ISSN-0187/294X

BEB 2000

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

Organo de informacién de la
ASOCIACION MEXICANA DE SOCIEDAD MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, AC BroqQuimica, AC

Publicacion incluida por el Centro de Informacion Cientifica y Humanistica de la
Universidad Nacional Auténoma de México en la base de datos PERIODICA
(Indice de Revistas Latinoamericanas en Ciencias).

Vol. 19 No. 3 SEPTIEMBRE 2000




COMITE EDITORIAL

EDITORES FUNDADORES

ENRIQUE PINA GARZA
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

GUILLERMO CARVAJAL SANDOVAL
Instituto Nacional de Enfermedades Reéspiratorias
e Instituto Politécnico Nacional

JESUS MANUEL LEON CAZARES
Facultad de Ciencias Naturales
Universidad Auténoma de Querétaro

SERGIO SANCHEZ ESQUIVEL
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

EDITORES

SOCORRO CONCEPCION DURAN VARGAS
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

MARCO ANTONIO JUAREZ OROPEZA
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

GRACIELA MEZA RUIZ
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

FERNANDO MONTIEL AGUIRRE
Facultad de Quimica
Universidad Nacional Auténoma de México

RAFAEL MORENO SANCHEZ

Instituto Nacional de Cardiologia “Dr Ignacio Chavez”

JORGE JOEL REYES MENDEZ
Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
Universidad Auténoma Metropolitana

EMILIO ROJAS DEL CASTILLO
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

ROCIO SALCEDA SACANELLES
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

EDITOREN JEFE

JOSE VICTOR CALDERON SALINAS
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional

COORDINADOR DE CORRESPONSALES

YOLANDA SALDANA BALMORI
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

EDITORES ASOCIADOS

EDMUNDO CHAVEZ COSIO
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr Ignacio Chavez”

MARINA GAVILANES RUIZ
Facultad de Quimica
Universidad Nacional Auténoma de México

ELIZABETH LANGLEY M‘CARRON
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

JAIME MAS OLIVA
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

ASISTENTE EDITORIAL

ELISA SALLES MORA
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Autonoma de México

CORRESPONSALES

MARIA DE LOS ANGELES BOFFILL CARDENAS
Facultad de Ciencias Médicas
Instituto Superior de Ciencias Médicas de Villa Clara, Cuba

ALMA LETICIA BORBOA OSUNA
Facultad de Medicina
Universidad Autonoma de Sinaloa

ARMANDO FRANCISCO VARGAS ALBORES
Biotecnologia Marina )
Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo de Sonora



REVISORES ASOCIADOS AL COMITE EDITORIAL

KARLA CARVAJAL AGUILERA
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chévez’

RAUL MIGUEL COVIAN
Instituto Nacional de Cardiologfa “Dr. Ignacio Chavez”

SILVIA DEVARS RAMOS
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”

JOSE EDGARDO ESCAMILLA MARVAN
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Autéonoma de México

DANIEL ALEJANDRO FERNANDEZ
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

OSCAR FLORES HERRERA
Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

CECILIA GARCIA PEREZ
Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

CARLOS GOMEZ LOJERO
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional

LUIS GONZALEZ DE LA VARA
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional

DIEGO GONZALEZ HALPHEN
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Autéonoma de México

RICARDO JASSO CHAVEZ
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez’

ROLANDO HERNANDEZ MUNOZ
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

s

Asociaciéon Mexicana de
Profesores de Bioquimica, AC

Departamento de Bioguimica,
Facultad de Medicina,
UNAM

IMELDA LOPEZ VILLASENOR
Instituto de Investigaciones Biomédicas
Universidad Nacional Auténoma de México

HERMINIA LOZA TAVERA
Facultad de Quimica
Universidad Nacional Auténoma de México

BLAS LOTINA HENNSEN
Facultad de Quimica
Universidad Nacional Auténoma de México

GUADALUPE MALDONADO MERCADO
Depto. de Bioquimica. Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

JOSE LUIS MOLINARI SORIANO
Instituto de Fisiologfa Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

FERMIN PACHECO MOISES
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chivez”

JUAN LUIS RENDON GOMEZ
Depto. de Bioquimica. Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

HORACIO REYES VIVAS
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

SARA RODRIGUEZ ENRIQUEZ
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chivez”

LUIS HUMBERTO SILVEIRA TORRE
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”

MARIA EUGENIA TORRES MARQUEZ
Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México

