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CAMBIO Y CONTINUIDAD

A principios de este aiio el Dr Sergio Sanchez
Esquivel decidio dejar de ser miembro del
Consejo Directivo de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica. AC (AMPB. A C) vy
del Comité Editorial del Boletin de Educacion
Bioquimica (BEB). debido a sus multiples
compromisos en investigacion, docenciay la
administracion de la actividad cientifica a su
cargo. Es importante recordar que el Dr Sanchez
fue uno de ios fundadores de la AMPB, ACy
que fue miembro de su Consejo Directivo desde
su creacion como consta en nuestra Acta
Constitutiva. La salida del Dr Sanchez es una
pérdida importante para el BEB. y ademis, tiene
un significado especial ya que ahora, tanto en el
Consejo Directivo como en el Comité Editorial.
solo queda uno de los fundadores de la AMPB,
A C, la Dra Yolanda Saldafia Balmori. Sin
embargo, es importante resaltar que una de las
tareas del Dr Sanchez y de los ocho miembros
del Consejo Directivo, que por razones de
trabajo nos han dejado a lo largo de los afios. ha
sido el buscar la forma en que con el cambio de
individuos no se pierda la continuidad en la
filosoffa que alienta a nuestra revista. Esto ha
permitido que las tareas y responsabilidades que
se requieren para darle continuidad a nuestra
revista y a nuestra Asociacion en su mayoria
hayan sido transferidas eficazmente a nuevos
miembros y colaboradores. Aprovechamos este
espacio para reconocer la labor del Dr Sdnchez,

que al igual que los demds miembros fundadores,

contribuyo para darle continuidad a este
esfuerzo. Baste mencionar que habiendo
manifestado desde hace mds de un afio su deseo
de abandonar este cargo, espero¢ a que la

participacion activa de nuevos miembros
asegurara que su salida no resultaria en
detrimento ni del BEB ni de la Asociacion.

La salida de los miembros fundadores de
los cuerpos directivos de nuestra Asociacion
debe verse como algo natural, como ocurre en la
vida de cualquier actividad con una vida de mas
de 18 anos como es el caso del BEB. Sin
embargo, el recambio de los individuos
tundadores de cualquier institucion representa un
reto para la continuidad de los principios. metas
y objetivos institucionales. Si bien nuestros
estatutos especifican con detalle las tareas y
responsabilidades que tenemos, la filosofia que
Justifico la creacion del BEB y afos mds tarde de
la AMPB, A C que consiste en brindar apoyo a
los profesores de bioquimica y dreas afines ha
encontrado eco en la comunidad bioquimica de
hoy.

Ha sido dificil para los que constituimos el nuevo
grupo de colaboradores del BEB y de la AMPB,
A C apegarnos a las motivaciones y a la filosofia
de nuestros fundadores, pero gracias a la
presencia de los que han permanecido del grupo
original podemos decir que los resultados son
alentadores.

Por una parte, la AMPB, A C ha logrado
mantener la continuidad de sus congresos y
sostener una pequefia pero activa membresia.
También hemos tenido un ndmero creciente de
ponencias de profesionales de la educacion
bioquimica que sin pertenecer a nuestra
Asociacion han encontrado en nuestras reuniones
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un espacio para la presentacidn y discusién de su
trabajo docente.

Por otra parte, el BEB ha cobrado una gran
visibilidad que se refleja en la reciente invitacion
a participar en la pagina electronica de la
Sociedad Mexicana de Bioquimica, A C.
También es alentador el aumento en diferentes
rubros de la vida del BEB como son: en el
numero de suscriptores. en el aumento en la
cantidad de trabajos por nimero. en el nimero
de trabajos sometidos al BEB, en el nimero de
revisores externos y en la diversidad de las dreas
cientificas que se cubren. Es importante
mencionar que estamos tratando de establecer
una nueva tradicion al publicar las memorias de
los congresos de la Sociedad Mexicana de
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Biologia del Desarrollo v de distintas ramas de la
Sociedad Mexicana de Bioquimica que aparecen
como numeros especiales.

En nuestra opinion, todo esto sugiere que, si bien
puede haber divergencias en la forma de alcanzar
los objetivos fijados, la filosofia que hace mis de
I8 anos motiva la creacion del BEB. y
posteriormente, de la AMPB ha sido asimilada y
reconocida como propia por una nueva
generacion de miembros y colaboradores.
asegurando de esta manera la continuidad de este
esfuerzo educativo.

Alejandro Zentella Dehesa
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Autonoma de México
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LA FOTOSINTESIS, LAS REACCIONES LUMINOSAS

Juan Carlos Raya Pérez. Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del L.LP.N. Unidad de Biotecnologia
¢ Ingenieria Genética de Plantas, Departamento de Biotecnologia y Bioquimica. Irapuato Guanajuato México.

Correo electrénico: jraya@irapuato.ira.cinvestav.mx

RESUMEN

La fotosintesis aprovecha una fuente de energia
practicamente inagotable: la luz solar. que utiliza
para generar compuestos hidrocarbonados, prima-
riamente, y de este modo sustentar casi toda la vida
que hay sobre la tierra. Tradicionalmente se le ha
dividido en dos etapas: la luminosa o aquella en
que se precisa de la entrada de luz, y la oscura, que
puede ocurrir aun cuando no haya luz, pero que
hace uso de la energia almacenada previamente en
las reacciones luminosas para llevar a cabo la re-
duccién del diéxido de carbono a través del ciclo
de Calvin. Aqui nos ocuparemos de la parte en que
se requiere de la energia luminosa, de como es cap-
tada por las plantas y como se aprovecha para el
transporte de protones, la sintesis de ATP y la ge-
neracion de poder reductor.

PALABRAS CLAVE: reacciones luminosas,
transporte de electrones, ATP. NADPH, PSI. PSIL

ABSTRACT
Plants harvest sun light is the way to make carbohy-
drates and support the life on the earth. Photosynthe-
sis process have been divided in two phases: dark
“and luminous; in the dark reactions is not necessary
the ligth, although use the energy stored during the
luminous reactions to reduce CO, through the
Calvin’s cycle. In this review we will describe the lu-
minous reactions, harvesting of ligth, electron trans-
port. ATP synthesis and power reduction generation.
KEY WORDS: light reaction, electron
trasport. ATP, NADPH, PSI. PSIIL.

ALGO DE HISTORIA

La fotosintesis es responsable de la atmdsfera
oxigénica, satisface nuestras necesidades de ali-
mentacién y nos provee de materias primas como
madera y fibras naturales; de hecho practicamente
toda la energia que consumimos proviene de ella.
incluido el petréleo, energia luminosa que fue cap-

turada y almacenada por las plantas hace millones
de anos.

Laesencia de la fotosintesis es la conversion de
energia que llega a la tierra en forma de radiacio-
nes electromagnéticas (luz de sol) en energia qui-
mica biolégicamente utilizable. Esta energia se
emplea para rearreglar los dtomos del didxido de
carbono y el agua para formar carbohidratos y li-
berar oxigeno (1).

Los procariotos fotoautotrofos, incluyendo las
cianobacterias, aparecieron hace unos 3500 millo-
nes de anos (ma) y las algas con cloroplastos en-
contradas en China tienen unos 1700 ma de anti-
giiedad, lo que permite ir situando en el tiempo los
grandes eventos ocurridos desde la aparicion de la
vida en nuestro planeta, tales como la fotosintesis
misma y el surgimiento de los eucariotos, que teo-
ricamente tendrian alrededor de 2000 ma. Se pien-
sa que las formaciones de hierro en rocas con 3800
ma de antigiiedad probablemente provienen de
oxigeno que no se liberd debido a la fotosintesis,
pero los depdsitos mayores que tienen 2000-2500
ma. seguramente aparecieron debido a la actividad
bioldgica. a la fotosintesis, que a lo largo de millo-
nes de anos fue liberando v acumulando oxigeno
en la atmosfera; para los primeros depositos la
fotodisociacion del agua podria explicar su acu-
mulacion.

El fraccionamiento isotopico del carbono es
también consistente con la interpretacion de que
las cianobacterias habrian aparecido hace unos
3500 ma: éstas son parte importante en la forma-
cién de estromatolitos, construcciones biosedi-
mentarias macroscépicas producidas por el sedi-
mento atrapado, unido y/o precipitado debido a la
actividad bacteriana (2).

De acuerdo con Arnon histéricamente dos con-
ceptos guiaron la investigacion sobre fotosintesis
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y el rearreglo de los dtomos: la fotodescompo-
sicion del CO, y la fotodescomposicion del agua.
Ambos conceptos imaginaban la transferencia fo-
toinducida de dtomos completos y no la transfe-
rencia de electrones.

El primer concepto de como se rearreglan los
atomos bajo la influencia de la luz fue la fotodes-
composicion del CO, y estd asociada con el nom-
bre de Ingenhousz (1779) quien descubrio o esen-
cial de la luz para la fotosintesis: de Saussure, al-
gunos anos despucs (1804) quien establecio que el
agua es también un reactivo necesario para la fo-
tosintesis, pero no cambio la idea de Ingenhousz
sobre la fotodescomposicion del CO,, lo cual fue
aceptado hasta el siglo XX. El interés en la des-
composicion del CO, probablemente se deba al
razonamiento 16gico pues si se rompe el CO, se
libera el O, v queda el carbono para combinarlo
con el agua y obtener carbohidratos C:2H:O, cons-
tituyentes mayoritarios de la materia vegetal.

El segundo concepto que influyo el estudio de
la fotosintesis moderna fue la fotodescompo-
sic1on de los donadores de hidrogeno. propuesta
por Van Niel. El propuso que la fotosintesis bac-
teriana y vegetal son casos especiales de proce-
sos de 6xido-reduccién inducidos por luz en los
cuales el donador de hidrogeno, H,O en las plan-
tas y H,S (o su equivalente) en bacterias foto-
sintéticas, se oxidan en tanto que el CO, se redu-
ce a materia organica. Como ecuacion general
para la fotosintesis Van Niel (1931) propuso:

COs +2 H.A —NZ o (CH.0)+ 2A + H.0

donde H-A representa el donador de hidrégeno.
De acuerdo con esta ecuacion el oxigeno es un
producto secundario de la fotosintesis vegetal co-
mo el azufre elemental es el producto secundario
de las bacterias fotosintéticas sulfurosas que utili-
zan el H,S como donador de hidrégeno. En ambos
casos la energia luminosa participa escindiendo la
molécula del donador de hidrogeno.

—z_, (CH,0) + 28 + H,0
(CH,O) + O, + H.O

CO, + 2 H.S
CO, + 2 H,0 —luz

En 1937 Hill inici6 sus investigaciones sobre la
actividad fotoquimica de cloroplastos aislados.
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descubriendo la reaccién que lleva su nombre. La
reaccion de Hill es en realidad una serie de reac-
ciones que representan la transferencia de dtomos
de hidrégeno (electrones mds protones) a acep-
tores de hidrégeno, o de electrones Gnicamente a
aceptores de electrones; los reactivos de Hill fue-
ron la benzoguinona, que acepta dtomos de hidro-
geno y otros como el oxalato férrico o el ferricia-
nuro que aceptan inicamente electrones.

Las primeras propuestas del flujo de electro-
nes inducido por fuz fueron especulativas, sin evi-
dencias experimentales significativas. Por otra
parte, el descubrimiento del ciclo de la pentosa
fosfato o de Calvin tampoco permitié establecer
un papel directo para la luz en la asimilacién del
CO., ya que los pasos del ciclo probaron ser re-
acciones enzimdticas “oscuras’ que no requieren
la entrada directa de energia luminosa. El ciclo
requiere para la reducciéon de 1 mol de CO, a car-
bohidratos, 2 moles de NADPH+H" y 3 moles de
ATE

La observacion de que los cloroplastos pueden
reducir el NAD* o NADP?, este ultimo siendo la
fuente de poder reductor para reducir el CO,, no
implicé gran controversia. En contraposicion, la
formacion de ATP en cloroplastos si causé mucha
controversia, lo que llevé a proponer una coope-
racion entre el cloroplasto y la mitocondria, con el
primero reduciendo el NAD"* y la segunda oxidan-
dolo en presencia de oxigeno para dar ATP (1).

En la actualidad se tiene evidencia de que la
mitocondria coopera con el cloroplasto durante la
noche, o cuando no hay luz, cediéndole ATP a fin
de que el primero mantenga un nivel minimo de
energia y de este modo mantener también las fun-
ciones en un nivel que le permitan conservar la in-
tegridad funcional y estructural.

El FOTOSISTEMA 2 (PSII)

Arreglados en orden secuencial (Fig 1) puede de-
cirse que este sistema es el que se encuentra al
principio de la cadena fotosintética transportadora
de electrones, pero histéricamente se le denomind
como fotosistema 2. Tiene mds de 25 proteinas
diferentes, incluidas las D1 y D2, que son parte
fundamental del centro de reaccion. pesan alre-
dedor de 32 kDa cada una y parecen coordinar
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Figura 1. Cadena transportadora fotosintética de electrones. Se requiere de un potencial electroquimico muy positivo para
quitar los electrones a la molécula de agua. y de los dos fotosistemas para llevarlos hasta un potencial la suficientemente

negativo para reducir al NADP.

al complejo de manganeso: las antenas llamadas
CP43 y CP47 que unen 20 moléculas de clorofila
la primera y 21-22 la segunda. En conjunto el PSII
tiene asociadas 220-230 moléculas de clorofila y
dada su naturaleza dimérica tiene en total 460
moléculas de clorofila, aproximadamente, que es-
tan en una posicion precisa, requerida para la inter-
accion fisica entre pigmentos (3).

El centro de reaccion del PSII es conocido co-
mo P680 (un par especial de moléculas de clorofi-
la) y es el donador primario de electrones depen-
diente de luz y el primer aceptor estable es la
feofitina (pheo) y en el estado P680* phe™ son refe-
ridos como el par radical primario.

Primero, el P680* excitado por los fotones ab-
sorbidos y trasmitidos por las antenas cede un elec-
trén a la feofitina: el P680 queda cargado y la
feofitina reducida.

La antena del PSII es un embudo superficial que
conduce la energia de excitacion hacia el centro de
reaccion por un proceso llamado resonancia mi-
grante; el flujo de energia entre la antena exterior
(LHCII), la antena interior (CP43, CP47) y el cen-
tro de reaccion es facilmente reversible debido a
esta caracteristica de embudo somero que tiene la
antena.

P680* pheo ——— P680* pheo-

La feofitina, a su vez, cede el electrén desa-
pareado a una quinona oxidada Q, que estd uni-
da ala proteina D2, permitiendo que la quinona
regrese a su estado reducido y la feofitina se
oxide.

pheo Q, ——— pheo Q,

Para regenerar la forma reducida del P680" se
emplean electrones provenientes de una molécula
de agua. Sin embargo, estos electrones no son trans-
feridos directamente al P680, sino que se hace a
través de un residuo especifico de tirosina llamado
Z7( Yz). que es la tirosina 161 de la proteina D1.

Yz P680* ——— Yz°* P680 + H*

Asi tenemos, en las reacciones anteriores, una
plastosemiquinona anién radical al aceptar un elec-
tron del P680, y un radical tirosil neutro Yz* redu-
cido por el complejo de manganeso.

La transferencia de energia dentro del centro de
reaccion es muy rdpida, lo que impide que la luz
absorbida por la clorofila sea reemitida como fluo-
rescencia. Como se sefiald antes, el hecho de que
en estos primeros pasos el electron se mueva casi
en un mismo nivel energético, hace factible la
transferencia de energia hacia fuera del centro de
reaccion, de regreso a la antena. Pero sélo una
pequenia parte de la luz que absorbe la clorofila es
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emitida como fluorescencia, la mayor parte es uti-
lizada en el transporte fotosintético de electrones.
El paso ultrarrapido de un aceptor a otro crea una
trampa cinética mds que energética. Asi, las plan-
tas logran una separacion de carga transmem-
branal, que es uno o el principal problema que en-
frentan al tratar de aprovechar la energia luminosa,
por ejemplo en fotoceldas: lograr la separacion efi-
ciente de cargas antes de que éstas se recombinen.

La eficiencia del proceso de transferencia de
energia luminica a una reaccion de oxido-reduc-
cion es muy alta. El par P680"phe” conserva casi
toda la energia contenida en el fotéon absorbido por
las antenas y se ha calculado un rendimiento cudn-
tico cercano a uno. El P680 excitado dona un elec-
tron desapareado a la feofitina en tres picose-
gundos, y en unos pocos cientos de picosegundos
mas. este electron llega a la quinona A, que a su
vez lo pasa a la quinona B. que acepta dos electro-
nes de espin complementario, y dos protones y en
este estado totalmente reducido abandona su sitio
de unién a la proteina DI y va hacia la matriz
lipidica de la membrana, donde interactiia con el
complejo b/f.

En conjunto, el PSII reduce a la plastoquinona
(PQ) a plastoquinol (PQH.) y el plastoquinol re-
duce al complejo b/t que contiene siete polipép-
tidos, un citocromo f, un citocromo by, el comple-
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grales de membrana. Tanto la poza de plasto-
quinonas como el complejo b/f estdn involucrados
en la regulacion de la cinasa que se activa depen-
diendo del estado redox de la cadena transporta-
dora, especificamente cuando estos componentes
estan reducidos (4). La quinona participa en el
transporte de protones a través de la membrana
creando el gradiente transmembranal; el complejo
b/f parece ser un sitio alternativo de bombeo de
protones que depende de la magnitud del gradiente
para utilizarlo o no, en el transporte y posiblemen-
te esté involucrado con la disipacion de energia de
que hablaremos mas adelante.

Complejo Liberador de Oxigeno

Los cuatro dtomos de manganeso de este com-
plejo estan localizados sobre el lado del lumen del
PSII, en cercania a las proteinas D1 y D2 y son in-
dispensables para tener un complejo funcional que
escinda las moléculas de agua. El P680* empuja la
oxidacion de Mn (II) a Mn (I1I) y el calcio es tam-
bién indispensable para el ensamblaje de un com-
plejo liberador de O, competente (Fig 2).

Se requieren cuatro eventos secuenciales para
extraer cuatro electrones de dos moléculas de
agua. producirel O, y liberar 4H* que contribuyen
a la formacion del gradiente de protones a través
de la membrana tilacoidal.

Jo de Rieske. una clorofila y cuatro proteinas inte- IHiO —l2.5 &4 4HF 4 88
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+
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| E
00 :
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ol

+

Mn ¥
2H20/.L)}2' + 4H &
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Figura 2. El fotosistema II libera oxigeno y protones mientras los electrones del agua viajan a través de los otros componen-
tes de la cadena, incluido el fotosistema I, hasta reducir al NADP y permitir la sintesis de ATP al generar el gradiente de
protones.
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Los ciclos de acumulacion de electrones se dan
paso a paso, hasta tener los cuatro necesarios para
liberar un O., y estos estados se han designado con
la letra S; en S, no hay ningtn electrén, en S, hay
un electrén, siendo S, v S, estables en la oscuri-
dad. S, es inestable y decae a S;; S; también decae
a S, via S,. El estado S,. generado por un “flash”,
reacciona espontineamente con el agua generan-
do el estado S,. en una reacciéon que toma un
milisegundo (ms).

S;+2H.O ———— O, +4H" + 4e + S,

Lareduccion de los estados S,y S hacia S| pue-
de darse a través de un residuo de tirosina del
polipeptido D2 denominado Y, 0 a través de otros
componentes endégenos.

