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EDITORIAL
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LA REVISION DE MANUSCRITOS POR
INVESTIGADORES CON GRAN EXPERIENCIA EN
EL TEMA LA REVISION: LA BASE DE UN BUEN
TRABAJO EDITORIAL Y LA BUSQUEDA DE UNA
REVISTA CADA VEZ MAS SOLIDA

La publicacion de una revista como el Boletin de
Educacién Bioquimica es el resultado de la
colaboraciéon de quienes envian sus manuscritos,
quienes los revisan y por supuesto de quienes la
leen y la emplean en la docencia o en la difusién
del conocimiento y la ciencia. El cuidado con el
que se revisan los manuscritos enviados para su
publicacion representa un punto critico para
definir la calidad de los trabajos publicados. Este
trabajo, no sélo determina que los manuscritos
se ajusten a los lineamientos editoriales

y de formato del BEB. También define, y

de manera tal vez mds importante, sus
contenidos y la manera en que éstos se
presentan; para que sean adecuados y no
presenten errores u omisiones conceptuales.

Hasta el afio pasado, el trabajo de revision, se
habia realizado casi exclusivamente por los
miembros del Comité Editorial del BEB. Sin
embargo, el creciente nimero de manuscritos de
areas afines a la bioquimica: inmunologia,
parasitologia, genética y biologia celular, s6lo
por nombrar algunos ejemplos y la gran
especializacidn en los conceptos y el lenguaje
nos ha exigido acercar al comité editorial a
investigadores expertos y reconocidos en su
campo a la lista de personas que revisan los
manuscritos. Aun a pesar de la renovacion de
nuestro Comité Editorial (Editorial del BEB Vol.
18 No. 1), nuestro campo de especialidad no

alcanza a cubrir, de la manera requerida, todas
las dreas en las que se reciben trabajos. Por esta
razon, hemos creado la categoria de “Revisores
Asociados al Comité Editorial” dentro de la
estructura editorial del BEB.

Para darse una idea del trabajo que la revision
implica. baste recordar que cada trabajo es
revisado por un minimo de tres personas, uno o
dos miembros del Comité Editorial y uno o dos
de los Revisores Asociados al Comité Editorial,
quienes determinan si el material y su contenido
son adecuados o no para el BEB, la pertinencia
del tema. la forma como es tratado el contenido,
la correcta actualizacion de los conceptos y el
manejo global de los conocimientos; en esta
revision se hace un importante trabajo, para
permitir al autor tener las bases para realizar las
correcciones que se consideran necesarias y/o las
aclaraciones que se requieren en un trabajo con
objetivos de difusién y ensefianza. En promedio
los manuscritos que contienen material adecuado
para el BEB, regresan al menos una vez a los
autores, por lo que las personas que los revisaron
por primera vez, deben revisar la segunda
version y evaluar si el trabajo estd a punto para
su publicacion.

Los autores de un nimero importante de los
trabajos que se reciben y se publican en el BEB
son alumnos de Licenciatura y de Posgrado. Por
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lo cual, la seriedad, el cuidado y en general el
profesionalismo con el que se realizan estas
revisiones, no s6lo garantizan la confiabilidad en
la informacion que se obtenga de la revista, sino
que a su vez es un ejercicio formativo, para este
grupo de autores que se encuentran adquiriendo
experiencia en el envio de sus trabajos.

Por lo anterior, queremos agradecer el trabajo
realizado por nuestros colegas cuya colaboracion
en esta labor ha contribuido a mejorar la calidad
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de los trabajos publicados en el BEB y por ende
la de nuestra revista. Por esta razon, y como un
reconocimiento a su trabajo, a partir de este
volumen, publicaremos la lista de quienes estin
colaborado con el BEB en esta categoria de
Revisores Asociados al Comité Editorial.

Alejandro Zentella Dehesa

José Victor Calderén Salinas
Comité Editorial del

Boletin de Educacién Bioquimica
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MOTILIDAD, BIOGENESIS FLAGELAR
Y QUIMIOTAXIS BACTERIANA

Bertha Gonzdlez-Pedrajo y Georges Dreyfus. Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia
Celular, Universidad Nacional Auténoma de México. Apartado Postal 70-600, 04510, México, D. F., México.
Fax 5616-2282; Correo electrénico: bpedrajo@ifisiol.unam.mx, ¢ gdreyfus @ifisiol.unam.mx

RESUMEN

El flagelo es el organulo encargado de la motilidad
bacteriana en el que un largo filamento helicoidal
o propela, es impulsado por un motor rotatorio
embebido en la superficie celular. La estructura
basica del flagelo es: filamento, gancho y cuer-
po basal, la cual varia muy poco en el reino
procarioto. Estos organulos, aislados de especies
tan diversas como arqueobacterias, espiroquetas y
especies Gram (—) y Gram (+), conservan todos la
misma estructura general. Se requiere de aproxi-
madamente 50 genes para la construccién de un
flagelo totalmente funcional y su expresion estd
estrictamente controlada en un orden jerarquico.
La morfogénesis del flagelo se encuentra acoplada
con laregulacidn de la transcripcién en el regulén
flagelar.

Las bacterias al nadar cambian aleatoriamente
de direccion en pocos segundos; sin embargo, si se
encuentran frente a un gradiente de concentracion,
la frecuencia de cambio de direccién puede ser al-
terada para que la trayectoria se dé en un sentido
favorable a la vida de la bacteria. La modulacién
de la direccién de la rotacién flagelar constituye la
base de la quimiotaxis.

PALABRAS CLAVE: flagelo procarioto,
morfogénesis flagelar, sistemas de exportacion,
regulén, quimiotaxis.

ABSTRACT

The bacterial flagellum is a motility apparatus in
which a long helical filament, the propeller, is
driven by a rotary motor embedded in the cell
surface. The basic flagellar structure: filament,
hook and basal body, varies very little throughout
the prokaryotic kingdom. Isolated organelles from
species as diverse as archaebacteria, spirochaetes,
and Gram (-) or Gram (+) species all have the
same general structure. Approximately 50 genes

are required for the construction of a fully
functional flagellum and their expression is strictly
controlled in a hierarchical order. Morphogenesis
of the flagellum is coupled to transcriptional
regulation of the flagellar regulon.

Free swimming bacteria randomly change
direction every few seconds, but if a gradient is
encountered the direction-changing frequency can
be biased to move the bacterium in a favorable
direction. Modulation of the direction of flagellar
rotation is the basis of chemotaxis.

KEY WORDS: prokaryotic flagellum, flagellar
morphogenesis, export systems, regulon, chemotaxis.

MOTILIDAD BACTERIANA

El Flagelo Procarioto

En la bisqueda de nutrientes para su superviven-
cia, las bacterias han desarrollado diversos meca-
nismos adaptativos entre los que se encuentra la
motilidad.

Muchas especies bacterianas tienen la capaci-
dad de moverse en respuesta a diversos estimulos
ambientales y dicho movimiento puede ocurrir a
partir de dos mecanismos: el nado o el desliza-
miento; este tltimo involucra el movimiento lento
(1-60 um/min) sobre superficies sélidas y es ca-
racteristico de Myxobacterias (1); sin embargo, el
aparato responsable de este tipo de motilidad has-
ta ahora no ha sido bien caracterizado. Por otro
lado, la motilidad bacteriana que se genera a tra-
v€s del nado, se debe a la rotacién de organulos
especializados denominados flagelos.

La capacidad de las bacterias de moverse en for-
ma dirigida, ya sea por sefales fisicas o quimicas,
le confiere al microorganismo beneficios potencia-
les entre los que se encuentran una mayor eficien-
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cia en la adquisicidn de nutrientes, el evitar sus-
tancias toxicas, el establecer relaciones simbio-
ticas, asi como el poder alcanzar los sitios Optimos
de colonizacidn en el caso de bacterias patdgenas.
Debido a esto, las bacterias métiles pueden ser ais-
ladas de habitats tan diversos como las ventosas
hipertérmicas del océano, las aguas superficiales,
del suelo, de los contenidos del rumen, de la mu-
cosa géstrica, o bien, de la placa dental (2).

Los sistemas flagelares mas estudiados son los
de las bacterias entéricas Gram (—) Escherichia
coliy Salmonella typhimurium, que presentan en-
tre 5 y 10 flagelos por célula distribuidos alrede-
dor del cuerpo celular, lo que se conoce como un
patrén flagelar peritrico (3). Sin embargo, existen
varios patrones flagelares y tanto el nimero como
la localizacién de los flagelos, varia entre las dife-
rentes especies (Fig 1). En el caso de las espiro-
quetas, el flagelo se encuentra localizado entre las
membranas citopldsmica y externa.

Existen grandes diferencias entre el flagelo de
organismos procariotos y eucariotos. El filamen-
to bacteriano (20 nm de didmetro) se encuentra
constituido por miles de subunidades de un solo
tipo de proteina, mientras que el flagelo eucarioto

Figura 1. Micrografias electrénicas de bacterias con dife-
rentes patrones flagelares. a) peritrico en Salmonella
typhimurium; b) anfitrico en Rhodospirillum rubrum; ¢y
d) monotrico en Rhodobacter sphaeroides, con un solo fla-
gelo de localizacién subpolar. Las barras corresponden a
50 nm.
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(200 nm de didmetro) presenta una compleja ar-
quitectura de 9 + 2 microtibulos y estd formado
por mas de 200 diferentes polipéptidos. Las prin-
cipales diferencias entre éstos se refieren al meca-
nismo de movimiento y a la fuente de energia utili-
zada (4). A diferencia del flagelo eucarioto, que
gracias al deslizamiento entre microtibulos se
mueve como latigo para impulsar al organismo, el
flagelo bacteriano rota, por tanto no realiza un tra-
bajo quimiomecdnico per se, sino que es pasiva-
mente dirigido por un motor de rotacién bidirec-
cional. La fuerza de rotacién o torca, tanto en la
direccién a favor como en contra de las manecillas
del reloj, se genera en la base del flagelo y se trans-
mite hacia las estructuras extracelulares.

Por otro lado, en organismos procariotos, la
fuente de energfa para la rotacién flagelar no invo-
lucra la hidr6lisis de ATP, como es el caso del fla-
gelo eucarioto, sino un gradiente iénico transmem-
branal ya sea de protones, o de iones sodio en el
caso de especies alcaldfilas. Por lo tanto, el motor
de rotacién del flagelo bacteriano es un transduc-
tor energético que convierte la energfa del gradien-
te electroquimico en trabajo mecdnico (4).

Estructura Flagelar

El flagelo es una de las estructuras mas complejas
de la célula bacteriana, ya que constituye parte inte-
gral de sus diferentes compartimentos como son la
membrana celular, el espacio periplasmico, la pa-
red celular o capa de peptidoglicano y la membra-
na externa; presentando también componentes de
localizacion tanto citosélica como extracelular (3).

Estructuralmente, el flagelo se encuentra cons-
tituido por un gran nimero de proteinas denomi-
nadas “Flg”, “Flh”, “Fli” y “Mot”. La asignacion
de las letras depende de la localizacién cromo-
somal de los genes que las codifican. El flagelo se
puede dividir en tres segmentos principales que se
distinguen claramente al microscopio electrénico
(Fig 2).

a) ElFilamento. Esta es una estructura helicoi-
dal de localizacién extracelular, que constituye el
componente propulsor del flagelo y que genera el
trabajo hidrodindmico en el medio. Esta propela
es una estructura rigida, que varfaentre 5y 15 um
de longitud, con 0.02 um de didmetro; es un
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HAP3 (FlgL)
HAP1 (FIgK)
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Cuerpo
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Switch| FliM
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Aparato de exportacida )
(FlhA, FIhB, FIiH, Fiil, FIiO, FIiP, FHQy FliR )
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\

Figura 2. a) Esquema del flagelo bacteriano. b) Fotografia al microscopio electrénico del flagelo de Salmonella typhimurium
que muestra el filamento. el gancho (delimitado por dos flechas) y el cuerpo basal (anillo MS, eje y anillos L y P). ¢)
Fotogratia al microscopio electrénice del flagelo de S. ryphimurium en la que se muestra un cuerpo basal que incluye el

anillo C. Las barras corresponden a 100 nm.

homopolimero constituido por miles de subuni-
dades de la proteina denominada FliC o flagelina
(3). La longitud de dicha hélice en S. typhimurium,
por ejemplo, equivale a entre 5 y 7 veces el tama-
fio de la bacteria. El disefio estructural del filamen-
to no implica la simple unién de moléculas iguales
de forma regular, cuya consecuencia inevitable se-
ria la generacidn de una estructura tubular. Por el
contrario, las subunidades de flagelina se organi-
zan de manera no equivalente formando una hélice
izquierda, lo que permite que la fuerza rotacional
o torca se convierta en una fuerza de traslacion
que genere un “empuje mecdnico”. El filamento
también es clinicamente importante debido a su
potencia y variabilidad antigénica (3,5).

b) El Gancho. Esta es una estructura flexible
de acoplamiento y de localizacién extracelular, que
conecta el filamento con el motor celular. La flexi-
bilidad de dicho conector universal permite que se
transmita la fuerza de rotacién al filamento en un

amplio intervalo de direcciones. El gancho es es-
tructuralmente similar al filamento, siendo un ho-
mopolimero de entre 120 y 130 copias de la pro-
teina denominada FIgE. Esta estructura presenta
un tamafio bien determinado, siendo en S. typhi-
murium de 55 £ 6 nm.

A pesar de que el gancho y el filamento estdn
estructuralmente relacionados, las propiedades
mecdanicas de ambos son diferentes, por lo que
existen entre éstos, proteinas que funcionan como
adaptadores de unién denominadas HAPs (del in-
glés hook associated proteins) o proteinas asocia-
das al gancho. En esta zona de amortiguamiento
participan las proteinas accesorias de union: HAP1
(FlgK) y HAP3 (FlgL.). La proteina HAP2 (FliD)
se localiza en la parte distal del flagelo y funciona
como una tapa del filamento denominada protei-
na de coronamiento, la cual se requiere para el
correcto ensamblaje de los monémeros de flage-
lina (5).
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¢) El Cuerpo Basal. Este es un complejo mul-
tiproteico embebido en la superficie celular, en el
que se localiza el motor flagelar. Esta estructura
consiste de un eje central y 4 complejos en forma
de anillos. El anillo MS, formado por subunidades
de 1a proteina FliF, se encuentra localizado en la
membrana citopldsmica y se ha propuesto que
constituye parte del rotor del motor flagelar, don-
de se genera la torca. Los anillos externos P (pro-
teina FlgI) y L (proteina FigH), se encuentran lo-
calizados en el mismo plano de la capa de peptido-
glicano y de la membrana externa de lipopolisaca-
ridos respectivamente, formando un cilindro que
genera un espacio que permite a la estructura del
eje rotar libremente evitando friccion. Dicha fun-
¢cién de rodamiento o forro, mantiene al eje en su
lugar y le permite penetrar las multiples capas de
la pared celular, lo que se apoya en el hecho de
que los organismos Gram (+) carecen de este par
de anillos (3).

El eje estd constituido por varias subunidades
de 4 proteinas denominadas FlgB, FigCy FigF en
el eje proximal y FlgG formando el eje distal. Esta
estructura funciona como una flecha conductora
que se une al rotor y que se encarga de transmitir
la torca, generada por el motor, hacia las estruc-
turas extracelulares: gancho y filamento. Por lo
tanto, el anillo MS, el eje, el gancho y el filamen-
to constituyen una sola unidad rotatoria, mien-
tras el par de anillos L y P forman la parte esta-
cionaria (3,3).

Por otro lado, existen dos proteinas necesarias
para la rotacion del motor, MotA y MotB. La su-
presion de cualquiera de los genes mot da lugar a
un fenotipo paralizado, es decir, se sintetiza el fla-
gelo silvestre pero no rota. Las proteinas Mot se
localizan en la membrana celular rodeando al ani-
llo MS. MotB presenta un cruce transmembranal
y su dominio peripldsmico se une a la capa de
peptidoglicano; debido a esto, se le ha asignado
una funcién de anclaje o elemento estator del mo-
tor flagelar. Por su parte, MotA presenta cuatro
cruces transmembranales y junto con MotB, cons-
tituye el canal de protones que permite el acopla-
miento entre el gradiente electroquimico y la rota-
¢ién (5,6). En conclusion, el motor molecular del
flagelo bacteriano, al igual que los motores cons-
tituidos de materiales metalicos, presentan un mo-
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tivo estructural comtin basado en que la rotacion
ocurre entre un rotor y un estator.

Por otra parte, el conocimiento de la estructura
flagelar ha tenido un progreso considerable en los
dltimos afios gracias al desarroilo de nuevas
metodologias de purificacidn, asi como a los avan-
ces en las técnicas de microscopia electronica y
reconstruccion de imagenes. Debido a esto, se ha
podido identificar a otros importantes componen-
tes flagelares de localizacidn citopldsmica.

Las proteinas responsables del cambio de di-
reccion en la rotacidn flageiar (FLiG, FliM y FliN),
forman parte de un complejo denominado el
“switch”. Estas 3 proteinas tienen multiples fun-
ciones: son esenciales para el ensamblaje flage-
lar, controlan el cambio de direccién de rotacion
del motor (principalmente FliM) y participan en
la generacion de la torca (principalmente FiG que
interacciona tanto con el anillo MS como con
MotA). Hasta hace algunos afios, utilizando mé-
todos mds sutiles para la purificacion del cuerpo
basal, se logré identificar una estructura en for-
ma de campana que se proyecta desde el anillo
MS hacia el citoplasma (ver Fig 2¢). Esta estruc-
tura se denominé anillo C o citopldsmico y su
estudio inmunoldgico reveld que estd constituido
por las tres proteinas del motor/switch mencio-
nadas (7).

El Aparato de Exportacion

Las proteinas axiales del flagelo se sintetizan en el
citoplasma pero deben ser capaces de llegar a sus
destinos finales, ya sea la membrana celular o n-
cluso hasta el exterior. Exceptuando las proteinas
de los anillos L y P, las proteinas flagelares no con-
tienen una secuencia sefial (lider) en el extremo
amino terminal, por lo que no se exportan a través
de la via comiin Sec, que constituye el mecanismo
principal de exportacion de proteinas bacterianas.
Debido a esto, se propuso Ja existencia de una via
de exportacion especifica para el flagelo en la que
las subunidades se transportan por el interior de la
estructura misma. Las principales evidencias que
apoyan esta idea son las siguientes: las proteinas
exportadas (del eje, gancho, HAPs y flagelina en-
tre otras) no poseen un péptido sefial; se ha de-
mostrado que las subunidades se ensamblan en el
extremo distal de la estructura naciente, por lo que
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otro mecanismo de exportacién seria muy com-
plejo ya que éste implicaria que las subunidades de
flagelina recorrieran 10 pm a través del medio sin
difundir; y por dltimo, la existencia de un canal
central que ha sido identificado por reconstruccion
de imdgenes tanto en el gancho como en el fila-
mento y que se supone debe existir a su vez en el
eje {3

Por otra parte, se han identificado varias de las
proteinas directamente involucradas en el proceso
de exportacién como FlhA, FIhB, FliH, Flil, FliO,
FliP, FliQ y FliR; y se ha demostrado que algunos
de los componentes de este aparato exportador se
encuentran fisicamente asociados al cuerpo basal.
A su vez, cabe mencionar que estos polipéptidos
muestran una alta similitud con proteinas de otros
sistemas de secrecién bacteriana como el de ex-
portacion de factores de virulencia en bacterias
patogenas, conocido como sistema de exportacion
tipo I1I (8). De estas proteinas, Flil es una ATPasa
que interacciona con los principales componentes
del flagelo que se exportan como son: la proteina
del gancho (FIgE) y la flagelina (FIiC). Por lo tan-
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to, se ha propuesto que la hidrélisis de ATP pro-
porciona la energia que se requiere en el proceso
de exportacién (9).

BIOGENESIS

Ensamblaje Flagelar

El camino morfogenético en la sintesis del flagelo
ha sido dilucidado a través de diferentes métodos,
uno de ellos es el andlisis al microscopio electréni-
co de las subestructuras que se presentan al mutar
diferentes genes flagelares. A partir de estos datos
se obtuvo la via morfolégica de ensamblaje flagelar
que se muestra en la (Fig 3). El ensamblaje procede
en una secuencia linear del extremo proximal al
distal, y se lleva a cabo con la adicién de monémeros
y no de estructuras preformadas, como sucede en el
caso de los bacteridfagos (10).