SALVADOR URIBE CARVAJAL
Instituto de Fisiologia Celular
Universidad Nacional Auténoma de México

S

)

Facultad de Medicina,
UNAM

ﬁf',

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA (BEB), publicacién trimestral de la Asociacién Mexicana de Profesores de
Bioquimica, AC. Correspondencia: Comité Editorial, Apartado Postal 70-281, Coyoacan, CP 04510 México, D F; teléfono 56-23-21-70,
fax 56-16-24-19, correo electrénico beb@laguna.fmedic.unam.mx. Certificados de: Licitud de Titulo No 6703; Licitud de Contenido

No 6989; No de expediente 1/432"92"/8443; Reserva al titulo en derecho de autor No 6703. Publicacién incluida por el Centro de
Informacién Cientifica y Humanistica de la Universidad Nacional Auténoma de México en la base de datos PERIODICA (Indice de
Revistas Latinoamericanas en Ciencias). Impresa en los talleres Editorial Uno, SA de CV, ler Retorno de Correggio No 12, México

03720 DF; tiraje 1,500 ejemplares. Distribuidor: Servicio Postal Mexicano, Reg No PP-DF-026 1098; UNAM-Depto de

Bioquimica y Facultad de Medicina.

135




136

EDITORIAL

BEB /9(3):132-133

SE ESTABLECE UN NUEVO PROGRAMA DE
VINCULACION ENTRE LA SOCIEDAD MEXICANA
DE BIOQUIMICA Y LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BIOQUIMICA

A partir del segundo nimero del BEB de este afio,
apareci6 en nuestra portada el emblema de la
Sociedad Mexicana de Bioquimica, A.C. (SMB),
junto al de la Asociacién Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A.C. (AMPB). Este cambio refleja el
fortalecimiento de los lazos académicos de
colaboracién que dan origen a una nueva etapa de
relaciones entre ambas academias. Este vinculo se
ha venido manifestando desde hace algtin tiempo en
colaboraciones puntuales, como es la publicacion en
el BEB de las memorias del Congreso de la Rama de
Bioenergética de la Sociedad y la inclusion de
articulos seleccionados del BEB en la pdgina
electrénica de la SMB. Estas acciones han
permitido estrechar lazos entre los docentes e
investigadores de la bioquimica mexicana.

Una nueva iniciativa de la actual Mesa Directivade la
SMB, nos ha llevado a establecer otra etapa de
colaboracion, ahora mas formal y permanente con la
AMPB, la cual favorecera no sélo una mejor
relacin entre ambas academias que comparten
varios objetivos comunes, sino también un mejor
apoyo a la ensefianza y 1a difusién de la Bioguimica
en México.

.En qué consiste esta nueva etapa de colaboracion?
Como se menciond, el proyecto busca la vinculacion
entre los investigadores y los profesores, es decir,
entre la generacién del conocimiento y quienes lo
difunden y transmiten en las aulas. En este sentido, la
SMB, creada en 1957, agrupa a quienes realizan
investigacion Bioquimica en México y cuenta entre
sus miembros con varios de los cientificos mas

destacados a nivel nacional e internacional. Esto ha
hecho que la SMB, sea reconocida como una de las
sociedades cientificas mas sélidas y serias del Pafs.
En el Articulo Primero de sus estatutos se establece,
entre otras cosas, que la SMB buscara: apoyar la
discusién de planes de ensefianza de la bioquimica;
impulsar la docencia; estimular la formacién y edicion
de publicaciones adecuadas para este fin; impulsar la
formacion de bioquimicos en México, y organizar
seminarios sobre temas quimico-biolégicos de
actualidad.

Por diferentes razones, estos objetivos de apoyo ala
ensefianza y la difusion de la bioquimica, no ha tenido
la continuidad ni el desarrollo que los fundadores de
la SMB plantearon originalmente. Para dar cabal
cumplimiento a estos principios, la actual Mesa
Directiva de la SMB, ha decidido iniciar un
Programa de Vinculacion para fortalecer la
Ensefianza de la Bioquimica, el cual estd orientado
particularmente a apoyar a las Instituciones de
Educacién Superior del Pais.