Los cuatro dtomos de manganeso se encuentran
como dos pares, con una distancia interna Mn-Mn
de2.7A y una distancia entre pares de manganeso
de 3.3-3.4 A; el &tomo de calcio estd unido a una
distancia de 3.3-3.4 A de uno de los dtomos de
manganeso.

El manganeso puede ser removido sin destruir
la matriz proteica y la reinsercion del metal se lo-
gra en un proceso en el que se requiere luz y es
conocido como fotoactivacion, que consta al me-
nos de dos reacciones de luz separadas por un pro-
ceso de estabilizacion en la oscuridad.

Parece que el agua se une al Mn en S, (S,). Se
ha propuesto que Y"'z sustrae atomos de hidro-
geno del agua, lo que le permitiria al Mn perma-
necer eléctricamente neutro. o casi. en todos los
estados S.

Las dos moléculas de agua unidas al complejo
tienen tasas diferentes de intercambio H-'*O/ H-"*O
en los estados S,y S.. Uno de los dtomos de oxi-
geno se intercambia en menos de 25 ms y el otro
en 500 ms, lo que indica que las moléculas de agua
estan en ambientes distintos en el estado S,.

En la transicién de S; a S, a S, el oxigeno es

liberado y el agua se religa al complejo de Mn (el

estado S, no se ha podido detectar experimental-
mente pues reacciona rdpidamente). El complejo
estd abierto a la entrada del agua en S, (S), pero
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una entrada rapida durante el altimo paso Y™z S,
> Yz S, + O, no puede ser excluida.

Asi. la absorcion de luz por parte de la clorofila
provoca que un electron, proveniente del P680,
sea empujado a través de la cadena transportado-
ra, y este electron perdido por el P680 es repuesto
por los electrones que el complejo liberador del
agua le arranca a ésta al romper la molécula, libe-
rar al oxigeno y poner a viajar a los electrones del
hidrégeno por Ia cadena transportadora, mientras
ios protones quedan del lado del lumen para for-
mar ¢l gradiente electroquimico (5).

El complejo b/t cede sus electrones a la plasto-
clanina, una proteina periférica localizada en el
lado del lumen de la membrana tilacoidal y que
pesa 10.5 kDa: el centro redox de la plastocianina
es un ton cobre. La apoplastocianina parece tener
una estructura secundaria distinta a la de la holo-
enzima. lo que la harfa mas susceptible a la accion
de proteasas cuando la planta tiene deficiencia de
cobre.

FOTOSISTEMA 1(PS 1)

La plastocianina cede sus electrones al PSI, liama-
do asi por ser el primero en descubrirse. Este cen-
tro tiene entre 11-17 polipéptidos distintos, 90
moléculas de clorotila a, 10-15 de {3 caroteno, dos
quinonas y tres centros fierro-azufre.

El centro de reaccion del PSI. conocido como
P700, es un dimero de clorofila a. que esta reduci-
do en la oscuridad y transfiere electrones a A,
(aceptor primario): una molécula de quinona (Vi-
tamina K ) que acepta electrones de A, reducido y
de A, reducido (aceptor secundario) que transfie-
re los electrones a los tres centros fierro-azufre
designados Fx. Fby Fa (6).

La columna central es un heterodimero com-
puesto de las subunidades PSI-A y PSI-B.

El PST consume rapidamente los electrones gue
le cede la plastocianina.

Luego de la quinona el electrén llega a las pro-
teinas fierro-azufre (Fx, Fb, Fa) localizadas dentro
del complejo. de donde pasa a la ferredoxina. pro-
teina que tiene un peso molecular de 11 kDa. La
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reduccion del NADP requiere de la ferredoxina re-
ducida y de la NADP*reductasa, una flavoproteina.
Esta reductasa cataliza la reduccion del NADP*
ferredoxina, y en ausencia de NADP' la ferre-
doxina es reoxidada por oxigeno molecular, lo que
da como resultado la sintesis de ATP pero no pro-
duce NADPH y es llamada fotofosforilacion pseu-
dociclica.

La actividad de los fotosistemas es secuencial y
ambos son necesarios para llevar los electrones
hasta el aceptor final que es el NADP: se han obte-
nido mutantes de algas que no tienen PSI. pero
crecen en condiciones de luz muy tenue y con su-
plemento de compuestos organicos.

La ferredoxina dona electrones también para la
reduccion de nitrato a amonio, sulfato a sulfuro, y
a la tiorredoxina, la cual a su vez se reduce, y acti-
va. varias enzimas del ciclo de Calvin.

La célula puede regular su produccion de ATP
o poder reductor segtn sus necesidades y asi re-
ducir el nitrato a amonio o emplear el ATP en la
sintesis de péptidos (1).

La fotofosforilacion ciclica se efectiia regresan-
do los electrones desde la ferredoxina hacia el
complejo b/f, aunque hay otra proteina, la flavo-
doxina, recientemente encontrada en Synechocys-
tis cepa PCC 6803 y que es la encargada de regre-
sar los electrones hacia el complejo b/f o hacia las
plastoquinonas (el lugar preciso no estd bien esta-

blecido) y que suple casi completamente a la ferre-~

doxina en sus funciones. Synechocystis expresa la
flavodoxina cuando requiere la sintesis adicional
de ATP. por ejemplo para el transporte 16nico en
condiciones salinas: este flujo le permite a la c€lula
tanto la sintesis adicional de ATP. sin la generacion
de poder reductor, como una forma de disipar ener-
gfa para evitar dafio al aparato fotosintético bajo
ciertas condiciones. Por ejemplo. la alta intensidad
luminosa puede llevar a una oxidacion total o com-
pleta de la cadena transportadora de electrones lo
que puede inactivarla de modo permanente. En si
misma, la generaci6n del potencial transmembranal
permite la disipacion de energfa, y este potencial a
su vez permite la entrada en funcion de un tercer
mecanismo, que parece involucrar a las proteinas
de los complejos, como las de]l LHCII (7).
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COMPLEJO COLECTOR DE LUZ (LHCII)
La funcion de los complejos colectores de luz es
absorber fotones y transferirlos al centro de reac-
cion, a través de las antenas. El péptido principal
del LHCII es llamado LHCIIb o proteina ligadora
de clorofila y tiene un 42% de la clorofila presente
en los tilacoides.

Los complejos menores son llamados LHClIa,
LHCII ¢/c', LHCIId y LHCIIe y cada uno tiene
cerca del 3% de la clorofila tilacoidal. Las cloro-
fitas. rodofitas, cromotfitas y dinoflagelados tienen
proteinas antena que pertenecen a la familia LHC.
lo que hace pensar en que existen relaciones evo-
lutivas entre estos organismos.

El complejo, como tal forma trimeros y al me-
nos cuatro de estos trimeros se unen a una unidad
del PSII. Cada péptido del LHCII une 12 cloro-
filas, 7 de a y 5 de b, 2 luteinas y cantidades no
estequiométricas de violaxantina y neoxantina, es-
tas ultimas sirven como apagadores de las cloro-
filas excitadas y evitan el fotodafio cuando los
fotosistemas no alcanzan a drenar la energia de
excitacion. Se piensa que los carotenoides son re-
queridos principalmente, para apagar el estado
triplete de la clorofila a. pues la transferencia de
energia desde la clorofila b a la clorofila a es mu-
cho mas rdpida (picosegundos) que el tiempo de
vida del estado triplete, que es de varios nanose-
gundos. También se ha propuesto que los caro-
tenoides funcionan dando cierta estabilidad a la
membrana. a la que atraviesan de lado a lado. en
una orientacion precisa (8).

Durante el desarrollo del cloroplasto en chicha-
ro las proteinas colectoras de luz pueden ser de-
tectadas luego de 12 h de exposicion a luz, la poza
de plastoquinonas puede reducirse aproximada-
mente en el mismo lapso de tiempo y el citocromo
b/f también puede serinmunodetectado. Se requie-
re de una sefial proveniente del cloroplasto para la
expresion de genes nucleares que codifican para
proteinas que participan en la fotosintesis y esta
sefial regula su expresion atn en ausencia de luz;
por otra parte, el genoma nuclear codifica los com-
ponentes necesarios para el inicio de la diferencia-
cién del plastidio y para la expresion de genes del
cloroplasto. La colaboracién entre los genomas del
nicleo y del cloroplasto se puede ejempliticar con
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la RNA polimerasa, una codificada en el geno-
ma nuclear y otra codificada por el genoma del
organelo (9).

Las plantas cultivadas en luz intermitente detie-
nen el desarrollo de los plastidios en el estado de
protocloroplastos sin grana que sintetizan clorofi-
la a y carotenoides pero no clorofila b. Estos pro-
tocloroplastos tienen cadena transportadora de
electrones y centros de reaccién funcionales y
cuando se exponen a iluminacion continua hay una
riapida acumulacion de apoproteinas del LHC y se
convierten en cloroplastos maduros.

Las plantas cultivadas a baja irradiacién lumi-
nosa tienen relativamente mas LHCII por PSII, lo
que ayudaria a una mayor eficiencia para captar
fotones: en otras condiciones. por ejemplo cuando
se favorece la iluminacion del PSII el LHCII es
fosforilado y se mueve hacia el PSI. proveyendo
de energia de excitacion a éste.

En las membranas de los tilacoides los comple-
jos estdn distribuidos de tal manera que el PSII y
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su centro colector de luz se localizan en las regio-
nes apiladas, mientras que el PSI se encuentra en
la region no apilada y el complejo b/f se reparte
aproximadamente por igual (Fig 3).

Cuando el LHCII estd defosforilado se une al
PSII, a esta condicion se le conoce como el estado
I cuando en la poza de plastoquinonas aumenta la
relacion PQH2/PQ se activa una cinasa que fosfo-
rila al LHCII, que entonces se mueve hacia la re-
gion no apilada donde estd el PSI, disminuyendo
asi la cantidad de luz absorbida por el PSII en rela-
cion al PSI: este es el estado 2. Otro tipo de con-
trol a mds largo plazo incluye la sintesis de uno o
algunos de los componentes segtin las condiciones
de 1luminacion en que crezca la planta (10).

La movilizacion del LHCII y su asociacién con
uno u otro centro sirve como un mecanismo de
control que estd integrado a una red de regulacion
fotosintética que mantiene un balance entre la ac-
tividad del ciclo de Calvin, la carga de energia en
el estroma del cloroplasto y el transporte de elec-
trones.

PSII-LHC 11

Cit b/t

PSI-LHC I

ATP-sintetasa

Figura 3. Esquema de la distribucién de los distintos complejos en las membranas tilacoidales.
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El LHCI se asocia al PSI y es especifico pa-
ra este fotosistema, contiene clorofila a y by
cerca del 20% de la clorofila de los tilacoides.

La acumulacion de apoproteinas del LHCI se
ve afectada cuando la acumulacion de clorofila b
es limitada. El LHCI se ensambla primero como
monomero y luego como trimero antes de ser en-
samblados al PSI (11).

La fotosintesis, como otros procesos de conver-
sion y/o aprovechamiento de energia es llevada a
cabo en un sistema de membranas, en este caso los
tilacoides del cloroplasto. pero ademas mediante
el uso de mutantes se ha visto que para este proce-
so se requiere de una membrana que contenga en
sus dcidos grasos altos niveles de insaturacion,
mientras que otros procesos no se ven mayormen-
te afectados por esta caracteristica.

El gradiente de protones generado por la ca-
dena transportadora de electrones es utilizado
por la ATP sintetasa. que tiene un complejo
catalitico o CF y un complejo que une a la enzi-
ma con Ja membrana y permite el paso de los
protones a través de ésta, que es el CEF: esta
enzima es sumamente compleja y la de cloro-
plasto estd formada por nueve distintas subuni-
dades y es regulada de un modo distinto a la de
mitocondria o de bacteria; se requiere de la for-
macion del gradiente electroquimico a través de
la membrana tilacoidal para activar la enzima,
ademds de la reduccion de un enlace disulfuro
en una de las subunidades llamada gamma: el
gradiente de protones provoca repulsion elec-
trostatica entre la CF, y la CF,, lo que facilita la
reduccion del enlace: hay ademads una subunidad
epsilon que funciona como inhibidor de la enzi-
ma cuando se disipa el gradiente de protones y
evita su actividad hidrolitica, por ejemplo du-
rante la noche (12).

Otros aspectos interesantes y que atraen la
atencion en el estudio de la fotosintesis son los
distintos tipos que se conocen. la tipo CAM (o
MAC): metabolismo acido de las crasulaceas; la
C.yla C,, la forma en que se establece la rela-
cion fuente-demanda a fin de lograr una mayor
acumulacion de materia seca. Por otro lado, el
estudio de la influencia que tendrd el aumento
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en la concentracion de dioxido de carbono at-
mosférico es también de interés antropocén-
trico (13). Se ha encontrado que existe una gran
cantidad de factores que influyen en esta activi-
dad fotosintética, incluyendo las relaciones de
hormonas vegetales, como las citocininas, los
brasinosteroides, el dcido abscisico (14). Mu-
chos productos metabdlicos afectan también a
la fotosintesis. de hecho, los carbohidratos re-
gulan negativamente la expresion de los genes
fotosintéticos. Cambios ambientales como el
frio favorecen la fotoinhibicion cuando hay alta
intensidad luminosa, fendmeno que también se
observa cuando el calor se une a la sequia, cosa
muy frecuente. Lo que provoca también un re-
cambio muy rdpido de la proteina D1. Este fe-
nomeno ha sido de mucho interés y al parecer la
fosforilacion de la proteina D1 es llevada a cabo.
probablemente, por una cinasa controlada en
parte por el estado redox de la cadena transpor-
tadora de electrones y esta fosforilacién parece
retrasar la degradacion de la proteina DI1. Se
sabe que la proteina es insertada en la membra-
na al mismo tiempo que es traducido su ARNm.
El control que se ejerce sobre la transcripcién y
la traduccién queda de manifiesto con el efecto
de la proteina D2 sobre la sintesis de la DI1. El
gen que codifica para la proteina D2 tiene cua-
tro promotores v uno de ellos responde espe-
cificamente a luz azul intensa, activandose la
transcripcion; otro durante el desarrollo del clo-
roplasto, proceso que se ve afectado por el fito-
cromo B, principalmente, pero que requiere de
la coordinacion entre el genoma del cloroplasto
y del nicleo. Existe ademds otro control a nivel
traduccional para la D1, por medio de una pro-
teina que se une al ARNm de la D1 y que pro-
mueve un incremento de 50-100 veces en su tra-
duccidn. En la luz los fotosistemas reducen a la
ferredoxina (Fd), que a su vez reduce a la ferre-
doxina-tiorredoxina-<reductasa (FTR) y ésta re-
duce a la disulfuro isomerasa (PDI), que final-
mente reduce a la proteina que se une al sitio
poliadenilado del ARNm, (PUPA) y activa la
transcripcion. La fosforilacion de la disulfuro
isomerasa favorece la catalisis oxidativa, dismi-
nuyendo la traduccion en la oscuridad; la cinasa
que fosforila a la PDI es ademds dependiente de
ADP, que es mds abundante cuando hay baja car-
ga energética (Fig 4) (15).
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RESUMEN

Las hemoglobinas (Hbs) son proteinas que trans-
portan el O, en los organismos. En las plantas exis-
ten dos tipos de Hbs: las Hbs no simbiéticas (del
Tipo 1). y las Hbs simbidticas (del Tipo 2). La
mayoria de las Hbs simbidticas se sintetizan exclu-
sivamente en los nédulos de las plantas fijadoras
de N, en donde funcionan como transportadores
de O, a los bacteroides. Las Hbs no simbidticas se
distribuyen ampliamente en el reino vegetal. desde
las plantas terrestres mds primitivas hasta las espe-
cies dicotiledéneas y monocotiledoneas mas evo-
lucionadas. en donde se sintetizan en diversos or-
ganos de la planta. La funcién de las Hbs no sim-
bidticas se desconoce, sin embargo, con base en
algunas caracteristicas bioquimicas, como su ele-
vada afinidad por el O.. y el patrén de expresion
de los genes hb en las plantas se ha sugerido que
estas proteinas tienen funciones distintas al trans-
porte de O.. El andlisis de la estructura de los genes
hb vegetales sugiere que las Hbs simbidticas po-
drian ser el resultado de la especializacion de algu-
nas Hbs no simbidticas, y que las Hbs vegetales
descendieron a partir del mismo ancestro.

PALABRAS CLAVE: Estrés, evolucion, fi-
jacion de nitrégeno, hemoglobina, oxigeno, sim-
biosis.

ABSTRACT

Hemoglobins (Hbs) are hemeproteins that trans-
port O, in organisms. In plants, two classes of Hbs
have been described: the non symbiotic (Class 1)
and symbiotic (Class 2) Hbs. Most of symbiotic
Hbs are synthesized only in nodules of nitrogen-
fixing plants, and function by facilitating the
diffussion of O, to the bacteroids. Non symbiotic
Hbs are widely distributed in the plant kingdom.
ranging from bryophytes to the most evolved di-
cots and monocots. and they are synthesized in dif-

ferent plant organs. The function of non symbiotic
Hbs is not known, however based on their bio-
chemical properties, such as the very high affinity
for O,, and the hb gene expression pattern in
plants, it has been suggested that the non symbi-
otic Hbs have different or additional functions to
O, transport. Structure analysis of plant b genes
suggests that symbiotic Hbs evolved as a special-
ization of non symbiotic /b genes, and that symbi-
otic and non symbiotic Hbs evolved from a com-
mon ancestor.

KEY WORDS: Evolution. hemoglobin, nitro-
gen fixation, oxygen, stress, symbiosis.

GENERALIDADES

Las hemoglobinas (Hbs) son proteinas que perte-
necen al grupo de las globinas y que contienen
hemo como grupo prostético, el cual permite la
union reversible del oxigeno (O,) y otros ligandos
gaseosos. Las Hbs se han detectado en todos los
grupos de organismos, desde las bacterias hasta
los vertebrados. en donde su funcion principal se
relaciona con el transporte y almacén de O-. Las
Hbs son proteinas ubicuas en las plantas. ya que se
localizan en los nédulos de especies leguminosas y
actinorrizas que fijan el nitrogeno. N, y en diver-
sos organos de especies no fijadoras de N,. El and-
lisis comparativo entre las secuencias de residuos
de aminodcidos sugiere que en las plantas existen
dos tipos de Hbs que se relacionan estrechamente:
las Hbs del Tipo I, 0 Hbs no simbidticas. y las Hbs
del Tipo 2. o Hbs simbidticas (Fig 1A) (1). Las
Hbs no simbidticas se descubrieron recientemente
y constituyen un grupo de proteinas con caracte-
risticas bioquimicas particulares, cuya funcion en
las plantas se desconoce. Por su parte, las Hbs
simbioticas que se sintetizan en los nddulos se han
caracterizado con detalle, y se cree que su funcion
es transportar el O, hasta los bacteroides fijadores
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Figura 1 (A) Fenograma que muestra la similitud entre las
secuencias de residuos de aminodcidos de las Hbs vegetales
que se alinean en (B), y que se obtuvo al utilizar la rutina
PILEUP del programa GCG.

Hbs no simbidéticas (Tipo 1)

! Musgos

de N, (2). En esta revision se discuten aspectos
generales sobre las Hbs simbidticas y, con mayor
detalle, las caracteristicas de las Hbs no simbio-
ticas en relacion con (i) su funcién en los tejidos
vegetales, (i1) la relacién que tienen estas protei-
nas con las Hbs simbidticas. y (iii) la evolucion de
las Hbs en las plantas.