La estructura estable mds temprana es el anillo
MS que se inserta en la membrana citopldsmica; el
ensamblaje de la proteina FliF marca el inicio de la
biosintesis flagelar y forma el nicleo sobre el que
se acoplardn todos los demds componentes que se

>

® Ganchoy HAPs

® Gancho naciente @ Gancho completo ® Filamento completo

Figura 3. Via de morfogénesis flagelar. El ensamblaje del gancho requiere de la proteina FlgD que es posteriormente
reemplazada por la primer proteina de unién HAP1 (FIgK). FliK determina la correcta longitud del gancho, sefal que
permite la exportacién y ensamblaje de las proteinas tardias.
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requieren en la construccion. La siguiente estruc-
tura que se puede detectar por microscopia elec-
tronica es el anillo C, formado por el complejo del
switch (7). En seguida se incorpora el eje que es el
primer componente externo a la membrana cito-
plasmica. Como se menciond, las diferentes pro-
teinas que constituyen la estructura del eje no pre-
sentan un péptido sefial, por lo que antes de llegar
a este punto del camino biosintético, se requiere
ya de la formacion y correcta localizacion de las
proteinas que integran el aparato exportador es-
pecifico del flagelo. Las 4 proteinas que forman el
eje deben estar presentes de forma simultdnea pues
si alguna falta, éste no se forma (5,10). Reciente-
mente se identificé la actividad de la proteina FlgJ
como la de una muramidasa encargada de hidroli-
zar la capa de peptidoglicano permitiendo asi la
formacion del eje (11).

A continuacion, el gancho comienza a crecer
sobre el extremo distal del eje. hasta ser obstruido
fisicamente por la membrana externa. Para sobre-
pasar dicha barrera, se tienen que ensamblar los
anillos L y P que generan un hueco en la membra-
na por el que pasardn las subunidades de la protei-
na del gancho (FIgE). Este par de anillos externos
se une a través de un mecanismo desconocido, for-
mando un complejo cilindrico muy estable. Como
se menciond, las proteinas FlgH y Figl, a diferen-
cia de las demds proteinas flagelares que atravie-
san la membrana citopldsmica, se exportan a tra-
vés del sistema general de secrecion en el que par-
ticipan las protefnas Sec. El ensamblaje del ani-
llo P requiere ademds de la proteina FIgA. que se
cree puede funcionar como una chaperona (10).

Posteriormente, se ensambla el gancho. cuya
formacién requiere de la proteina FlgD. que se in-
corpora en el extremo distal del eje y acompana el
ensamblaje del gancho. Sin embargo, FlgD no for-
ma parte de la estructura final del flagelo, sino que
es reemplazada por la primer proteina accesoria
de unién HAP1. El gancho se elonga hasta un ta-
mafo determinado, siendo la proteina FliK la en-
cargada de regular la longitud de este polimero.
Mutaciones en el gen fliK generan ganchos de ta-
mafios anormalmente grandes denominados “poli-
ganchos” (12). Estudios recientes han demostrado
que FliK requiere ser exportada para ejercer su
funcién (13); sin embargo, atin no se comprende el
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mecanismo preciso mediante el cual actia esta
proteina.

Por ultimo, se exportan las proteinas tardias:
HAPs (FlgK, FlgL, FliD) y la flagelina. La protei-
na HAP2 acompana el ensamblaje de las subuni-
dades de flagelina en la parte distal del filamento.
Sin esta proteina (FliD), las subunidades no poli-
merizan, sino que se liberan en forma soluble al
medio extracelular, En cuanto a las proteinas Mot,
éstas pueden incorporarse tardfamente cuando el
flagelo esta ya completo, lo que ha sido demostra-
do en experimentos en los que se controla la in-
duccién de los genes mot (3.,5,10).

Para que este proceso biosintético proceda co-
rrectamente debe existir un control tanto en el or-
den de exportacién de las diferentes proteinas, co-
mo en el nimero de subunidades a ser secretadas.
Una parte de este control se da a nivel de expre-
sién génica; sin embargo, por mencionar un ejem-
plo, los genes del eje y del gancho estdn sujetos al
mismo control transcripcional, por lo que debe
existir otro mecanismo de regulacion. Se ha pro-
puesto que la estructura flagelar naciente es la que
determina cudl proteina debe exportarse; sin em-
bargo, atin se desconoce c6mo es que el aparato
de exportacion puede sensar el estado de ensam-
blaje de la estructura externa del flagelo. Esta es
una de las preguntas de mayor interés en el estudio
de la biogénesis del flagelo.

Durante esta via de morfogénesis flagelar exis-
ten varios puntos de regulacion, uno de ellos im-
plica a la proteina Flk que actda durante el ensam-
blaje de los anillos L y P (ver mds adelante) y otro
punto de control lo determina la elongacion del
gancho. Cuando la formacién del gancho se com-
pleta, existe una sefial que llega al aparato de ex-
portacion, el cual cambia su especificidad favore-
ciendo la exportacion de las proteinas tardias (14).

Regulacion Genética

Debido a la complejidad estructural y funcional
del flagelo. existen mds de 50 genes que participan
en los diferentes procesos de ensamblaje, estruc-
tura, regulacion, funcién (rotacion flagelar) y taxis
(recepci6n y transduccion sensorial). La compleji-
dad de este sistema se pone de manifiesto si se le
compara con el sistema ribosomal bacteriano, que
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es el unico que contiene un mayor nimero de
genes.

La biosintesis del flagelo es un proceso energé-
ticamente muy costoso para la célula y es por esto
que existe un estricto control de la expresién de
los genes flagelares, principalmente a nivel trans-
cripcional. Estos genes se encuentran organizados
en operones que forman un sistema coordinado de
expresion, denominado reguldn, en el que la jerar-
quia transcripcional se representa en 3 clases. Esta
regulacion se encuentra acoplada con el proceso
de morfogénesis tlagelar (Fig 4) (6,14).

Clase 1. Contiene los genes del denominado
oper6n maestro (flhC-flhD), que constituye el ex-
tremo superior de la jerarquia reguladora, siendo
el responsable de la expresién de todos los genes
flagelares. Los productos de los dos genes de este
operén forman un complejo heteromultimérico
que funciona como activador transcripcional, diri-
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giendo la transcripcion de los promotores de los
genes de la clase 2 a través de un mecanismo de-
pendiente del factor 6™. Esto explica el por qué
las proteinas FIhC y FIhD son indispensables para
la biosintesis flagelar. La expresién de los genes
clase 1 estd regulada por diferentes sefiales globa-
les como la temperatura, el grado de superenrolla-
miento del ADN, fosfolipidos, el producto génico
OmpR (que responde a cambios en la osmolari-
dad), Dnal, K, GrpE (que responden al choque tér-
mico), la divisién celular, asi como por represién
catabolica a través de los niveles de cAMP. Para
ejemplificar la importancia de este tipo de regula-
ci6n, si la concentracién de glucosa es alta, lo que
indicaria un ambiente nutritivo, disminuyen los ni-
veles de cAMP por lo que el operén maestro no se
expresa. Es decir, si la motilidad no se requiere,
las 20,000 subunidades de flagelina que se necesi-
tan para construir el filamento (que representan
aproximadamente el 8% de la proteina celular to-
tal), no se sintetizan (3,14).

FLHA-FlgM ... .
o '

N
Clase 3 £Simn

Figura 4. Jerarquia transcripcional del regulén de Escherichia coli'y Salmonella typhinurium que muestra el acoplamiento
entre expresion génica y ensamblaje flagelar, a través del sistema FliA/FIgM. La expresion de los genes de la clase 2
requiere de los productos de la clase 1 y la expresion de los genes clase 3 depende tanto de la clase 1 como de la 2.
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Clase 2. Contiene los genes que codifican para
las proteinas que forman el gancho y el cuerpo
basal, ademas de dos genes reguladores: fliA y
flgM. El gen fliA codifica para un factor de trans-
cripcidn alterno, 6°%, el cual dirige la transcripcion
de los genes de la clase 3; mientras que el gen flgM
codifica para un factor anti-sigma (15).

Diversos procesos celulares se encuentran con-
trolados por factores sigma alternos, que permiten
la expresion diferencial de un conjunto de genes
en particular. Sin embargo, este tipo de expresion
génica especifica, genera el problema de eliminar
o inactivar un factor sigma alterno cuya funcion ya
0 sea necesaria. Recientemente, el concepto de
factor anti-sigma surge como parte de un mecanis-
mo general de regulacion transcripcional en los sis-
temas procariotos. En el sistema flagelar, el factor
anti-sigma FlgM, regula negativamente la trans-
cripcién de los genes clase 3 uniéndose al factor
sigma FliA, previniendo asi que éste se asocie con
la ARN polimerasa (14,15).

Clase 3. En ésta se encuentran los genes que co-
difican para las proteinas tardias que se requieren
para la formacioén del filamento, asi como los que
codifican para las proteinas involucradas en la
quimiotaxis y aquellas necesarias para la rotacion
del motor. Dentro de esta clase. existen operones
cuya expresion depende tanto del operén maestro
como del factor sigma FliA y otros que requieren
tinicamente de ¢, como la flagelina (ver Fig 4).

La expresion de los genes se encuentra coordi-
nada con el ensamblaje del flagelo a través del sis-
tema FliA/FIgM. La delecién de cualquiera de los
genes de la clase 2 inhibe la expresion de los genes
clase 3, o dicho de otra forma, se requiere de la
expresion de todos los genes clase 2 para que se
expresen los operones clase 3. La respuesta para
esta observacién fue durante mucho tiempo un
enigma, hasta el descubrimiento de que la proteina
FlgM se exporta. La via de exportacion especifica
del flagelo fue adoptada por FigM para eliminarse
de la célula, liberando asi a FliA, que puede enton-
ces unirse a los promotores de la clase 3. Este fac-
tor anti-sigma se expele al medio de cultivo en un
estado del ensamblaje en particular, cuando con-
cluye la biosintesis del gancho (ver Fig 4). De esta
forma, si cualquiera de los genes del gancho y el
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cuerpo basal es defectuoso, FlgM se queda dentro
de la célula inhibiendo a 6**; mecanismo que evita
que la célula desperdicie su energia en la sintesis
de flagelina bajo condiciones en las que ésta no se
pueda exportar y/o ensamblar (3,15).

Otro tipo de regulacién se da durante el en-
samblaje de los anillos L y P. La formacién de
estos anillos externos se encuentra acoplada con
la traduccion de FlgM, a través de la proteina
reguladora Flk. Al sensar el ensamblaje de dichos
anillos, Flk inhibe la traduccién del ARN mensa-
jero de FlgM, a través de un mecanismo desco-
nocido. Esto incrementa la tasa 6**/FlgM por lo
que existe una transcripcién basal de fliC (flage-
lina) mientras el gancho se elonga. Una vez que
el gancho se completa, FigM sale de la célula,
permitiendo asi la sintesis de la flagelina en su
totalidad (16).

QUIMIOTAXIS

El Nado

Las bacterias se mueven a través de una serie de
nados, interrumpidos por periodos de reorienta-
ci6n. En especies multiflageladas como E. coli 'y
S. typhimurium, el nado es el resultado de la rota-
cion de cada flagelo y se produce cuando los fila-
mentos rotan en contra de las manecillas del reloj
(CCW): la reorientacion se produce por una rota-

cion de los filamentos a favor de las manecillas del
reloj (CW) (3).

Debido a que el flagelo es una hélice izquierda,
cuando los filamentos rotan en direccién CCW, se
genera una fuerza de propulsién. Los filamentos
se ordenan en una trenza unitaria que sirve como
propela a la célula, produciéndose el nado en una
trayectoria relativamente linear. Este conjunto de
filamentos logra impulsar a la bacteria a velocida-
des de hasta 40 um/s lo que equivale a aproxima-
damente 20 cuerpos celulares por segundo. Sin
embargo, al rotar los filamentos en sentido CW,
la trenza se deshace llevando a la célula a presen-
tar movimientos al azar en los que se reorienta sin
que exista desplazamiento. En la rotacion CW,
cada filamento trabaja de forma no coordinada,
generandose fuerzas en diferentes direcciones por
lo que no hay una velocidad neta (Fig 5). Por lo
tanto, ya que la direccién de la rotacion flagelar
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Figura 5. Rotacién bidireccional de los flagelos de Escherichia coli'y Salmonella typhimurium. a y b) micrografia de campo
oscuro y esquema de la formacién de la trenza propulsiva cuando los tlagelos rotan en sentido CCW. ¢ y d) cuando los
flagelos rotan en sentido CW, la trenza se deshace y el cuerpo celular se reorienta. Las flechas delgadas sefialan la direccién
de propagacién de la onda y las flechas gruesas la direccion del movimiento del cuerpo ceiular.

determina si la célula avanza o se reorienta, !a fre-
cuencia de cambio de dicha rotacién sera la base
de la respuesta tdctica (6).

El descubrimiento del fendmeno de quimiotaxis
se remonta a finales del siglo XIX, cuando Engel-
mann y Pfeffer descubrieron la taxis a oxigeno,
minerales y nutrientes organicos. Por medio de
observaciones al microscopio, estos investigado-
res demostraron que las bacterias en suspension se
acumulaban cerca de una burbuja de aire o de al-
guna sustancia quimica introducida en algin pun-
to. A su vez, en 1966, Julius Adler demostré que
las bacterias se mueven preferencialmente en la
direccidn de una mayor concentracion de tuentes
energéticas como galactosa, glucosa, dcido aspdr-
tico, treonina y serina.

En la actualidad, se sabe que el movimiento
bacteriano no es azaroso, sino que responde a di-
versos estimulos ambientales como luz, oxigeno,
pH, temperatura, presion, osmolaridad y a la pre-
sencia de diferentes compuestos quimicos. La res-
puesta a dichos estimulos se conoce con el nom-
bre general de taxis, lo que permite a la bacteria
migrar hacia ambientes mds favorables. La
quimiotaxis es entonces el proceso mediante el
cual las células migran a través de gradientes de
concentracion de sustancias quimicas atrayentes o
repelentes. Sin embargo, las dimensiones de una

bacteria son tan pequefias, que no pueden sentir
una diferencia de concentracién a lo largo de su
cuerpo celular, por lo que integran la informacién
temporalmente. comparando los estimulos senso-
riales pasados con los actuales (6,17).

Como se menciond, la respuesta tactica se basa
fundamentalmente en el control de la direccién de
la rotacion flagelar. Si existe un estimulo positivo
COmo una sustancia atrayente, habra un mayor tiem-
po de rotacion CCW, extendiéndose de esta manera
los intervalos de nado y por tanto siendo menos fre-
cuentes los episodios de reorientacién; de esta for-
ma se obtiene un desplazamiento neto hacia el am-
biente favorable. Por el contrario, en el caso de un
repelente. habrd un mayor tiempo de rotacion en
sentido CW. Estos cambios en la direccion de rota-
cion del flagelo que producen un determinado com-
portamiento de nado, se encuentran regulados por
un sistema de transduccién de sefales.

Componentes del Sistema de Transduccién

El sistema de transduccién en la quimiotaxis bac-
teriana, como el de muchos otros sistemas biologi-
cos, se encarga de convertir un estimulo extrace-
lular en una sefial intracelular dirigida a producir
una respuesta.

Los estimulos ambientales son detectados por
receptores que son homodimeros que presentan un
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dominio sensorial peripldsmico y un dominio de
sefalizacion citopldsmico, unidos a través de 4 o-
hélices transmembranales (Fig 6). Los complejos
homodiméricos siempre estdn presentes, ain en
ausencia de ligando. En E. coli y S. typhiumurium
se han identificado varios receptores, cada uno con
la capacidad de responder a diferentes estimulos y
ligandos. Por ejemplo, uno de los quimiorecepto-
res mis estudiados, cuyo dominio de unién ha sido
resuelto por cristalografia, es el denominado Tar,
que responde a uno de los atrayentes mds podero-
sos, el L-aspartato, pero también funciona como
receptor secundario para maltosa y para los repe-
lentes inorganicos cobalto y niquel. Estos recep-
tores se regulan a través de reacciones de me-
tilacién por lo que se han denominado proteinas
MCP (proteinas que aceptan grupos metilo) (6).

La senal que desencadena el proceso de trans-
duccién es la disminucidn en la ocupacidn del re-
ceptor (salida del ligando quimioefector), lo que
produce un cambio conformacional en el que se
transmite la informacién hacia el dominio de sefia-
lizacidn intracelular que a su vez regula las activi-
dades de los componentes transductores solubles.
Existen seis proteinas citopldsmicas denominadas
Che (del inglés chemotaxis): CheA, CheW, CheZ.
CheR. CheB y CheY. encargadas de transducir la

Asp @

Figura 6. Transduccién de la sefial quimiotdctica. Eventos
que ocurren desde la salida del quimioefector (aspartato)
en el receptor, hasta la fosforilacién de la proteina que re-
gula la respuesta, al interaccionar con la proteina FliM del
“switch™ flagelar.
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senal desde el receptor hasta el motor flagelar.
Este proceso involucra tanto reacciones de fosfo-
rilacion como de metilacion; CheA, CheW y CheZ
regulan el nivel de fosforilacion de CheY, quien se
encarga de interactuar con la proteina FliM del
switch flagelar, modulando las frecuencias de nado
y reorientacion; mientras que CheR y CheB modu-
lan el grado de metilacion del receptor (ver Fig 6)
(6,17).

Este sistema de transduccion presenta dos com-
ponentes principales, una proteina histidina cinasa
que se autofosforila (CheA) y una proteina regula-
dora fosfoactivable (CheY). Este es un mecanis-
mo comun en una gran variedad de procesos meta-
bélicos y se denomina sistema de sefializacion de
dos componentes.

En la via de excitacion, la liberacion del
aspartato del receptor resulta en la formacion de
un complejo ternario: Tar-CheW-CheA, que pro-
mueve la autofosforilacion de CheA, quien fos-
forila a CheY en un residuo aspartato. CheY-P
interacciona con FliM, lo que induce un cambio en
la direccién de rotacion del flagelo hacia CW
(reorientacion celular). Es decir, el aumento en la
concentracion de atrayente disminuye los niveles
de CheY-P por lo que la célula nada (rotacion
CCW) hacia la condicién favorable. La proteina
CheZ funciona como una fosfatasa que desfosfori-
la a CheY. Por su parte, el proceso de adaptacion
se encuentra asociado con la modificacion cova-
lente del receptor a través de metilacion. CheR es
una metiltransferasa dependiente de S-adenosilme-
tionina que metila al receptor cuando existe atra-
yente, mientras que CheB actida como una metiles-
terasa que es activada por fosforilacién a través de
CheA. Gracias a esto, la bacteria es capaz de sen-
tir nuevos estimulos a pesar de haber estado por
un determinado tiempo en presencia de ligandos
estimulatorios, es decir, se habitia o desensibili-
za regresando al comportamiento de nado pre-es-
timulo (17).

Para concluir, la motilidad a través de flagelos
se encuentra ampliamente distribuida en el reino
procarioto y le confiere a las bacterias una clara
ventaja adaptativa para la supervivencia en su am-
biente natural. “Las bacterias pueden vivir sin fla-
gelo, pero con flagelo, viven mucho mejor” (10).
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CASPASAS: UNA CASCADA DE PROTEASAS
IMPLICADAS EN LA MUERTE CELULAR
POR APOPTOSIS
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Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM México D.F. 04510. Fax 56-22-56-11; Correo elec-
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RESUMEN

Hoy en dia se reconocen dos formas de muerte ce-
lular, una necrética causada por factores traumd-
ticos, y otra apoptotica, que se lleva a cabo como
resultado de la activacién de un programa de muer-
te. Las primeras evidencias de la existencia de este
programa vinieron de los estudios genéticos en el
nemitodo Caenorhabditis elegans, donde se 1den-
tificé a un grupo de genes esenciales para la muerte
celular. Entre estos, el gen ced-3 resulté codificar
para una aspartil-cisteinil proteasa con similitud a la
proteasa de humano ICE (convertasa de IL-1 B).
Posteriormente, se ha descrito una larga lista de
proteasas que se han agrupado en una familia de
proteasas relacionadas a ICE y a CED-3, a las que
se llama actualmente caspasas (cisteinil-aspartil
acid proteinases). Como muchas otras proteasas, las
caspasas estdn presentes en forma de zimégenos
(pro-caspasa) hasta que una sefial las activa. Hasta
ahora, se han reportado al menos 3 mecanismos res-
ponsables de su activacion, uno llevado acabo por
la granzima B, otro dependiente de la activacion de
los receptores de TNF o de Fas y otro independien-
te de granzima B y de receptor. Una vez que las
primeras caspasas han sido procesadas y activadas,
éstas desencadenan una sefial en cascada activando
a otras caspasas. La activacién de esta cascada de
amplificacién trae como consecuencia la inactiva-
cién de un gran nimero de proteinas estructurales,
de sefializacién, reguladoras de transcripcion y del
metabolismo de 4cidos nucléicos, que desemboca
en la muerte de la célula. Los avances en este cam-
po han permitido dilucidar algunos mecanismos vi-
rales y celulares que inhiben a estas enzimas. El ba-
lance entre los mecanismos de activacién e inhibi-
cién de las caspasas estd directamente relacionado
con el control de 1a muerte por apoptosis por lo que
alteraciones en este equilibrio podrian jugar un pa-
pel importante en la aparicién y evolucion de enfer-
medades degenerativas.