Para cumplir con este nuevo Programa, la Mesa
Directiva de la SMB ha enviado cartas invitando a
las Instituciones de Educacion Superior del interior
de la Republica Mexicana, a participar en esta
iniciativa, ofreciendo su apoyo para el andlisis de las
necesidades docentes relacionadas con la bioquimica
y para establecer planes formales de trabajo
conjunto entre ellas y la SMB. Estos planes de
trabajo incluyen la organizacion e imparticion de
cursos, platicas, seminarios o conferencias
relacionadas con temas bioquimicos, los cuales se
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dirigirdn a todos los estudiantes y profesores
interesados sin importar el nivel, grado o drea de
estudio. En estas actividades docentes, que tendran
de 3 a 5 dias de duracion, participardn miembros
numerarios de la SMB, con amplia y profunda
experiencia en diversas dreas del conocimiento
bioquimico. Con este Programa se pretenden
alcanzar las siguientes metas: difundir el conocimiento
generado por los bioquimicos mexicanos en el
ambito nacional; establecer lazos de comunicacion
entre los docentes y los investigadores;

fomentar una actitud critica entre los estudiantes
mexicanos; propiciar que se integren a la
investigacion bioquimica estudiantes de licenciatura, y
promover la investigacion basica en las universidades
del Pais.

Para establecer estrategias de difusién y logistica
para este Programa, la SMB, ha solicitado a la
AMPB su cooperacion y apoyo, ya que ésta
mantiene una estrecha relacién con los docentes de
la bioquimica en los diferentes estados de la
Republica y conoce de las necesidades de los
profesores. Asi, el trabajo conjunto entre ambas
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academias, permitird consolidar este Proyecto y asi
alcanzar de manera eficiente, los objetivos
propuestos. Para que este Proyecto avance, es
necesario la participacion activa e interés de los
profesores y autoridades de las Instituciones de
Educacién Superior del interior del Pais.

Iniciamos asi una nueva etapa de colaboracién con
gran entusiasmo y deseamos que juntos
contribuyamos al mayor de los éxitos de este
Proyecto propuesto por la Mesa Directiva de la
SMB, una actividad docente no lucrativa orientada a
beneficiar alos estudiantes y a los profesores de
Bioquimica de México.

Alejandro Zentella Dehesa
Presidente de 1a Asociacion Mexicana de Profesores
de Bioquimica, A.C.

Dr. Edmundo Chéavez Cossio
Presidente de la Sociedad Mexicana de Bioquimica,
A.C.
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FUNCION DE LAS MEMBRANAS CELULARES
DURANTE LA REGENERACION HEPATICA

Blanca A. Delgado-Coello y Jaime Mas-Oliva. Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma
de México, Apdo. Postal 70-243, Ciudad Universitaria 04510. México, D. E, Tel: 56-22-55-84, Fax: 56-22-56-11.

Correo electrénico: bravo @servidor.unam.mx

RESUMEN

Laregeneracion hepdtica, que en realidad es un pro-
ceso hiperpldsico compensatorio, es un modelo ex-
celente para estudiar eventos que regulan la proli-
feracion celular controlada, en contraparte a los sis-
temas neoplasicos. Aun cuando el fenémeno es co-
nocido desde la antigiiedad, no se han descifrado
los mecanismos que intervienen para que el tejido
hepético detecte la pérdida de masa y después la
compense mediante una proliferacion celular acti-
va. Mas atin, se desconocen las sefiales que detie-
nen el proceso proliferativo. En este trabajo se ilus-
tra como las membranas intracelulares, la membrana
celular y a su vez las proteinas asociadas a éstas, pre-
sentan importantes transformaciones durante el pro-
ceso. Asimismo, se hace énfasis en el caracter dinami-
co de las membranas celulares que responden a sefia-
les, tales como el aumento intracelular de calcio y
calmodulina durante la regeneracion hepética. De esta
manera, se discute el papel central de las membranas
como mediadoras de la comunicacién entre los espa-
clos extra e intracelulares, llevando a cabo el delicado
control del proceso proliferativo evocado por la
hepatectomia parcial.

PALABRAS CLAVE: Regeneracién hepitica,
hiperplasia compensatoria, hepatectomia parcial,
membranas celulares.

ABSTRACT

Liver regeneration, considered as a compensatory
hyperplasia, is an excellent model to study the
processes involved in normal cellular proliferation,
in comparison to neoplastic systems. Although
the phenomenon is known since ancient times,
nowadays many of the mechanisms involved in the
way liver cells sense tissue loss have been poorly
elucidated. Moreover, many of the signals that
indicate when the process should stop and prevent
further growth are still unknown. In this study, we
review the way intracellular membranes, cell

membranes and their associated proteins can be
considered as targets in the control of the proliferative
response. The dynamic role that membranes play in
the cellular physiology in response to signals such
as those carried out by calcium and calmodulin
during the regenerative process is emphasized. The
central role that membranes play as mediators in
the communication established between the intra and
extracellular spaces, triggering a proliferative
process evoked after partial hepatectomy, is
discussed.