HEMOGLOBINAS SIMBIOTICAS

Las Hbs simbidticas se descubrieron en 1939 en
los nédulos de plantas leguminosas (3), por lo que
se les Ilama leghemoglobinas (Lbs). Desde enton-
ces estas proteinas se han estudiado en diversas
especies de leguminosas, tal como el frijol (Pha-
seolus vulgaris), la soya (Glvcine max), la alfalfa
(Medicago sativa), el trébol (Trifolium repens) y
el lupino (Lupinus [uteus). Las Hbs simbidticas son
las proteinas mds abundantes en los nédulos, en
donde representan hasta el 30% de las proteinas

Lira Ruan K y cols

solubles. Estas proteinas tienen una afinidad alta
porel O, debido a que la constante de asociacion.
“kon”, es elevada y a que la constante de disocia-
cion, “k off”, es moderadamente baja. Por lo tan-
to, se cree que las Hbs simbidticas contribuyen al
proceso de fijacion de N al facilitar la difusion del
O, hasta los bacteroides para mantener la respira-
¢i6n y la produccion de energia en la forma de ATP.
Las Lbs se sintetizan especificamente en los nédu-
los. y no se les ha detectado en otros érganos de la
planta (2).

Ademads de las Lbs. también se ha estudiado una
Hb que se localiza en los nédulos de Parasponia
andersonii (4). Esta planta pertenece a la familia
Ulmaceae. y es la tnica especie no leguminosa
conocida que es nodulada por Rhizobium. La Hb
de Parasponia es una proteina homodimérica con
masa molecular de ~ 35 kDa, y cuya afinidad por
el O, es similar a la afinidad que tienen las Lbs por
este elemento. Por lo tanto, se cree que la funcién
de la Hb en los nédulos de Parasponia es trans-
portar el O, hacia los bacteroides. No obstante, a
diferencia de los genes /b, el gen hb de Parasponia
se expresa en tejidos diferentes a los nddulos; sin
embargo. la funcion de la Hb de Parasponia en
esos tejidos se desconoce.

Las Hbs simbidticas se han detectado en otras
especies de plantas dicotiledoneas. En Arabidop-
sis thaliana se detectaron dos genes hb, ahbl y
ahb2. La similitud entre la secuencia de residuos
de aminodcidos de aHb1 y aHb2 es del 69%. sin
embargo, aHbl y aHb2 tienen mayor similitud
con las Hbs no simbidticas y simbidticas, respec-
tivamente, por lo que aHbl se considera como
una Hb no simbidtica y aHb2 como una Hb sim-
biotica (Fig 1A). Los genes hib de Arabidopsis se
expresan en las rosetas y raices cuando la planta
crece en condiciones normales (1). En Cichorium
se aislo un ADNc que codifica para una Hb. Esta
Hb es un péptido de 161 residuos de aminodcidos
y una masa molecular de 18 kDa. Mediante la
comparacion de las secuencias de residuos de ami-
nodacidos se determind que la Hb de Cichorium
tiene mayor similitud con las Hbs simbiéticas (Fig
IA). El gen hb de Cichorium se expresa durante
el inicio de la embriogénesis somdtica de las ho-
jas. y la funcién de la Hb en esos tejidos se des-
conoce (5).
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HEMOGLOBINAS NO SIMBIOTICAS

a) Hemoglobinas no simbioticas de plantas di-
cotiledoneas

La clonacion del gen hb de Parasponia permitié la
deteccion de los genes b en otras especies dicoti-
ledoneas. Trema tomentosa es una planta que per-
tenece a la familia Ulmaceae, pero que no nodula,
y por lo tanto tampoco fija N.. Mediante el uso del
gen hb de Parasponia como sonda molecular, fue
posible aislar el gen hb de Trema el cual codifica
para una Hb monomérica que se sintetiza en bajas
concentraciones en las raices de la planta (6). En
la soya, existen al menos dos genes /ib no simbio-
ticos, los cuales se regulan independientemente a
los genes /b. Los transcritos, ARNm, de la Hb no
simbidtica de la soya se detectaron en cotiledones,
nodulos, raices, tallos y hojas de plantas maduras
(7). Aunque el nivel de expresion del gen /ib no
simbidtico es semejante en las raices y los nodulos
de las plantas de soya, la expresion de estos genes
no simbidticos difiere considerablemente del pa-
tron de expresion de los genes /b, el cual es muy
alto y exclusivo de los nédulos.

b) Hemoglobinas no simbioticas de plantas
monocotiledoneas

Los genes y transcritos de Hbs no simbidticas
se han detectado en las plantas monocotiledoneas.
Taylor et al (8) clonaron el ADNc de la Hb de la
cebada, Hordeum vulgare. Al comparar la secuen-
cia de los residuos de aminodcidos de la Hb de la
cebada con la Hb de Parasponia se encontrd que
ambas proteinas tienen una similitud del 71%, y
que la Hb de la cebada contiene los residuos de
aminodcidos que estan altamente conservados en
las Hbs vegetales, tal como las histidinas distal y
proximal (Fig 1B), que son los aminoacidos que
coordinan al fierro (Fe) del grupo hemo en la ma-
yoria de las Hbs. Al parecer, en la cebada existe
una sola copia del gen b que codifica para una Hb
homodimérica de 37 kDa, la cual se localiza en las
raices y semillas de la planta. En el arroz, Oryza
sativa, existen por lo menos tres copias del gen
hb. de las cuales dos son funcionales, es decir, que
se transcriben en ARNm. La comparacion de las
secuencias de residuos de aminodcidos entre Hbl
y Hb2 del arroz muestra que ambas proteinas son
similares en un 93%, y entre 68 y 82% con otras
Hbs no simbidticas. Los genes b1y hb2 se expre-
san diferencialmente en plantas maduras de arroz:
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hb1 se expresaen las hojas y raices, y hb2 se expre-
sa sOlo en las hojas, lo que indica que los genes /b
del arroz se regulan por diferentes promotores (9).

EXPRESI()N DE LOS GENES b NO SIM-
BIOTICOS EN PLANTAS QUE CRECEN EN
CONDICIONES DE ESTRES

La funcion de las Hbs no simbioticas se descono-
ce. Sin embargo, el andlisis de la expresion de los
genes /b es una herramienta util para entender la
funcién de estas proteinas. Se ha observado que la
expresion de los genes /ib no simbidticos se modi-
fica cuando la planta crece en condiciones de es-
trés, lo que sugiere que la funcion de las Hbs no
simbidticas se relaciona con la respuesta de la plan-
ta al estrés. El gen ahb 1 de Arabidopsis se expresa
en las raices de plantas que crecen en condiciones
normales, y se sobreexpresa en las hojas y raices
cuando las plantas se encuentran en condiciones
de hipoxia. Por su parte, el gen ahb2 de la misma
especie se expresa en las hojas de plantas que cre-
cen en condiciones normales, y se sobreexpresa
cuando las plantas se someten a bajas temperatu-
ras (1). La expresion del gen hb de la cebada se
incrementa cuando las plantas se someten a condi-
ciones de microaerobiosis (8). y cuando se bloquea
la sintesis de ATP (en 10). En condiciones de
microaerobiosis el gen 1b de la cebada se expresa
en niveles que son comparables a la expresion de
los genes [dh y adh. que codifican para las enzimas
lactato deshidrogenasa (LDH) y alcohol deshidro-
genasa (ADH), respectivamente. las cuales son
marcadores del metabolismo anaerobio (glucoli-
tico). Mas aun, al transformar células de maiz con
el gen hib de la cebada, el nivel energético de estas
células no se altera cuando el gen hb se expresa
constitutivamente bajo condiciones de hipoxia: en
cambio. en las células de maiz no transformadas
descendio el nivel energético (cuantificado como
la concentracion de ATP) bajo las mismas condi-
ciones. Estos resultados sugieren que las Hbs no
simbidticas podrian funcionar en el metabolismo
energético de las células vegetales (10).

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS
HEMOGLOBINAS NO SIMBIOTICAS

Para estudiar las caracteristicas bioquimicas de las
proteinas es necesario obtener cantidades consi-
derables de la proteina de interés. La concentra-
cion de las Hbs no simbidticas en los tejidos de las
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1 . . o . 50
EFhyscom Hb MASAVVNQSEA AAVRAPSKPV KTYSKENEQL VKQSWEILKK DAQRNGINFF RKVFEI
Oryza Hb2 MALV EGNNGVSGGA VSFSEEQEAL VLKSWAIMKK DSANIGLRFF LKIFEV
Oryza Hbl MALV EDNNAV...A VSFSEEQEAL VLKSWAILKK DSANIALRFF LKIFEV
Hordeum Hb MSAAEGAV V.FSEEKEAL VLKSWAIMKK DSANLGLRFF LKIFET
Parasponia Hb MSSSEVNK V.FTEEQEAL VVKAWAVMEK NSAELGLQFF LKIFEI
Trema Hb MSSSEVDK V.FTEEQEAL VVKSWAVMKK NSAELGLKFF LKIFEI
Casuarina Hb2 MSTLEGR G.FTEEQEAL VVKSWSAMKP NAGELGLKFF LKIFEI
Glycine Hb MTTTLER G.FSEEQEAL VVKSWNVMKK NSGELGLKFF LKIFET
Arabidopsis aHbl MESEGK IVFTEEQEAL VVKSWSVMKK NSAELGLKLF IKIFEI
A.z.'abidopsis aHb2 MGE IGFTEKQEAL VKESWEILKQ DIPKYSLHFF SQILEI
Cichorium Hb M G.FSEKQEAL VKESWEVMKQ DIPALSLYLY AMILEI
Cellsuarina Hbl M A.LTEKQEAL LKQSWEVLKQ NIPAHSLRLF ALTLEA
Vigna LbII MV A.FSDKQEGL VNGAYEAFKA DIPKYSVVFY TTILEK
Glycine Lba MV A.FTEKQDAL VSSSFEAFKA NIPQYSVVFY TSILEK
M. truncatula Lbl M S.FTDKQEAL, VNSSYEAFKQ NLSGYSVFFY TVILEK
M. sativa Lb M G.FTDKQEAL VNSSWESFKQ N.PGNSVLFY TIILEK
Sesbania Lb2 M G.FTEKQEAL VNASYEAFKQ NLPGNSVLFY SFILEK
*kk Kk * !’r I
i A [ B I
. . . " 100
Physcomitrella Hb APGA KAMYSFLRDS TIPFEENPKV KNHARYVFMM TGDAAVQLGE KGAYQV
Oryza Hb2 APSA SOMFSFLRNS DVPLEKNPEL KTHAMSVFVM TCEAAAQLRK AGKVTV
Oryza Hbl APSA SQMFSFLRNS DVPLEKNPKL KTHAMSVFVM TCEAAAQLRK AGKVTV
Hordeum Hb APSA RQMFPFLRDS DVPLETNPKL KTHAVSVFVM TCEAAAQLRK AGKITV
Parasponia Hb APSA KNLFSYLKDS PVPLEQNPKL KPHATTVFVM TCESAVQLRK AGKVTV
Trema Hb APSA KNLFSYLKDS PIPLEQNPKL KPHAMTVFVM TCESAVQLRK AGKVTV
Casuarina Hb2 APSA QKLFSFLKDS NVPLERNPKL KSHAMSVFLM TCESAVQLRK AGKVTV
Glycine Hb APSA QKLFSFLRDS TVPLEQNPKL KPHAVSVFVM TCDSAVQLRK AGKVTV
Arabidopsis aHbl APTT KKMFSFLRDS PIPAEQNPKL KPHAMSVFVM CCESAVOLRK TGKVTV
Arabidopsis aHb2 APAA KGLFSFLRDS DEVPHNNPKL KAHAVKVFKM TCETAIQLRE EGEVVV
Cichorium Hb APEA RGLFSFLKDT NVIPQNNPKL KSHAVKVFKM VCESAIQLRE KGEVVV
Casuarina Hbl APES KYVFSFLKDS NEIPENNPKL KAHAAVIFKT ICESATELRQ KGHAVW
Vigna LbII APAA KNLFSFL..A NGVDATNPKL TGHAEKLFGL VRDSAAQLRA SGGVV.
Glycine Lba APAA KDLFSFL..A NGVDPTNPKL TGHAEKLFAL VRDSAGQLKA SGTVV.
M. truncatula Lbl APAA KGLFSFLKDS AGV.(QDSPQL QAHAEKVFGL VRDSASQLRA TGGVVL
M. sativa Lb APAR KGMFSFL.DS AGV.QDSPKL QSHAEKVFGM VRDSAAQLRA TGGVVL
Sesbania Lb2 APAR KGMFSFLKDS DGVPQNNPSL QAHAEKVFGL VRDSAAQLRA TGVVVL
* %k * k% * * * ok * ﬂ * kkk *
l_—c | r E I
. . . . 150
Physcomitrella Hb LESK LQKLAATHVN AGVTDDQFEI VKEAILYAIE MGVP DLWSP ELKSAW
Oryza Hb2 RDTT LKRLGATHFK YGVGDAHFEV TRFALLETIK EAVPVDMWSP AMKSAW
Oryza Hbl RDTT LKRLGATHLK YGVGDAHFEV VKFALLDTIK EEVPADMWSP AMKSAW
Hordeum Hb RETT LKRLGGTHLK YGVADGHFEV TRFALLETIK EALPADMWGP EMRNAW
Parasponia Hb KESD LKRIGAIHFK TGVVNEHFEV TRFALLETIK EAVP.EMWSP EMKNAW
Trema Hb RESN LKRLGAIHFK NGVVNEHFE. TRFALLETIK EAVP.EMWSP EMKNAW
Casuarina Hb2 RESS LKKLGASHFK HGVADEHFEV TKFALLETIK EAVP.ETWSP EMKNAW
Glycine Hb RESN LKKLGATHFR TGVANEHFEV TKFALLETIK EAVP.EMWSP AMKNAW
Arabidopsis aHbl RETT LKRLGASHSK YGVVDEHFEV AKYALLETIK EAVP.EMWSP EMKVAW
Arabidopsis aHb2 ADTT LQYLGSIHLK SGVIDPHFEV VKEALLRTLK EGLG.EKYNE EVEGAW
Cichorium Hb SGST LKYLGSVHLE KGIVDPQFEV VKEALIRTVA KAMG.EKCSE EMKSAW
Casuarina Hbl DNNT LKRLGSIHLK NKITDPHFEV MKGALLGTIK EAIK.ENWSD EMGCAW
Vigna LbII ADAA L...GAVHSQ KAVNDAQFVV VKEALVKTLK EAVG.DKWSD ELGTAV
Glycine Lba ADAA L...GSVHAQ KAVTDPQFVV VKEALLKTIK AAVG.DKWSD ELSRAW
M. truncatula Lbl GDAA L...GAIHIQ KGVVDPHFVV VKEALLKTIK EAAG.DKWSE ELSTAW
M. sativa Lb GDAT L...GAIHIQ KGVVDPHFAV VKEALLKTIK EVSG.DKWSE ELNTAW
Sesbania Lb2 ADAS L...GSVHVQ KGVLDPHFVV VKEALLKTLK EAAG.ATWSD EVSNAW
* * * * ﬂ * % * * ok
| F | | G I \
B . 180
Physcomitrella Hb  GDAY DMLAEQVKAE MHAQRSAATS
Oryza Hb2 SEAY NQLVAATKQE MKPAE
Oryza Hbl SEAY DHLVAAIKQE MKPAE
Hordeum Hb GEAY DQLVAAIKQE MKPAE
Parasponia Hb GVAY DQLVAATIKFE MKPSST
Trema Hb GEAY DQLVAAIKSE MKPSST
Casuarina Hb2 GEAY DKLVAAIKLE MKPSS
Glycine Hb GEAY DQLVDAIKSE MKPPSS
Arabidopsis aHbl GQAY DHLVAAIKAE MNLSN
Arabidopsis aHb2 SQAY DHLALAIKTE MKQEES
Cichorium Hb SEAY DELADAIKTE MKKEAAETQTHI
Casuarina Hbl TEAY NQLVATIKAE MKE
Vigna LbIT ELAY DELAAATKKA ¥
Glycine Lba EVAY DELAAATKKA
M. truncatula Lbl EVAY DALATEIKKA MS
M. sativa Lb EVAY DALATAIKKA MV
Sesbania Lb2 EVAY DGLSAAIKKA MS
* * LEd
I |
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plantas es muy baja, aproximadamente
100 nM (2). por ello el aislamiento de
las proteinas nativas a partir de los teji-
dos fue un obsticulo para su estudio. Sin
embargo, el problema se resolvié al clo-
nar y expresar en Escherichia coli los
ADNCc de diversas Hbs no simbidticas,
lo cual permitio obtener cantidades sufi-
cientes de proteinas recombinantes para
su estudio. Los andlisis previos a esos
estudios permitieron comprobar que las
Lbs recombinantes. que se aislan a partir
de L. coli, y las nativas, que se aislan a
partir de los nddulos, tienen caracteris-
ticas bioquimicas idénticas (11, 12). Por
lo tanto. se ha utilizado el sistema de
expresion en E. coli para obtener canti-
dades suficientes de Hbs no simbidticas
para llevar a cabo andlisis bioquimicos.

Las Hbs no simbidticas tienen carac-
teristicas que son similares al resto de
las globinas ya que unen reversiblemente
el O, sin embargo. también difieren en
algunos aspectos. La estructura tercia-
ria de las Hbs vegetales, incluyendo a las

Figura 1 (B). Alineamiento de las secuencias
de residuos de aminodcidos de las Hbs no sim-
bidticas y algunas Hbs simbiéticas. El alinea-
miento se realizé al utilizar la rutina PILEUP
del programa CGC. Las porciones que forman
parte de las hélices alfa se indican con las le-
tras A a la H (las Hbs vegetales carecen de la
hélice D). y se calcularon con base en la estruc-
tura de la Lba de la soya (2). Los residuos de
histidina distal y proximal (His83 e His118. res-
pectivamente) se muestran en negritas. Los re-
siduos de aminodcidos que estdn absolutamen-
te conservados se muestran con asteriscos, y las
flechas verticales sefialan la posicién de los
intrones. Los mimeros de acceso de cada se-
cuencia en el banco de datos GenBank son los
siguientes: Phvscomitrella Hb, AF218049:
Orvza Hb1, U76030; Orvza Hb2, U76031; Hor-
deumn Hb, U01228: Parasponia Hb, U27194;
Trema Hb. Y00296: Casuarina Hb2, X53950;
Glycine Hb. U47143: Arabidopsis aHbl,
U94998: Arabidopsis aHb2, U94999; Cicho-
rivem Hb, AJOO7507; Casuvarina Hbl, L28826;
Vigna Lbll. U33207: Glveine Lba, P02238;
Medicago truncatula Lbl, X57733; M. sativa
Lb. X54089; Sesbania Lb2. P14848.
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Hbs no simbidticas, es similar a la estructura de las
Hbs de diversos organismos, ya que todas presen-
tan el plegamiento del tipo globina, el cual com-
prende de 7 a 8 hélices alfa que se denominan con
las letras A a la H. La hendidura para el hemo es
una region conservada y se forma entre las hélices
E y E En esta region se localizan las histidinas
distal y proximal, His E7 y F8, respectivamente,
que coordinan al Fe del hemo. El dtomo de Fe tam-
bién estd coordinado por los cuatro anillos pirro-
licos del hemo. Por lo tanto, se dice que el Fe estd
pentacoordinado cuando establece un enlace elec-
trostdtico con los cuatro pirroles del hemo y el imi-
dazol de la histidina proximal (Fig 2A): en estas
circunstancias el dtomo de Fe puede unir ligandos
en la sexta posicion.