PALABRAS CLAVE: apoptosis, proteolisis,
TNF, FAS

ABSTRACT

Currently two types of cell death processes have
been described, necrosis, caused by traumatic
factors and cell poisoning, and apoptosis, a
physiological process that results from the
activation of a genetic program for cell death. The
evidences that demonstrated the existence of such
a program came from studies on Caenorhabditis
elegans. In this nematode, a group of genes were
identified that are necessary for cell death to occur.
ced-3 is one of these proapoptotic genes that
encodes an aspartil acid protease with homology
to the human Interleukin-1(3-Converting Enzyme
(ICE). Today a large family of such proteases,
called caspases (cisteinil-aspartil acid proteinases)
has been identified. Like many other proteases, the
caspases are synthetized as inactive proenzymes
until they are activated by proteolytic processing.
There are at least 3 mechanisms responsible for
caspase activation: one through granzyme B.
another induced by TNF receptors or Fas, and the
last one is independent of ligand or granzyme B.
When caspases are activated a signal cascade is
turned on which activates other caspases. As a
consequence of this activation there is the
proteolytic processing of many structural,
signaling and transcriptional regulatory proteins.
The cleavage of these proteins leads to cell death.
Current advances in this field have uncovered
some viral and cellular mechanisms that inhibit
caspases and block apoptosis. The imbalance
between the activation and inhibition of caspases
appears to have a strong impact in the loss of con-
trol of apoptotic cell death associated with
degenerative diseases.

KEY WORDS: apoptosis, proteolysis, TNF, FAS
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INTRODUCCION

A principios de los 70’s Kerr, Wyllie y Currie (1).
describieron que existen al menos dos formas dis-
tintas de muerte celular: la necrética, cominmente
rapida y ocasionada por factores traumaticos, y la
que ellos llamaron apoptosis, la cual es mas pro-
longada y morfologicamente distinta. Actualmen-
te, sabemos que existe una serie de diferencias
morfoldgicas, bioquimicas y moleculares entre am-
bos tipos de muerte, entre las que destaca la acti-
vacion de las caspasas.

La apoptosis es un proceso importante en una
amplia variedad de sistemas biolégicos como son:
el recambio normal de células (piel, intestino), el
desarrollo del sistema inmune, la eliminacién de
c€lulas infectadas con virus. el desarrollo embrio-
nario, la metamorfosis y la atrofia hormono-depen-
diente. En este ultimo caso la sobrevivencia de las
cé€lulas depende de una hormona o un factor tréfi-
co como es el caso de las neuronas simpaticas que
requieren del factor de crecimiento neural (NGF).
En general, la muerte celular apoptética ocurre en
dos fases: primero hay una fase de activacién du-
rante la cual la célula queda comprometida a mo-
rir, seguida por una fase de ejecucion, en la cual se
pueden observar los cambios mds dramaticos de la
muerte celular. Mientras que la fase de activacion
presenta muchas variantes, la fase de ejecucidn tie-
ne caracteristicas comunes en casi todos los tipos
celulares. En la dltima etapa de esta fase se ha pro-
puesto la participacién de diferentes proteasas ta-
les como: las calpainas, las serinil proteasas y las
enzimas que conforman al proteasoma.

Dos observaciones llevaron a proponer que una
0 varias proteasas juegan un papel importante en
el control o ejecucion del programa de muerte. Por
una parte, la muerte celular programada en neuro-
nas simpdticas y de precursores de linfocitos By T
puede prevenirse, o al menos retrasarse por la adi-
cién de inhibidores de proteasas (4).

Por otra parte, los estudios hechos por el grupo
de Horvitz, revelaron la existencia de un progra-
ma de muerte celular en el desarrollo normal del
nemdtodo Caenorhabditis elegans, en el que par-
ticipan varios genes cuya expresién es esencial
para que este proceso ocurra. Uno de estos genes,
denominado ced-3, result codificar para una
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aspartil-cisteinil proteasa, la cual muestra gran si-
militud con la proteasa de mamiferos ICE, respon-
sable de la maduracién proteolitica de la inter-
leucina-1 (IL-1B )(2). Mas atin, por medio de
experimentos de complementacion genética de
nematodos carentes de genes funcionales de ced-3
se demostrd que el gen que codifica para ICE es
capaz de remplazar a ced-3 en el programa de
muerte. Estos experimentos dieron la primera evi-
dencia contundente de la participacién de una o
varias proteasas en el programa de muerte celular.

Actualmente, a través de técnicas de biologia
molecular como el tamizaje de bancos de ADNc
con sondas de ced-3 y de ICE, o por medio de
reacciones de transcripcién reversa y amplificacién
por PCR, la familia de proteasas relacionadas con
ICE y CED-3 ha crecido y tiene ahora mds de una
docena de miembros. Con el fin de unificar la no-
menclatura a este grupo de enzimas se les ha lla-
mado caspasas (cisteinil-aspartil acid proteinases)
por tratarse de proteasas dcidas que tienen un resi-
duo de cisteina en el sitio activo y que reconocen
un residuo de dcido aspartico en el sitio de corte
(Tabla Iy Fig 3) (3).

GENERALIDADES

Excepto por las caspasas -8, -9, -10 y -12, las de-
mds enzimas presentan conservada la secuencia del
sitio activo alrededor de la cistefna que cataliza la
hidrélisis del enlace peptidico (Tabla I). Sin em-
bargo, el uso de péptidos con fenil-metil-cetonas
(fmk) como inhibidores especificos de la reaccion,
ha permitido distinguir una enzima de otra. con
base en la susceptibilidad a los diferentes péptidos
inhibidores que portan este grupo fmk en su extre-
mo carboxilo (Tabla I).

Al igual que muchas otras proteasas, las
caspasas se sintetizan como ZImoOgenos inactivos,
los cuales son activados por protedlisis, proceso
que permite la maduracién a proteinas con plena
actividad enzimadtica.

Las caspasas maduras estdn constituidas por una
subunidad grande de aproximadamente 20 kDa,
que contiene el sitio activo y una subunidad pe-
quefia de 10 kDa importante para la actividad
enzimdtica (Fig 1 A). Ambas subunidades resultan
de un mismo zimégeno que requiere de al menos
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TABLAI

MIEMBROS DE LA FAMILIA DE LAS CASPASAS

SITIO SECUENCIA CrmA
CASPASA PM HUMANAS MURINAS ACTIVO DE CORTE Y D Z
1 46 ICE ICE QACRG WFKD-S, 4+ ++ - +
FEDD-A
2 47 ICHI IHO-F/ QACRG DQQD-G, + - ++ -
NEDD2 EESD~ A
3 32 CPP32/YAMA/ [HO-D QACRG IETD-S + ++ +++ ~
APOPAINA
4/11 43 ICE,,, W/ICH2/ THO-A/ QACRG WRVD.S, +++ - - +
ICH3 LEED. A
5 ICE i AI/TY QACRG WRVD.S, ? 7 ? /
LEAD-S
6 32 Mch 2 [HO-E QACRG DVVD.N, ++ - +4+ ++
TEVD.A
7 36 ICE LAP3/Mch3/ [HO-B QACRG IQAD-.S + - +++ -
CMH-1
8 55 MACH/Mch5/ QACQG VETD.S, +++ ? ? +++
FLICE LEMD-. S
9 46 ICE LAP6/ QACGG DQLD-A ? ? ? ?
Mché
10 55 Mch4 QACQG SQTD-.V, + ? ? ?
IEAD.A
12 48 Mch4 QACRG 7? ? 2 ? ?
H 31 IHO-H QACRG 7 ? ? ? ?

En la 1° columna se presenta el nimero o letra con la que se designa hoy en dia a cada miembro de la familia; la 2
columna presenta el peso molecular (kDa) de los zimogenos; la 3° columna, los nombres dados originalmente a las
caspasas humanas; la 4* columna, las enzimas homélogas descritas en ratén. Las letras ACDEFGIKLMQRSTVW corres-
ponden a las abreviaturas convencionales de aminodcidos. El residuo de cisteina catalitica aparece en negritas en la
sequencia QACRG. Las letras seguidas de la flecha indican el enlace peptidico que escinde la enzima. En las dltimas
columnas se presenta la susceptibilidad de cada enzima a ser inhibida por la serpina de origen viral crmA o por los
péptidos sintéticos YVAD (Y), DEVD (D) y zVAD (Z). Inhibicién potente (+++), inhibicién media (++). inhibicién pobre

(+). sin efecto (—). inhibicién no conocida (7).

dos cortes proteoliticos para su maduracion. El
primer corte elimina un pro-dominio en el extremo
amino del zimégeno y el segundo corte genera las
dos subunidades que conforman el sitio activo (4).
Con base en la estructura de los zimogenos las
caspasas se han clasificado en tres grandes grupos
o subfamilias (Fig 1B).

MECANISMO DE ACTIVACION DE CAS-
PASAS O CASCADAS DE PROTEASAS

Las cascadas de proteasas son sistemas de amplifi-
cacién, en los que un estimulo inicial activa a un
zimégeno favoreciendo su maduracion a una enzi-
ma activa. El primer grupo de enzimas activa a un

segundo grupo de zimdgenos y asi sucesivamente,
amplificando el estimulo. Otro ejemplo de un sis-
tema de amplificacion de proteasas similar a éste,
estd representado por la activacion del sistema de
complemento que lleva a la coagulacion.

Se han descrito 3 vias de activacion (5,6). La
primera resulta de la activacion de caspasas casca-
da arriba, ya sea por las mismas caspasas o por la
enzima granzima B (5), la cual es la tinica proteasa
de mamiferos capaz de procesar pro-caspasas de
forma especifica. Esta enzima es producida por
linfocitos T citotéxicos y explica en parte la alta
eficiencia citotdxica de estas células. La segunda
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Figura 1A). Organizacién proenzimdtica de las caspasas. Las caspasas se sintetizan como zimdgenos, que pueden tener un
propéptido (P) en su extremo amino, y 2 subunidades, una pequefia (SP) y una grande (SG) que algunas veces estin separa-
das por una secuencia espaciadora. Las enzimas activas son heterotetrimeros compuestos por 2 subunidades grandes y 2
subunidades pequefias. La caspasa-8 y la caspasa-10, poseen un dominio de muerte asociado a Fas denominado FADD, del

inglés “Fas Associated Death Domain (DM)”.

es a través de apoptosis inducida via receptor,
como ocurre al estimular receptores de la familia
de receptores de citocinas parecidas al TNF; como
a Fas/CD95/Apol, al receptor de TNF p55, a
DR3/TRAMP/wsl-1/Apo3/LARD/AIR o a DR4/
TRAIL-R1/Apo2 (4-6). Estos receptores contie-
nen dominios de interaccién proteina-proteina de-
nominados dominios de muerte en su regién intra-
celular, los cuales acoplan a pro-caspasas via mo-
léculas adaptadoras. El sistema que mejor se ha
caracterizado es el del receptor Fas, donde la acti-
vacion de los dominios de muerte causa el recluta-
miento de la pro-caspasa-8. Cuando esta pro-
caspasa se une al dominio de muerte de la proteina
FADD que a su vez se encuentra acoplada al re-
ceptor, la caspasa-8 es activada, probablerente
por autoprocesamiento (Fig 2). La tercera via por

la cual las caspasas pueden ser activadas requiere
de la translocacién de citocromo ¢ de la mitocon-
dria hacia el citoplasma y puede ocurrir en respues-
ta a un aumento en la produccion de radicales li-
bres (estrés oxidativo), un aumento en la concen-
tracion de calcio [Ca’*] en el citoplasma o la ex-
presion de proteinas proapoptéticas como Bax (7-
10). Este evento es tal vez una sefial comdn en las
vias apoptéticas independientes de receptor. Una
vez en el citosol, el citocromo ¢ interactda con fac-
tores activadores de apoptosis (Apaf). El comple-
jo formado incluye a la pro-caspasa-9, la cual es
entonces procesada a la forma activa por autoca-
talisis. La funcion especifica de la caspasa-9 pare-
ce ser la activacion de la caspasa-3 que se conside-

ra como la caspasa central en la fase de ejecucién
(Fig 2) (7).
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Figura 1B). Dendograma de caspasas con base en un 4nalisis filogenético de caspasas de ratén (m) o caspasas humanas (h),
originadas a partir de un ancestro tipo CED-3. En la misma figura las caspasas son agrupadas en subfamilias, por lo que las
caspasas-1, -2 y -5 humanas y -1, -11 y -12 de raton pertenecen a la subfamilia 1; la subfamilia 2 estd integrada por las
caspasas -3, -6, -7, -8, -9 y -10 humanas y -3, -6 y -7 de ratén, asi como por CED-3 de Caenorhabditis elegans: la subfamilia
3 estd representada por las caspasa-2 humana y de ratén (tomada de la referencia 3).

Las primeras caspasas que se activan en res-
puesta a estimulos extracelulares apoptoticos
como el TNF o el ligando de Fas son las caspasas
-8 y -10. Estudios in vitro e in vivo realizados con
protefnas recombinantes en los que se valor6 la
capacidad de diversas caspasas para procesar los
zimégenos de otras caspasas, reveld que las
caspasas -8 y -10 pueden activar a zimégenos de
las caspasas -1 y -3 (4). Estos estudios coinciden
con la proposicién de la existencia de dos etapas
del proceso de muerte en las que se requiere la
activacion de caspasas: La primera es una etapa
temprana de activacién o de compromiso del pro-
ceso de muerte y en ella se activan las caspasas -8
y -9. La segunda etapa se encuentra en un punto
tardio del programa al que también se le denomina

fase de “ejecucién’’; en esta etapa se requiere de la
activacion de las caspasas -3 y -7. En ambas eta-
pas la activacién de las caspasas es secuencial
como se ilustra en la Figura 2.

MECANISMO DE REACCION

Las proteasas rompen enlaces peptidicos en los
extremos y en el interior de la cadena de las
proteinas que les sirven como substratos. Depen-
diendo del tipo de proteasa la actividad puede ser
inespecifica cortando cualquier enlace peptidi-
co o bien estar restringida a la vecindad de se-
cuencias especificas. Desde este punto de vista
las caspasas pueden ser consideradas como enzi-
mas de restriccién ya que catalizan la hidrolisis
de un enlace peptidico s6lo cuando se encuentra
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Figura 2. Secuencia de activacién de las caspasas y su participacion en la transduccion hacia la apoptosis. Representacion
esquematica de sefiales apoptdticas que inducen la activacién de caspasas tales como: drogas (staurosporina). agentes que
danan al ADN (etopésido, irradiacién v, UV etc), y factores apoptoticos como TNF o FAS (ligando). los cuales producen su
sefializacion a través de receptores de membrana (TNF-R1 o Fas/CD95). que a su vez interactdan con proteinas intracelulares
con dominios de interaccién proteica denominados también de muerte (DD) como la proteina TRADD, y/o dominios efectores
de muerte (DED), como las proteinas FADD y la pro-caspasa-8 (MACH/FLICE). finalizando con la activacion de la caspasa-
8. la cual puede activar a todas las caspasas conocidas por procesamiento proteolitico. La caspasa-10 quizd sea activada por

factores que dafian al ADN, y también es capaz de procesar

a todas las caspasas conocidas, La caspasa-9 es activada a través

de la liberacién mitocondrial de citocromo c/Apaf 2 ( C ) y factores activadores de apoptosis (Apaf), que se asocian a Apaf
3 que es la pro-caspasa-9. En la misma figura se representan a inhibidores de la apoptosis y el punto en el que inhiben (L):
estas proteinas son Bel-2, Bel-X , CrmA, FLIP, IAP y el péptido zVAD (véase inhibidores de caspasas en el texto). Parte de
este esquema estd basado en estudios in virro con caspasas y proteinas recombinantes, y requiere confirmacion en sistemas

celulares intactos.

proximo a un residuo de dcido aspértico dentro
de una secuencia especifica (Tabla I). Estas enzi-
mas tienen un sitio que reconoce a la secuencia
diana y un sitio activo en cuyo centro catalitico se
encuentra un residuo de cisteina y uno de histidi-
na (4). El sitio que reconoce al residuo de dcido
aspdrtico es el que le confiere especificidad a la
enzima y permite que se una al péptido de mane-
ra tal que el enlace peptidico que debe ser hidroli-
zado quede alineado con el sitio activo (Fig 3).

La reaccién sigue un mecanismo comtn a las
enzimas que presentan un residuo nucleofilico en
su centro catalitico, como son los residuos de
cisteina, serina e histidina. Estos residuos presen-
tan un orbital con un par de electrones responsa-
bles de llevar a cabo un ataque nucleofilico sobre
el enlace peptidico, considerado como un paso cri-
tico para la catalisis. El rompimiento del enlace
peptidico ofrece una gran barrera energética que
es salvada por medio de la formacién de un enlace
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covalente entre el grupo tiol del residuo de cisteina
con el grupo carbonilo del enlace peptidico que es
hidrolizado. El intermediario covalente que se for-
ma es la enzima unida al grupo acilo del péptido ya
cortado. Este intermediario es inestable y por tan-
to mds propenso a reaccionar con un hidroxilo que
sirve como el aceptor final del grupo acilo de |
que serfa el enlace peptidico sin alteracion. Por
esta razon, las caspasas, al igual que la mayoria de
las proteasas son en realidad enzimas que transfie-
ren grupos acilo, mds que simples hidrolasas. A
este grupo de acil transferasas pertenecen protea-
sas, como la papaina e incluso otras enzimas como
la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa o la
acetil CoA transferasa.

SUSTRATOS CELULARES DE LAS CAS-
PASAS

La activacion de pro-caspasas durante la muerte
celular apoptética ha sido relacionada con el rom-
pimiento de proteinas citoplasmaticas y nucleares.
Actualmente, es dificil ofrecer una lista completa
de todas aquellas proteinas que son procesadas por

Sitio de reco-
nocimiento de
la secuencia
diana

O—C o~
H CH 0]

ASp 1 :: f*-

H th OH RS 0
1 2
— Trp-Phe-Lys ~-N-CH- C""'{"""N -CH-C - NwCH C -Ra

"“'“*H .OH
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caspasas, puesto que a cada momento se conocen
nuevos sustratos. En la Tabla II presentamos una
lista de algunos de los sustratos mejor caracteriza-
dos que se han agrupado en proteinas estructura-
les, proteinas de sefhalizacién, proteinas regulado-
ras de transcripcion y proteinas involucradas en el
metabolismo de ADN/ARN (11). En esta lista se
omiten algunas proteinas como la IL-1J3, 1a cual es
procesada por la caspasa-1 pero cuyo procesa-
miento es importante en la respuesta inmuno-
l6gica, y proteinas que son degradadas durante la
muerte celular pero cuya protedlisis no ha sido
atribuida a caspasas, como la proteina NuMa, un
componente de la matriz nuclear, ni las topoiso-
merasas [y II.

Durante la fase de ejecucion de apoptosis las
caspasas parecen tener un efecto redundante, ya
que estas procesan a los mismos sustratos, por lo
que no se sabe si in vivo existen caspasas especifi-
cas para un sustrato determinado. Muchos de los
sustratos que se presentan en la Tabla II son pro-
cesados por las caspasas -3, -7.

-

S O=C-0"

HCHO
§ ¢ il

N-CH-C

Figura 3. Mecanismo de corte de una caspasa, mostrando el papel de un residuo de dcido aspartico (Asp) y de uno de
histidina (His) en la activacién del residuo de cisteina (Cys). responsable del ataque nucleofilico sobre el carbonilo del
enlace peptidico que sigue un residuo de dcido aspdrtico en el péptido substrato.
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Por otro lado, con base en la progresion de
eventos hacia la muerte celular podriamos cate-
gorizar a los sustratos de las caspasas en 3 grupos:
a) otras caspasas, b) proteinas celulares que nece-
sitan ser inactivadas para que la muerte celular
ocurra, y ¢) proteinas celulares cuya activacion es
requerida para la ejecucién de la muerte celular. El
primer grupo incluye a las formas proenzimaticas
de las caspasas (las pro-caspasas-1, 3, 6. 8, 10 etc).
El segundo grupo de sustratos incluye a la poli-
ADP-ribosil polimerasa (PARP), la ribonucleopro-
teina pequefia Ul (U1-70 KDa), la cinasa de pro-
teinas dependiente de ADN (DNA-PK), el inhibi-
dor de la disociacion de GDP tipo 4 (D4-GDI), el
producto del gen de retinoblastoma (RB), fodri-
nas, actina y laminas. La actividad proteolitica de
las caspasas sobre estas proteinas resulta en su
inactivacion funcional, lo cual tal vez sea critico
para la progresion hacia la muerte celular. PARP,
Ul1-70 Kda, DNA-PK son proteinas que partici-
pan en la reparaciéon de ADN e intervienen en el
empalme de ARNm, mientras que D4-GDI es re-
querida para la sefializacion de Rho y de GTPasas
asociadas al control del citoesqueleto. La proteina
RB participa en la regulacion del ciclo celular. Fi-
nalmente, la fodrina, la actina y las ldminas nuclea-
res son componentes estructurales importantes y
necesarios para mantener la forma e integridad de
la célula, por lo que la inactivacién proteolitica de
estas moléculas del citoesqueleto podrian explicar
los cambios en el volumen y forma de la célula
apoptdtica y la involucién nuclear. El tercer gru-
po de proteinas estd representado por elementos
que participan como efectores en cascadas de
transduccion. Dentro de estos sustratos tenemos
a cinasas de proteinas como PKC({, PKC,
MEKKI, PITSLRE, SREBPP 1 y 2 y el Factor
de Fragmentacion de ADN (DFF) (5,12). Se ha
propuesto que la inactivacion de estas cinasas es
un paso importante en la implementacién del pro-
grama de muerte.