KEY WORDS: Liver regeneration, compensatory
hyperplasia, partial hepatectomy, cellular mem-
branes.

INTRODUCCION

El higado es un 6rgano sumamente complejo, tanto
desde el punto de vista anatémico como funcional.
Los tipos celulares que conforman este 6rgano son
los siguientes: células parenquimatosas represen-
tadas en un 60% o un 80% por hepatocitos (en fun-
cién del nimero o del volumen, respectivamente) y
c€lulas no parenquimatosas (35 6 17% de acuerdo
al nimero y volumen) que comprenden a las célu-
las endoteliales fenestradas, a las células de Kupffer,
a las células perisinusoidales, esteladas o de Ito y a
los linfocitos (1). El higado es un érgano que parti-
cipa activamente en reacciones de sintesis de
metabolitos, secrecidn y detoxificacién, por ello es
posible entender su gran capacidad para adaptarse
ante perturbaciones metabdlicas (2).

En forma caracteristica, las células hepdticas son
quiescentes con un indice mitdtico de 1 mitosis/
20,000 células (3) y ademds son altamente diferen-
ciadas. Sin embargo, son capaces de replicarse ante
estimulos quimicos, fisicos, infecciosos o por
hepatectomia parcial. El primer reporte de la capa-
cidad regenerativa del higado se remonta a la anti-
gua cultura griega, cuando en el relato mitico, Prometeo
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oso robar el fuego a los dioses del Olimpo y lo entregd
alos hombres. Como castigo, Zeus lo condend a per-
manecer encadenado al Monte Caucaso donde un ave
de rapiiia se encargaria de picar diariamente su higado
y dada su implicita capacidad regenerativa, el castigo
seria eterno. Hoy en dia, se ha calculado matematica-
mente que los hepatocitos tienen el potencial real de
sostener al Aguila de Prometeo.

Si se considera que un higado de rata en condi-
ciones normales contiene 3 x 10® hepatocitos, y que
una sola célula a través de 34 divisiones produce
1.7 x 10" células, la capacidad clonogénica de los
hepatocitos, darfa lugar potencialmente a 50 higados
derata (4). Después de que un estimulo o la influencia
de factores de crecimiento sobre hepatocitos en culti-
vo, inducen a la proliferacién, ocurre una des-
diferenciacion, las células proliferan activamente y se
rediferencian para formar hepatocitos maduros. Asi,
aparentemente las células hepaticas pueden proliferar
de manera casi ilimitada y asegurar su propia autopre-
servacion (4).

La regeneracion hepatica puede inducirse a tra-
vés de una hepatectomia parcial, definida como
aquella cirugia en la que se extraen los dos 16bulos
mayores de la masa hepatica, i.e. el medio y el late-
ral izquierdo (la rata posee 2 16bulos mas, el late-
ral derecho y el caudado).

La capacidad de regeneracion hepitica se ha ob-
servado en todos los mamiferos estudiados a la fe-
cha. Este proceso parece ser un mecanismo que
evolutivamente protege a los animales en la natura-
leza, de los efectos catastréficos que las toxinas de
los alimentos, las infecciones virales y otros estimulos
puedan tener sobre el higado (4).

En sentido estricto el higado no se regenera, sino
que sufre una hiperplasia o regeneracién com-
pensatoria (2), lo que implica que aumenta su tama-
fio hasta alcanzar una masa 6ptima que en los ma-
miferos corresponde entre un 2.5 y un 3% de la masa
corporal. Tal proporcién se cumple cuando se
transplantan higados de babuinos en humanos, el 6r-
gano crece hasta alcanzar el tamafio del higado huma-
no, o cuando un perro chico recibe el higado de un
perro grande, el higado transplantado reduce su tama-
flo hasta ser proporcional al nuevo tamafio corporal
(4). El control de esta proporcionalidad es muy rigu-
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roso, pues si ésta se rebasa mediante el uso de facto-
res hepatotroficos, se compromete la sobrevivencia de
los animales. Cuando la proliferacion hepatica se indu-
ce por agentes quimicos, el mecanismo se llama
hiperplasia directa.