El estado de 6xido-reduccion de las Hbs, la
coordinacién del Fe y la unién de ligandos se pue-
de estudiar mediante el uso de técnicas
espectrofotométricas. En la figura 2A se  (A)
muestran los espectros de absorcion de
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mente baja (Tabla I). Es decir, bajo las condiciones
de estudio estas Hbs no liberan el O, una vez que
se une al Fe** del hemo. Se ha sugerido que la cer-
canfa de la histidina distal estabiliza al O, en la sex-
ta posicion, lo que resulta en una afinidad muy alta
por este elemento, la mas alta que se conoce den-
tro del grupo de las globinas. Por ejemplo. la afini-
dad de Hbl del arroz por el O, es 78 y 1,384 veces
mayor que la Lba de la soya y 1a mioglobina (Mb)
del esperma de ballena, respectivamente (Tabla I).
La alta afinidad de las Hbs no simbidticas por el O,
ha llevado a pensar que la funcion de estas protei-
nas en los tejidos de las plantas es distinta al trans-
porte de O, (9, 13).

FUNCIQN DE LAS HEMOGLOBINAS NO
SIMBIOTICAS

El estudio de las caracteristicas bioquimicas de las
Hbs no simbidticas, y la expresion de los genes que

una Hb simbidtica en las formas reduci-
da (Fe), oxigenada (Fe**0.), y oxidada
(Fe™). En las Hbs en general, en donde
el Fe se encuentra pentacoordinado (en
la forma Fe’*, o reducida desoxigenada),
se observa un pico amplio con un maxi-
mo de absorcion a 557 nm, y otro en la
region S_ret con un maximo a 427 nm.

Absorbencia (mM)

N
s EN/>_CH3

(His proximal, His 118)

Sin embargo, las Hbs no simbidticas del
arroz y la cebada tienen médximos de ab-
sorcién a 556 y 526 nm cuando se en-

: . (B)
cuentran en la forma reducida desoxi-
genada (Fig 2B), lo cual indica que la

700

Longitud de onda (nm) Fe-pentacoordinado

(His distal, His83)

sexta posicion del Fe estd coordinada
por algin ligando. Mediante el uso de
mutagénesis dirigida, Arredondo-Peter
et al (9) demostraron que el sexto ligan-
do del Fe** en la Hb1 no simbidtica del
arroz es la histidina distal. Por lo tanto,
en estas condiciones el Fe de Hbl se
encuentra hexacoordinado (Fig 2B), lo

Absorbencia (mM)

;g ,on o]
cual es una caracteristica tnica en el aru- 350

po de las globinas.

Otra caracteristica distintiva de las
Hbs no simbidticas es que tienen una afi-
nidad muy alta por el O-, lo que se debe
a que la k off del O, es extraordinaria-
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Figura 2. Espectros de absorcién de (A) una Hb simbidtica, la Lba de la
soya (2), y (B) de una Hb no simbiética, la Hbl del arroz (9), en las formas
oxigenada (
izquierda de los espectros se muestra el estado de coordinacion del Fe
cuando la Hb se encuentra en la forma desoxigenada.

), ferrosa desoxigenada ( )y férrica (. - ). Ala
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TABLAI

CONSTANTES DE AFINIDAD DE ALGUNAS Hbs VEGETALES POR O,

PROTEINA k on* k off" K-
(UM's) (s (UM

Hbs no simbidticas

Hb1 del arroz 68 0.038 1.800

Hb de la cebada 24 0.028 86

aHbl de Arabidopsis 74 0.12 617
Hbs simbiéticas

Lba de la soya 130 5.6 23

aHb2 de Arabidopsis 1 0.14 7
Hbs animales

Mb del esperma

de ballena 14 11 1.3

Tomado de 13. Las constantes de la Mb del esperma de ballena (14) se incluyeron como referencia.
k on*, constante de asociacién (afinidad con la cual el O: se une al Fe™): k off", constante de disociacién (afinidad con la

cual el Fe* libera el O:); K+, constante de afinidad (k on/k off)

las codifican, han permitido sugerir cual es la fun-
cién de estas proteinas en las plantas (10, 13). En
la Figura 3 se presenta un esquema general que
ilustra las posibles funciones de las Hbs no simbié-
ticas, las cuales se describen a continuacion.

(1) Las Hbs no simbiéticas podrian actuar como
sensores de la concentracién de O- en las células
de la planta, de tal manera que las Hbs no sim-
bidticas se encontrarian en la forma desoxigenada
al disminuir la concentracion de O, en la célula, lo
que constituiria una sefial para iniciar la respuesta
anaerobica. Sin embargo, dadas las constantes de
disociacion de las Hbs no simbidticas, las cuales
son extraordinariamente bajas (Tabla I), la Hb po-
dria estar oxigenada aun cuando la presién de O,
sea insuficiente, y asi mantener la respiracién aeré-
bica (Fig 3, ruta I).

(ii) Las Hbs no simbidticas funcionan como
transportadores de O, en los tejidos en donde se
sintetizan. Sin embargo, para que las Hbs puedan
actuar como transportadores de O, se requiere que
la concentracién de Hb exceda la concentracién
de O, en la célula. Por ejemplo, en los nddulos de

Parasponia la concentracién de Hb es 100 uM vy
la concentracion de O, es 100 nM (2), es decir,
que la concentracion de Hb excede en tres ordenes
de magnitud a la concentracion de O-. En cambio,
en los tejidos vegetales la concentracion de las Hbs
no simbidticas es muy baja, del orden de 100 nM,
mientras que la concentracion de O, en la raiz es
aproximadamente de 1.4 uM (2). Por lo tanto, es
poco probable que en estos tejidos las Hbs no
simbidticas funcionen como acarreadores de O..
Sin embargo, en el tallo de plantas de soya se de-
tectaron concentraciones elevadas de transcritos
para Hbs no simbidticas (7). En esos tejidos el
metabolismo es especialmente activo debido al
transporte de metabolitos y, por lo tanto, el O, se
consume rdpidamente. Por ello se ha propuesto
que, bajo esas condiciones, la Hb no simbidtica de
la soya podria transportar el O, hacia las mitocon-
drias para mantener el metabolismo aerobio y la
sintesis de ATP (Fig 3, ruta II).

(iii) La expresion de los genes hb aumenta en la
aleurona de las semillas de la cebada cuando los
tejidos se someten a condiciones de hipoxia (8). A
partir de estas evidencias se sugirié que las Hbs no
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simbidticas juegan un papel importante
en la respuesta de la planta a condicio-
nes de microaerobiosis. De manera si-
milar, la expresion de /b se incrementa
cuando la sintesis de ATP se inactiva, lo
que condujo a sugerir que las Hbs no
simbidticas podrian participar en el man-
tenimiento del nivel energético de las

Hb no simbidtica

ATP

células. Es decir, cuando las células se Hipoxia
encuentran en condiciones anaerdobicas
laHb oxidael NADH y genera NAD", el prmeriy e
cual es necesario para mantener la glu- da
colisis y los niveles adecuados de ATP IR )
(10) (Fig 3, ruta III). (111) 5
NADH

(1v) Recientemente se obtuvieron evi-
dencias que sugieren que las Hbs de di- nADs
versos organismos tienen funciones adi- .-
cionales al transporte de O,, tales como: e
a) el transporte de 6xido nitrico, NO, y oxidasa e

monoxido de carbono, CO (Fig 3, ruta
[V): b) la interaccion con otras molécu-
las, lo que resultarfa en la modificacion
de las constantes de afinidad por los
ligandos. lo que afectaria directamente
su funcion (Fig 3, ruta V): y ¢) debido a su alta
afinidad por el O-, las Hbs no simbidticas podrian
conservar algunas funciones primigenias, como el
transporte de electrones y el secuestro (“scaveng-
ing”) del O, (Fig 3, ruta VI), lo cual pudo suceder
previo al advenimiento de la atmoésfera oxidante
en la Tierra primitiva.

EVOLUCION DE LAS HEMOGLOBINAS VE-
GETALES

La existencia de Hbs en plantas primitivas, como
es el caso de la briofita Physcomitrella patens, y
en especies monocotiledéneas y dicotiledéneas
(Fig 4), indica que las Hbs se distribuyen amplia-
mente en el reino Plantae. lo cual sugiere que las
Hbs vegetales evolucionaron a partir de un ances-
tro comun. Con base en el andlisis de la estructura
genética y la estructura terciaria de las Hbs, se ha
propuesto que el origen de estas proteinas se re-
monta a un periodo anterior a la divergencia entre
los animales y las plantas (15). Las unidades mono-
méricas de diversas Hbs, incluyendo a las Hbs ve-
getales y animales, se pliegan en la estructura del
tipo globina, la cual estd altamente conservada.
Mais atn, se conoce la secuencia de los genes hb

Figura 3. Esquema que muestra las posibles funciones de las Hbs no
simbidticas en las células vegetales (modificado de 13). En el texto se
explica con detalle cada ruta del modelo.

de diversas especies mono y dicotiledéneas. Los
genes hb de plantas tienen tres intrones, [VS-I,
[VS-II e IVS-III, que se localizan en posiciones
muy conservadas, lo cual sugiere que el gen hb
ancestral de las angiospermas tenia la estructura 4
exones/3 intrones; los intrones IVS-I e IVS-III de
los genes hb vegetales se localizan en la misma po-
sicidn que los intrones del gen de la Mb del esper-
ma de ballena. Estas evidencias sugieren que las Hbs
vegetales y animales evolucionaron a partir de un an-
cestro comun hace mds de 1,500 millones de afios.

Las Hbs no simbiéticas estan ampliamente dis-
tribuidas en las plantas, en tanto que muchas Hbs
simbidticas estdn restringidas a los nédulos de las
plantas fijadoras de Ns y existen solamente en los
grupos mds evolucionados de las plantas dicotile-
doneas (Fig 4). Al parecer, las Hbs simbiodticas de
los nédulos de las plantas fijadoras de N, surgie-
ron a partir de la duplicaciéon de un gen hb no
simbiético, en donde una de las copias fue secues-
trada para llevar a cabo una funcién especifica en
los nédulos (2). A partir de ese momento los dos
tipos de Hbs vegetales evolucionaron independien-
temente con funciones diferentes.
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RESUMEN

Los flavonoides son compuestos polifendlicos dis-
tribuidos ampliamente en las plantas superiores y
forman parte de la dieta. En la actualidad hay un
gran interés en el estudio de la eficacia de estos
compuestos como agentes terapéuticos naturales
preventivos por su potencial antioxidante. Aunque
se ha reportado que la accién antioxidante depen-
de de la presencia de sus grupos hidroxilo y que la
misma puede ocurrir inhibiendo oxidasas, quelan-
do iones metilicos de transicién o removiendo ra-
dicales libres recién formados, el mecanismo de su
accion in vivo atn no es bien conocido. Se requie-
re continuar realizando estudios para conocer la
absorcidn y el metabolismo, asi como la relacion
estructura-actividad bioldgica de estos importan-
tes compuestos.

PALABRAS CLAVE: Flavonoides, antioxi-
dantes, radicales libres.

ABSTRACT

Flavonoids are polyphenolic compounds widely
distributed in higher plants and are part of the
diet. Presently, there is an increasing interest in
the study of the efficacy of these compounds as
natural therapeutical ones because of their anti-
oxidant potential. Although it has been reported
that the antioxidant effect depends upon the pres-
ence of their hydroxyl groups and it can occur by
means of oxidases inhibition, chelating transition
metallic ions, or from scavenging of free radicals
recently formed. the mechanism of its action in
vivo is not well known yet. Further studies are
required to establish their absorption and metabo-
lism, as well as structure-biological activity rela-
tion of these important compounds.

KEY WORDS: Flavonoids, antioxidants, free
radicals.

INTRODUCCION

Los flavonoides son compuestos polifendlicos. que
se encuentran en los vegetales. frutas y en deter-
minadas bebidas como el té y el vino rojo y que
poseen actividad antioxidante. Al igual que las vi-
taminas A, C y E estos compuestos evitan la oxi-
dacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y presentan un efecto protector sobre el estrés
oxidativo que se origina, cuando por alguna ra-
zOn, hay un aumento de la produccion de radicales
libres y son insuficientes las defensas antioxidantes
del organismo.

En la actualidad hay un gran interés en el estu-
dio de la eficacia de estos compuestos como agen-
tes terapéuticos naturales preventivos por su po-
tencial antioxidante. Por lo cual, se evalida su efec-
tividad mediante estudios experimentales y epide-
miol6gicos. Numerosos trabajos de investigacion
epidemioldgica se han realizado para valorar la in-
gestion de frutas, vegetales, té y vino rojo y su re-
lacion con enfermedades asociadas al estrés oxi-
dativo como la ateroesclerosis, cardiopatias isqué-
micas y cancer (1-3).

Los resultados obtenidos con estos estudios,
con la mercadotecnia y con la publicidad se han
elevado a estos compuestos a la categoria de me-
dicamentos magicos; sin embargo, ain no estd bien
establecido el mecanismo de la absorcion intesti-
nal, su metabolismo y.los niveles 6ptimos de con-
sumo de los alimentos ricos en flavonoides.

;QUE ES UN FLAVONOIDE?

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que
estdn presentes en los vegetales, en donde se han
encontrado mas de 4,000 compuestos diferentes:
su estructura basica es una unidad de C;-Cs, uni-
da a un anillo aromatico. Su nombre se deriva de
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FLAVONA

Figura 1. Estructura general de la flavona y de los flavonoides.

la flavona, compuesto muy abundante en la natu-
raleza, cuya estructura quimica se presenta en la
Figura 1.

Los flavonoides son pigmentos amarillos, que
tienen de 2 a 7 atomos de oxigeno adicionales.
Todos los flavonoides, excepto la flavona, son
sustancias hidroxiladas y su patron de hidroxi-
lacién da una orientacion de sus origenes e in-
terrelaciones. El gran nimero de flavonoides
presentes en la naturaleza muestra dos patrones
diferentes de hidroxilacién en sus ntcleos aro-
maticos:

—Hidroxilacion en el anillo A en las posiciones
5:5,7 6 5,79 (el grupo hidroxilo de la posicion 9
se encuentra en la flavona y en la mayoria de los
flavonoides formando un anillo con la unidad de 3
C).

—Hidroxilacion del anillo B en las posiciones
4':3'.4'63'4'5"

Otra diferencia estructural es el grado de oxida-
cion de la unidad de 3 carbonos que une los anillos
Ay B, a partir de los cuales se clasifican en:

—Flavonoles
—Auronas
—Flavononoles
—Catequinas
—Flavanonas
—Antocianinas
—Leucoantocianidinas
—Chalconas

Los flavonoides presentan una variedad de efec-
tos biolégicos, de los cuales son responsables los
grupos hidroxilo presentes en su estructura (2).

Boffill Cardenas M
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Entre los derivados mds simples se encuentran la
crisina (presente en las yemas de dlamo) que es la
5.7 -dihidroxiflavona y la apigenina (presente en
el perejil) que es la 5,7.4'-trihidroxiflavona y la
buteina que es el derivado 7,9,4°,5-tetrahidroxi-
flavona, cuyas estructuras aparecen en la Figura
2. Los flavonoides mds abundantes en los alimen-
tos son la quercitina y el kamferol, cuyas fuentes
fundamentales son el té y la cebolla (4). Las es-
tructuras de dichos flavonoides se muestran en la
Figura 3.

Los flavonoides se encuentran en la naturaleza
como compuestos hidroxilados libres, ésteres me-
tilicos o metilénicos y como glucésidos en forma
de B-glicésido (5), que es la forma mas abundante
de aparicidn.

LOS FLAVONOIDES COMO ANTIOXIDAN-
TES

En individuos saludables, el sistema antioxidante
defiende a los tejidos contra los ataques de los ra-
dicales libres. Hay 3 clases de antioxidantes:

—Antioxidantes primarios, que previenen la for-
macion de nuevas especies de radicales libres, en-
tre los que se encuentran la superdxido dismutasa,
la glutatién peroxidasa, la ceruloplasmina, la trans-
ferrina y la ferritina, compuestos todos enddgenos,
que cuando disminuyen sus concentraciones a ni-
vel celular, puede producirse el incremento de los
radicales libres.

—Antioxidantes secundarios, son los que remue-
ven los radicales libres de las células antes de que
ellos puedan iniciar la cadena de reacciones, son
de este tipo la vitaminas E y C, el B-caroteno, el
acido urico, la bilirubina, la albdmina y los flavo-
noides.
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Figura 2. Estructuras de algunos flavonoides.

—Antioxidantes terciarios, son aquellos que re-
paran los danos provocados en las estructuras ce-
lulares por los radicales libres tales como las en-
zimas reparadoras del DNA y la metionina sul-
toxido reductasa.

La clasificacion de los antioxidantes en cuan-
to a su accion directa no es absoluta, pues es
posible encontrar un mismo compuesto que ma-
nifieste su accion por mds de una via. Se ha re-
portado que los flavonoides catequina C, epica-
tequina, epigalocatequina y epicatequina galato
son capaces de inhibir la xantina oxidasa hepdti-
ca que produce dacido trico y especies reactivas
de oxigeno durante el catabolismo de las puri-

OH O
OH
| OH
HO O
KAMFEROL

nas. La inhibicidn que producen estos compues-
tos sobre esta enzima es no competitiva para la
catequina C, mixta para la epicatequina, y epica-
tequina galato y competitiva para la epigalo-
catequina galato (6). La diferencia en la forma
de inhibir la xantina oxidasa por estos compues-
tos, que tienen estructuras relacionadas, pone en
evidencia los mecanismos diferenciales median-
te los cuales los flavonoides manifiestan su ac-
cion antioxidante. Ademads, en este caso, el efec-
to antioxidante se produce mediante la inhibi-
cién enzimadtica. con lo que se evita la produc-
ci6n de los radicales libres, lo cual ubica a estos
compuestos de una forma indirecta como anti-
oxidantes primarios.

OH O
OH OH
| OH
HO O
QUERCITINA

Figura 3. Estructura de los 2 flavonoides mds abundantes en los alimentos.
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Una serie de flavonoides aislados de plantas me-
dicinales tales como el kamferol-3-0-galactosido,
la hispidulina, la nepetina, la escutelareina, la escu-
telareina-7-O-glucurénido, la hibifolina y la more-
loflavona, inhiben la peroxidacion lipidica in vitro.
El flavonoide mds activo en inhibir esta peroxi-
dacion por la via no enzimdtica fue la nepetina, y
por la via enzimatica, la moreloflavona. La mayo-
ria de estos compuestos remueven el radical hidro-
xilo producido en la degradacién de la desoxi-
rribosa (7). Al estudiar los efectos que la quercitina
purificada puede ejercer sobre la eliminacién de
los aniones superdxido se demuestra que la misma
es efectiva en disminuir el de 6xido nitrico (NO)
producido por los radicales libres durante la isque-
mia global y la perfusion en la corteza cerebral (8).

Otra forma de actuar de los flavonoides como
antioxidantes es mediante la quelacion de los iones
de los metales de transicion. Las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) pueden ser oxidadas al incu-
barlas con células en cultivo o en un sistema libre
de células, al cual se le ha afiadido iones metalicos
de transicion como el cobre y el hierro, lo cual con-
duce a una oxidacion casi completa de los dcidos
grasos poliinsaturados a peréxidos lipidicos.