INHIBIDORES DE CASPASAS

Modificador de la actividad de citocina tipo A
(CrmA): La identificacion de proteasas especifi-
cas involucradas en vias apoptdticas dependientes
de receptor (TNF-R1 o Fas) se ha facilitado con
la identificacion de inhibidores de la muerte celu-
lar de origen viral y celular, asi como con el uso de
inhibidores sintéticos (5). Los inhibidores de cas-
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pasas identificados en estos experimentos, corres-
ponden a productos de genes virales que previe-
nen la muerte de la célula hospedera. Una nueva
clase de genes virales cuyos productos inhiben de
forma efectiva la apoptosis, corresponde a CrmA
del virus de la viruela (2). CrmA es una proteina
de 38 kDa perteneciente al grupo de inhibidores
de serinil proteasas (serpinas) que puede bloquear
la muerte celular apoptética mediada por TNF o
FAS, aparentemente por formar un complejo esta-
ble con diferentes tipos de caspasas (Fig 2) (4).
CrmA fue descrito originalmente como un inhibi-
dor especifico de la convertasa de IL-13 (ICE)
ahora llamada caspasa-1. La inhibicién de la casp-
asa-1 es un mecanismo que utiliza el virus de la
viruela para evitar que la célula hospedera pueda
producir IL-1, citocina importante en la respues-
ta inmunoldgica, y muerte autoinducida. Actual-
mente se sabe que CrmA tiene la capacidad de blo-
quear la muerte celular muy probablemente por
inhibir una o mds caspasas. Mientras que CrmA es
un pobre inhibidor de CED-3 y de la caspasas-10,
es muy efectivo para la caspasa-8. Para bloquear
la muerte celular mediada por FAS o TNF se nece-
sitan bajas concentraciones de CrmA: sin embar-
go, para bloquear la actividad proteolitica de las
caspasas -3 o -7 se requiere de concentraciones
mucho mds altas. Las caspasas -3 y -7 se hacen
proteoliticamente activas cuando se estimula a la
c€lula con FAS o TNF, pero permanecen como
zimégenos cuando las células expresan CrmA, aun
en presencia de FAS o TNF, sugiriendo que CrmA
inhibe a una o mds caspasas cascada arriba de las
caspasas -3 y -7. Se sabe que las caspasas-8 y -10
pueden procesarse proteoliticamente entre ellas
mismas y procesar a otras caspasas. En el modelo
actual la caspasa-8 estd en el dpice de la cascada
apoptotica siendo la primera caspasa en activarse
cuando se estimula a las células con FAS o TNF, y
es una caspasa muy sensible a la inhibicién por
CrmA, mientras que para la caspasa-10 se necesita
1000 veces mds de CrmA para producir el mismo
efecto. Por lo tanto, la inhibicién por CrmA en la
via apoptética mediada por FAS o TNF se debe a
la inhibicién de la actividad enzimdtica de la cas-
pasa-8. Sin embargo, la habilidad de CrmA para
inhibir a la apoptosis es claramente dependiente
del estimulo que se use, puesto que en contraste a
la caspasa-8, la caspasa-10 implica una via que no
es sensible a CrmA.
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PROTEINAS QUE SON PROCESADAS POR CASPASAS DURANTE LA MUERTE CELULAR

PROTEINA

FUNCION

SECUENCIA DE CORTE

Proteinas estructurales
Actina

Fodrina
Gas 2
Gelsolina
Keratina 18
Laminas

Proteinas de senalizaciéon
PLA2
D4-GDI

MEKK-1

PAK?2

PITSLRE Cinasa
PKCC

Reguladores de transcripcion
MDM?2

RB

SREBPs 1,2

Metabolismo de ADN/ARN
DNA-PK

HnRNP
PARP
RFC140
UlsnRNP

Otras
Ciclina A2
DFF

Componente del citoesqueleto LVVD/N
ELPD/G
Componente del citoesqueleto ?
Componente del citoesqueleto SRVD/G
DQTD/G
Filamento intermedio VEVD/A
Componente nuclear VIED/N
Metabolismo de fosfolipidos DELD/A
Inhibidor de proteinas G DELD/S
LLGD/G
Proteina cinasa DTVD/G
Proteina cinasa SHVD/G
Proteina cinasa YVPD/S
Proteina cinasa DMQD/N
Inhibidor de p53 DVPD/C
Ensamble de complejo represor DEAD/G
Factores reguladores de SEPD/S
colesterol DEPD/s
Reparadora de ADN DEVD/N
DWVD/G
Empalme de pre-ARNm ?
Reparadora de ADN DEVD/G
Replicacion de ADN DEVD/G
Empalme de pre-ARNm DGPD/G
Mitosis DEPD/C
Fragmentacion de ADN DETD/S

Abreviaturas tomadas directamente del inglés; D4-GDI, Inhibidor de disociacién de GDP tipo 4; DDF, Factor de fragmen-
tacion de ADN: DNA-PK, Cinasa de proteinas dependiente de ADN: Gas2, Proteina especifica de arresto del crecimiento
celular de tipo 2; hnRNP-C, Ribonucleoproteina nuclear heterogenea de tipo C; MEKK-I, Cinasa MEK de tipo 1; PAK2,
Cinasa activadora de p21 de tipo 2; PARP, Poli ADP Ribosil Polimerasa; PKCC, Cinasa de proteinas CC; RB, Proteina de
retinoblastoma; RFC 140, Factor de replicacién de tipo C subunidad grande (140kDa): SREBPs, Proteinas que unen elemen-
tos en respuesta a esteroides; UlsnRNP. Ribonucleoproteina nuclear pequefia Ul (tomada de la referencia 11 ).

Proteina p35: De manera similar a CrmA el pro-
ducto del baculovirus de Autographa californica,
p35 inhibe la apoptosis en células de insecto viral-
mente infectadas (4). Ademds, las expresiones
ectépicas de p35 en Caenorhabditis elegans, Dro-
sophila melanogaster, asi como en c€lulas de ma-
mifero también inhibe a la apoptosis. Esta inhibi-
cién ha sido atribuida a un bloqueo directo de cas-

pasas, puesto que estudios recientes han sugerido
que puede inhibir a las caspasas humanas -8 y -10, a
CED-3 de Caenorhabditis elegans y a la caspasa-1
del insecto Spodoptera frugiperda. Esta observa-
cién llevo a pensar que p35 podria interactuar di-
rectamente con caspasas. En un trabajo reciente. se
demostré que p35 forma un complejo con las cas-
pasas, y que es un inhibidor directo que se une al
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sitio activo. Ademas, p35 se considera un inhibidor
especifico de caspasas, porque otras cisteinil o
serinil proteasas no son inhibidas por esta proteina
viral (14). El potente efecto anti-apoptético de p35
probablemente se deriva de su poca habilidad para
discriminar entre caspasas individuales, caso con-
trario a CrmA la cual tiene preferencia por la
caspasa-1 en la inhibicién del procesamiento de
pro-IL-1P. y por la caspasa-8 en la via apoptética.

La familia de Bcl-2 y el citocromo ¢ en la regu-
lacion de la activacién de caspasas: Bcl-2 y al-
gunos miembros de su familia (Bcl-X, , E1b19k,
CED®. Bcl-w, Bfl-1, Mel-1) son potentes inhibi-
dores de la muerte celular apoptética, lo cual hace
pensar que interviene en algin punto antes de la
activacion de las caspasas ejecutoras de muerte ce-
lular, como las caspasas -3 y -7.

La familia de Bcl-2 estd ampliamente distribuida
en distintos tipos celulares: estas proteinas se pue-
den localizar predominantemente en la parte exter-
na de la membrana mitocondrial, del reticulo
endopldsmico y de la membrana nuclear (8). Bcl-2
puede prevenir la liberacién de citocromo ¢ de la
mitocondria hacia el citoplasma o al medio externo.
La liberacion de citocromo ¢ (Apaf-2) es esencial
para la activacion de las caspasas de ejecucion (12).
Por lo tanto, la presencia de Bcl-2 en la membrana
mitocondrial ha llevado ha pensar que puede blo-
quear directa o indirectamente la liberacién de
citocromo c (12). Ademds del citocromo ¢ se sabe
que para la activacion de la caspasa 3 se requiere de
otros factores citosolicos que inicialmente fueron
designados como factores activadores de proteasas
apoptoticas (Apaf) (7). De hecho, basado en su fun-
cion, el citocromo c fue designado como Apaf-2y,
recientemente, el factor denominado como Apaf-1
se ha identificado como el homélogo de CED-4 (de
Caenorhabditis elegans), mientras que un tercer
elemento llamado Apaf-3 corresponde a la pro-
caspasa-9. Estos 3 factores forman un complejo
ternario en el citosol, cuya principal funcion es la de
activar a la caspasa-9 (Apaf-3). Otro factor que se
ha asociado a la activacion de la caspasa-3 es el fac-
tor inductor de apoptosis (AIF) que también es li-
berado de la mitocrondria junto con el citocromo c.

Otras evidencias han mostrado que Bcl-X, pue-
de formar un complejo ternario con Apaf-1y Apaf-
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3 (pro-caspasa- 9), lo cual apoya la hipétesis de
que la accién anti-apoptética ejercida por miem-
bros de la familia de Bcl-2 es evitar la translocacién
de citocromo ¢ (Apaf-2) de la mitocondria hacia
el citoplasma (13), ademds de la capacidad de
interactuar con factores apoptéticos como los tipo
Apaf. De esta forma, se establece una actividad
competitiva y de secuestro del complejo citosélico
formado por Apaf-1 y Apaf-3 (pro-caspasa-9),
evitando la activacién de la caspasa-9 e indirecta-
mente de las caspasas-3 y -7, bloqueando asi la
fase de ejecucion de la apoptosis.

Por otro lado. se ha sugerido la participacién de
vias independientes de caspasas, en las que la pro-
teina Bax (perteneciente a una familia de proteinas
pro-apoptdticas) juega un papel importante.

Inhibidores sintéticos: Con el propésito de dis-
tinguir una caspasa de otra y asi poder establecer
su orden de activacion, se sintetizaron algunos
peptidos que mimetizan los sitios de rompimiento
de las caspasas. Tales péptidos han sido quimica-
mente derivatizados con fluoro metil cetona (fmk)
un inhibidor especifico de las cisteinil aspartil
proteasas y se han utilizados ampliamente en sis-
temas in vivo e in vitro para inhibir la actividad de
las caspasas. Estos péptidos son hidrosolubles, re-
lativamente estables (vida media de 2-4 h) y gene-
ralmente pequefios (3 a 4 residuos de aminodcidos
de longitud) e incluyen a zZVAD-fmk (bensiloxicar-
bonil-Val-Ala-Asp-fluoro metil cetona), DEVD-
fmk (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-fluoro metil cetona),
YVAD-fmk (acetil-Tyr-Val-Ala-Asp-fluoro metil
cetona) y VEID-fmk (acetil-Val-Glu-Ile- Asp-fluo-
ro metil cetona) (Tabla I) (5). Las secuencias de
estos péptidos estd basada en los sitios de recono-
cimiento de los diferentes tipos de caspasas por
sus sustratos. Por ejemplo, YVAD-fmk estd basa-
da en el reconocimiento de la caspasa-1 por el
sitio de corte en pro-IL-13, DEVD-fmk est4 basa-
da en el sitio donde la caspasa-3 rompe a PARP, y
VEID-fmk estd basada en el reconocimiento del
sitio de fragmentacién de la ldmina -B1 por la
caspasa-6. El péptido zVAD-fmk inhibe la muerte
celular apoptética en una etapa temprana, puesto
que interfiere con la aparicion de muchas caracte-
risticas que marcan la muerte celular por apopto-
sis, como el rompimiento de PARP por la caspasa-
3 y la formacion de fragmentos de rompimiento
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internucleosomal del ADN. Recientemente se ha
mostrado que zZVAD-fmk inhibe el procesamiento
de las caspasas -2,-3,-6 y -7, sugiriendo que inhibe
a una caspasa que estd cerca o en el apice de la
cascada de caspasas. Bajo esta vision se ha deter-
minado que zVAD-fmk bloquea a la caspasa-8, la
cual como ya hemos dicho estd en el apice de la
cascada apoptdtica cuando es inducida via recep-
tor (TNF-R o Fas) (Fig 2). El péptido zVAD-fmk
no inhibe la muerte celular inducida por Bax. Sin
embargo, zZVAD-fmk si inhibe ciertos fenotipos de
la apoptosis como el rompimiento de sustratos
citosélicos y nucleares, y la fragmentacion de
ADN, apoyando la hipétesis de que la muerte ce-
lular inducida por Bax no requiere de la participa-
cion de caspasas.

Otros péptidos andlogos se han derivatizado con
amino metil cumarina (amc), un grupo funcional
que al ser escindido del péptido, fluoresce eviden-
ciando la actividad de caspasa. Estos péptidos in-
cluyen a YVAD-amc (acetil-Tyr-Val-Ala- Asp-ami-
no metil cumarina) y DEVD-amc (acetil-Asp-Glu-
Val-Asp-amino metil cumarina). Por tanto, la acti-
vidad de las caspasas puede ser medida porla in-
tensidad de fluorescencia producida por el produc-
to de la amino metil cumarina (4).

Inhibidores de proteinas apoptéticas (IAP): Du-
rante las infecciones virales es comun observar el
abatimiento de la actividad de caspasa. Como ya
hemos mencionado dos de las proteinas virales que
han sido ampliamente estudiadas son p35 de
baculovirus y CrmA del virus de la viruela, lo que
ha llevado a especular que deberian existir equiva-
lentes funcionales de estos inhibidores de protea-
sas en mamifero.

Los inhibidores de proteinas apoptoticas (IAP)
son una familia de proteinas anti-apoptoticas que
se encuentran conservadas entre varias especies
(15). Los primeros miembros de esta familia fue-
ron identificados en baculovirus (Cp-IAP y Op-
IAP). El primer IAP humano identificado fue el
inhibidor de proteinas apoptdticas neuronal (NAIP),
y fue aislado basandose en el proceso neuro-
degenerativo de la atrofia musculo-espinal (SMA).
En varios individuos con esta enfermedad se ha
observado la eliminacién del gen naip, predomi-
nantemente en aquellos con una forma severa de la
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enfermedad. Posteriormente, se aislaron 4 IAP’s
humanos (c-IAP-1, c-IAP-2, X-IAP y sobrevi-
vina), y 2 en Drosophila (DIAP-1 y DIAP-2). De
manera similar a sus contrapartes virales, cuando
los TAP s humanos se expresan ectopicamente en
células de mamifero pueden inhibir a la apoptosis
inducida por una variedad de estimulos. Sin em-
bargo, X-IAP, cIAP-1 y cIAP-2 son especificas
para las caspasas -3 y -7, pero no para las caspasas
-1, -8 y -10. Por lo tanto, la selectividad de estos
IAP’s sugiere que pueden bloquear algunas vias
apoptoticas pero no todas.

Recientemente se ha demostrado que XIAP,
cIAP-1y cIAP-2 pueden bloquear la activacion de
la caspasa-9 dependiente de citocromo ¢: lo que
previene la activacion de las caspasas -3, -6 y -7.
En contraste, XIAP, cIAP-1 y cIAP-2 no inhiben
la proteolisis de la pro-caspasa-3 inducida por la
caspasa-8. Sin embargo, estos IAP s pueden blo-
quear la actividad proteolitica de la caspasa-3 ac-
tiva (15). Por lo tanto, estas evidencias sugieren
que los TAP s pueden bloquear diferentes vias de
apoptosis en diferentes puntos de cascada de am-
plificacion.

Proteinas inhibidoras de FLICE (FLIP): El ais-
lamiento y caracterizacion de genes celulares res-
ponsables de mediar las senales de apoptosis (por
ejemplo vias de muerte mediadas por caspasas que
involucran receptores, adaptadores y proteasas).
ha resultado en la identificacion de numerosos
genes virales que codifican a inhibidores de muer-
te. Con base en los dominios de interaccion pro-
teina-proteina, tales como los dominios de muerte
(DD) y del dominio efector de muerte (DED) se
han identificado algunos blancos potenciales de
inhbidores virales. Basados en esta observacion,
se han desarrollado bancos de datos como un in-
tento para identificar nuevos genes con dominios
que presenten similitud a DED (9). Varios genes
virales codifican proteinas con secuencias relacio-
nados a DED capaces de interactuar con el domi-
nio de muerte asociado a Fas (FADD) y/o con el
prodominio de muerte de la caspasa-8 (FLICE)
cuando se expresan ectopicamente en células de
mamifero. Con base en esta caracteristica se han
denominado proteinas inhibidoras de la proteasa
FLICE (FLIP’s) (5). Las similitudes entre las
caspasas -8 y -10, incluyendo su prodominio ha
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llevado a proponer que estos genes virales tam-
bién podrian inhibir la sefial apoptética mediada
por la caspasa-10.

Como se habia pensado en un principio, existen
FLIP’s celulares que ahora han sido identificadas.
Una de ellas denominada FLIP pequena (FLIPs),
contiene dos dominios DED que son parecidos a
la forma viral. La FLIP_ también puede bloquear
de manera eficiente la muerte celular inducida por
todos los receptores de muerte que se conocen.
Sin embargo, en contraste a las FLIP s virales, se
ha identificado una proteina humana mas grande
llamada FLIP grande (FLIP, ). que ha sido llamada
proteina relacionada a la caspasa-8 (Casper),
inhibidor de FLICE (I-FLICE) y proteina homélo-
ga a caspasa (CASH). Ahora se sabe que FLIP, /
Caspeh’l FLICE/CASH es generdda por empalme
alternativo, y que contiene los mismos dos domi-
nios DED encontrados en la FLIP_, mds un domi-
nio tipo caspasa en el cual un readuo de tirosina
ocupa el lugar que normalmente ocupa el residuo
de cisteina en el sitio activo. La funcion exacta de
la FLIP, es controversial, ya que 2 grupos repor-
tan por separado que su sobreexpresion induce o
potencia la apoptosis, mientras otros reportan que
efectivamente inhibe la muerte. Estas diferencias
quizd sean debidas al tipo celular empleado, y a los
niveles de expresién de la proteina. Un trabajo re-
ciente indica que la sobreexpresion a niveles no
fisiologicos de la FLIP, fue capaz de inducir muer-
te celular, mientras que a niveles mds bajos esta
actividad se pierde.

Debido a la similitud en secuencia entre los
FLIP’s y la caspasa-8, se ha propuesto que el me-
canismo de inhibicién de apoptosis es debido a que
probablemente los FLIP’s compitan con la pro-
caspasa-8 en la union con su cofactor, FADD, pre-
viniendo as{ su activacion.

EVOLUCION DE LA CASCADA DE CAS-
PASAS

La sintesis y degradacién de polipéptidos ha re-
presentado un paso critico en la evolucién enzi-
matica, si consideramos que en la actualidad, la
mayor parte de las funciones celulares requieren
de péptidos y proteinas. Por lo tanto, las proteasas
representan uno de los grupos enziméticos mas
antiguos.
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En los eucariotos superiores, la degradacién de
proteinas se lleva a cabo por complejos protéicos
que contienen proteasas y proteinas reguladoras,
los cuales les permiten distinguir a las protefnas
que deben ser degradadas por medio de sistemas
de identificacién como la ubiquitinacion.

En contraste con las proteasas presentes en el
proteasoma, que llevan a cabo la degradacién
completa de una proteina, las caspasas hidrolizan
enlaces peptidicos solo en la vecindad de residuos
o0 secuencias determinadas (Tabla I).