En general se conoce bastante bien la sucesion
de eventos durante la hiperplasia regenerativa; sin
embargo, las sefiales que indican cuando comenzar
y concluir el proceso, no se conocen. El inicio del
proceso regenerativo tiene lugar en los primeros
instantes posteriores a una hepatectomia, cuando los
hepatocitos regularmente estables en la fase GO del
ciclo celular, sufren cambios que reactivan al ciclo ce-
lular y les permite pasar hacia la siguiente etapa del
ciclo conocida como G1. Posiblemente esta transicién
se dispare por factores previamente existentes en la
célula.

Después de una hepatectomia parcial, ocurre lo
que se llama una sinfonia portal que involucra una
cascada de hormonas que son vertidas a la circula-
cién portal y que juntas forman la primera sefial
que induce a proliferar a las células hepaticas re-
manentes. La activacion de estas células se conoce
como onda replicativa de hepatocitos, debido a que
la duplicacién comienza de las regiones periportales
a las pericentrales. El papel de sefalizacién de la
sinfonia portal es indicado porque son precisamen-
te las células periportales las que muestran las ma-
yores respuestas en forma de una sintesis activa de
ADN vy de divisién mitética después de una
hepatectomia parcial. La liberacion de varias hormo-
nas, entre ellas vasopresina, conduce a la activacion
via una proteina G, de fosfolipasas C que activan los
sistemas transductores del inositol-1,4,5-trifosfato (IP,)
y del 1.2-diacilglicerol (DAG). El primero de estos sis-
temas incide en la liberacién de Ca** de sitios de alma-
cenamiento celular y el segundo, en la activacién de
una proteina cinasa C. Resaltan dentro de las seiiales
de la sinfonia portal, las oleadas de glucagén, de
vasopresina y la disminucion de calcio en plasma.

Después de 2 a 4 h de realizada la hepatectomia
parcial, ocurre un aumento en la sintesis y acumula-
cidn citosdlica de calmodulina. A las 24 h, la sinte-
sis de ADN es maxima y el 35% de los hepatocitos
estan en duplicacién (en ratas jovenes el 95% de
los hepatocitos se dividen al menos una vez). Las
c€lulas no parenquimatosas también entran en mitosis,
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pero con un retraso de aproximadamente 24 h res-
pecto a lo observado en hepatocitos (3). Alas 72 h, el
80% del higado se ha regenerado. El proceso total de
recuperacion dura de 7 a 10 dias.

CAMBIOS DE LA MEMBRANA PLASMATICA
DURANTE LA REGENERACION

i) Movilidad electroforética y punto isoeléctrico
La activacion proliferativa de las células hepaticas
esta asociada con cambios fisicoquimicos y fun-
cionales en las membranas plasmadtica e intra-
celulares, aunque los mecanismos involucrados no
son del todo conocidos.

Los primeros intentos por determinar lo que ocu-
rre en la superficie de la célula hepdtica en regene-
racion, datan de la década de los 60’s. En un prin-
cipio, se detecté un aumento méaximo en la movili-
dad electroforética de las proteinas obtenidas de
suspensiones celulares provenientes de higados de
ratas hepatectomizadas 48 h antes. Este fendmeno
fue interpretado como la formacién de complejos
entre el calcio y macromoléculas de carga negati-
va. Mds adelante se propuso que este incremento
podia explicarse por un aumento en la concentra-
cién de acido N-acetil neuraminico en la superficie
celular, el cual por accién de una neuraminidasa,
era liberado en mayor proporcion en las células
provenientes de animales hepatectomizados. Estos
trabajos sugieren que algunos grupos quimicos se
modifican en la superficie de las células durante la
regeneracion hepatica.

Algunos otros pardmetros que se han evaluado
en la membrana plasmética son el punto isoeléctrico
(PI) y la carga superficial. El punto isoeléctrico de
hepatocitos normales medido por andlisis de equi-
librio isoeléctrico en un intervalo de pH de 3 a 10,
tiene un valor de 4.4. En contraste, un 80% de las
células en regeneracion muestran un PI de 4.8 (5).
En el 20% restante se determiné un PI cercano a
5.3. Los valores del PI vuelven a los indices nor-
males después de 72 h de realizada la hepatectomia
parcial. Pueden plantearse algunas hipétesis que
expliquen la heterogeneidad del PI de las membra-
nas durante la regeneracién. Dado que los datos
anteriores indican pérdida de proteinas (que no son
sialoglucoproteinas), éstas pudieran ser muco-
proteinas sulfatadas. Mds atin, se ha propuesto que
puede existir una modificacién en la fosforilacion

Delgado- Coello B.y Mas-Olival

de proteinas de membrana o en la sintesis de
fosfolipidos (5).