En estudios in vitro se ha demostrado que los
flavonoides quercitina, rutina, kamferol, flavanol,
y catequina interactian con el Cu (IT) y el Fe (11I)
y con una exposicion prolongada la quercitina
interactia con el Mn (II) (9). También se ha obser-
vado que el extracto metandico de cerezas, que
contiene ocho compuestos polifendlicos, inhibe la
peroxidacion lipidica inducida por 25 ppm de iones
Fe (II), en donde el 7-dimetil-5,8,4 -trihidroxi-
flavona es el mds activo, seguido de la quercitina -
3- ramndsido, la genisteina, el acido chorogénico
y de la naringenina (10). Sin embargo, no se sabe
cudn relevante es esta accion in vivo, pues los
iones de los metales de transicion no estan libres a
nivel celular, ya que estdn unidos a proteinas de
transporte y de almacenamiento tales como la fe-
rritina, la transferrina, la hemosiderina y la ceru-
loplasmina, lo que limita las reacciones de estos
iones en cuanto a la generacién de radicales libres
de oxigeno.

Aunque el mecanismo de la actividad antioxi-
dante de los flavonoides ha sido grandemente es-
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tudiado en la tltima década, hay atin mucha con-
fusion acerca del mecanismo molecular mediante
el cual estos compuestos eliminan los radicales
libres y la relacién entre su estructura y actividad
bioldgica.

Por medio del cilculo del calor de formacién y
la geometria de los flavonoides solo y unido a ra-
dicales, se llega a la conclusion de que la buena
actividad antioxidante de los flavonoides podria
ser explicada por la formacién de un puente de hi-
drogeno intramolecular (11).

En resumen, se puede plantear que el efecto
antioxidante de los flavonoides puede ser atribui-
do al alto nimero de grupos hidroxilo presentes
en su molécula los cuales interviene en la:

~Eliminacion de los radicales libres y otros in-
termediarios oxidados como lipidos y proteinas
derivados de la accidn de los radicales libres.

—Quelacion de los iones Fe (I11) y Cu (II) libres.

—Inhibicién de oxidasas y lipoxigenasas que evi-
tan la formacion de leucotrienos (12).

ABSORCION Y METABOLISMO DE LOS
FLAVONOIDES

La magnitud de la absorcion de los flavonoides es
un importante problema a resolver para juzgar sus
efectos beneficiosos. Los flavonoides presentes en
los alimentos fueron considerados como no ab-
sorbibles, debido a su union con los azicares como
beta-glicdsidos, por lo que se consideraba que sélo
flavonoides libres (agliconas) eran capaces de pa-
sar a través de la pared intestinal. La hidrélisis de
estos compuestos solamente ocurre en el colon por
los microorganismos de la flora intestinal. los cua-
les al mismo tiempo degradan a los flavonoides.
No obstante, se ha demostrado que los glicésidos
de la quercitina provenientes de la cebolla fueron
absorbidos mejor que su aglicona pura. Los estu-
dios farmacocinéticos con los glicésidos de la
quercitina mostraron marcada diferencia en la ve-
locidad de absorcién y en la biodisponibilidad. La
quercitina absorbida fue lentamente eliminada de
la sangre.

El metabolismo de los flavonoides ha sido es-
tudiado en varios modelos animales, pero se dis-
ponen de muy pocos datos en el humano. Hay dos
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sitios principales de metabolismo de estos com-
puestos. uno es el higado y el otro es en el colon,
por la accién de los microorganismos presentes en
el mismo. Hay evidencia que en el higado. se pro-
ducen reacciones de metilacion, sulfatacion y glu-
curonidacion de los grupos hidroxilo, mientras que
la destruccion de los anillos de los flavonoides ocu-
rre en el colon (2).

Se ha estudiado el efecto de los productos de
la degradacion intestinal de la rutina, la hesperi-
dina, la naringenina y la poncirina a sus respecti-
vas agliconas. las que manifestaron mayor efecto
bioldgico que cuando son administrados parente-
ralmente (13). Esto sugiere que hay verdaderos
mecanismos especificos de transporte intestinal
de los glicésidos que conducen a una mayor ab-
sorcion o que los productos de su degradacion
intestinal, retienen las actividades bioldgicas de
los flavonoides.

ASOCIACION ENTRE LA DIETA RICA EN
FLAVONOIDES Y EL RIESGO DE LAS EN-
FERMEDADES CRONICAS

La asociacion, entre la ingestion de frutas, vegeta-
les y otras bebidas ricas en flavonoides y el riesgo
de padecer una enfermedad crénica como el cdn-
cer. la ateroesclerosis y las enfermedades car-
diovasculares, ha sido ampliamente estudiada me-
diante estudios epidemioldgicos, en donde se ha
tratado de establecer el contenido de los flavo-
noides en las frutas y vegetales como un indicador
de la ingesta de los alimentos, que son necesarios.
para suministrar la cantidad de antioxidantes natu-
rales. Como consecuencia, se ha determinado las
siguientes equivalencias: 1 vaso (150 ml) de vino
rojo equivale a 12 vasos de vino blanco y a 2 tazas
de té, a4 manzanas. a 5 cebollas, a 7 vasos de jugo
de naranja y a 20 vasos de jugo de manzanas (13).

Estos indicadores ponen de manifiesto la gran
diversidad del contenido de los flavonoides en los
alimentos, lo cual representa un problema para
usarlos como compuestos antioxidantes, mds atn,
si se tiene en cuenta que su contenido en los vege-
tales se modifica con la variedad, clima y condi-
ciones de cultivo. Ademds, no se tienen los sufi-
cientes datos en cuanto a la absorcién y biodis-
ponibilidad de todos estos compuestos, ya que
ello depende de su gran diversidad estructural, 1o
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que hace ain mds dificil el establecer las cantida-
des optimas de los diferentes alimentos de la die-
ta. que permita satisfacer las necesidades de anti-
oxidantes.

Esta situacién ha motivado que se trabaje ar-
duamente en establecer biomarcadores que distin-
gan entre el alto y el bajo contenido de los flavo-
noides en los fluidos corporales después del con-
sumo de diversos alimentos ricos en estos com-
puestos. La determinacién de la quercitina y el
kamferol en el plasma y en la orina, se ha utilizado
como biomarcadores eficientes de la absorcion y
biodisponibilidad de los mismos, y se ha demos-
trado que hay diferencias marcadas en cuanto al
tipo de alimento ingerido (4).

Aunque hay considerable evidencia de la acti-
vidad antioxidante de los flavonoides presentes en
la dieta in vitro hay pocos estudios en humanos
que establezcan su absorcién y biodisponibilidad y
su efecto antioxidante in vivo es atin poco conoci-
do. Por ejemplo. estudios con bebidas tales como
el vino rojo, que es rico en compuestos polife-
nolicos han conducido a resultados en los cuales
se puede considerar que el efecto final. puede ser
un balance entre el bien descrito efecto prooxi-
dante del alcohol y el efecto antioxidante de los
polifenoles (14).

Es importante ademds, tener en cuenta que la
actividad bioldgica de los flavonoides es depen-
diente de su estructura. Existe por lo tanto, una
respuesta variada en dependencia de la misma y
también de la dosis empleada, pues se ha compro-
bado, que la utilizacién de altas concentraciones
de los flavonoides puede no ser favorable (15).

Queda entonces abierta la pregunta de como
utilizar a los flavonoides como agentes quimo-
protectores naturales-que garanticen el nivel 6pti-
mo para prevenir las enfermedades cronicas, cuya
respuesta hay que encontrarla en estudios experi-
mentales in vivo y con humanos, lo que justifica
que en la actualidad se continden realizando un
gran nimero de trabajos experimentales que per-
mitiran profundizar en el mecanismo de la absor-
cién y en el metabolismo de estos compuestos, asi
como la relacién entre su estructura y actividad
biologica.
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EXPULSION DE ARSENITO Y CROMATO
EN BACTERIAS
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RESUMEN

La exposicién a aniones inorganicos toxicos, como
los oxianiones derivados de arsénico y cromo, ha
seleccionado bacterias resistentes a estos com-
puestos. Entre los mecanismos de resistencia mas
comunes estdan los sistemas de expulsion de la
membrana, que se basan en la disminucién de la
concentracion citoplasmica de los iones por medio
de proteinas que los transportan al exterior de las
c€lulas. Los determinantes de resistencia a deriva-
dos de arsénico (operones ars) se han caracteriza-
do en plasmidos y cromosomas de varias especies
bacterianas. Estos sistemas estdn constituidos por
el transportador ArsB que depende de la ATPasa
ATrsA, o del potencial de membrana, como fuente
de energia para la expulsion del arsenito. El arse-
nato es primero transformado por la arsenato re-
ductasa ArsC a arsenito, el cual es expulsado por
el transportador. En el caso del cromo, se han iden-
tificado determinantes plasmidicos (genes chr) en
bacterias Gram negativas. El sistema de tolerancia
de Pseudomonas se basa en la proteina de la mem-
brana ChrA, un transportador que expulsa croma-
to empleando el potencial de la membrana como
fuente de energia.

PALABRAS CLAVE: expulsion membranal,

resistencia a arsenicales, resistencia a cromato.

ABSTRACT

Exposure to inorganic toxic anions. such as the
oxyanions derived from arsenic and chromium, has
selected bacteria resistant to them. Among the
more common tolerance mechanisms are the mem-
brane efflux systems, which function by lowering
cytoplasmic concentrations of inorganic ions us-
ing proteins that extrude them from the cells. De-
terminants conferring resistance to arsenic deriva-
tives (ars operons) have been characterized from
plasmids and chromosomes of diverse bacterial
species. These systems are constituted by the

membrane protein ArsB which depends on the
ArsA ATPase, or the membrane potential, as a
source of energy for the efflux of arsenite ions.
Arsenate is first transformed by the ArsC arsenate
reductase to arsenite, which is extruded from the
cytoplasm. In the case of chromium, plasmid de-
terminants encoding chromate resistance (chr
genes) have been identified in Gram negative bac-
teria. The tolerance system from Pseudomonas is
based on the membrane protein ChrA. which uses
the membrane potential as a source of energy for
the extrusion of chromate ions.

KEY WORDS: membrane efflux. arsenic re-
sistance, chromate resistance.

INTRODUCCION

Las bacterias, como los demds organismos vivos,
requieren para su funcionamiento adecuado la pre-
sencia de clertos aniones inorgdnicos esenciales
como sulfato y fosfato. Otros aniones, sin embar-
go, ejercen efectos nocivos sobre los microor-
ganismos, como los oxianiones derivados de arsé-
nico, cromo, telurio y selenio. Las bacterias no
poseen vias especificas de transporte para estos
iones toxicos, pero algunos penetran al citoplasma
celular empleando sistemas de la membrana invo-
lucrados en el transporte de iones esenciales con
propiedades quimicas andlogas. Ejemplos de esta
usurpacion de los sistemas de transporte son la
entrada del arsenato por el sistema de transporte
del fosfato y el ingreso del cromato por Ia via del
sulfato,

Una vez en el interior de la célula, los iones
inorgdnicos toxicos llevan a cabo sus efectos noci-
vos mediante la interaccién con las macromo-
léculas esenciales del citoplasma bacteriano. Al-
gunas bacterias, sin embargo, han desarrollado
mecanismos de resistencia para tolerar la presen-
cia de niveles elevados de ciertos aniones téxicos.
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Los genes responsables de estos sistemas de tole-
rancia pueden estar codificados en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos (1. 2). En los ultimos
anos se han descrito a nivel molecular los mecanis-
mos de resistencia a derivados de arsénico y cro-
mo (1-4). En esta revision se resumen los mecanis-
mos bacterianos de expulsion de estos oxianiones.

EXPULSION DE ARSENITO

El arsénico (As) es un metaloide cuyos derivados
son ampliamente reconocidos como compuestos
toxicos para los organismos vivos. La toxicidad
del arsénico depende de su estado de oxidacion:
los estados de valencia mds comunes del As son
+3 v +5. Los arsenicales trivalentes son considera-
blemente mas toxicos que los compuestos penta-
valentes. El efecto toxico del arsenito (AsO- ), un
derivado trivalente, se debe a su unién con los gru-
pos sulfhidrilo de las proteinas. El ion pentavalente
arsenato (AsO," ), por otra parte, debe su toxici-
dad a la analogia que muestra con el ion esencial
fosfato (PO, ). causando inhibicién competitiva
del transporte de fosfato y alterando las activida-
des de fosforilacion enzimatica. El principal meca-
nismo bacteriano de resistencia a derivados de ar-
sénico se basa en sistemas de expulsion de arsenito
codificados por los denominados operones ars (1.
4). Estos sistemas también expulsan el oxianion
antimonito (SbO, ). derivado de la forma trivalente
del antimonio que comparte propiedades quimicas
con el arsenito (4). La Tabla I muestra las caracte-
risticas de los productos génicos de los operones
ars.

Cervantes C, Alvarez A H. Ramirez M | y Vargas E

Mecanismos de expulsion de arsenito

a) Sistema ars pl2smidico de Escherichia
coli. El operdn ars localizado en el plismido
R773 de Escherichia coli consta de cinco genes,
arsRD ABC (5) (Fig 1). El operén es regulado
por los genes arsR v arsD. ArsR es una proteina
de 117 aminodcidos (aa) que se une en forma
dimérica a la region operador/promotor del ope-
ron impidiendo la transcripeion de los genes ars.
En presencia del inductor (arsenito o antimonito),
ArsR se separa del DNA permitiendo la transcrip-
cion del operon. El gen arsD codifica la proteina
reguladora ArsD cuya funcion es controlar la ex-
presion de los genes ars de manera independiente
del inductor (4). ArsD se une al promotor en una
region cercana a donde se une el represor ArsR,
aunque con una afinidad mucho menor que éste:

arsR  arsD arsA arsB arsC Plasmido R773

(E. coli)

b Escherichia coli
(cromosoma)

B pi258 (S, aureus)

s
—
—

’ Bacillus subtilis
(cromosoma)

Figura 1. Organizacion génica de los operones ars de los
plasmidos R773 de Escherichia coli y p1258 de Staphvloco-
ccus aureus y de los operones ars cromosomicos de E. coliy
Bacillus subtilis. Se muestran los distintos genes ars en el
orden y direccion (flechas) de la transcripcién y aproxima-
damente a escala. Adaptada de la referencia 11.

TABLAI

COMPONENTES DE LOS SISTEMAS DE EXPULSION ars

PROTEINA FUNCION CODIFICADO EN*
ArsA ATPasa que energiza el sistema de expulsion ’ P
ArsB Transportador de la membrana interna que

expulsa arsenito P.C
ArsC Arsenato reductasa que transforma el arsenato

en arsenito P.C
ArsR Regulador de la expresion del operon pP.C
ArsD Regulador secundario de la expresion del operén P

*. P. plismido: C, cromosoma.
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ambas proteinas controlan los niveles de expre-
s16n del operdn ars.

El gen arsA codifica la proteina AisA de 583
aminodcidos que tiene actividad de ATPasa (6).
ArsA presenta similitud con otras proteinas que
unen ATP en las regiones donde se une el nu-
cleotido pero no en el resto de la proteina. La
ATPasa es estimulada por arsenito y antimonito y
forma un dimero que se piensa que es la forma ac-
tiva. ArsA expulsa arsenito y antimonito pero no
es capaz de expulsar arsenato. El motivo GKGG
VGKTS. que constituye el sitio de unién del ATP,
se encuentra repetido en los extremos amino y
carboxilo y es esencial para la actividad de expul-
sion. Se ha encontrado similitud estructural entre
la ATPasa ArsA y una ATPasa de mamiferos (la
glicoproteina P) involucrada en la resistencia mdl-
tiple a drogas. Esta udltima expulsa compuestos
orgdnicos del citoplasma y es particularmente im-
portante en células tumorales a las cuales vuelve
resistentes a drogas anticancerosas (7).

El gen arsB codifica una proteina integral de la
membrana. ArsB. que posee 429 aay 12 segmen-
tos transmembranales y sirve de anclaje para la
proteina ArsA. ArsB funciona en la translocacion
de iones en la membrana, energizado por ArsA
mediante la hidrolisis del ATP (Fig 2). El complejo
ArsA-ArsB muestra valores de Km de 2 mM para
ATPy de 0.1 mM para arsenito. La Km de arsenito
es similar cuando ArsB se expresa en mutantes
carentes de la ATPasa ArsA. condicion en la que la
expulsion del arsenito es energizada por el poten-
cial de membrana. La proteina ArsC, codificada
por el gen arsC. es un polipéptido soluble de 141
aa que actua como arsenato reductasa, es decir,
lleva a cabo la reduccién de arsenato a arsenito
(8). El iinico sustrato de ArsC es arsenato (Km =8
mM), mientras que otros oxianiones como sulfato
o fosfato son inhibidores débiles de la reduccidn.
Por otra parte. el producto, arsenito, inhibe fuerte-
mente la reaccion (Ki=0.1 mM). Asi, el arsenato es
primero convertido en arsenito para que este sea
después expulsado por la ATPasa (Fig 2).

b) Sistema ars plasmidico de Staphylococcus.
Los operones ars de los plasmidos de Sraphy-
lococcus aureus 'y S. xvlosus pl258 y pSX267, res-
pectivamente, s6lo contienen los genes arsRBC'y
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CITOSOL

ADP

MEMBRANA

+ + o+ o+
AsO, AsO),

Escherichia coli Staphylococcus spp.

EXTERIOR

Figura 2. Mecanismo de resistencia a compuestos de arsénico
codificado por los operones ars de Escherichia coli y de Sia-
phylococcus aurens. Se muestra la transformacién de arse-
nato a arsenito por la arsenato reductasa (C). En el sistema
de E. coli, el arsenito es eliminado de la célula por el com-
plejo ArsA-ArsB. que funciona como una bomba de ex-pul-
s16n formada por la ATPasa(A) y el transportador de la mem-
brana (B). En el sistema de S. aureus. el arsenito es expulsado
por el transportador (B) utilizando el potencial de membrana
como fuente de energia. Adaptado de la referencia 4.

carecen del gen para la ATPasa (ArsA) (9) (Fig 1).
Estos operones son también regulados por el re-
presor ArsR, una proteina de 104 aa con 30% de
similitud a ArsR. de 117 aa, de E. coli (Tabla II).
El genarsB de S. aureus codifica una proteina que
presenta 59% de identidad con la proteina ArsB
del plasmido R773 de E. coli (9) (Tabla 11). ArsB
confiere resistencia a arsenito y antimonito aun en
ausencia de la ATPasa, utilizando como fuente de
energia el potencial de membrana (Fig 2). Cuan-
do se expresa el gen de la ATPasa ArsA de E. coli
en S. aureus, se observa un aumento en la expul-
sion de arsenito, lo que indica que la proteina ArsB
de Staphylococcus es capaz de asociarse con la
ATPasa de E. coli. Aunque las proteinas ArsC de
E. coliy de S. aureus muestran una similitud de
sOlo 18% (Tabla II). ambas pueden reducir arse-
nato a arsenito (8). Como cofactores de la reduc-
cion, la enzima de S. aureus se acopla con tiorre-
doxina, mientras que la reductasa de E. coli lo hace
con glutarredoxina.