La participacién de proteasas de la familia de
las caspasas en la muerte celular programada apa-
recié probablemente con los primeros organismos
multicelulares complejos como sugiere el hecho de
que CED-3/ICE/Caspasa-1 se encuentre presen-
te en el nematodo Caenorhabditis elegans: cabe
mencionar que el andlisis genético de los genes que
participan en el programa de muerte de Caenor-
habditis elegans no ha demostrado la existencia
de otra caspasa ademds de CED-3. La importan-
cia de las proteasas en este proceso parece estar
reflejada en el hecho de que en mamiferos se ha
demostrado que mds de § de estas enzimas parti-
cipan en el proceso (las caspasas -2, -3, -4, -11, -6,
-7.-8. -9y -10). La diferencia entre una caspasa y
ocho de ellas, entre nemdtodos y mamiferos sugie-
re una diversificacion de la funcién original dando
lugar a un mayor grado de control de la apoptosis
a distintos niveles.

PERSPECTIVAS

Existen dos tipos de problemas en las enfermeda-
des asocidas a una alteracién en la regulacién de
la muerte celular por apoptosis: aquellas que
involucran una apoptosis excesiva causando dafio
a tejidos normales asociadas a enfermedades
degenerativas, y aquellas en las que la apoptosis
no se lleva a cabo, pr0p1c1ando el crecimiento de -
un tejido maligno.

Para utilizar una terapia adecuada en enferme-
dades que se originan en la pérdida de la regula-
cién de la apoptosis se necesita un mejor entendi-
miento del papel que juega cada una de las
caspasas en la maquinaria apoptética en diferentes
tejidos. Para los casos de enfermedades degenera-
tivas en las que se presenta apoptosis excesiva una
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alternativa es la utilizaciéon de inhibidores de las
caspasas. Estos inhibidores deben ser especificos,
estables y permeables a la membrana celular. Esta
estrategia podria evitar la muerte excesiva en teji-
dos normales.

Para procesos cancerosos que resultan de la in-
terrupcién de la muerte por apoptosis podria apli-
carse una estrategia complementaria. Una alterna-
tiva, es la posibilidad de generar un tratamiento
que active caspasas de forma directa. También
podrian activarse a los receptores de muerte que
promueven la activacién de caspasas. El inconve-
niente a salvar consiste en evitar que otras c€lulas
normales que también expresan los mismos recep-
tores de muerte, respondan. Otra drea de estudio
se desprende de la observacion de que oncoprotei-
nas que alteran el control del ciclo celular como
p53 puedan activar caspasas e inducir apoptosis.

En resumen, se han realizado progresos impor-
tantes sobre el entendimiento de las propiedades
estructurales y cataliticas de las caspasas y su con-
tribucidn a la apoptosis. La meta para futuras in-
vestigaciones consiste en entender la regulacion de
estas enzimas y de sus inhibidores, lo que podria
facilitar la manipulacién racional de la maquinaria
apoptética para aplicaciones terapéuticas en cédn-
cer, lupus y enfermedades neurodegenerativas.
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RESUMEN

La concentracion mitocondrial de cationes con-
trola un gran nimero de funciones metabdlicas. Se
ha demostrado que la concentracién de calcio li-
bre dentro de la mitocondria [Ca*’];y modula la
piruvato deshidrogenasa, asi como el ciclo de los
acidos tricarboxilicos en respuesta a demandas
energéticas de los tejidos. Recientemente se ha
descrito un nuevo sistema de transporte para cal-
cio, que responde a pulsos de este catién prove-
nientes del citosol y que regula pasos metabdlicos
dependientes de calcio dentro de la mitocondria.

El mantenimiento de la homeostasis mitocon-
drial y de otros cationes como el magnesio (Mg™),
€s muy importante ya que actia como cofactor en
un gran nimero de reacciones dentro de la matriz
mitocondrial. El potasio (K*) juega un papel cru-
cial en el control del volumen mitocondrial. La
concentracion de sodio (Na“)en el citosol (5-10
mM) es mucho menor que la de potasio, por lo que
se ha sugerido que este i6n se utiliza para contro-
lar 1a concentracién de otros iones como el calcio.

PALABRAS CLAVE: mitocondria, cationes
inorgdnicos, transportadores

ABSTRACT

Mitochondrial cation concentrations control a
number of vital mitochondrial functions. It has been
shown that the concentration of free calcium [Ca**]my
regulates pyruvate dehydrogenase and the
tricarboxylic acid cycle in response to increased tissue
energy demands. Recently, a new mechanism for
calcium uptake in reponse to physiological cytosolic
Ca’* pulses has been described, which results in the
regulation of mitochondrial metabolism.

The maintenance of mitochondrial homeostasis
of other cations such as Mg** is very important,
as it functions as cofactor for a wide range of vital
reactions in the mitochondrial matrix. K* plays an

important role in control of mitochondrial volume.
Na®, whose concentration in the cytosol (around
5-10 mM) is much lower than that of K*, probably
has a role in controlling the concentration of other
ions, such as calcium.

KEY WORDS: mitochondria, inorganic cations,
transporters

ACARREADORES Y CANALES

Los sistemas de transporte que permiten el paso
de moléculas hidrosolubles a través de las mem-
branas biolégicas, son proteinas embebidas en la
bicapa lipidica que la atraviesan totalmente, mues-
tran especificidad por sus sustratos, siguen cinéti-
cas tipo Michaelis-Menten y parecen existir en dos
conformaciones alternativas.

La fuerza que impulsa el movimiento de cual-
quier especie i0nica a través de una membrana bio-
logica puede ser generada por: un gradiente de
concentracion, por un campo eléctrico o por el flu-
Jode agua. Las fuerzas que frenan estos movimien-
tos, resultan de la interaccioén con otros iones o
moléculas que transitan a través de la membrana,
0 debido al acoplamiento quimico con reacciones
metabodlicas (1).

Los mecanismos que han evolucionado para fa-
cilitar la difusion de moléculas hidrofilicas a través
de las membranas son: la difusién simple, donde la
via de difusion es a través de la bicapa lipidica y la
difusion facilitada, que involucra la combinacién
especifica del soluto con un componente membra-
nal (2). Al proceso de difusién que opera, llevan-
do al soluto de un sitio de alto potencial electro-
quimico a uno de bajo potencial, se le conoce co-
mo transporte pasivo (difusién simple o facilita-
da). Por el contrario, muchos procesos de trans-
porte se llevan a cabo en contra de un gradiente
electroquimico y se conocen como mecanismos de
transporte activo.
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Entre los sistemas de difusion facilitada destacan
las porinas, proteinas formadoras de poros de las
membranas externas. En E. coli las porinas permi-
ten el libre paso de moléculas de 700-900 Da y en
mitocondrias de alrededor de 2000-6000 Da (2).

También se clasifica en esta categoria al acarrea-
dor de glucosa de los eritrocitos, que sin embargo
no es estrictamente un “poro”, sino un acarreador
movil, o poro con compuertas, ya que expone el
sitio activo alternadamente a cada cara de la mem-
brana (2).

Por su parte el transporte activo se clasifica en
primario y secundario. El primario involucra la
conversion de la energia luminica o de la energia
almacenada en enlaces quimicos oxidables, hidro-
lizables o susceptibles de ser reducidos, en gra-
dientes electroquimicos de protones o de otros
cationes a través de la membrana. Los tres tipos
mds importantes de esta forma de transporte son:

a) La translocacion de protones que resulta de
la orientacidon asimétrica a cada lado de la mem-
brana de los complejos que llevan a cabo reaccio-
nes de oxido-reduccién sucesivas (complejos res-
piratorios).

b) Las ATPasas, enzimas unidas a la membrana
que acoplan la hidrdlisis de ATP a la translocacion
de iones, como por ejemplo la ATPasa de Na*/K*,
la ATPasa dependiente de Ca** de reticulo sarco-
plasmico y las P-, F- y V-ATPasas.

¢) Las bombas i6nicas impulsadas por luz de
ciertas bacterias halofilicas (Halobacterium ha-
lobium).

El transporte activo secundario utiliza la ener-
gia almacenada en los gradientes i6nicos genera-
dos por el transporte activo primario; de acuerdo
a la direccion en que se mueven los solutos, estos
mecanismos se han agrupado como:

1) Los simportadores (cotransportadores) aco-
plan el transporte de dos solutos a través de la
membrana en la misma direccién. Por ejemplo, en
la mitocondria el piruvato se cotransporta con un
protén del citoplasma al interior de la matriz
mitocondrial.
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2) Los antiportadores (intercambiadores) aco-
plan el transporte de dos solutos a través de la
membrana, pero en direcciones opuestas: en oca-
siones al mecanismo se le llama “difusion de inter-
cambio”. Dos ejemplos de estos sistemas son el
intercambiador Ca**/2Na* y el translocador de
ADP/ATP.

3) Los uniportadores transfieren un soluto a tra-
vés de la membrana, que se mueve preferente en
una direccion. Por ejemplo, el uniportador de Ca**
o el uniportador de K*. En esta categoria se clasi-
fican los canales, que forman poros hidrofilicos
que atraviesan la membrana y que a diferencia de
lo que ocurre con un acarreador, siempre son si-
multdneamente accesibles de cualquier lado de la
membrana.

Los acarreadores pueden atravesar la bicapa,
pero los sitios de unién del sustrato nunca son si-
multaneamente accesibles en ambos lados de la
membrana. Debido a esta diferencia en su mecanis-
mo de accién, los acarreadores, pero no los cana-
les, pueden funcionar como intercambiadores (1).

Un acarreador requiere un entorno flexible para
funcionar, mientras que un mecanismo mediade
por un canal puede ser independiente de la fluidez
de la membrana. Ademas, las velocidades de trans-
porte de iones a través de los canales, son signifi-
cativamente mds altas que a través de un acarrea-
dor. Se han calculado velocidades de transporte
de 10° iones/seg a partir de la medicién de la con-
ductancia de Na* en axon. Los valores reportados
para el acarreador mévil de valinomicina son de
107 iones/seg; mientras que el nimero de recam-
bio para algunos transportadores no llega a las
1000 moléculas/seg, por ejemplo, la bomba de
Na*/K* transporta 140 iones/seg (2). Las constan-
tes cinéticas de algunos de los transportadores de
cationes se muestran en la Tabla I.

Transporte de calcio

El uniportador de calcio mitocondrial es respon-
sable de la rapida acumulacién de este cation en la
matriz, asi como de otros cationes divalentes como
el Sr¥*, Mn**, Ba**, Fe**, Pb** y los lantanidos (por
orden de selectividad) (3). El mecanismo de salida
de [Ca’*] presente en las mitocondrias de corazén
y de cerebro, que requieren una répida respuesta
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TABLA1

PARAMETROS CINETICOS DE ALGUNOS TRANSPORTADORES CATIONICOS DE MITOCONDRIAS

TEJIDO METODO pHo Km Vmax
(mM) nmol/mg/min
Uniportador Higado Acumulacion de Ca™
de Ca** (indicador metalocrémico)® 7.2 0.013-0.016 600-900
Intercambiador Higado Liberacién de Ca* en pre-
Ca**/H* sencia de rojo de rutenio® 2 8.4+0.6 1.2+0.1
Intercambiador Higado Salida de Ca** inducida por
Ca*/Na* Na*(indicador metalocrémico ) 7.2 K, 9.4 2.6+0.5
K('.\ 8'1
Intercambiador Corazén  Salida de H* inducida
Na*/H* de rata por Na“ (electrodo de pH)* 6.9 30 400

Los datos de esta tabla fueron tomados de: a) Gunter, K. Y Gunter, T.JBB (1994)26,471-485. b) Wingrove, D. y Gunter, T.
JBC(1986)261:15159-65; c)Wingrove, D. y Gunter, T. JBC(1986)261:15166-71: d) Kapus. A et al., BBA (1988)994, 383-

390.

metabdlica, es a través de un antiportador Ca**/
2Na*; en otros tejidos como higado y rifién, el me-
canismo de salida mas importante se lleva a cabo a
través de un antiportador Na*/H". Estos transpor-
tadores funcionan concertadamente para contro-
lar la concentracién de Ca** en la matriz (Figura 1).

Bajo condiciones fisiolégicas basales la [Ca**]¢
(citosolica) es baja, alrededor de 100 nM; después
de una estimulacién hormonal, se han observado
aumentos transitorios de la [Ca**]¢ y hasta secuen-
cias de estos aumentos pulsdtiles (4) cuyas carac-
teristicas varian, dependiendo del tipo de célula y
del agonista; en estas condiciones se han medido
pulsos que alcanzan concentraciones de 1-2 mM
con segundos y hasta minutos de duracién.
Sparagna y colaboradores (5) observaron un in-
cremento en el Ca** total después de exponer a la
mitocondria a pulsos de Ca**, similares a los ob-
servados en el citosol de hepatocitos después de
una estimulacidén hormonal. Estos autores senalan
que existe una entrada de Ca’* muy rdpida en
mitocondrias, ain a concentraciones muy bajas y
sugieren que esta entrada representa uno de los
dos estados de conductividad que puede adoptar
el uniportador de Ca**. El segundo estado de con-
ductividad seria el transporte lento de grandes can-

tidades de Ca™, en condiciones patolégicas y de
sobrecarga de Ca™".

Otra interpretacion es la existencia de micro-
ambientes citosélicos, con [Ca**]¢ de hasta 10mM,
en donde las mitocondrias se encuentran intima-
mente asociadas con los canales de Ca** de reticu-
lo endopldsmico y de membrana plasmadtica; en
esta localizacion las mitocondrias serfan capaces
de captar grandes cantidades de Ca**, cada vez que
este ion es liberado del reticulo en respuesta a una
estimulacién hormonal (6).

La técnica mds reciente y novedosa para medir
la [Ca**]y en células intactas, es la utilizacién de
la proteina recombinante aquarina. Rizzuto y co-
laboradores (7) determinaron que en reposo la
[Ca*"]m es baja (<0.2 uM), pero tras la estimula-
cién hormonal este valor se incrementa a unidades
de orden micromolar (1-3 uM). Estos valores ex-
ceden los reportados por Hansford y colaborado-
res en 1991, quienes por primera vez midieron la
[Ca’*]m en miocitos cardiacos de rata, utilizando
el indicador fluorescente indo-1, que se acumula
tanto en las mitocondrias como en el citosol. Es-
tos autores encontraron que en células no estimu-
ladas la [Ca**] es alrededor de 100 nM y en pre-
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sencia de norepinefrina se eleva hasta 600 nM. El
propio Hansford comenta las limitaciones de la
técnica con el indicador fluorescente indo-1 (8),
ya que se requiere apagar la fluorescencia citosoli-
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Figura 1. Transporte mitocondrial de cationes por unipor-
tadores (U) o por intercambiadores (I). El Na® se expulsa
de la mitocondria en intercambio con H* a través del
intercambiador electroneutral Na*/H*. El gradiente de Na*
resultante se utiliza para extraer al Ca** de la mitocondria
mediante el intercambiador Ca**/2Na*. El uniportador de
Ca™, facilita la entrada de Ca® a favor de su gradiente elec-
troquimico, en respuesta a un potencial de membrana in-
terno negativo mitocondrial, mantenido por la cadena res-
piratoria (C.R.). El Ca* interno también puede ser expul-
sado a través de un intercambiador Ca**/2H". A altas con-
centraciones de Ca™, se activa un mecanismo de permeabi-
lidad inespecifica denominado poro de la transicién de la
permeabilidad (PTP), que permite el libre paso de peque-
fios iones y moléculas mayores, a través de la membrana
interna mitocondrial y que se inhibe por el inmunosupresor
ciclosporina A. El K* entra a la mitocondria, por medio de
un uniportador sensible a ATP y glibenclamida, o por difu-
sién directa a través de la membrana. El K* interno se libe-
ra en intercambio por H*. Este intercambio es regulado por
el Mg** de la matriz. Los uniportadores de K* y Na*, sensi-
bles a rojo de rutenio. se activan al eliminar el Mg** del
citosol. Su funcidn, asi como los mecanismos que regulan
su actividad, no se han aclarado aun.
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ca exponiendo las células a Mn”* . Desafortunada-
mente, el Mn** también podria unirse al uniporta-
dor de Ca’ o a los intercambiadores de Ca®*, mo-
dificando la cinética del transporte de Ca** mito-
condrial.

Un evento clave tras el incremento en la con-
centracion de Ca** en la matriz mitocondrial, es la
estimulacion del metabolismo a través de las des-
hidrogenasas de la matriz, evento que aparente-
mente estd sujeto a control hormonal (8). Se ha
sugerido un esquema general que integra el meta-
bolismo mitocondrial con la generacion de sefiales
que se manifiestan como cambios en la concentra-
cion de Ca** en el citoplasma ([Ca’*]¢). La estimu-
lacion hormonal libera Ca’* de los almacenes celu-
lares a través de los canales sensibles a inositol
fosfato (IP,) y dispara los procesos de prolifera-
cion celular, mobilidad, secrecién, etc. En una gran
variedad de tipos celulares, se han observado va-
lores muy altos de [Ca**]my, que se piensa estimula-
rian la actividad metabdlica de acuerdo a la de-
manda energética de la célula (9).

Existe un cuarto mecanismo de transporte de
Ca’* denominado transicion de la permeabilidad
mitocondrial. Este fenémeno se caracteriza por un
incremento en la permeabilidad de la membrana
interna mitocondrial, que lleva a la despolarizacién
de la membrana y al equilibrio de especies mole-
culares de hasta 1600 Da dentro y fuera de la mito-
condria (algunos autores proponen que pueden
salir proteinas de mayor peso molecular, como por
ejemplo, citocromo ¢). Este poro posee muy baja
selectividad, permitiendo el paso de H*, Na*, K,
Ca’*, Mg*, glutamato e incluso sacarosa. Se sabe
que la transicion de la permeabilidad opera a tra-
vés de un poro, regulado por diferentes compues-
tos entre los que se encuentran el Ca’*, los radica-
les libres, la ceramida y moléculas pro-apoptdticas
como Bax y las caspasas. La mayoria de los mode-
los sugieren que el translocador de nucleétidos de
adenina es la entidad que estructuralmente forma
el poro, o por lo menos juega un papel muy impor-
tante en su regulacion. Se ha sugerido que el poro
mitocondrial puede participar en el sistema de se-
fiales intracelular y en la liberacién de proteinas
involucradas en los procesos de muerte celular por
apoptosis (10). Sin embargo, su papel fisiolégico
in vivo es materia de un intenso debate.
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Transporte de potasio

En los mamiferos las mitocondrias estan expues-
tas a altas concentraciones citosolicas de K* (160
mM) y en comparacion a bajas concentraciones de
Na* (5 mM). Sin embargo, la concentracion
mitocondrial de potasio [K*]m, es casi igual a la
[K*]¢ (citoplasmica), gracias a una baja permeabi-
lidad electroforética (excepto cuando el potencial
de membrana es muy alto) y por la presencia de un
antiportador K*/H*, identificado como una protei-
na de la membrana interna mitocondrial de 82 kDa
que elimina el exceso de potasio (11) (Fig 1). Este
antiportador se encuentra en estado latente y su
actividad se desenmascara por hinchamiento
osmético o por la eliminacién del Mg** mitocon-
drial (12); puede transportar Li*, Na*, Rb™ o Cs~
en intercambio por un H* y es sensible a quinina,
timolol y otras aminas. El antiportador K*/H" se
inhibe por DCCD cuando las mitocondrias se in-
cuban en un medio hipoténico libre de Mg™.
Como se verd més adelante, la salida de Mg** pue-
de llevarse a cabo a través de este antiportador.

Recientemente se ha demostrado la existencia
de un uniportador de K-, sensible a glibenclamida
y a ATP, conocido como el canal de K-dependien-
te de ATP (K s‘Tp) (l4) El canal K\'1‘p en mitocon-
drias estd regulado por todos los ligandos que
modulan a los canales K p de membrana plasmati-
ca (12), lo que sugiere que pertenecen a la misma
familia de genes. El descubrimiento del canal K iy
en mitocondrias trae consigo importantes implica-
ciones del papel fisiologico del ciclo del K-, ya que
la existencia de dos vias reguladas para la entrada
y salida de este i6n significa que pueden contribuir
a la regulacion del volumen mitocondrial in vivo.
Al respecto se ha sugerido que el volumen de la
matriz regula el transporte de electrones en
mitocondrias de higado y corazén (15).

Transporte de sodio

La concentraciéon de Na* en el citosol y en la ma-
triz es prdcticamente la misma (5mM). Las
mitocondrias son permeables al Na* como resulta-
do de la presencia de un antiportador Na*/H~ que
mantiene el gradiente electroquimico de Na* igual
al gradiente de H*. A su vez el gradiente de Na*
permite la salida de Ca’* a través del antiportador
Ca’*/2Na* (Fig 1). Como ya se explicé, el balance
cinético entre este transportador Ca**/2Na” y el
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uniportador de Ca**, mantiene la concentracion de
Ca’* en la matriz y le permite funcionar como re-
gulador metabdlico al controlar la oxidacion de
sustratos.