Las células en regeneracion tienen una menor den-
sidad de cargas en la membrana plasmética que las
células normales. La densidad de los grupos
carboxilicos no se altera y la densidad de los gru-
pos no carboxilicos se reduce en un 26%. También
cabe notar que la cantidad de grupos SH es mayor en
las células en regeneracion y dado que se han relacio-
nado con la duplicacion celular, podrian ser relevantes
durante el proceso regenerativo (5).

ii) Fluidez de membrana

El andlisis de la fluidez de las membranas tiene relacion
con funciones involucradas con el proceso proliferativo
como son: permeabilidad, movilidad de receptores y
antigenos, actividades enzimaticas y aglutinacion de
lectinas.

En un estudio realizado en 1980, se encontro que
existe un aumento en la fluidez en la superficie de
la membrana asociado con la regeneracidn hepati-
ca. La composicién de lipidos no se altera, aunque
se detecté una menor insaturacidén de los acidos
grasos de los fosfolipidos a los tiempos de 4y 5 h
posteriores a la cirugia, mientras que a las 24 h el
indice de saturacion fue mayor. Sin embargo, la re-
lacién colesterol/fosfolipidos (COL/FL) disminu-
y6 de manera significativa, después de 15 h de rea-
lizada la hepatectomia parcial (6).

En 1994, Kohmoto (7) reporté que la relacién COL/
FL aumenta significativamente en la membrana
plasmatica de los hepatocitos aislados de los 16bulos
hepaticos a las 12 y 72 h después de ligar la rama
portal. Sin embargo, midiendo la polarizacién de fluo-
rescencia de las membranas, como un indice de fluidez
membranal, no se encontraron diferencias importantes
entre las membranas que provienen de los 16bulos no
ligados y los controles (7).

No existen en la literatura datos comparativos de
las membranas de higado normales y en regenera-
cién que reflejen cambios importantes en los lipidos
de membrana, sin embargo, recientemente se han
descrito eventos hiperlipidémicos a nivel plasmatico en
el higado en proliferacion. Tales eventos se han obser-
vado de 24 a 48 h posteriores a una dosis aguda de
tetracloruro de carbono (CCl,), cuando ocurre un in-
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cremento de triacilglicéridos y colesterol total en plas-
ma con una disminucion paralela de lipoproteinas de
alta densidad (HDL). Un segundo estado hiperlipi-
démico ocurre a los 5 dias, en el cual los niveles de
triacilglicéridos y colesterol vuelven a la normalidad y
las particulas de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
y las de muy baja densidad (VLDL), aumentan 3 6 4
veces respecto a la basal. Por otro lado, la interven-
cidén de los lipidos en el proceso de regeneracion he-
patica se ha comprobado en hepatocitos de rata esti-
mulados, para su regeneracién, con el factor
recombinante de crecimiento hepatico humano. A las
12 h del tratamiento se observo una inhibicién transi-
toria de la liberacion de triacilglicerol, de colesterol total
y de fosfolipidos en suero, mientras que a las 36 h del
tratamiento la sintesis de lipidos y de lipoproteinas fue
estimulada al maximo.

iii) Peroxidacion de lipidos en la membrana
plasmatica

Un modelo alternativo al modelo quirtrgico de
hepatectomia parcial, es el tratamiento agudo de
ratas con CCl,. Una hipétesis propone que no es el
propio compuesto el que tiene efecto téxico sobre
el higado, sino un producto de su biotransformacion,
el radical libre triclorometilo (-CCl,) (8). De esta
forma, tanto los radicales libres como la lipope-
roxidacién estdn involucrados en el ajuste
metabdlico que tiene lugar en el higado en prolife-
racion. Los radicales libres de oxigeno se han pro-
puesto como mediadores potenciales de las etapas
tempranas del proceso regenerativo (3).