¢) Sistemas ars cromosémicos. Las cepas de
E. coli sensibles a arsenito que no tienen plasmidos
son mas resistentes que las cepas de S. aureus sin
plasmidos, requiriendo concentraciones 5 a 10 ve-
ces mas altas de estos iones para producir el mis-
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TABLAII

COMPARACION DE LOS PRODUCTOS DE LOS GENES ars DE DIFERENTE ORIGEN

OPERON «rs aisR arsD airsA arsB arsC
Pliasmido R773 (E. coli) 117 (100) 120 (100) 583 (100) 429 (100) 141 (100)
E. coli (cromosoma) 117 (71) - - 429 (91) 141 (94)
Plasmido pI258 (8. aureus) 104 (30) - - 429 (59) 131 (18)

105 (31) - - 346 (24) 139 (18)

B. subrtilis (cromosoma)

1 Se muestra el nimero de aminodcidos de cada proteina y en paréntesis el porcentaje de identidad con relacion a los productos

del operdn ars del plismido R773.

mo grado de inhibicion del crecimiento. La secuen-
cia de nucledtidos de un segmento del cromosoma
de E. coli reveld regiones correspondientes a los
genes arsRBC del operén plasmidico de E. coli
(10) (Fig 1) que confiere un bajo nivel de resisten-
cia a compuestos de arsénico. El operdn ars cro-
mosémico de E. coli estd integrado por un gen re-
gulador y dos genes estructurales, de manera se-
mejante a como estd organizado el operén ars de
S. aureus. Sin embargo. los productos de estos
genes muestran una gran similitud con sus contra-
partes en el operdn plasmidico de E. coli (mds del
90% en el caso de ArsB y ArsC: Tabla II). El gen
arsR codifica la proteina reguladora ArsR (117 aa)
y el gen arsB origina la proteina de la membrana
ArsB (429 aa). que forma un canal idnico que
expulsa arsenito y antimonito en un proceso de-
pendiente del potencial de membrana. como ocu-
rre en el sistema de Staphviococcus (Fig 2). A su
vez, el gen arsC codifica la proteina ArsC (141
aa), que al igual que las proteinas ArsC plas-
midicas, lleva a cabo la reduccidn de arsenato a
arsenito (8). Asi, aunque los productos de los
genes arsRBC del operén ars cromosémico de
E. coli poseen una gran similitud con las protei-
nas correspondientes del operdn ars plasmidico
de E. coli, su mecanismo de expulsion asi como
su organizacion génica se asemeja mds a los sis-
temas ars de las bacterias Gram positivas Staphy-
lococcus y Bacillus (Figs 1y 2).

Una region del cromosoma de otra bacteria
Gram positiva, Bacillus subtilis, confiere resisten-
cla a arsenato y arsenito y posee también secuen-
cias homologas a los genes arsR, arsB 'y arsC del
operon ars del plasmido pI258 de S. aureus (11)
(Fig 1). El producto del gen arsR de B. subtilis

también codifica una proteina reguladora que es
31% idéntica a las proteinas homdlogas ArsR de
E. coli (Tabla II). arsB origina una proteina integral
de la membrana que muestra una baja similitud con
las proteinas ArsB de los operones plasmidicos
pI258. pSX267, R773 y del operdén cromosomico
de E. coli (Tabla II). El gen arsC, por otra parte,
codifica una arsenato reductasa 62 a 64% idéntica a
las proteinas ArsC de las bacterias Gram positivas
y s6lo 17 a 18% similar a las proteinas ArsC de las
bacterias Gram negativas (Tabla II). La secuencia-
cion del genoma completo de Pseudomonas aeru-
ginosa revelo la presencia del operdn ars en el
cromosoma de esta especie Gram negativa (12).

La presencia de operones ars en el cromosoma
de bacterias Gram negativas y Gram positivas su-
giere que tales genes se originaron en etapas tem-
pranas de la evolucién bacteriana. Esto pudo ha-
ber ocurrido en virtud de que los derivados del ar-
sénico han estado en el ambiente desde épocas re-
motas, con la consecuente seleccion de variantes
resistentes (3). Podria postularse que los genes ars
plasmidicos fueron inicialmente genes cromoso-
micos que se transfirieron a los plasmidos: este
proceso tiene la ventaja de que los pldsmidos pue-
den existir en un nimerd mayor de copias por cé-
lula que el cromosoma y, por lo tanto, permiten un
aumento de los niveles de resistencia a arsénico.

EXPULSION DE CROMATO

El cromo puede presentar estados de oxidacion de
~2 a +6. Algunos compuestos de cromo hexa-
valente. como los cromatos (CrO,” ), se conside-
ran contaminantes ambientales y se han cataloga-
do como sustancias toxicas y mutagénicas. Por su
similitud quimica, el cromato es transportado ha-
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cia el interior de las células bacterianas por la via
de captacion del sulfato (SO, ) (13).

Mecanismos de expulsion de cromato

a) Sistema ChrA de Pseudomonas y Alca-
ligenes. Aunque se han identificado varias ce-
pas bacterianas resistentes a cromato (3), solo
los determinantes de resistencia de los pldsmidos
pUMS05 y pMOL28 de las bacterias Gram negati-
vas Pseudomonas aeruginosa y Alcaligenes eutro-
phus, respectivamente, se han estudiado a nivel
molecular (14, 15). En los dos casos se localizé un
gen, denominado chrA, que codifica la proteina
hidrofébica ChrA. de 416 aa en P. aeruginosa y
de 401 aa en A. eutrophus. Aunque estos deter-
minantes no mostraron similitud por hibridacion
DNA-DNA. los polipéptidos deducidos presentan
un 29% de aa idénticos (Tabla III) y sus perfiles
hidropdticos son similares.

En experimentos de transporte de cromato ra-
diactivo, se encontrd que los determinantes c/irA
causan una disminucién en la acumulacién de cro-
mato, confirmandose la participacion de ChrA en
el transporte del ion. Se postuldé que ChrA estd
involucrada en un sistema de expulsion de cro-
mato, probablemente funcionando como un trans-
portador de la membrana (3). La Figura 3 muestra
un modelo de la estructura de la proteina ChrA de
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P aeruginosa y su posible interaccion con la
membrana bacteriana; este modelo hipotético se
basa en el andlisis del perfil hidropitico de ChrA
que predice la presencia de 12 segmentos trans-
membranales.

Utilizando vesiculas invertidas de membrana,
recientemente se demostré que la proteina ChrA

PERIPLASMA

&\
SO ,o,lgo’i.“%’“'é.;‘-!
%%@%‘nr:':?&* ':*::.%; .
g ]
q
RE 3
q
i (]
'd.' J%UI OO0 Cl?is.- _/J‘z 20808
CITOPLASMA ﬂf“g‘f‘: cocr
ey N

HN-C -

Figura 3. Modelo hipotético de la proteina ChrA de
Pseudomonas aeruginosa de acuerdo al perfil hidropatico.
La proteina tiene 220 aminodcidos inmersos en la membra-
na constituyendo 12 dominios intermembranales (cilindros
grandes) que forman el transportador involucrado en la ex-
pulsion de cromato. Se muestran las regiones citoplismicas
de la proteina (cilindros pequefios) y las posiciones de los
aminodcidos bdsicos (+). que probablemente participan en
la union del cromato. Tomada de A.H. Alvarez (1999). Tesis
de Maestria, UMSNH.

TABLA 111

SIMILITUD DE LAS PROTEINAS ChrA CON POSIBLES HOMOLOGAS Y CON OTRAS PROTEINAS
TRANSPORTADORAS DE MEMBRANA

ChrA PROTEINA (BACTERIA) TAMANO % DE AMINOACIDOS % DE AMINOACIDOS
(AA) IDENTICOS HIDROFOBICOS

ChrA (P, aeruginosa) 416 - 63

P aeruginosa  ChrA (A. eutrophiis) 401 29 63
SrpC (Svnechococcus) 393 23 : 58
X*(Svnechocystis) 399 30 60
MIO718 (Methanococcis) 402 26 60
ArsB (E. coli) 429 20 62
ChrA (A. eutrophus) 401 s g

A. eutrophits StpC (Svnechococcus) - 62 -
X (Svnechocystis) - 33 -
MIO718 (Methanococcus) - 26 -
ArsB (E. coli) - 22 =

* Proteina atn sin nombre.
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de Pseudomonas participa en la expulsion de cro-
mato: las vesiculas que expresan esta proteina acu-
mulan mds cromato que las vesiculas preparadas
de una cepa sensible al ion (16). La captacion de
cromato por las vesiculas mostré una cinética de
saturacién con una Km aparente de 0.12 mM de
cromato y una Vmax de 0.5 nmol de cromato/min
por mg de proteina. La expulsién de cromato pro-
movida por ChrA es dependiente de energia y, por
lo tanto, sensible a inhibidores respiratorios y a
iondforos. De estos resultados se ha concluido que
ChrA expulsa cromato empleando el potencial de
membrana como fuente de energia (16) (Fig 4). El
sulfato, un andlogo del cromato (13). también
inhibe la captacion de cromato por las vesiculas.

Se ha encontrado similitud de ChrA con la pro-
teina SrpC, codificada por el plasmido pANL de la
cianobacteria Synechococcus sp., la cual aparen-
temente esta relacionada con el transporte de sul-
fato (17). El gen srpC se expresa solo a bajas con-
centraciones de sulfato y codifica una proteina que
presenta 62% de identidad de aminodcidos con
ChrA de Alcaligenes (Tabla III). Sin embargo. a

Cadena
Respiratoria

NADH NAD

o)

Cr( f C rd;'?
o

C !r(ie C rq
ordy

Citoplasma

Figura 4. Mecanismo de expulsion de cromato por la protei-
na ChrA de Pseudomonas aeruginosa. Se muestra la locali-
zacion de ChrA en la membrana bacteriana y su participa-
cion como un transportador que expulsa los iones cromato
del citoplasma hacia el exterior. También se esquematiza la
cadena respiratoria proporcionando la energia protomotriz
que impulsa al transportador. Adaptada de la referencia 16.
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diferencia de ChrA, la proteina SrpC causa una
acumulacion intracelular de cromato y las mu-
tantes alteradas en el gen srpC son resistentes a
cromato: asi, SrpC puede ser mds bien un sistema
de captacion de sulfato en Synechococcus (17).

En los dltimos anos, con la determinacion de la
secuencia de nucleotidos de los genomas comple-
tos de varios microorganismos, se han localizado
genes cuyos productos muestran similitud con
ChrA. Esta semejanza se refiere sobre todo al ta-
mano de la proteina y a las proporciones de amino-
acidos hidrofobicos, aunque la cantidad de ami-
nodcidos idénticos no es muy elevada (Tabla III),
lo que impide reconocer la homologia de estos sis-
temas. Entre los microorganismos donde se han
identificado estas secuencias estdn la arqueobac-
teria Methanococcus jannaschii y la cianobacteria
Svnechocystis sp. (12). Otras proteinas de menor
tamaifio pero con similitud con ChrA se han dedu-
cido de las secuencias de los genomas de la bacte-
ria Gram positiva B. subtilis y de la espiroqueta
Borrelia burgdorferi (12; Tabla III). En estos ca-
sos se desconoce si los genes homologos de ChrA
participan en la resistencia a cromato. En la Tabla
III se incluye ArsB, la proteina del operon ars
cromosomico de E. coli. la cual muestra similitud
en el tamaiio y en la proporcién de aminodcidos
hidrofébicos con ChrA; esta semejanza podria es-
tar relacionada con el hecho de que tanto ArsB
como ChrA participan en procesos de expulsion
de oxianiones (Fig 2).

Como se indic6 para los operones ars, los genes
chr podrian haber surgido en fases tempranas de la
evolucion bacteriana, dada su aparente presencia
en una gran variedad de especies; la localizacion
de los genes chr tanto en plasmidos como en cro-
mosomas, se asemeja también a la distribucion de
los genes ars en los distintos grupos bacterianos,
aunque no se ha demostrado una homologia fun-
cional en el caso de los genes chr.

b) Otros sistemas de expulsion de cromato.
Una cepa de Pseudomonas fluorescens que posee
el plasmido de resistencia a cromato pLHB1, acu-
mula 2.2 veces menos cromato que la cepa sensi-
ble (13). Este sistema posiblemente estd basado en
la expulsién de cromato, como se describié para la
proteina ChrA de P. aeruginosa, aunque se desco-
noce el mecanismo preciso de la resistencia.
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CONSIDERACIONES FINALES

El estudio de los sistemas bacterianos de expul-
si6n de iones inorgdnicos toxicos ha sido aborda-
do con gran interés en los ultimos afos, aprove-
chando en gran parte los procedimientos de la
genética molecular. Asi, varios mecanismos de ex-
pulsién que confieren resistencia a metales pesa-
dos se han descrito con detalle (1, 2, 18). La ma-
yoria de estos sistemas se basan en el empleo de
ATPasas de tipo P, o bien se acoplan con el poten-
cial de membrana, como fuentes de energia para la
eliminacién citopldsmica de los cationes nocivos.
Como se muestra en esta revision, los determinan-
tes bacterianos de resistencia que dan origen a los
sistemas de expulsion de arsenito (y antimonito)
se conocen con gran detalle a nivel molecular. Por
otra parte, un determinante de tolerancia a cro-
mato fue recientemente asociado con un proceso
de expulsion que involucra el potencial de mem-
brana como fuente energética. Los genes que co-
difican los sistemas de expulsién de arsenito o
cromato se encuentran ampliamente difundidos
tanto en plasmidos como en cromosomas de di-
versas especies bacterianas. Esta distribucién pro-
bablemente se relaciona con la eficiencia de estos
mecanismos como formas de defensa ante los oxi-
aniones téxicos que con frecuencia son contami-
nantes ambientales.
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Las citocinas son productos enddgenos sintetiza-
dos por los vertebrados superiores de naturaleza
proteica que al ser secretados actian como sena-
les pardcrinas o autdcrinas modificando la vida de
las células que poseen receptores de membrana
para estos factores. La activacion de estos recep-
tores afecta la vida de una gran variedad de tipos
celulares sirviendo como factores de superviven-
cia, factores de proliferacion, factores de diferen-
ciacion e incluso como factores promotores de
muerte celular por apoptosis. En este libro se pre-
senta una descripcion detallada y actualizada de
los mecanismos celulares y moleculares de dife-
rentes citocinas sobre la supervivencia, prolifera-
cién, diferenciacion y muerte de células durante la
maduracién del sistema hematopoyético y sobre
células maduras de este mismo linaje celular. Si
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bien existen muchos textos especializados sobre
este campo en inglés, esta obra viene a llenar un
vacio en nuestro idioma. El material esta organi-
zado en 7 secciones: 1) Introduccién a la hemato-
poyesis, 2) Factores estimuladores de colonias, 3)
Interleucinas de la 1 ala 18, 4) Receptores y trans-
duccidn, 5) Apoptosis, 6) Aplicaciones clinicas y
7) Manipulacion genética.

Esta obra es el resultado de la colaboracién de
diferentes autores, la mayoria de ellos Profesores
Investigadores pertenecientes y formados en la
Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celu-
lar y Cancer, de la Facultad de Estudios Superio-
res Zaragoza de la UNAM. Cuentan con la valio-
sa colaboracion de hemato6logos clinicos como el
Dr Héctor Mayani Viveros y el Dr Guillermo Ruiz
Argiielles. Como es natural en una obra de esta
indole, que resulta de la compilacién de capitulos
escritos de manera independiente por diferentes
colaboradores, la profundidad y el tipo de infor-
macion de cada uno ellos no es uniforme y no
existe una estructura comun en los mismos. Por
ejemplo, esta heterogeneidad se refleja en el tra-
tamiento de aspectos clinicos dentro de cada ca-
pitulo. Debilidad que se compensa parcialmente
con el capitulo dedicado a “Factores de creci-
miento hematopoyético en el tratamiento de pa-
cientes con leucemia aguda mielobldstica”, desa-
rrollado de manera critica y clara por el Dr Gui-
llermo Ruiz Argiielles. Llama la atencién la au-
sencia de capitulos dedicados al interferén ga-
mma y al factor de necrosis tumoral beta o linfo-
toxina, importantes modulares de la funcién, ac-
tivacion y maduracién de células del linaje hema-
topoyéticas. También estd ausente buena parte de
la informacion obtenida con animales transgéni-
cos o con deficiencias homocigas de diferentes
citocinas o de sus receptores, sistemas que han
puesto de manifiesto la importancia de las dife-
rentes citocinas en diferentes etapas de la hema-
topoyesis.

1. El primer capitulo “Las células seminales del
sistema hematopoyético”, escrito por Héctor Ma-
yani Viveros, presenta una introduccién general a
la hematopoyesis clara y actualizada asi como una
perspectiva histérica del desarrollo del conoci-
miento sobre las citocinas hematopoyéticas.

2. Los siguientes cuatro capitulos estdn dedica-
dos al: “Factor Estimulador de Células Progenito-
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ras”, por Jorge Herndndez Montes; “Factor Esti-
mulador de Colonias de Granulocitos y Macro-
fagos”, por Marfa de Lourdes Mora Garcia y Edel-
miro Santiago Osorio; “Factor Estimulador de
Colonias de Granulocitos”, por Catalina Machuca
Rodriguez, y al “Factor Estimulador de Colonias
de Macrofagos™, por Edelmiro Santiago Osorio y
Maria de Lourdes Mora Garcia.

3. Los siguientes tres capitulos estdn dedicados
a las interleucinas 1, 2, 3 escritos por Fabidn Flo-
res Borja, Rosalva Rangel Corona y Jorge Flavio
Mendoza Rincén, respectivamente. A estos tres
capitulos les siguen dos capitulos dedicados a las
interleucinas 4 y 6 escritos por Rebeca Lopez
Marure. Esta seccidn finaliza con la discusién de
las interleucinas 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17y 18 en un solo capitulo, desarrollado por Jor-
ge Flavio Mendoza Rincén.

4. De manera separada se trata a los receptores
y a los sistemas de transduccién en dos capitulos
independientes. El capitulo de “Receptores de
Citocinas™ fue preparado por Alberto Monroy
Garcia, Juan José Montesinos Montesinos y Cata-
lina Machuca Rodriguez y el capitulo de “Factores
de Crecimiento Hematopoyético y Transduccion
de Sefiales” fue preparado por Isabel Soto Cruz.

5. El capitulo siguiente presenta una introduc-
cién general a la apoptosis preparado por Julio Ro-
berto Ciceres Cortés.

6. El capitulo dedicado a “Factores de Creci-
miento Hematopoyéticos en el Tratamiento de Pa-
cientes con Leucemia Aguda Mielobléstica™ fue
escrito por Guillermo Ruiz Argiielles.

7. El capitulo final trata la “Transferencia Gené-
tica en Células Hematopoyéticas™ y fue preparado
por Isaac Rodrigo Zambrano Ramirez.

La informacion presentada sobre las propieda-
des fisicoquimicas, bioquimicas y las funciones de
diferentes citocinas durante la hematopoyesis sera
de interés para los hematdlogos en formacién, asi
como para alumnos y profesores de posgrado y
licenciaturas en particular como una obra de refe-
rencia para los cursos de inmunologia.

Comentado por Alejandro Zentella Dehesa
Departamento de Biologia Celular

Instituto de Fisiologia Celular

Universidad Nacional Auténoma de México
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PROBLEMA

TEMA: Cinética enzimatica

La piruvato fosfato dicinasa (PPDK) es una enzi-
ma trirreactante que cataliza de manera reversible
la conversion de fosfo(enol)piruvato (PEP),
pirofosfato (PPi) y AMP en piruvato, fosfato y ATP.
Esta enzima se encuentra en Entamoeba histolytica
(EhPPDK) pero estd ausente en el ser humano, por
lo que ha sido considerada como una enzima blan-
co para el disefio de firmacos en contra de este
pardsito.