El antiportador Na*/H* mitocondrial comparte
muchas propiedades con el antiportador Na'/H" de
la membrana plasmadtica. La Ky para Na® es simi-
lar en los dos sistemas y ambos tienen un sitio de
union externo para Na®, Li* o H*. Aunque también
muestran claras diferencias: el antiportador de
membrana plasmatica, pero no el mitocondrial.
transporta iones NH,*; ademads la sensibilidad a los
andlogos de amilorida es diferente (16), por lo que
se ha sugerido que ambos antiportadores repre-
sentan entidades moleculares diferentes.

Al disminuir la concentracion de Mg=" mitocon-
drial se activa el transporte de cationes monova-
lentes a través de uniportadores latentes; por ejem-
plo, uniportadores de Na* o de K*. Se ha demos-
trado la sensibilidad de estos uniportadores a
glibenclamida (12), que es un potente bloqueador
de los canales de K*regulados por ATP en la mem-
brana plasmatica.

El hallazgo de que bajas concentraciones de
rojo de rutenio: [(NH,):-Ru'"-O-(NH;),-Ru"-O-
Ru"(NH,);]*® bloquean a los uniportadores de Na”
y de K*, sugiere que la sensibilidad a este inhibidor
podria reflejar una semejanza estructural entre los
diferentes uniportadores (sitios de union comunes
para el rojo de rutenio), situacioén que podria con-
siderarse andloga a la observada en algunos aca-
rreadores de sustratos anidonicos (17). Esta obser-
vacion sugiere la existencia de una via especifica a
través de un uniportador para la entrada de estos
cationes. Otra posibilidad es que las condiciones
bajo las cuales se puede “desenmascarar’” la activi-
dad de estos transportadores, modifiquen la acti-
vidad de transportadores que tienen otras funcio-
nes en mitocondrias intactas (16).

Transporte de magnesio

Las vias de entrada y salida de Mg~ en las
mitocondrias no se han definido concluyentemente
a la fecha. Las mitocondrias de corazon acumulan
grandes cantidades de Mg**, cuando se incuban en
un medio no iénico, con altas concentraciones de
Mg?** y en presencia de fosfato. Se ha sugerido que
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la acumulacién de Mg** ocurre a través de vias de
difusion inespecificas, dependientes del potencial
de membrana. El Mg** se unirfa a diferentes sitios
en la superficie de la membrana, colocdndose en
una posicion favorable para entrar ripidamente a
la mitocondria, en respuesta a un aumento en el
potencial. acompaiiado por fosfato (18).

La entrada de Mg** es activada por Zn**, Cd** o
mercuriales, que se sabe incrementan la permeabi-
lidad inespecifica de la membrana. Brierley y cola-
boradores en 1997, observaron que la unién de
Mg, asi como la entrada del catién inducida por
nigericina, se inhibian por cationes monovalentes
(18). Por otro lado, la liberacién de Mg* se ase-
meja a la de K* y podria ocurrir en intercambio
con H* (13).

Existen reportes que indican que los movimien-
tos de Mg** pueden estar relacionados con el ciclo
de Ca’; Gunter y Pfeiffer (3) explican que las
mitocondrias que han entrado al proceso de tran-
sicion de la permeabilidad mitocondrial y que pier-
den entre otras cosas Mg*, pueden reacumular
Ca™. Sin embargo. el transporte de Mg**, que es
mucho mas lento, no podrd compensar el ciclo de
entrada-salida de Ca**, con lo que la pérdida total
de Mg se producird rdpidamente. Discuten ade-
mas que la operacion del poro de la transicién de
la permeabilidad membranal, podria ocurrir in vivo
y este mecanismo seria la manera en que la
mitocondria podria controlar los flujos de Mg** y
de K* entre la matriz y el citosol.

Ademads del papel como cofactor que el Mg**
Juega en diferentes reacciones mitocondriales, por
ejemplo, en la sintesis del ATP, como activador de
los complejos de la piruvato y la 2-oxoglutarato
deshidrogenasas, como cofactor de la isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NAD", etc; existe
una propuesta muy interesante del papel regula-
torio del Mg** sobre el movimiento de iones en la
mitocondria, que es la hipétesis del freno al anti-
portador K*/H* (15). Este antiportador parece con-
trolar la homeostasis del volumen mitocondrial y
responde a cambios en la concentracién de Mg+,
Se ha propuesto que bajo condiciones en que el
volumen de la matriz aumenta, la concentracion
del Mg** disminuye, desocupando los sitios de re-
gulacién negativa del transportador, de manera

Zazueta Mendizabal A C

que la salida de iones aumentaria y produciria la
contraccion osmotica. Al disminuir el volumen, la
concentracion de Mg aumentaria y se restablece-
ria el equilibrio entre los sitios de regulacién con
lo que se inhibiria la expulsién de iones.

CONCLUSIONES

El transporte de cationes monovalentes en las
mitocondrias de los mamiferos se lleva a cabo a
través de tres intercambiadores y por lo menos un
uniportador: 1) Un intercambiador K*/H* regula-
do alostéricamente, que aparentemente sirve como
un dispositivo de expulsion de K* para mantener la
homeostasis del volumen mitocondrial. 2) Un
intercambiador Na'/H* que mantiene la concentra-
cion de Na* y el gradiente de Na“igual al de H*. 3)
Un antiportador Ca**/2Na* que permite la salida de
Ca*, con lo que la mitocondria puede regular la
[Ca**]m, al equilibrar la salida de Ca>* con la en-
trada de este i6n a través del uniportador de Ca**.
La mitocondria también contiene uniportadores
para cationes monovalentes, como el canal de K*
sensible a glibenclamida y a ATP; ademas de los
que parecen ser uniportadores para Na* y K, sen-
sibles a rojo de rutenio. La razén para la existencia
de tales uniportadores es dificil de comprender.
Se ha propuesto que sélo se abren cuando el po-
tencial de membrana es elevado. La apertura de
tales vias seria fatal para la mitocondria. por lo que
debemos suponer que estos uniportadores deben
mantenerse cerrados hasta que no prevalezca al-
guna condicion poco usual. Ya que no se han defi-
nido los mecanismos que regulan a estos transpor-
tadores, su papel fisiol6gico ain no es muy claro.

En el caso de los transportadores de Ca’*, la
mitocondria parece responder a cambios en la con-
centracion de este cation bajo condiciones fisiold-
gicas. A medida que se avance en el desarrollo de
técnicas electrofisioldgicas y de reconstitucion de
estos transportadores, entenderemos del todo sus
funciones fisioldgicas.
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RESUMEN

Una tendencia entre los bidlogos ha sido tratar de
reducir la biologia a la fisica y a la quimica; al mis-
mo tiempo. algunos quimicos tratan de seguir en
sus matraces los caminos que la naturaleza ha se-
guido en su evolucion. ;Qué implicaciones tiene
ésto para la ciencia actual?

El premio Nobel en quimica 1987, fue otorgado-

a Donald Cram, de la Universidad de California en
Los Angeles, Jean-Marie Lehn de la Universidad
Luis Pasteur en Estrasburgo, Francia y a Charles
Pedersen de la Compaiifia Du Pont de Nemours &
Co. por sus trabajos sobre el reconocimiento mo-
lecular fundamental en las reacciones enzimadticas.
Mimetizar los trucos de la naturaleza ha sido una
antigua meta de la quimica orgdnica. “Con su tra-
bajo Cram, Lehn y Pedersen han mostrado el ca-
mino”, apunta la Real Academia Sueca en su carta
Nobel.

PALABRAS CLAVE: Criptanos, éteres coro-
na, quimica supramolecular, especifidad, molécu-
las concavas

ABSTRACT

Some biologists have been promoting a reduction
of biology to physics or chemistry; while some
chemists are trying to elucidate from their
experiments the road that nature has followed
along millenniums of evolution. What implications
does this have for current science?

The Royal Swedish Academy of Sciences
decided to award the 1987 Nobel Prize in
chemistry jointly to Professor Donald J. Cram,
University of California, Los Angeles, Professor
Jean-Marie Lehn. Université Louis Pasteur,
Strasbourg, France, and Charles J. Pedersen, Du
Pont, Nemours & Co., for their development and
use of molecules with structure-specific
interactions of high selectivity. Molecules have
been produced that mimic the mode of action of
enzymes. Chemists have long dreamed of

synthesizing relatively uncomplicated organic
compounds that perform the same functions as
natural proteins, mimicking the tricks of nature.
The Royal Academy, in the Nobel comunication
wrote, “Through their work, Cram, Lehn and
Pedersen have shown the way.”

KEY WORDS: Cryptands, crown ethers,
supramolecular chemistry, specificity, concave
molecules.

PRIMER PASO: LOS CRIPTANOS

Charles J. Pedersen, de la compaiiia Du Pont, ini-
c10 los trabajos que condujeron al descubrimiento
de lo que hoy conocemos como criptanos, en 1967
con la sintesis de grandes compuestos ciclicos, for-
mados por cadenas de carbono, que a intervalos
regulares tenian un dtomo de oxigeno por lo que
los llamo “*éteres corona™ (1). Estas moléculas con
especial afinidad por iones de metales alcalinos a
los que albergaban en su centro, eran en ausencia
de éstos, fofas y fldcidas: solo la introduccidn del
ion metdlico les daba forma v hacia a la molécula
asumir una estructura mas organizada similar a un

plato (2).

Poco tiempo después Lehn estudio el mismo sis-
tema, observando a las moléculas desde tres di-
mensiones, agregando mds capas, lo que las hacia
similares a platos apilados. De esta manera logré
compuestos policiclicos a los que llamo criptanos
por contener un orificio central o cripta (3).

Los estudios cristalograficos permitieron apre-
ciar que la unioén del criptano con su substrato,
producia siempre modificaciones altamente tran-
sitorias en ambas moléculas, debido a que retorna-
ban a su estado normal en fraccién de segundos al
dejar de interactuar. Cuando los complejos de
Lehn aceptaban una molécula central, ésta era aco-
plada de manera muy especifica, de forma tal que
pareciera que se acomodaban. A diferencia de la
mayoria de las reacciones en la quimica organica,
no se formaban uniones covalentes, sino débiles



BEB 78(4): 174-179

interacciones electrostaticas, lo cual explica la
transitoriedad de las reacciones criptano-substra-
to. Lehn llamé a esta fenomenologia Quimica
supramolecular, convencido de que en la quimica
de este tipo de macromoléculas, se presentan si-
tuaciones y problemas diferentes que los acaeci-
dos entre moléculas pequeias (4) (Fig 1).

Cram, que seguia la misma linea de trabajo, uti-
lizando grandes cantidades de modelos molecu-
lares de pldstico, ya que en su labor resultaba esen-
cial la vision de la forma, la estructura y la flexibi-
lidad de las moléculas, decia: “sélo puedo sinteti-
zar lo que he podido visualizar”, logré crear com-
puestos policiclicos capaces de permanecer rigi-
dos, ya fuera que estuvieran o no unidos a un
substrato. Nombrd a sus moléculas cavitantes; és-
tas tenian las mismas caracteristicas de los crip-
tanos de Lehn, s6lo que eran mds estables. Cram
llamé a su sistema quimico del huésped-pardsito,
equiparando la molécula receptora a un huésped y
la molécula central al pardsito (5).

LA QUIMICA IMITANDO A LA NATURA-
LEZA

Cram es un experto en modelaje molecular, y a la
fecha €l y sus colaboradores han podido seguir el

proceso por estudios de cristalizacion, en cientos .

de sus parejas huésped-pardsito moleculares y han
observado la conformacidn inicialmente observa-
da por Lehn, de modificaciones transitorias, la cual
ha coincidido en la mayor parte de los casos con
las predicciones efectuadas en modelos previos al
trabajo experimental.
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Cuando estos quimicos iniciaron sus investiga-
ciones sobre el uso potencial de los criptanos como
enzimas artificiales, se percataron de que tenian
que lograr moléculas céncavas que pudieran po-
seer sitios activos hidrofobos. Con sorpresa encon-
traron que la inmensa mayoria de las moléculas en
la quimica orgdnica eran convexas, por la irradia-
cion hacia afuera de los dtomos de las uniones
covalentes. Solo encontraron una docena de mo-
léculas concavas entre siete millones de substan-
clas orgdnicas producidas por sintesis.

Ademads pudieron apreciar que para la produc-
c16n de este tipo de moléculas, la naturaleza habia
requerido de complejos muy grandes, de por lo
menos 20,000 daltones. Esta parecia ser la tinica
forma de poder producir moléculas céncavas, con
criptas en el centro, capaces de permitir reaccio-
nes quimicas de una especificidad tal que las hicie-
ra capaces de modificar en una forma muy precisa
a los substratos y de llevarse a cabo en tiempos
muy breves; de esta manera, la naturaleza puede
realizar el gran nimero de reacciones necesarias
para lograr mantener a un organismo. Ellos logra-
ron producir moléculas que constituyen excelen-
tes modelos de falsas enzimas con pesos molecu-
lares de so6lo el 10% de los usados en la naturaleza
(6) (Fig 2).

Si bien el campo de la quimica del reconoci-
miento molecular tardé treinta afios en ser apre-
ciada, ahora se encuentra en franco desarrollo y
augura una nueva revolucion en la quimica. A la
fecha se han sintetizado parejas de moléculas de

Figura 1. Diferentes modelos propuestos para los criptanos. En A se representa un complejo eter-corona de acuerdo a
Pedersen (1); B un complejo criptando=criptano, segiin Lehn (3) y en C un complejo huésped-parasito, segin Cram (5).
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Figura 2. La molécula que se representa en A mimetiza parcialmente a la enzima transacilasa, de acuerdo a Cram (5). En B

se presenta un supercomplejo obtenido por Lehn (3).

este tipo. como el Cesium 18-Crown-6 (Cesio 18-
Corona-6 por la posicién del atomo de cesio con
respecto a la corona formada por los carbonos)
propiedad de Du Pont, que unidas por la mitad,
forman verdaderas celdas quimicas que permiten
que una reaccién quimica se realice en su interior,
aun en solucion. sin dejar escapar el substrato. Mo-
léculas que constituyen verdaderos laboratorios en
miniatura, de los que se esperan aplicaciones in-
sospechadas tanto en la terapéutica médica. en la
que permitirdn la administracién de dosis conti-
nuas de medicamentos con una sola introduccién
al cuerpo. hasta en la sintesis orgdnica, en la que
este tipo de moléculas podrd permitir que una sola
reaccion se efectie inmersa en una solucién hete-
rogénea (7).

Uno de los tempranos frutos de esta nueva
rama de la quimica fue la sintesis de nuevos ma-
teriales cristalinos, los electrides logrados por
James Dye de la Universidad de Michigan (8).
Dye utiliz6 parejas de éteres corona con los que
encerrd en sus cavidades electrones que funcio-
nan como aniones, y asi logré la construccion de
materiales cristalinos en los que los aniones son
electrones aislados e incomunicados dentro de un
criptano. Aislados en el interior de las moléculas

del criptano Cesium 18-Crown-6, los electrones
son capaces de formar uniones idnicas cuyo pro-
ducto cristalino son estos electrides que consti-
tuyen las primeras sales i6nicas en las que todos
los sitios anidnicos se encuentran ocupados sola-
mente por electrones. Los electrones, a diferen-
cia de los aniones normales, no se comportan
como si fueran esferas cargadas negativamente,
especialmente por su casi falta de masa, lo que da
a estos nuevos materiales insospechadas propie-
dades opticas. electrénicas y magnéticas (9).

Las propiedades de estos cristales dependen de
las distancias entre las cavidades, que mantienen
atrapados a los electrones y de la naturaleza de
los tineles que conectan las cavidades. Asi cuan-
do los electrones atrapados se encuentran muy
alejados, no interaccionan fuertemente y sélo se
comportan como un arreglo periddico de cargas
negativas aisladas. Mientras que al disminuir las
distancias entre ellos. empiezan a mostrar las pro-
piedades que predice la mecdnica cudntica. Si atin
se acercan mas, se deslocalizan y dejan de perma-
necer en sus cavidades aislados, siendo capaces
de pasar a través de la red de los iones positivos y
aun de generar corrientes de electrones con efec-
to tinel (10). Por esta razén estos cristales sin
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aniones, de los que atin no se pueden predecir los
usos, ni sus futuras aplicaciones, ademas de que
dardn a la humanidad una gran multitud de mate-
riales con propiedades insospechadas, constitu-
yven una fascinante oportunidad para estudiar el
comportamiento de los electrones y su interrela-
cidén con los solidos.

Con los inicios de esta quimica que trata de imi-
tarla, se adquiri6é una deuda con la naturaleza, ya
que se han descubierto comportamientos insospe-
chados de los electrones. Tal vez estemos en el
umbral de descubrimientos que hace unos cuantos
afios hubieran parecido de ciencia ficcion. Es posi-
ble que esta deuda tenga como pago en un futuro
el descubrimiento de que estos nuevos mecanis-
mos ya habian sido utilizados en la evolucion. solo
que no podiamos encontrarlos por no pensar en
ellos. Se encontraban no sélo cerca de nosotros,
sino mas bien formando parte de nosotros mismos.
Es el caso del mecanismo mediante el cual se
orientan los murciélagos. Hasta que se descubrio
el radar y naci6 la ciencia bidnica, se conectaron
ambos hechos y se demostr6é que muchos millones
de afios antes de que Maxwell predijera su exis-
tencia y Hertz lo descubriera, ya la naturaleza lo
habia usado (11).

CONCLUSION. EL FUTURO YA ESTA AQUI
De ser cierta esta prediccion, tal vez debamos pre-
pararnos a aceptar en un futuro, fenomenos como
la superconduccidon en los cristales liquidos de
nuestras proteinas. el paso de corrientes de elec-
trones con efecto tunel que expliquen la funcion
de algunas enzimas y tal vez la presencia de co-

177

nexiones de tipo Josephson en nuestras neuronas.
Este tipo de conexién constituye el interruptor
de las computadoras superconductoras del futu-
ro (12).

Lehn recientemente ha desarrollado una nueva
metodologia sintética para la preparacion de crip-
tanos lantdnido-luminiscentes de los cuales se es-
pera que participen en el enlace no-covalente de la
doble hélice de ADN mediante intercalacion. Esta
forma no-covalente de enlace, es de gran interés,
debido al uso potencial del ADN como blanco para
el diagnéstico de enfermedades infecciosas, des-
ordenes genéticos y para el tratamiento de algunos
canceres. En su trabajo de quimica supramolecu-
lar, han disefiado una nueva clase de criptanos con
propiedades intercaladoras, formados por la inclu-
sion de un ion lantanido-luminiscente dentro de la
cavidad de un ligando macropoliciclico (13). Es-
tos compuestos han mostrado caracteristicas no-
tables. como largos tiempos de fluorescencia y
emisiones de banda lineales, resistencia a las inter-
acciones del microambiente, aunados a una gran
sensibilidad. El criptano ha sido disenado para
unirse al ADN mediante intercalacién del comple-
jo del anillo fenolizado entre los pares de base del
ADN (14) (Figs 3 y 4).

En la figura 5 se puede apreciar las dos formas
de crear peptidasas artificiales. El mecanismo de
reaccion de la parte superior izquierda indica el
modo de reaccién de la enzima natural: el atomo
de azufre de una cisteina de la enzima ataca el ato-
mo de carbono del enlace peptidico de una protei-
na. En la parte inferior se representa la enzima ar-

Representacidén
cequemébtica del
Criptano

Figura 3. Criptano lantdnido (1.Ln=Tb3+ o Eu3+) actualmente en investigacion.
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Figura 4. Esquema que muestra la interaccién entre una cadena de ADN v el criptano lantdnido. Izquierda) sin intercala-
cion se aprecia un proceso fugaz no-radiactivo supresor de la emisién del lantdnido. Derecha) La emision del lantanido es

restaurada mediante la interaccion.

tificial cuyo dtomo de azufre (en gris) ataca el car-
bono de un enlace éster de un compuesto modelo
(3). El enlace éster pertenece a una familia de en-
laces parecidos al enlace peptidico; pero se corta
mads facilmente y por esta razén ha sido elegido
como modelo.

El enfoque del equipo de Cram es totalmente
distinto (esquema B). EI mecanismo de la reac-
cion de la parte superior derecha representa la
accion de la serina peptidasa, sobre el enlace
peptidico (5).

Desde hace unos afos Cram trata de reproducir
en suenzima artificial la parte correspondiente a la
zona activa de la enzima natural, la serina peptidasa
(arriba en B). El sustrato que contiene el enlace
peptidico a cortar pasaria a alojarse dentro de la
cavidad del receptor (en gris). Pero la sintesis de un
receptor tan complejo como éste dura varios afnos.
Hasta ahora s6lo han podido sintetizarse los pre-
cursores de esta enzima artificial (6).

