera y tltimas péaginas, de
acuerdo con lo que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G v Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioguimica, Nutriciéon y participacion en la prevencion de
ciertas patologias. Bol Educ Biog /4:12-17.

Weindruch R (1996) Caloric restriction and aging. Sci Amer
274:32-38.

Los articulos en libros deberén citarse de la siguiente forma:

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

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

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

5)

6)

7)

1)

2)

3)

4)

Se aceptaran como maéximo seis ilustraciones, figuras mas
tablas, las cuales deberan estar dibujadas sobre papel
albanene con tinta china o bien impresiones laser o presen-
tarse como fotografias en blanco y negro sobre papel brillan-
te, cuya localizacién debera estar sefialada en el texto. La
limitacién en el nimero de figuras, de tablas y de referencias,
obliga a los autores a que se seleccionen aquellas que sean
realmente importantes e informativas. Las figuras se deberan
numerar con arabigos v las tablas con romanos. Las leyendas
y los pies de figuras se deberdn 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 conforme alguna de las publicadas
en los nameros de 1998,

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

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

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones pucde ser muy variado;
desde resumenes de articulos interesantes, relevantes o
significativos, informacion de tipo general, avisos de reunio-
nes académicas y cursos, bolsa de trabajo, etcétera.

El contenido debera 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 aceptara un maximo de dos referencias incluidas entre
paréntesis en el texto segun el inciso I-4. En caso de que se
Jjuzgue necesario se podra incluir una figura o una tabla, de
acuerdo con las caracteristicas que se indican en el inciso
I-5.

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

El disco y las tres copias de los manuscritos se deberan
enviar al Boletin de Educaciéon Bioquimica, Apartado
Postal 70-281, México 04510, DF o bien por intermedio
del corresponsal del BEB en su localidad.
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