Para determinar el mecanismo cinético de reac-
¢i16n de una enzima trirreactante, es conveniente ana-
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BIOQUIMICO

lizarla experimentalmente mediante combinaciones
de solo dos sustratos, manteniendo constante y
saturante al tercero; es decir como si fuera una en-
zima birreactante. Por lo tanto la actividad de la
EhPPDK se determiné a diferentes concentracio-
nes de AMP y PEP con PPi saturante. El experi-
mento se realizé acoplando la reaccién de la
EhPPDK con la de la lactato deshidrogenasa y
siguendo espectrofotométricamente la desaparicién
de NADH (0.2mM) a 340 nm y 25°C.

A continuacion se presentan las velocidades inicia-
les del experimento descrito:

Velocidad inicial
(wmol NADH/mg/min)
AMP
(LM) PEP (uM)
10 20 40
1 1.18 1.29 1.33
3 1.67 2.00 2.50
5 1.54 2.50 2.96
7 2.00 2.86 3.20
9 2.50 3.33 =

Determinar el mecanismo cinético que existe entre el PEP v el AMP en la reaccion catalizada por la EhnPPDK

y los parametros Vmax v_Km para AMP v PEP.
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CRUCIBIOQ
QUIMICA DE CARBOHIDRATOS
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HORIZONTALES

I. Homopolimero de fructuosa, se
encuentra presente entre otros, en los
tubérculos y raices de las dalias.

3. Triosa aldehidica.

7. Tienen funciones muy variadas, en-
tre otras: inmunoldgicas, de recono-
cimiento, protectoras y de transporte.

9. Estructura ciclica de las aldohexosas.

11. Pentosa sin hidroxilo en el carbono 2.

16. Homopolisacarido con uniones alfa 1-
4 y con ramificaciones mediante
uniones alfa 1-6, cada 24 o 30
residuos.

17. Disacérido de glucosas unidas por en-
lace beta 1-4, indigerible por el
humano.

19. Molécula de cinco atomos de carbono,
s¢ encuentra presente en los nucled-
tidos.

20.Reaccion en la que la glucosa eleva
su nivel de energia.

22 Estructura ciclica de la fructosa.

25. Importante funcién de los carbohidra-
tos en la dieta del humano.

27.Forma parte del exoesqueleto de los
insectos y crusticeos.

28.Forma en la que se almacena la
energia en higado y musculo.

29.Glicoproteina presente en la saliva,
tiene funcidn lubricante.

31.Molécula que al polimerizarse da
lugar al almiddn.
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VERTICALES

Proteinas solubles unidas a

carbohidratos, presentes en

los vegetales, como ejem-
plos: la concanavalina y la
fitohemaglutinina.

4. Triosa cetonica.

5. Derivados aldehidicos o
cetdnicos de polialcoholes
que al oxidarse liberan 4
Kcal/g.

6. Seencuentra presente tanto
en aldehidos como en ceto-
nas.

8. Acido. heteropolisacirido,
se localiza en piel y en
liquido sinovial entre otros.

10.Grupo funcional presente
cinco veces en la galactosa.

12.Cuando se retne con la
glucosa forma sacarosa.

13. Polisacarido constituido por
dos tipos de moléculas, una
con residuos unidos por en-
laces alfa 1-4 y la otra con
uniones alfa 1-4 y alfa 1-6.

14.Epimero de la glucosa.

15.Formada por una cetohe-
xosa y una aldohexosa.

18.Unién que redne a dos
monosacaridos.

21.Disacdrido producto de la
digestién del almidén.

23.Isémeros, como por ejemplo
alfa y beta glucosa.

24 .Homopolisacarido abun-
dante en el tronco lefioso de
los arboles.

26. Acido, es un antioxidante y
previene el escorbuto.

30.Disacarido de glucosa y su

epimero en el carbono 4.

[§o]



114

BEB /9(2): 114-115

PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTA.

Existen dos categorias de mecanismos cinéticos de
reaccion: los secuenciales (azar y ordenado) en los
que se forma el complejo enzima-sustratos antes de
iniciar la formacién de los productos y los no
secuenciales (Ping Pong o doble desplazamiento)
donde la enzima transforma cada sustrato en su pro-
ducto correspondiente (Segel, 1975).

Cada uno de estos mecanismos posee su propia
ecuacion de velocidad, con lo que pueden ser dife-
renciados. Se graficaron los datos del problema
mediante dos diferentes tipos de regresiones linea-
les Hanes y dobles reciprocos.

En el caso de los graficos de Hanes parece ser
que las rectas se cruzan sobre el eje de las ordena-
das, lo que indicaria que la EhPPDK tiene un meca-
nismo cinético de doble desplazamiento para el PEP
y el AMP; sin embargo esta tendencia no queda com-
pletamente clara. Las lineas de los dobles recipro-
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cos parecen ser paralelas, apoyando un mecanismo

de tipo Ping Pong. La distribucién de los puntos
experimentales a lo largo de las rectas producto del
ajuste no es del todo satisfactoria, debido a la dis-
persion de los datos, por lo que podria haber algu-
na duda al sugerir un mecanismo de doble despla-
zamiento a partir de estos patrones graficos.
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La linearizacién de una ecuacién no lineal es muy
comun; sin embargo estas manipulaciones matem4-
ticas involucran un rearreglo de la distribucion del
error. El grado de inexactitud introducido por este
tipo de andlisis depende de los rearreglos hechos en
la ecuacion y del error presente en los datos origi-
nales (Leatherbarrow, 1990).

Con la regresion no lineal no hay manera de in-
crementar el error experimental ya que no es nece-
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sario rearreglar los datos experimentales originales
y en consecuencia no existe ninguna distorsion en
la distribucion del error. La regresion no lineal mues-
tra la mejor curva que se ajuste a los datos experi-
mentales, en tanto que la regresion lineal muestra la
recta que mejor se ajusta a la manipulacion de los
datos experimentales (Leatherbarrow, 1990).

Regresion no lineal
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A L2 40
3..1
= / 20
B
- E o ]
) 10
g 8 Modelo: orden
= I 0
o a u Chi”2 = 0,06498
2 = > Vmax=3,7 (e.e. 0,4)
% o 17 =2
e E_ KPEP 0,3 (e.e.2)
= K =185,4 (e.e. 1383)
AMP
0 . ‘ . , )
0 2 4 6 PEP (uM)
AMP (uM) 40
7% e}
=53 20
=
= E P-y &
o
E E 5] (e} [] &
- T
.'E 2 - Model: PingPong
E z Chi”2 = 10,0408
Q - =
; g 1 Vmax=6,1 (e.e.0,9)
= K =35 (ee.0,9)
AMP
K =143 (e.e.4,1)
5 i : PEP
] 2 4 6 8
AMP (M)

Por regresion no lineal puede analizarse cual-
quier ecuacion que pueda ser escrita como y= f
(x).Los datos del problema que aqui se presenta
fueron ajustados mediante el paquete Origin ver-
sion 3.73 a la ecuacion que describe un mecanis-
mo Ping Pong y uno ordenado para poder compa-
rar entre estos mecanismos. Debido a que la Chi*2
es mas pequeia en el ajuste para la ecuacion de
Ping Pong y a que los errores experimentales y los
valores de las constantes cinéticas determinadas a
partir del ajuste (Vmax y Km) son mucho mas rea-
les que los obtenidos para la ecuacion del meca-
nismo ordenado, se considerd como mejor ajuste
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el que corresponde a la ecuacion del mecanismo
de doble desplazamiento.

Ecuacién para un mecanismo de tipo Ping Pong:

Vmax (AB)

Km, (A) + Km\ (B) + (AB)

El tinico inconveniente de la regresion no lineal,
es que los cdlculos son muy complejos debido a los
algoritmos que se utilizan para realizar las iteracio-
nes. por lo que es necesaria una computadora. Como
actualmente cada laboratorio tiene la capacidad de
contar por lo menos con un equipo de cémputo,
este inconveniente no representa ninguna dificul-
tad. Origin, SigmaPlot, GraFity CurveFit son algu-
nos programas comerciales de computadora que
realizan regresiones no lineales.

Conociendo el mecanismo cinético que existe
entre el AMP y PEP se puede plantear un esquema
de Cleland para esta reaccion parcial de la reaccion
catalizada por la EhPPDK.

PEP - Pir AMP

E  EPEP<>EpPir  Ep

Ep <« *EpAMP

Esquema de Cleland de la reaccion parcial en la
que solo se toman en cuenta los cosustratos AMP y
PEP.

Se sabe que el PEP y PPi tienen un mecanismo
de doble desplazamiento en esta enzima y el PP1 se
une a la enzima fosforilada (Ep) una vez que se ha
liberado el piruvato (Pir). El PPi cede uno de sus
grupos y solo hasta entonces puede unirse el AMP
para que la enzima pirofosforilada ceda los fosfatos
y se produzca ATP.

Bibliografia g

Leatherbarrow R (1990) TIBS. 15(72):455-458 pp.
Segel 1 (1975) Ezyme kinetics. John Wiley and Sons,
New York. Cap.9, pp 606-626

Marcela Varela Gémez y Rafael Moreno Sanchez
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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 Asociaciéon 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 deberin 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 anos en caso de ser electo.
— Curriculum vitae.

Para que cada candidato quede propiamente registrado, las cartas de postulacién de los asociados y
la documentacion de cada candidato deberdn ser entregadas al Dr Alejandro Zentella en el Instituto de
Fisiologia Celular, 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 Consejo Directivo de la Asociacion. La eleccion del nuevo Presiden-
te se llevard a cabo durante la reunion de negocios del VIII Congreso de la Asociacion. programada para
el mes de agosto del aio 2000.

Ningtin candidato podrd ser registrado después del 15 de julio del afio 2000, después de lo cual el
Consejo Directivo analizara 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:

Elisa Salles Mora Dr Alejandro Zentella Dehesa
Cubiculo 3, Laboratorio 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: 5623-2170, Fax: 5616-2419 Tel: 5622-5609. Fax: 5622-5611

beb@laguna.fmeic.unam.mx azentell: @ifcsun.ifisiol.unam.mx
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LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA, A C

CONVOCA

a la comunidad cientifica interesada en pertenecer a nuestra Sociedad como
Socios Numerarios o Socios Estudiantes.

REQUISITOS:

SOCIOS NUMERARIOS:

a)

e)

Ser investigadores que estén desarrollando trabajos en cualesquiera de las diferentes ramas
de la quimica bioldgica.

Haber publicado cuando menos dos articulos originales de investigacion bioguimica.

Ser propuestos, en cualquier tiempo, por dos miembros numerarios de la Sociedad
Curriculum vitae, resaltando sus aportaciones al campo de la investigacion (publicaciones)
(ENVIAR COPIA FOTOSTATICA DE LA PRIMERA HOJA DE SUS PUBLICA-
CIONES).

Carta Solicitud expresando las razones que motivan su proposicion. certificando asimismo,
que el candidato se ha enterado de los Estatutos de la Sociedad y se comprometa a
observarlos.

SOCIOS ESTUDIANTES:

a)

b)

Deberin ser alumnos de alguna institucién de ensefianza y/o investigacion que se en-
cuentren trabajando en aspectos de investigacion bioquimica.

Presentar una carta-solicitud de admision avalada por dos de sus profesores, miembros
numerarios de la sociedad.

DIRIGIR SOLICITUDES A:

Dr Edmundo Chavez, Presidente

o Dr Heliodoro Celis, Vicepresidente
Sociedad Mexicana de Bioquimica, A C

Edif del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Apdo Postal 70-600,

04510 México, DF

Fecha limite de recepcidn de solicitudes:

Visite nuestra pagina en internet:
http://ifcsun 1 ifisiol.unam.mx/smb/

30 de junio de 2000.
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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 Asociacion Mexicana de Protesores de Bioquimica, A C
(AMPB), realizada el 13 de agosto de 1999 en el Palacio de Medicina de la UNAM: el pleno fijé las
siguientes cuotas para el ano 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 ningtin pago adicional
y participar en las sesiones de negocios, recibiendo una constancia de asistencia y/o de membresia. Duran-
te la misma sesion se acordo que los asistentes al congreso que quieran estar inscritos formalmente,
deberdn pagar una inscripcion de $400.00 que les dara derecho a recibir una constancia de asistencia y/o
participacion 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 deposito 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 VIII
Congreso podra canjear la ficha de depdsito por un recibo oficial de la Asociacion, por el pago de su cuota
anual.

Enviar copia de ficha de depdésito y forma de actualizacion via fax a:
Elisa Salles. al 5616-2419, o al Dr Alejandro Zentella, al 5622-5611.
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SEMANA DE EDUCACION BIOQUIMICA 2000

Realizacion del
XXVII TALLER DE ACTUALIZACION BroQuiMicAa
y del

VIII CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BioQuimica, A C

Del 14 al 17 de agosto de 2000.

Sede
Palacio de la Escuela de Medicina
Facultad de Medicina de la UNAM
esquina de Venezuela y Brasil,
Centro Historico de la Ciudad de México, D.F.

Departamento de Bioquimica Asociacion Mexicana de
de la Facultad de Medicina Profesores de Bioquimica,
de la UNAM A0
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CONVOCATORIA AL VIII CONGRESO DE LA
ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C

Viernes 18 de agosto de 2000

Palacio de Medicina
Facultad de Medicina de la UNAM
Esquina de Venezuela y Brasil.
Centro Historico de la Ciudad de México, DF

Ogjemivo: El Congreso de la Asociacion Mexicana de Profesores de Biogquimica, A C tiene como principal
objetivo que los profesores de bioquimica y dreas afines de las diferentes licenciaturas y posgrados del pais.
tengan un foro donde puedan compartir y discutir sus experiencias docentes en un ambiente critico y acadé-
mico. Nuestro proposito es favorecer la interaccion entre los diferentes profesionales que participan en la
ensefianza de la bioquimica y dreas afines.

PARTICIPANTES: A este foro estdn invitados: profesores e instructores de laboratorio de bioquimica v dreas
afines, de cualquier licenciatura o posgrado del pais, asi como investigadores interesados en la ensenanza.

INSCRIPCION DE TRABAJOS: Se aceptard un mdximo de dos trabajos por ponente. Los trabajos podrin ser
incluidos en las siguientes categorias:

- Analisis sobre la efectividad y/o aplicacion de planes de estudio ya en marcha.

= Aplicacion de sistemas de ensenanza mediada por computadora.

— Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion.

- Estudios poblacionales sobre indices de aprobacién y/o desercion.

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

- Aplicacion y/o innovacion de pricticas de laboratorio.

B Otros: experiencias docentes, técnicas motivacionales y/o desarrollo de material diddctico.

Los restimenes de los trabajos propuestos no deberdn exceder una hoja carta con 2.5 cm de margen y un tipo
de letra arial de 12 puntos. Se deberd especificar el titulo, los autores y su adscripcion. Deberd incluir una
introduccion, objetivo. métodos y/o técnicas empleadas, resultados y las conclusiones mds relevantes.

Entregar el resumen con Elisa Salles Mora en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
la UNAM. Apartado Postal: 70-281, México D.F. 04510. Tel: 5623-2170, Fax: 5616-2419, correo electrénico:
beb@laguna.fmedic.unam.mx

FECHA LIMITE

para entregar resumenes
Viernes 14 de julio de 2000.
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SOCIEDAD MEXICANA DE BIOLOGIA
DEL DESARROLLO, A C

CONVOCATORIA

La Sociedad Mexicana de Biologia del Desarrollo (SMBD) invita a los integrantes de la comuni-
dad cientifica que realizan trabajo de investigacion y difusion sobre topicos relacionados con
esta drea, en México o fuera del pais, a incorporarse como socios numerarios, correspondientes,
honorarios o estudiantes de acuerdo con los siguientes requisitos:

1. Presentar por escrito su solicitud de admision acompa-
fiada de su curriculum vitae y por dos cartas de apoyo exten-
didas por socios numerarios de la SMBD. En estas cartas.
los firmantes deberdan expresar claramente que les consta el
interés del candidato por el estudio, investigacion y difusion
del conocimiento relacionado con la Biologia del Desarro-
llo. También debe estipularse que los candidatos conocen y
se comprometen a observar los estatutos de la SMBD.

II.  Para incorporarse como socio numerario se requiere
ademads:

a) Dedicarse al estudio e invesiigacion en cualquiera
de las ramas de la Biologia del Desarrollo.

b) Haber publicado dos o mads articulos de investiga-
cion sobre algin tema refacionado con la Biologia
del Desarrollo durante los dltimos cinco afos arite-
riores a su solicitud.

I11. Se podrin incorporar a la SMBD en calidad de socios
correspondientes, los solicitantes extranjeros que se en-
cuentren trabajando en una institucion fuera de la Republi-
ca Mexicana y que cumplan con los requisitos arriba sefa-
lados (1 y 1I). También podrin incorporase en esta catego-
ria los solicitantes extranjeros que realicen o hayan partici-
pado internacionalmente en labores editoriales en revistas
de prestigio en esta disciplina o hayan desarrollado una la-
bor significativa en sociedades internacionales de discipli-
nas afines a fa misma.

IV. También se podran integrar a la SMBD como socios ho-
norarios. aquellas personas retiradas o jubiladas que realicen
actividades administrativas, editoriales relativas a la docen-
cla, mnvestigacion o la difusion de la Biologia del Desarrollo o
disciplinas afines. En este caso, los candidatos deberan ser
propuestos por 10 socios, de los cuales cuando menos 6 debe-
rin ser socios numerarios, que indiquen la conveniencia de la
incorporacion del candidato a la SMBD. La propuesta deberd
acompanarse del curriculum vitae del candidato.

V. Los estudiantes inscritos en un programa de Posgrado
respaldado por una institucién académica de la Repablica
Mexicana, que realicen investigacion en alguna disciplina
relacionada con la Biologia del Desarrollo, podran formar

parte de la SMBD como socios estudiantes. También po-
drdn incorporarse en esta categoria aquellos estudiantes que
se encuentren realizando su tesis de licenciatura sobre al-
atin tépico relacionado sobe la Biologia del Desarrollo. Los
solicitantes deberdn acompanar su solicitud de una Cons-
tancia actualizada de su situacion académica y de un resu-
men de su proyecto de tesis avalado por su tutor académico.

VI. La fecha limite para presentar las solicitudes es el 30 de
junio de 2000. Las solicitudes deberdn ser enviadas a alguno
de los integrantes de la Comision de Membresia. El presi-
dente y el secretario de esta Comisién presentardan por escri-
o sus recomendaciones a la Mesa Directiva de la SMBD,
que a su vez las presentard a la Asamblea de Socios para su
aprobacion.  La decision de la Asamblea serd comunicada
por escrito al solicitante y a sus proponentes por el Presiden-
te v el Secretario de la Mesa Directiva de la SMBD.

La Comisién de Membresia en turno estd integrada por:

Dra Raquel Trejo Albarran

Presidenta de la Comisién de Membresia y Vicepresidenta
de la SMBD. Unidad de Investigacion Médica en Enfer-
medades Oncologicas. Hospital de Oncologia, CMN-SXXI.
Av Cuauhtémoc 330, Col Doctores. CP 06725. México, DF.
Tel: 5627-6900 ext. 4323  Fax: 5671-0952

Dra Graciela Meza Ruiz

Departamento de Neurociencias. Instituto de Fisiologia Ce-
lular. UNAM. Circuito Exterior de Ciudad Universitaria.
CP 04510. México. DF. Tel: 5622-5588 Fax: 5622-5607

M en C Silvia Galvan Huerta

Departamento de Biologia Celular. Instituto de Investiga-
ciones Biomédicas. UNAM. Circuito Exterior de Ciudad
Universitaria. CP 04510. México, DF. Tel: 5622-3871
Fax: 5622-3897

Dr Samuel Gomez Aguirre

Departamento de Zoologfa. Instituto de Biologia. UNAM.
Circuito Exterior de Ciudad Universitaria. CP 04510. Mé-
xico, DF. Tel: 5622-5702

México, DF, 3 de mayo de 2000.
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CONGRESOS NACIONALES
E INTERNACIONALES

4a Reunion Internacional
sobre Avances en la
Restauracion Cerebral

Del 5 al 10 de junio de 2000.
Centro Médico Nacional Siglo XX
Auditorio de la Academia Mexicana de Cirugia.
Edificio de las Academias, 2° Piso.