Esta nueva revolucion en la quimica, lograda al
inicio apenas del entendimiento del camino que
tomo la naturaleza en la parte quimica de su evo-
lucién, promete al hombre tecnologias insospecha-
das. ya que la introduccion de enzimas artificiales,

capaces de ser controladas por moléculas inocuas
a voluntad, hard posible en el futuro el injerto qui-
mico y otorgarle a un organismo los mecanismos
moleculares precisos que éste pudiera requerir
(15). Todo esto me permite afirmar que nuestros
nietos se reirdn de las jeringuillas hipodérmicas,
asi como nosotros lo hacemos de las sangrias he-
chas con sanguijuelas utilizadas por los médicos
en el pasado.
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Figura 5. Esquema de las dos formas de crear peptidasas artificiales. Las peptidasas naturales son unas enzimas que degra-
dan las proteinas convirtiéndolas en sus aminodcidos constitutivos. Lo hacen cortando el enlace peptidico (enlace O = C-N-
H) que une los aminodcidos dos a dos. En A se representa la técnica adoptada por el equipo de J-M. Lehn (4). En B se
aprecia el enfoque del equipo de Cram (5). El mecanismo de la reaccion de la parte superior derecha representa la accién de

otra peptidasa, la serina peptidasa, sobre el enlace peptidico.
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OB! TUARIO
LINO DIAZ DE LEON

El pasado 16 de julio, murié nuestro entranable cole-
gay amigo, Lino Diaz de Ledn, a consecuencia de un
cancer gastrico. Apenas una semana antes, se habia
producido el primer diagnéstico de malignidad que
fue confirmado el lunes 12 en el Instituto Nacional de
Cancerologia; ese mismo dia supimos que se trataba
de un caso terminal. Su muerte nos sorprende y ape-
sadumbra, fue un amigo de trato sencillo y sincero,
un investigador sélido y productivo, asi como un pi-
lar del funcionamiento institucional de Biomédicas,
durante al menos los tltimos 12 afos.

Conoci a Lino Diaz de Ledn en 1974, siendo €l
estudiante doctoral en el laboratorio de Marcos
Rojkind, mientras yo iniciaba mis prerrequisitos de
maestria. Puesto que ambos éramos estudiantes y
paisanos, nuestra relacion fue cercana desde el prin-
cipio y compartimos desde los juegos de frontén de
mano hasta las tertulias en su casa de Correo Mayor
89 (atrds del Zocalo), atendidas amable y tolerante-
mente por su esposa Lourdes.

Lino obtuvo su titulo de Licenciatura en Quimica
en 1970 en la Facultad de Quimica de la UNAM y su
Doctorado en Ciencias con especialidad en Biologia
Celular en el CINVESTAYV del IPN en 1975. Desa-
rroll6 su proyecto doctoral acerca de un tema que
continuaria por muchos afios: “Regulacion de la
biosintesis de coldgena en el higado cirrético™. Par-
tid inmediatamente a realizar dos estancias posdoc-
torales consecutivas durante cuatro afios en los Insti-
tutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de
América.

Regresé a México en 1979, convertido en el ex-
perto nacional en biosintesis de proteinas in vitro,
usando el sistema de reticulocitos y se establecio en
el entonces Departamento de Biologia del Desarro-
llo, como Investigador Titular “A”, siendo promovi-
do a Titular “B” en julio de 1992.

Siempre mantuvo su interés en el estudio del teji-
do conectivo, con un acento aplicado hacia la solu-
cion de problemas relacionados: cirrosis hepdtica, ci-
catrizacion, entre otros. Logrdé 35 publicaciones
indizadas, dirigio dos tesis doctorales, 10 de maes-
tria y 14 de licenciatura. Durante el dltimo afio fue
promovido al nivel Il en el SNI y habia sido propues-
to por la comisién evaluadora externa paranivel D en

Dr. Lino Diaz de Leén Herndndez

el PRIDE. La muerte lo alcanza en una etapa de alta
productividad cientifica.

Entre los cargos que desempefié durante sus 25
anos de labores en Biomédicas, se pueden mencicnar
el de Coordinador de Ensefianza 1985-1995, Secreta-
rio Académico 1989-1995 y Secretario de Programas
de la Direccion 1995-1999. Fue también una vez inte-
grante de la terna para elegir director del Instituto.

iDescanse en paz!

Juan Pedro Laclette
Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México

SEMBLANZA

El Dr. Lino Diaz de Leén Herndndez nacié en San
Felipe Guanajuato el dia 23 de septiembre de 1942 y
falleci6 el dia 16 de julio de 1999. Al querer escribir
una remembranza del Dr. Lino forzosamente tengo
que hacer una distincién entre el Lino que se dedico
a cargos académico-administrativos, del que se dedi-
c6 a la Investigacién, del que fungié como asesor y
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del Lino amigo. Desde mi personal punto de vista
considero que en todos estos aspectos existio la ho-
nestidad, el respeto y la camaraderia hacia el trabajo
y hacia las personas.

El Dr. Lino entre otros cargos académico-admi-
nistrativos fungié por 10 afios (1985-1995) como
Jefe de la Unidad de Ensefianza en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas (I1IB), coordinando la
Licenciatura y Posgrado en Investigacion Biomé-
dica Badsica UACPyP del CCH. De igual manera
ocup6 el cargo de Secretario Académico del IIB por
6 afios (1989-1995) y de Secretario de Programas
de la Direccién del 1IB por 4 afios (1995-1999). De
manera que el Dr. Lino dedico 14 afios de su vida a
funciones académico-administrativas del IIB. Du-
rante todo este tiempo el Dr. Lino se distinguid por
tener una gran comunicacion ya sea con los investi-
gadores, profesores, estudiantes, personal adminis-
trativo y en general con cualquier persona. Ante
cualquier problema trat6 de ser mediador y de bus-
car diferentes instancias que los resolvieran. Esto
gener0 la confianza de las personas para solicitar la
asesoria y el apoyo del Dr. Lino. Esto seguramente
le generd la amistad con muchas personas y el res-
peto de muchas otras.

En lo que se refiere al Lino que se dedicé a la
investigacién, él fue quimico de formacién y se ini-
cid en esta carrera bajo la direccidn del Dr. Marcos
Rojkind con quién hizo sus tesis de licenciatura y
posgrado, obteniendo el grado de Doctor en 1975
en el CINVESTAYV del IPN. En el mismo afio inicio
sus estancias postdoctorales en los Institutos Nacio-
nales de la Salud (NIH por sus siglas en inglés) de
los Estados Unidos. A suregreso a Méxicoen 1979
se incorpord en el entonces Departamento de Biolo-
gia del Desarrollo del IIB como pionero en México
del sistema de “Traduccion de proteinas in vitro™.
A partir de entonces inicid la linea de Investigacién
que desarrolld por muchos afios; “Metabolismo de
la Coldgena”, utilizando como modelo experimen-
tal a higados cirréticos. De igual manera, durante
ese tiempo desarrollé un gran nimero de colabora-
ciones con diferentes investigadores tanto del 1IB
como fuera del mismo. De manera mds reciente
incursiond al estudio de los mecanismos celulares
de cicatrizacién y fibrosis en piel. En esta linea se
enfocd a evaluar la funcion del Fibroquel™* y fungié
como asesor cientifico de Aspid S. A. de C. V., la-
boratorio que elabora el Fibroquel™*. Con dicho la-
boratorio y el PUIS y el PAIS firm6 convenios de

181

investigacion que se enfocaron a conocer la respues-
ta del Fibroquel™™® en cicatrices hipertréficas y
queloides y sobre cultivos de sinovia de pacientes
con artritis reumatoide. De igual manera, esta linea
de investigacion le permitié vincularse directamen-
te con la clinica. Finalmente, el Dr. Lino también
incursiond en los dltimos afios al terreno de la dife-
renciacion celular y su relacién con la matriz
extracelular. Se enfocé a estudiar la expresion de
las integrinas durante la diferenciacion celular del
cartilago, tanto en cartilago normal como en cartila-
go de fetos humanos con condrodisplasias.

El Dr. Lino desempefio otras actividades acadé-
micas muy importantes, esto es, fue miembro de co-
mités de admision al posgrado en diferentes progra-
mas. Fue tutor de 6 estudiantes de licenciatura, 31
de maestria y 22 de doctorado. Dirigi6 14 tesis de
licenciatura, 3 de especialidad, 10 de maestria y 2
de doctorado, quedando en proceso de finalizacién
2 tesis de licenciatura, 2 de maestria y 8 de doctora-
do. Esto generd la publicacién de 55 articulos tanto
en revistas y en libros de cardcter internacional y
nacional. Recientemente fue nombrado Investigador
Nacional Nivel 2 del SNI y calificado como nivel D
del PRIDE.

El Dr. Lino como asesor siempre tuvo la disposi-
ci6n de ayudar a los estudiantes sin importar el nivel
académico que ellos tuvieren. En su laboratorio par-
ticipé de manera muy amigable con todos y cada uno
de los estudiantes y los diferentes técnicos académi-
cos que tuvo bajo su direccién. Tuvo el interés de
tratar de manera respetuosa y amigable a todos sus
estudiantes, dificilmente se podria decir que alguien
en su laboratorio no recibia apoyo de €. El Dr. Lino
mostré conocimiento de las diferentes lineas que se
desarrollaban en su laboratorio, y sin importar el gran
numero de estudiantes bajo su direccién y los dife-
rentes cargos académico-administrativos que desem-
peflaba conocia los resultados de cada uno de ellos y
en los seminarios de investigacion de su grupo se
“destrozaban” los resultados. Siempre permitié la
fluidez de las ideas entre todos los miembros del la-
boratorio y la independencia en el trabajo experimen-
tal. Por otro lado, siempre quiso que su laboratorio
fuera considerado como un grupo de trabajo dedica-
do al estudio del tejido conjuntivo, en donde se abor-
daban diferentes aspectos, tanto de desarrollo nor-
mal como patoldgico.

El Lino amigo tenia una faceta muy importante y
es que siempre tenia la mejor disposicion de entablar
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una relacién amistosa con cualquier persona, desde
el personal de intendencia hasta el Director. Muchos
son los amigos que le recuerdan en el Instituto y a
todos ellos nunca les falté un saludo de “buenos dias™
acompafiado de una alegre sonrisa. De igual manera,
en las reuniones del Instituto o del Departamento de
Biologia Celular o bien del laboratorio siempre se
mostrd con una actitud amistosa. Siempre mostrd gran
caracter y una actitud positiva en la vida, pocas fueron
las ocasiones que no le vi sonreir. Recuerdo que atn
dos dias antes de su muerte le coment6 a su médico
que ¢l haria su mejor estuerzo para resistir el trata-
miento y que caeria con la frente en alto. Y asi fue.
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A la memoria del Maestro y Amigo escribi esta
remembranza.

“Nuestra vida v nuestra muerte son
la misma cosa. Cuando nos damos
cuenta cabal de ello, le perdemos el
miedo a la muerte v a las verdaderas
dificultades de la vida™

Shunruyu Suzuki.

Dr Jesus Chimal Monroy
Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México

A LA MEMORIA DE LA DOCTORA
ADELA CUELLAR DE HERNANDEZ

Adela Cuéllar de Herncndez

Adela Cuéllar de Hernandez, Investigadora Titular
“A” del Departamento de Bioquimica del Instituto
Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”, falle-
cid el 29 de agosto de 1999. Entre las multiples cua-
lidades que reunia, su integridad, don de gentes, sen-

tido del humor, cultura y gran entusiasmo en todo lo
que emprendia, le valieron la estima y el carifio de
todos cuantos la conocimos. Su amistad y colabora-
cion en distintos proyectos fue para muchos de noso-
tros un privilegio v un placer, por los que le quedare-
mos en deuda. Académicamente se distinguid por sus
trabajos en el campo de la endocrinologia y su rela-
cion con la bioenergética. El rigor que aplicaba a su
trabajo experimental y su dedicacion le hicieron
merecedora del reconocimiento de pertenecer al Sis-
tema Nacional de Investigadores. Su inagotable en-
tusiasmo por la investigacion la impulso a continuar
asistiendo al laboratorio a pesar de su grave enferme-
dad. que la obligd a retirarse sélo por algunos perio-
dos. el ultimo apenas un mes antes de ocurrir su de-
ceso. Laausencia de una persona tan excepcional es
sentida profundamente.

Sus compaiieros investigadores del Departamento
de Bioquimica.

* Edmundo Chédvez Cosio
Instituto Nacional de Cardiologia
“DrIgnacio Chavez”
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CATEDRA PATRIMONIAL DE EXCELENCIA
NIVEL 11

El programa de cdtedras patrimoniales de excelencia
nivel II fue establecido por el CONACyT para apo-
yar el desarrollo de grupos de investigadores en las
instituciones publicas de los estados. Ante la deci-
sion del CONACYT de terminar dicho programa, me
he propuesto en la presente nota narrar mi experien-
ciaen el ejercicio de una cditedra de ese tipo, desean-
do que sirva de referencia para evaluar la pertinencia
de conservar este tipo de programas.

Entre mayo de 1997 y mayo de 1998, el CONA-
CyT me otorgé una citedra patrimonial nivel Il para
“el fortalecimiento del drea bioquimica y de micro-
biologia del Instituto de Investigaciones Quimico-
Bioldgicas (IIQB) de la Universidad Michoacana™.
Este compromiso consistié concretamente en visitar
una vez al mes, por cuatro dias, al mencionado Insti-
tuto en Morelia, con el objetivo de interaccionar con
el personal académico y los estudiantes, apoyar los
proyectos de investigacion que se encontraban en
desarrollo, establecer nuevas colaboraciones, impar-
tir cursos y asistir a seminarios y eximenes tutorales
de posgrado. En realidad, asisti regularmente de jue-
ves a sdbado la tdltima semana de cada mes, aunque
en tres ocasiones mi estancia fue de lunes a sdbado
debido a la imparticién de cursos y a mi participa-
cion en la semana de investigacion de la Universi-
dad. El I[IQB me asigné una oficina para mi uso ex-
clusivo, lo cual facilité mi trabajo académico. El es-
timulo econémico por este trabajo consistié en un
pago mensual de $5,000. depositados puntualmente
por el CONACYT en mi cuenta bancaria. Mis vidti-
cos también fueron oportunamente cubiertos por la
Universidad Michoacana, con fondos canalizados por
el CONACyT a través de la SEP, para tal efecto.

Como resultado de esta interaccidn académica se
inicid un nuevo provecto de investigacion en colabo-
racion con Carlos Cervantes, jefe del laboratorio de
microbiologia del [IQB. Aprovechando la experien-
cia y conocimiento de ambas partes en las dreas de
biologia molecular y bioenergética, enfocamos este
proyecto hacia la determinacion del mecanismo de
accion de la proteina que confiere resistencia al cro-
mo en Pseudomonas. Los experimentos fueron rea-
lizados por un estudiante tanto en el [IQB como en el
Instituto Nacional de Cardiologia (INC), quién pre-

sento este trabajo como tesis para obtener el grado
de maestro en ciencias de la Universidad Michoacana
en agosto de 1999, y quién continuard su carrera cien-
tifica ingresando al doctorado de la Universidad de
Guanajuato. La tesis se realizé bajo la asesoria con-

junta de C. Cervantes y el suscrito. Los resultados

de este trabajo nos llevaron a concluir que la resis-
tencia residia en un sistema de expulsion de cromo;
estos datos se presentaron en el congreso de la
American Society for Microbiology en mayo de
1999. Un articulo se preparé como resultado de este
proyecto, el cual se envié para su evaluacién al
Journal of Bacteriology en julio de 1999. Esta acti-
vidad también nos permitié a C. Cervantes y a mi
terminar de elaborar un libro sobre el impacto de la
contaminacién por metales pesados en los seres vi-
vos, el cual ya aparecio publicado por AGT Editor,
S.A..enjuliode 1999. Investigadores de las Univer-
sidades de Guanajuato y de San Luis Potosi y otros
investigadores radicados en el D.F. participaron en la
elaboracion de los ocho capitulos de que consiste este
libro.

La interaccion con personal del drea bioquimica
resulto en la publicacién de un articulo en
Biochemistry International en 1997 con trabajo ex-
perimental desarrollado tanto en el IIQB como en mi
laboratorio. También se produjeron cuatro comuni-
caciones a congresos nacionales y dos a congresos
internacionales, con trabajo experimental de estu-
diantes del IIQB. Imparti tres cursos curriculares a
los estudiantes de la maestria del IIQB sobre cinética
enzimdtica y bioenergética. A raiz de esta continua
interaccion, tres estudiantes del I1QB decidieron con-
tinuar su formacion cientifica en nuestro departamen-
to de bioquimica en el INC; dos de ellos se encuen-
tran actualmente cursando el tercer semestre de la
maestria en ciencias de la Facultad de Ciencias,
UNAM vy una tercera ingresard proximamente al
posgrado de la Facultad de Medicina, UNAM. Tam-
bién escribi, durante mis visitas al IIQB. un trabajo
publicado en Biochemical Pharmacology en 1999 y
una revision sobre la fosforilacién oxidativa que se
publico en el Mensaje Bioguimico en 1998, por lo
cual apareci en estos trabajos como autor pertene-
ciente tanto al INC como al IIQB.
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Mi catedra no se pudo renovar debido a que el
[IQB entrego la documentacion al CONACyT unos
dias después de la fecha limite. Desde entonces no
se ha vuelto a abrir la convocatoria para obtener cite-
dras patrimoniales nivel 1I. A pesar de que no todos
los investigadores que gozaron de la catedra cum-
plieron cabalmente con el compromiso académico,
considero que el CONACyT deberia mantener ese
programa con el propdésito de incrementar o conti-
nuar fortaleciendo los vinculos entre los investigado-
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res del drea metropolitana y las universidades de pro-
vincia los cuales. Esto contribuiria a la formacion
académica de muchos estudiantes y a acelerar el de-
sarrollo de proyectos cientificos que demandan la
participacion y colaboracién de diversos grupos de
trabajo.

Dr Rafael Moreno Sinchez
Departamento de Bioquimica del INC
Nivel 2 del SNI
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COMENTARIOS SOBRE LIBROS
DE RECIENTE PUBLICACION

Contaminacion Ambiental por Metales Pesados tos sobre la salud humana ante la exposicion a es-
Impacto en los Seres Vivos tos metales.

Carlos Cervantes y Rafael Moreno Sdnchez El texto presenta como el estudio de la toleran-

AGT, Editor, S.A. México, 1999 ciay la resistencia a este tipo de contaminacion ha

ISBN-968-463-093-X permitido generar el conocimiento suficiente para

De venta en las Librerias de Cristal proponer diversas estrategias aplicables en la bio-

Precio al publico: $ 150.00 (M.N.) remediacidn de zonas contaminadas, tema que re-

sulta especialmente importante en México, donde
debido a la actividad presente y pasada de diversas
Este libro es una compilacion de capitulos que industrias, se han generado zonas
describe de una manera clara y concisa el cono- altamente contaminadas principal-
cimiento actual sobre las diversas for- mente por metales pesados.
mas por las cuales los me- La manera en que los autores
tales interactian con abordan un tema tan debatido y
los seres vivos. que genera tanta controversia co-
Esta obra analiza mo la contaminacién ambiental
los efectos de los prin- por metales pesados, despierta
cipales metales que se interés tanto en expertos en la
encuentran en el am- materia, como en investigado-
biente (plomo, cadmio, res y estudiantes de licencia-
cromo, niquel y algunos tura y posgrado por com-
otros), abordando hasta prender las dimensiones que
donde se conoce, la pro- este tipo de contaminacion
blemadtica actual de nuestro desencadena en el medio a
pais con respecto a algunos corto y largo plazo.
de estos contaminantes. Los Este libro serd, sin du-
autores describen detallada- da, lectura obligada para
mente tanto a nivel bioquimi- todos aquellos que quie-
co como molecular, las diver- ran adentrarse en un
sas estrategias, como la tole- proceso tan comenta-
rancia y la resistencia, que han do y tan poco com-
desarrollado microorganismos prendido como es el
de vida libre como las bacterias, impacto de los metales
las algas y hongos para poder so- pesados sobre los seres vivos.
brevivir en un ambiente cada dia
mas contaminado con metales pe- Emilio Rojas del Castillo
sados. Sin embargo, los autores to- Instituto de Investigaciones Biomédicas
can tangencialmente la problematica de los efec- Universidad Nacional Autonoma de México
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PROBLEMA BIOQUIMICO

TEMA: Cinética enzimatica

Se determind la actividad de la diadenosina
polifosfato hidrolasa presente en las membranas
plasmaticas de las terminales presindpticas del 6r-
gano eléctrico de Torpedo marmorata (la raya
eléctrica). Esta enzima tiene actividad de ecto-
nucleotidasa. la cual se requiere para disminuir la
accion de los dinucledtidos sobre receptores espe-

cificos involucrados en la transmision de sefiales.
La actividad se midi6 con 0.1 mg de proteina a
37°C por el aumento en la fluorescencia que resul-
ta de la hidrélisis del di-(1.N%etenoadenosina)
57,57"-P',P*-polifosfato; al medio de reaccién se
anadio fosfatasa alcalina para evitar la inhibicién
por producto. A continuacién se presentan las con-
centraciones de sustrato remanente a diferen-
tes tiempos de iniciada la reaccion.

Tiempo, min

[S], uM

0

1.0

3

0.82

10

0.60

15

0.48

20

0.33

0.22

0.14

0.10

0.06

Determinar la Ks v la Vmax.
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CRUCIBIOQ
QUiMICA DE PROTEiNAS Yolanda Saldana Balmori

G N Y O O O il
~ e B NN
~ ﬂ--------=--- - o

H

: L

n
~

||
il
|
B
y |
-.,
=
-

4.  Presente en aquellas proteinas que tienen dos o mds cadenas

7 ; polipeptidicas.
I~ Grupo funcional con nitrégeno. presente en todos los 5. Ademas del grupo amino se encuentra presente en todos los
aminoicidos. aminodcidos.
3. Unidn que se establece entre los radicales no polares de los 6. Aminodcido hidrofilico.
aminodcidos. ) 8. Investigador que determind la estructura primaria de la
7. Aminodcido de cuatro dtomos de carbono. insulina.
9. Se usa en la separacién de moléculas y estd constituida por 10. Anticuerpos participantes en los mecanismos de de-
una fase estacionaria y una moévil. fensa. '
11. De estructura globular, participa en el almacenamiento de 12. Proteina que es responsable del 75% de la presién osmética
oxigeno en el musculo. del plasma humano.

LS. Imlpoagldo. L 13. Aminodcido indispensable, tiene el grupo guanidino rico en
16. Aminodacido hidréfobo.

nitrégeno.

18. Aminodcido bisico, que ademds de la arginina y la histidina 14. La alfa-hélice y las placas plegadas caracterizan a esta es-
tiene tres valores de pK. tructura E N

22. Esu uctura 1m_mlex}1d.._1 por uniones tipo sal. van der Waals e 17. Valor de pH que se obtiene con el promedio de los valores de
interaccion hidrofébica. - - pK de sus grupos funcionales.

25. En su cadena lateral tiene como grupo funcional al imidazol. 19. Transporta oxigeno

27. Se presente cuando hay dllerfluon en la funcién biologica, 20. Hormona derivada de un aminodicido, relacionada con recep-
por mutacién de la hemoglobina. tores membranales

3 3 o e o e =7 s s P i AR B . : .

28, Aminodcido que en su cadena lateral contiene azufre. 21. Unién covalente que mantiene la estructura primaria de las

30. Aminodcido que no se puede sintetizar en humanos y se debe proteinas
ingerir en la dieta. 23. Pueden ser fibrosas o globulares y tener funcién hormonal,

31. Proteina que va de lado a lado de la membrana. estructural o catalitica.

32. Reunién de varios aminodcidos de una manera ordenada. 24. Estructura dada por la secuencia de aminodcidos, determi-

nada genéticamente.
: ; ! 26. Proteina muy abundante en los mamiferos, se encuentra en
2. Se producen cuando se modifica la secuencia de los tendones, piel, dientes y huesos.

aminodcidos de las proteinas. 29. El aminoacido de peso molecular mds bajo.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTA:

En algunas condiciones experimentales sélo se
pueden realizar unos pocos ensayos de actividad,
por ejemplo cuando la cantidad de material biol6-
gico o de sustrato es escasa y dificil de obtener o
bien la medicién de la desaparicidn de sustrato o
de aparicién de producto es muy laboriosa y cos-
tosa. En estas situaciones se puede recurrir a la
ecuacion integrada de Michaelis-Menten, la cual
permite estimar los valores de los pardmetros ciné-
ticos con un solo trazo experimental (como ocu-
1Ti0 en este problema) y es valida sobre todo el
curso temporal de la reaccion; sin embargo, este
procedimiento estd obviamente sujeto a mayor
error experimental. La férmula es la siguiente:
2.303 [STo 1 ([Slo=[S]) =~ Vmax
log =— +
t [S] Ks t Ks

en donde t es el tiempo transcurrido de reaccidn,
[S]o es la concentracion de sustrato al inicio de la
reaccion y [S] es la concentracién de sustrato al
tiempo t. Nétese que la féormula es una ecuacion
de la recta (y=mx+b), con y siendo todo el térmi-
no a la izquierda de la igualdad, m (la pendiente)
es -1/Ks, x es la expresién ([S]o — [S])/t y el inter-
cepto b es Vmax/Ks.
Los valores para graficar son los siguientes:

(So - St (2.303/t) log (So/S)
0.03600 0.03966
0.03500 0.05090
0.03467 0.04892
0.03350 0.05541
0.03120 0.06056
0.02867 0.06549
0.02571 0.06580
0.02350 0.07025

i ¥ 1 L T

C.08 - 5

0.06 4 @ 4

0.04 - e .

0.02 4 =

0.02 0.03 004 0.05
(ISlo - [Shrt

El valor de la pendiente es de — 2.05, con Io cual
la Ks tiene un valor de 0.48 uM. El intercepto es
igual a 0.12, lo cual proporciona un valor para la
Vmax de 0.059 uM min™'; como el experimento
se hizo con 0.1 mg de proteina, la Vmax seria
igual a 590 pmol min™' mg', en cada litro de re-
accion.
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CONVOCATORIA

REGISTRO DE PRECANDIDATOS PARA OCUPAR
LA PRESIDENCIA DE LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C
DURANTE EL BIENIO 2000-2001

De acuerdo al articulo noveno de los estatutos de la Asociacién Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A C, el Consejo Directivo convoca a sus asociados a postular candidatos para ocupar la
Presidencia de la Asociacion durante el bienio 2000-2001, a partir del 1° de septiembre del afio 2000.

Los candidatos deberdn ser propuestos por escrito por asociados numerarios, y cada candidato pos-
tulado deberd entregar la siguiente documentacion:

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

Para que cada candidato quede propiamente registrado, las cartas de postulacion de los asociados y
la documentacion de cada candidato deberd ser entregada en el Departamento de Bioquimica de la Facul-
tad de Medicina de la UNAM antes del 15 de julio del afio 2000.

De acuerdo al articulo décimo segundo de nuestros estatutos, el préximo presidente serd elegido de
la lista de candidatos generada por el Conseje Directivo de la Asociacion. La eleccién del nuevo presiden-
te se llevard a cabo durante la reunion de negocios del VIIT Congreso de la Asociacién programada para
el mes de agosto del ano 2000.

Ningtn candidato podrd ser registrado después del 15 de julio del afio 2000, después de lo cual el
Consejo Directivo analizard todas las propuestas para generar la lista de candidatos elegibles durante la

sesion regular de negocios de la Asociacion que se realizard durante el VIII Congreso.

Entrega de documentos:

Sra Elisa Salles Mora Dr Alejandro Zentella Dehesa
Cubiculo 3, Laboraterio 204-Edificio Sur,
Departamento de Bioquimica, Departamento de Biologia Celular,
Facultad de Medicina, UNAM Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Ciudad Universitaria, Ciudad Universiataria,

04510, México, DF. 04510 04510, México, DF

Tel: 56-23-21-70, Fax: 56-16-24-19 Tel: 56-22-56-09, Fax: 56-22-56-11

beb@laguna.fmeic.unam.mx azentell: @ifcsun1.ifisiol.unam.mx
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CUOTAS PARA LA ACTUALIZACION DE MEMBRESIA
Y ASISTENCIA AL VIII CONGRESO DE LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C

Durante la sesion regular de negocios de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, AC
(AMPB), realizada el 13 de agosto de 1999 en el Palacio de Medicina de la UNAM; el pleno fijo las
siguientes cuotas para el afio 2000:

MONTO DE LA CUOTA ANUAL

Asociados numerarios ............... $300.00 (M.N.)
Asociados estudiantes ............... $150.00 (M.N.)

Esta cuota permitird recibir el BEB, asistir al VIII Congreso de la AMPB sin ningiin pago adicional
y participar en las sesiones de negocios, recibiendo una constancia de asistencia y/o de membresia. Duran-
te la misma sesién se acordd que los asistentes al congreso que quieran estar inscritos formalmente,
deberdn pagar una inscripcién de $400.00 que les dard derecho a recibir una constancia de asistencia y/o
participacién durante el VIII Congreso de la AMPB.

FORMA DE PAGO: Deposite su pago a la cuenta Bancomer No. 1153813-9 llenando la ficha de
depdsito a nombre de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioguimica. A C. Escriba su nombre
completo en la parte superior de la ficha de depésito anotando el concepto por el cual deposita (membresia
2000) v envie por fax una copia de la ficha, junto con su forma de actualizacién (ver forma anexa). Si
radica fuera de México comunicarse con el Dr Zentella para especificar la forma de pago. Durante el VI
Congreso podrd canjear la ficha de depdsito por un recibo oficial de la Asociacion, por el pago de su cuota
anual.

Enviar copia de ficha de depésito y forma de actualizacion via fax a:
Sra Elisa Salles, al (5) 616-24-19, o al Dr Alejandro Zentella, al (5) 622-56-11.
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INTERESADOS EN PERTENECER A LA
ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C

Para quienes deseen formar parte de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica A C
(AMPB), les recordamos que de acuerdo al articulo 36° de los estatutos que rigen a la Asociacidn,
los candidatos deberdn ser profesionales que ejerzan la docencia de bioquimica en cualquier centro
de educacion a partir del nivel medio superior.

Los interesados en ser miembros numerarios de nuestra Asociacién deberdn enviar una carta soli-
citando su ingreso a la Asociacion junto con su curriculum vitae. Esta solicitud debera ir acompariada
por dos cartas de apoyo de dos miembros numerarios. Cada solicitud serd evaluada por la Comision
de admision que se retine una vez al afio y emite su dictamen que serd hecho piblico durante la sesién
regular de negocios que se realiza durante el Congreso de la AMPB. Antes de ser aceptado no es
necesario hacer pago alguno en referencia a la membresia.

S1no conoce a ningiin miembro que pueda apoyar su solicitud haganoslo saber y envie su solicitud al:

BEB 18(4): 192

Dr Alejandro Zentella
Apartado Postal 70-243
Meéxico DF 04510 México
Fax: (5) 622-56-11

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

(A LOS LECTORES DEL BOLETIN

9 DE EDUCACION BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 1999

El BEB termina su décimo octavo afio de publicacion y
debidoalas condiciones econdmicas imperantes en Mé-
Xico, nos permitimos solicitarles de la manera mds
atenta, el envio de un donativo extracuotas de $ 200.00
(docientos pesos) o bien $20.00 US doélares, que hard
posible continuar con la elaboracién y distribucion del
volumen 1¥ 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 comprensién y colaboracion
aprovechamos para enviarles un cordial saludo.

Atentamente
El Comité Editorial

P

(TE 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 regién y conocer las noticias y las
actividades mas relevantes que ocurran o vayan a ocurrir en
su localidad o regién (congresos. cursos, seminarios, necesi-
dades de recursos humanos y materiales y otras noticias o
acontecimientos de tipo académico). Queremos hacer exten-
sivaestainvitacion a nuestros ¢olegas de Centro y Sudamérica,
asi como de otros paises de habla hispana.

Te ha interesado esta invitacién? Entonces envianos
tu propuesta directamente al Coordinador de Correspon-
sales, Comité Editorial del BEB, Apartado Postal 70-281,
México 04510, D F, MEXICO. O bien al Fax (525) 616 2419
o0 al correo electrénico sersan@ servidor.unam.mx.

Atentamente
Sergio Sanchez Esquivel, Coord. de Corresponsales
del Comité Editorial del BEB
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FORMA DE ACTUALIZACION DE MEMBRESIA A LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C

Nombre completo:

Asociado: NUMERARIO [] ESTUDIANTE[]
Cuota cubierta: $300 pesos [_] $150 pesos[]
Nombramiento:

Profesor de Bioquimica: st No[]

Otra materia:

Carrera en la que imparte clase:

ADSCRIPCION

Departamento:

Facultad o escuela:

Universidad:

DIRECCION DE LA INSTITUCION

Calle y numero:

Colonia:

Ciudad o estado:

Codigo postal: Apartado postal:
Teléfono: () - - JFax: () - -

Correo electronico:

DOMICILIO PARTICULAR

Calle y nimero:

Colonia:

Ciudad y estado:

Codigo postal:
Teléfono: () - -




194

BEB /8(4): 194-197

INDICE ANUAL DEL BOLETIN
DE EDUCACION BIOQUIMICA 1999

AUTORES DE EDITORIALES

Calderon Salinas José Victor y Zentella Dehesa
Alejandro. Se inician y se reinician secciones en el
BEB. BEB /8(2):51-52.

Reyes Méndez Jorge Joel. Hacia la sociedad del
aprendizaje. BEB /8(3):95-97.

Zentella Dehesa Alejandro y Calderéon Salinas
José Victor. Integracion de nuevos miembros al
Consejo Editorial del BEB. BEB 18(1):3-4.

Zentella Dehesa Alejandro y Calderon Salinas
José Victor. La revisién de manuscritos por inves-
tigadores con gran experiencia en el tema La revi-
sion: la base de un buen trabajo editorial y la bus-
queda de una revista cada vez mds sélida. BEB
18(4):140-141.

AUTORES DE ARTICULOS

Becerril Flores Marco Antonio. La clonalidad de

Trypanosoma cruzi y surelacion con la enfermedad
de Chagas. BEB /8(2):60-65.

Brambila Colombres Eduardo Miguel y Lozano
Zarain Patricia. Metalotioneinas, bioquimica y
funciones propuestas. BEB /8(1):21-27.

Broche Valle Félix, Céspedes Miranda Ela M y
Garecia Pifieiro José C. Las proteinas de estrés en
la biologia molecular de la célula. BEB 78(3):98-
107.

Delgadillo Gutiérrez Héctor Javier, Jarillo Soto
Edgar, Dominguez Echeverria Patrizia y Berrue-
cos Villalobos Luis. La ensefianza de la bioquimica
en el sistema modular: una experiencia en el aula.
BEB 78(3):118-124.

Flores-Herrera Oscar, Uribe Aida, Rendén Juan
Luis, Pardo Juan Pablo y Martinez Federico.
Analisis termodinamico del efecto de las mutacio-
nes en el plegamiento de las proteinas. BEB
18(2):66-75.

Gonzilez-Pedrajo Bertha y Dreyfus Georges.
Motilidad, biogénesis flagelar y quimiotaxis

_ bacteriana. BEB /8(4):142-152.

Higashida-Guerrero Carolina y Gutiérrez-Vene-
gas Gloria. Lipopolisacdridos: extraordinarias mo-
léculas activadoras de senales de transduccién ce-
lular. BEB /8 (1):28-35.

Ortega Raquel y Montiel Fernando. Transplante
nuclear y clonacién de organismos superiores. BEB
18(1):11-20.

Rangel Serrano Angeles. Funcién y propiedades
bioquimicas de las proteinas G. BEB 78(2):53-59.

Reyes Méndez Jorge Joel. La ciencia a la zaga de
la naturaleza. BEB /8(4):174-179.

Sanchez Linares Luis y Gavilanes Ruiz Marina.
La elongacion celular como un fenémeno asociado
a la germinacion en las semillas. BEB 78(1):5-10.

Vega Hernidndez Alfonso y Zarain-Herzberg
Angel. Factores transcripcionales que regulan la
expresion genética en musculo. BEB /8(3):108-114.

Ventura Gallegos José Luis, Gomez Gonzilez
Erika Olivia y Zentella Dehesa Alejandro. Cas-
pasas: una cascada de proteasas implicadas en la
muerte celular por apoptosis. BEB /8(4):153-165.

Zazueta Mendizdbal Ana Cecilia. Transportado-
res de cationes en mitocondrias de mamiferos. BEB
18(4):166-173.



BEB /8(4): 194-197

AUTORES DE OTRAS
COMUNICACIONES

Calderon Salinas José Victor. Un agradecimiento
a la Sra Elisa Mora de Salles. BEB /8(1):38

Chavez Cosio Edmundo. A la memoria de la doc-
tora Adela Cuéllar de Herndndez. BEB 718(4):182.

Del Campo Gonzailez José Gabriel. Hay que dar-
le mayor crédito al origen extraterrestre de la vida.
BEB 78(2):81.

Hernandez Angeles Adriana. La falta de motiva-
cién como mecanismo de seleccién natural en el pro-
ceso de evolucion dentro de los programas de
posgrado. BEB /8(1):39-40.

Judrez Oropeza Marco Antonio. Del Buen Decir.
BEB 78(2):76-77.

Laclette Juan Pedro y Chimal Monroy Jesiis.
Lino Diaz de Ledn. Obituario. BEB /8(4):180-182.

Lopez Bojorquez Lucia Nikolaia. Las bases mo-
leculares de la percepcién del picante o la identifica-
cién y caracterizacién del receptor de la capsaicina.
BEB 18(3):125-127.

Moreno Sanchez Rafael. Citedra patrimonial de
excelencia. Nivel II. BEB 78(4):183-184.

Moreno Sanchez Rafael. Problema Bioquimico
Bioenergética. BEB 78(2):79.

Moreno Sanchez Rafael y Castillo Alicia. Pro-
blema Bioquimico. Cinética enzimdtica. BEB
18(4):186.

Moreno Sinchez Rafael y Castillo Alicia. Res-
puesta al Problema Bioquimico. Cinética enzimdtica.
BEB 18(4):189.

Ortiz Jiménez Marco Antonio. La coleccién de
microorganismos de interés en las ciencias biomé-

dicas. BEB 18(2):78-79.
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Rodriguez Enriquez Sara y Moreno Sanchez
Rafael. Problema Bioquimico. Bioenergética. BEB
18(3):128.

Rojas del Castillo Emilio. Comentarios sobre li-
bros de reciente publicacién. 78(4):185.

Saldana Balmori Yolanda. CRUCIBIOQ. BEB
18(3):129.

Saldaiia Balmori Yolanda. CRUCIBIOQ. BEB
18(4)187.

Saldana Balmori Yolanda. Solucién al CRUCI-
BIOQ. BEB 18(4)188.

Zentella Dehesa Alejandro. Biologia funcional de
los animales. Comentario sobre el libro. BEB
18(1):36-37.

Zentella Dehesa Alejandro. Biologia molecular
en medicina. Comentario sobre el libro. BEB
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TITULOS DE EDITORIALES
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INSTRUCCIONES PARA L.OS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

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

3)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco para computadora,
escrito en los procesadores de textos “Winword” o “Word-
perfect”, con una extensién maxima de 15 cuartillas a doble
espacio (27 renglones por cuartilla y 70 caracteres por
renglén). Este deberd ir acompanado de tres impresiones del
articulo y de la solicitud para su publicacién, 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 afiliacién del o los autores (por ejemplo:
departamento e institucién). domicilio, cédigo postal, ciu-
dad, estado, pafs, teléfono, fax y correo electrénico en caso
de tenerlos. Si el titulo del trabajo es largo, debe incluirse
cuatro renglones mds abajo, un titulo breve con un médximo
de 60 caracteres, incluyendo los espacics, para insertarlo
como cabeza de pigina.

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

Se sugiere un mdximo 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, nimero del volumen en cursivas y antecedido por
dos puntos el nimero de la primera y dltimas péginas, de
acuerdo con lo que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricién y participacién en la prevencién de
ciertas patologias. Bol Educ Bioq /4:12-17.

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

Los articulos en libros deberdn citarse de la siguiente forma:

Wood K T (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 podrdn
incluir las pdginas 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)

7

1}

Se aceptardn como maximo seis ilustraciones, figuras mas
tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel
albanene con tinta china o bien impresiones ldser o presen-
tarse como fotografias en blanco v negro sobre papel brillan-
te, cuya localizacion deberd estar sefalada 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 deberdn
numerar con ardbigos y las tablas con romanos. Las levendas
y los pies de figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte.
Se deberi considerar que las figuras y las tablas se reducirdn
de tamafo. aproximadamente a la mitad 0 a un cuarto de las
dimensiones de una hoja carta; las letras y nimeros mads
pequeifios no deben ser menores a los dos milimetros. Las
tablas se deberdn presentar conforme alguna de las publicadas
en los nimeros de 1998.

Se deberd evitar hasta donde sea posible los pies de pdginas.
Las abreviaturas poco comunes que se utilicen en el texto
deberin enlistarse en la primera pédgina.

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

I1. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado:
desde resimenes de articulos interesantes, relevantes o
significativos, informacién de tipo general, avisos de reunio-
nes académicas y cursos, bolsa de trabajo. etcétera.

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

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

Se aceptard un midximo de dos referencias incluidas entre
paréntesis en el texto segin el inciso I-4. En caso de que se
juzgue necesario se podrd incluir una figura o una tabla, de
acuerdo con las caracteristicas que se indican en el inciso
I-5.

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

El disco y las tres copias de los manuscritos se deberan
enviar al Boletin de Educacién Bioquimica, Apartado
Postal 70-281, México 0451¢, DF o bien por intermedio
del corresponsal del BEB en su localidad.
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