Informes ¢ inscripciones:
Unidad de Investigacion en Epidemiologia
Clinica y Neurologia
Hospital de Pediatria del CMN, Siglo XXI, IMSS
Cuauhtémoc No. 330, Col. Doctores
CP 06720, México, DF. MEXICO
Tel: 5627-6900 ext: 3071 o0 3072

Cupo limitado a 300 alumnos:
(200 nacionales y 100 extranjeros)

Costo del evento hasta el 30 de mayo de 2000:
Socios: 60 délares (US). no socios: 120 délares (US)
Estudiantes y residentes: 50 délares (US)

Después del 30 de mayo de 2000:
Socios: 70 délares (US). no socios: 150 délares (US)
Estudiantes y residentes: 80 ddlares (US)

XX Congreso
Latinoamericano
de
Fisiologia

Del 3 al 7 de septiembre de 2000,

en la ciudad de Cancun,
Yucatin, México.

Informacion completa en:
hhtp://www.servimed.com.mx

18" International Congress
IUBMB/FEBS 2000

Del 16 al 20 de julio de 2000,
en Birmingham, Inglaterra

Informacién completa en:
hhtp://www.iubmb2000.org/programme/
programme.cfm?meetno =iumb2000
Keith Gull o0 Adam Marshall
59, Portland place
London, WIN 3AJ
England, UK
e-mail: info@iubmb2000.org
e-mail: adam.marshall @ portlandpress.com

Apoptosis
v su Deteccion
Curso Practico

Organizado por la Asociacién Mexicana
de Biologia del Desarrollo
Con apoyo de Roche

Ensayos de: Viabilidad Celular,
Fragmentacion de ADN, TUNEL,
Deteccion de Anexina V. Deteccion de
Caspasas y Deteccion de PARP

Sede: Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Del 17 al 22 de julio de 2000
Participantes:

Rocio Salceda
Julio Morian Andrade
Jose Luis Ventura
Alejandro Zentella

Informes:
Dra Rocio Salceda Sacanelles
Tel: 56-22-56-69
correo electronico: rsalceda@ifisiol.unam.mx
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IV Congreso Nacional
de Biologia Molecular
en Medicina

Que se llevard a cabo durante la Reunidn sobre

Genética y Biomedicina Molecular 2000

Del 15 al 21 de octubre de 2000,
en Monterrey, NL
Topicos: Genoma Humano, Terapia Génica,
Vacunas, Diagndstico Molecular, Nuevas Técnicas
Moleculares, Biologia Molecular en las
Especialidades Clinicas.

Eventos: Curso Pre-Congreso, Conferencias
Magistrales. Ponencias Orales, Ponencias en
Cartel, Minisimposium, Actividades
Socioculturales, Exhibicion de Tecnologia
Cientifica.

Informes: pagina electrénica de la AMBMM
www.biomedicas.unam. mx/ambmm/

Comité Directivo
Dr Vicente Madrid Marina,
Depto Biologia Molecular, CISEI INSP
Cuemavaca, Morelos, MEXICO,
Fax: (73) 17-54-85
correo electronico: vmarina@insp3.insp.mx

Dr Alejandro Garcia Carrancd,
Depto de Biologia Molecular, Inst de
Investigaciones Biomédicas, UNAM
México, DFE. MEXICO, Fax: (5) 622-38-91
correo electrénico: carranca@ servidor.unam.mx

Dr José Moreno,
Lab de Inmunologia, IMSS. Centro Médico
Nacional Siglo XXI. México, DF.
MEXICO, Tel: (5) 627-69-00 ext: 1608
correo electronico: moreno @mail.intermet.com.mx

Comité Local
Dr Hugo Barrera Saldafia,
Depto de Bioguimica, ULIEG, Fac Med, UANL
Monterrey. N L, MEXICO,
Fax: (8) 329-41-73
correo electrénico: hbarrera@uanl

Dra Cristina Rodriguez Padilla,
Lab de Inmunobiol y Virol, Fac Biol, UANL
Monterrey, N L, MEXICO.,

Fax: (8) 352-42-12

Simposio
“DNA Enzymes:
Structures & Mechanisms”

Organizado por el Indian Institute of Sciences
en Bangalore, INDIA
Del 1 al 3 de diciembre de 2000.

Conferencias Magistrales y Carteles
Sesiones Cientificas:
[. Endonucleasas de Restriccion
—Estructura y Biogquimica.

2. DNA Metiltransferasas
—Estructura y Mecanismos.
3.Enzimas implicadas en
la Recombinacion Genética.

4. Interacciones entre Proteinas y ADN
durante la reparacion del ADN.

5. Mecanismos de Replicacion del ADN.
6. Estructura Funcion y Mecanismos de
Reaccion de Topoisomerasas.

7. Endonucleasas
—Evolucién y Nuevas Actividades.

Inscripcion: 200 dolares (USD) antes
del 15 de septiembre de 2000.
Fecha limite para la recepcion de resimenes:
15 de septiembre de 2000.

Mis informacion en la pagina electronica del
Indian Institute of Sciences:
http://biochem.iisc.crnet.in

o directamente con:

Desirazu N Rao, Department of Biochemistry
Indian Institute of Science.
Bangalore - 560 012, INDIA
Tel: 91-80-309-2538
Fax: 91-80-360-0683 / 360-0814

Email: dnrao@biochem.iisc.ernet.in

V. Nagaraja, Department of Microbiology
& Cell Biology
Indian Institute of Science,
Bangalore - 560 012, INDIA
Tel: 91-80-360 0668, 91-80-309 2598
Fax: 91-80-360 2697 / 91-80-360 0683
Email: vraj@mcbl.iisc.ernet.in
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XXIII Congreso Nacional de la

DEL 19 AL 24 DE NOVIEMBRE DEL 2000

Sociedad Mexicana de Bioquimica, A C

DOMINGO 19 HORARIO LUNES 20 MARTES 21 MIERCOLES 22 JUEVES 23 VIERNES 24
8:15-9:15 Dra. Rocio Dr. Armando Dr. Mauricio Dr. Joaquin V. Dr. Enrique
Conferencias Sierra, Aranda, Montal, Arribas Lépez Soto,
Magistrales Yale Univ. USA UAEM Univ. California, Hosp. Gral. Valld" | INN“SZ"
USA Hebron, Barcelona
9:15-9:30 RECESO
| 9:30-11:00 Plantas Genoma Bioenergetica Biol. Mol. y Inmunologia |
N Simposia Alfredo Herrera Julio Collado Marietta Tuena Cel. de Hongos Sergio Estrada
s Plenarios Estrella Jesus Aguirre Parra
c
R 11:00-11:30 CAFE
\
P 11:30-13:00 Procariontes Financiamiento Neuroquimica Relacion Toxicologia i
C Simposia Fernando para Invest Ricardo Tapia industria- Guillermo 1
| Plenarios Bastarrachea Gladys Faba investigacion Elizondo ‘
O Sergio Estrada-
N | Orihuela 5
: |
S 13:00-16:00 COMIDA [
Geneétical Bioq. Fisiol. Genética ll Biog. Fisiol.
16:00-18:00 Carmen Gémez Micro. | Juan. P. Miguel Gomez Micro. Il Mireya
Laclette de la Garza
Simposia @
Est. Fun. Des. Dif. Cel. | L Est. Fun. Des. Dif. Cel. lI
Simultaneos Membra. | Alfonso (-9 Membra. Il Dr. Luis Miguel
Isabel Baeza Carabez chb Luis Gonzélez Salgado
Est. Fun. Macro! | Inmunologia | /\CE Est. Fun. Macro Il | Inmunologia Il
Arturo Rojo Iris Estrada - Juan Luis Rubén Lopez
Rendon
Metabolismo | Trans. Sin. Trans. Sin. Neuro. |
Victoria Neuro. | Metabolismo Il Mauricio Diaz
Chagoya Sergio Sanchez Marco A, Juarez Murioz
Inauguracion 18:00-18:30 CAFE i
Conferencia Carteles Carteles Carteles Carteles
Inaugural 18:30-23:00 NONES NONES PARES PARES
Dr. Armando
Gomez Puyou
17:00-18:00 Sesion de
Negocios
Recepcion de 20:00a21:00
18:15-19:00

Cena-clausura
22:00
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EL COMITE ORGANIZADOR DEL )
XXIIl CONGRESO NACIONAL DE BIOQUIMICA

MESA DIRECTIVA 1999-2001

Dr Edmundo Chavez Cossio,
Tel: 5573-2911; Fax: 5573-0926;
echavez @cenids.ssa.gob.mx

DUDAS O COMENTARIOS

En caso de tener alguna duda o comentario, por favor
comuniquese con la Sra Guadalupe Ramirez, a los
teléfonos 5622-5603 y 5622-5604, Fax: 5616-2282, 0
al correo electrénico secdir@ifisiol.unam.mx

Dr Federico Martinez Montes,
Tel: 5623-2168, Fax: 5616-2419,

fedem@servidor.unam.mx, o
fedem @laguna.fmedic.unam.mx

Dr Heliodoro Celis Sandoval,
Tel: 5622-5667, Fax: 5622-5611,
hcelis@ifisiol.unam.mx

Dra Gloria Soberdn Chavez
Tel: (5) 6227629/ 6227634, Fax: (73) 172388
correo electrénico: gloria@ibt.unam.mx

Para informacion, visite la pagina en Internet de
la Sociedad Mexicana de Bioguimica en la si-

guiente direccion:

http://ifcsuni.ifisiol.unam.mx/smb/

SOCIEDAD MEXICANA DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO, A C

CONVOCATORIA

La Sociedad Mexicana de Biologia del Desarrollo, con el fin de estimular y promover el estudio de la biologia del
desarrollo Convoea al Concurso de elaboracion del Logotipo de la Sociedad, bajo las siguientes

B ASES

Podrén participar estudiantes de cualquier ni-
vel de escolaridad.

dénimo. En sobre cerrado se enviara la infor-
macién completa del (los) autor (es) (nombre,

direccidn, teléfono, constancia de estudiante,
etc.). El sobre rotulado con el seudonimo de-

2. Un autor sélo puede presentar un trabajo. bera ser enviado o entregado personalmente a:
3. Los trabajos deben presentarse a tinta, en blan-
co y negro, en un tamano maximo de 20 x 30 Dr Julio Moran y/o Dra Rocio Salceda
cm, considerando que serd reducido a un ta- Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
mafio de 4 x 4 cm. Circuito Exterior S/N
4. FElresultado se dard a conocer via telefonica o Ciudad Universitaria
fax a partir del 28 de agosto de 2000, CP 04510 México, DF.
5. El mejor trabajo elegido por el Jurado obten-
dra un premio de $5000.00 (CINCO MIL PE- 9. Esta convocatoria entra en vigor a partir de la
SOS). fecha de publicacion y tendrd como limite para
6. El ganador cederd sus derechos a la Sociedad larecepcion de trabajos el 31 de julio de 2000.
y el trabajo serd el logotipo de la misma. 10. Cualquier punto no previsto en la presente con-
7. Los trabajos no seleccionados se devolverin a vocatoria serd resuelto por los organizadores y
solicitud de los interesados. los miembros del Jurado.
8. Los trabajos deberdn ser enviados con un seu-

México, D.F., a 15 de mayo de 2000
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A LOS LECTORES DEL BOLETIN DE EDUCACION
BIOQUIMICA

DONATIVO ANUAL 2000

EIBEB estaen sudécimo noveno afio de publicacion ydebidoalas condiciones econdmicas imperantes
en México. nos permitimos solicitarles de la manera mds atenta. el envio de un donativo extracuotas
de $200.00 (doscientos pesos) o bien 20.00 US délares. que hard posible continuar con la elaboracién
y distribucion del volumen 19 de nuestro Boletin.

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

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

Atentamente
El Comité Editorial

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, les
recordamos que de acuerdo al articulo 36° de los estatutos que rigen a la Asociacion, los candidatos
deberdn ser profesionales que ejerzan la docencia de bioquimica en cualquier centro de educacién a
partir del nivel medio superior.

Los interesados en ser miembros numerarios de nuestra Asociacion deberdn enviar una carta soli-
citando su ingreso a la Asociacién junto con su curriculum vitae. Esta solicitud debers ir acomparfiada
por dos cartas de apoyo de dos miembros numerarios. Cada solicitud serd evaluada por la Comision
de Admisién que se retine una vez al afio y emite su dictamen que sera hecho publico durante la
sesion regular de negocios que se realiza durante el Con greso de la Asociacién. Antes de ser acepta-
do no es necesario hacer pago alguno en referencia a la membresia.

Sino conoce a ningtin miembro que pueda apoyar su solicitud haganoslo saber y envie su solicitud al:

Dr Alejandro Zentella

Apartado Postal 70-243

México, DF 04510 México

Fax: 5622-5611

Correo electronico: azentell@ifcsun.ifisiol.unam. mx
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CORRESPONSALES DEL B}OLETiN DE EDUCACION
BIOQUIMICA

Si eres miembro de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C o suscriptor del
BEB y vives fuera de la Ciudad de México, te invi-
tamos a que seas corresponsal nuestra revista en el
sitio donde radiques.

Nos interesa contar con corresponsales adscri-
tos a las Instituciones de Educacion Superior en
todos los estados de la Republica, asi como en lu-
gares de Centro y Sudamérica, Espafa y otros si-
tios en donde el BEB sea leido.

También nos interesa conocer y publicar las noti-
cias mas significativas que en nuestro campo, ocu-
rran en los diferentes lugares, ya sean seminarios,
cursos, congresos, talleres, publicaciones, etc.

En el documento Normas del Comité Edito-
rial, que es el que nos rige, hay un apartado pa-
ra esta actividad, mismo que a continuacion se
transcribe:

5. DE LOS CORRESPONSALES

5.a) Loscorresponsales del BEB son profeso-
res y/o investigadores, que sin formar parte del
Comité Editorial, coadyuvan en las actividades de
la revista. El corresponsal debe ser un miembro
sobresaliente de la comunidad académica local o
regional. Es deseable un corresponsal en cada una
de las Instituciones de Educacion Superior de la
Republica Mexicana. Centroamérica, Sudamérica
y otras regiones de habla hispana.

5.b) Uno de los editores se encargard de la
coordinacion de los corresponsales y de la comu-
nicacion con ellos para lograr que los objetivos
se cumplan. El puesto serd rotatorio y se cambia-
ri cada dos o cuatro anos, de acuerdo con el Co-
mité Editorial.

5. ¢) Laproposicion de corresponsales se hard,
mediante documento firmado por cuando menos
dos de los editores, que se acompanara con el
Curriculum Vitae del candidato propuesto.

5. d) Ladiscusion del ingreso de un correspon-
sal deberd realizarse después de que el Coordina-
dor de Corresponsales haya circulado la informa-
cién correspondiente y con la asistencia en pleno
del Comité Editorial.

5.e) Para ser aceptado. el candidato deberd
contar con la aprobacién por consenso de los miem-
bros del Comité Editorial.

5.f) En caso de ser admitido. se le hard una
invitacion formal a la que se anexaran estas nor-
mas. Iniciard sus actividades como corresponsal,
al recibir el Editor en Jefe la aceptacion escrita del
candidato.

5. g) El Comité Editorial dara el crédito corres-
pondiente a los corresponsales en la revista en el
formato que el propio Comité decida.

5.h) La salida d- un corresponsal puede ser
por renuncia voluntaria. presentada por escrito, o
bien por acuerdo del Comité Editorial, después de
la evaluacion de sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

5.1.a) Envio a través del Coordinador de Co-
rresponsales de al menos una contribucion propia
o de su comunidad al afio y de las noticias relevan-
tes de su localidad o region.

5.1.b) Mantenimiento del archivo de los sus-
criptores del BEB de su localidad y comunicacion
inmediata de los cambios en él.

5.1.c) Colaboracién en la promocion, difusion
y distribucién del BEB entre los miembros de su
comunidad.

5.1.d) Colaboracién en las promociones de {i-
nanciamiento econémico de la revista.

5.1.e) Elaboracion y envio anual de un informe
de sus labores que a través del Coordinador de Co-
rresponsales se hard llegar al Comité Editorial junto
con una critica a los ndmeros correspondientes.

Por favor, dirige tu correspondencia a la Coor-
dinadora de Corresponsales, Comité Editorial del
BEB. Apartado Postal 70-281, México, 04510.
DF. MEXICO. o bien a: Tel.: (52) 5623-2168 /
Fax: (52) 5616-2419.
email: balmori@laguna.tmedic.unam.mx

Yolanda Saldaia Balmori
Coordinadora de Corresponsales del BEB.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQU

MICA

EI BEB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de areas
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. Serdn 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:

4)

1. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberi enviarse en un disco para computadora.
escrito en los procesadores de textos “Winword™ o “Word-
periect”, con una extension maxima de 15 cuartillas a doble
espacio (27 renglones por cuariilla y 70 caracteres por
renglon). Este deberd ir acompafiado de tres impresiones del
articulo y de la solicitud para su publicacion. firmada por
cuda uno de los autores.

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

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

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

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica. Nutricion y participacion en la prevencion de
ciertas patologias. Bol Educ Bioqg /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 J (1992) Tolerance to alloantigens. En: The

molecular biology of immunosuppression. Editor: Thomson
A W. John Willey and Sons Ltd, pp 81-1064.

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

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

N

6)

4)

Se aceptardn como miximo seis ilustraciones., figuras mds
tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel
albanene con tinta china o bien impresiones ldser o presen-
tarse como fotografias en blanco y negro sobre papel brillan-
te, cuya localizacion deberd estar sefalada en el texto. La
limitacion en el nimero de figuras. de tablas y de referencias.
obliga a los autores a que se seleccionen aqueilas que sean
realmente importantes e informativas. Las figuras se deberin
numerar con arabigos y las tablas con romanos. Las leyendas
y los pies de figuras se deberin adicionar en una hoja aparte.
Se deberi considerar que las figuras y las tablas se reducirdn
de tamafo., aproximadamente a la mitad o a un cuarto de las
dimensiones de una hoja carta: las letras y ndmeros mis
pequeos no deben ser menores a los dos milimetros. Las
tablas se deberdn presentar conforme alguna de las publicadas
en los nimeros de 1999,

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

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

II. OTRAS COMUNICACIONES

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

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

El trabajo deberii enviarse igual que como se especificaen el
inciso I-1.

Se aceptard un midximo de dos referencias incluidas entre
paréntesis en el texto segun el inciso 1-4. En caso de que se

juzgue necesario se podfa incluir una figura o una tabla. de

acuerdo con las caracteristicas que se indican en el inciso

[-5.

Los manuscritos seran leidos por tres revisores. Las correc-
ciones y sugerencias, asi como las pruebas de pagina se
enviaran al primer autor. En caso necesario se recurrird 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 04510, DF o bien por intermedio
del corresponsal del BEB en su localidad.
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