La intervencién de los radicales libres ha sido
comprobada por el uso de compuestos que contra-
rrestan al CCl,, atin cuando sea aplicado de manera
crénica (9). Los antidotos principales estudiados
para su aplicacidn terapéutica en humanos, son la
colchicina y la silimarina. Ambos compuestos tie-
nen propiedades quelantes de radicales libres y
estabilizantes de la membrana, lo cual explica que
eviten la necrosis e inhiban la lipoperoxidacién ge-
nerada por el tratamiento con CCl, (9).

Se ha reportado en ratas, que la lipoperoxidacion
aumenta en la membrana plasmatica y en fracciones
citosdlicas, utilizando la hepatectomia parcial y la
administracién aguda de CCI, (10). La lipope-
roxidacién aumento drasticamente en un 50 y 70%
después de realizar una hepatectomia parcial. Emplean-
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do el mismo modelo, se observd en las membranas de
los microsomas, una disminucién en la lipoperoxidacion.
En contraste, utilizando el modelo con CCl,, se obser-
v6 un aumento en la lipoperoxidacién en las membra-
nas de los microsomas y de los nticleos. Estos resulta-
dos indican un caracter cualitativamente distinto de la
lipoperoxidacién en ambos modelos y que es factible
que la proliferacion inducida ocurra a través de meca-
nismos distintos.

iv) Efectos sobre enzimas de la membrana plasmatica
Las proteinas de la membrana plasmdtica no son
ajenas a la serie de cambios provocados por una
hepatectomia parcial. A tiempos muy cortos (1 a 5
min), se ha logrado determinar que en la membrana de
los hepatocitos se expresa un receptor de urocinasa,
no presente en el hepatocito normal, por lo que la ac-
tividad de la urocinasa aumenta rapidamente (4). La
urocinasa participa en la activacién del factor de creci-
miento especifico de hepatocitos, el cual a su vez es
relevante en la reparacion del tejido hepatico.

En el modelo de hepatectomia parcial, la activi-
dad de la fosfatasa alcalina aumenta en el transcur-
so de las 48 h posteriores a la cirugia, en tanto que
la leucin-aminopeptidasa y la 5'-nucleotidasa dis-
minuyen a partir de las 48 y 12 h posteriores, res-
pectivamente (11).

Nuestro grupo demostr6 que la actividad de la
ATPasa de Ca**-Mg* hepitica disminuye rapidamen-
te después de practicar hepatectomia parcial en ratas
(Fig 1) y que su recuperacion ocurre hasta los 20 dias
posteriores cuando la actividad se aproxima a la basal
(12). Hemos demostrado también una expresion dife-
rencial de las isoformas generadas por edicion alterna-
tiva del ARNm de la ATPasa de Ca** hepitica en rela-
cidn directa con el estadio de regeneracion.

Otros grupos han reportado que la actividad de la
ATPasa de Na*-K* aumenta progresivamente después
de la hepatectomia parcial, alcanzando a las 12 h una
estimulacion de 3 veces el nivel basal. El aumento en la
actividad de la enzima correlaciona con una mayor ex-
presion de sus subunidades o1 y B1. Las caracteristicas
de lainduccién de la enzima sugieren que algunos eventos
traduccionales y post-traduccionales pueden estar rela-
cionados con el aumento en la actividad de esta bomba
(13). Se ha detectado que desde las 4 h posteriores a la
hepatectomia ocurre un aumento en la actividad de la



142

ATPasa de Na*-K* asociado claramente a un domi-
nio especifico de la membrana hepatica. Este incre-
mento en la actividad de esta bomba electrogénica es
fundamental en la supervivencia y mantenimiento de
las funciones celulares después de una hepatectomia
parcial, como se describird mas adelante.

Después de una hepatectomia parcial la membrana
plasmadtica del hepatocito sufre una serie de cambios
que afectan a los receptores embebidos en ellas. En la
etapa de transicion de la fase GO a la fase G1 del ciclo
celular, los hepatocitos que sobreviven a la hepatectomia
deben detener la degradacién de proteinas y bombear
mdas aminoacidos y glucosa hacia el interior de la célula.
Ademis, la célula expresa mas receptores de insulina y
provoca que los complejos insulina-receptor permanez-
can acoplados por mds tiempo en la superficie de la
célula (Fig 1). Laactivacién de los receptores de insulina,
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provoca que mds transportadores de glucosa se ubi-
quen en la membrana y promueve un aumento en el
gradiente de sodio a través de la membrana, el cual au-
menta la capacidad de los nuevos transportadores para
movilizar mas aminoécidos hacia la célula. Es factible
que todos estos cambios en la actividad de la ATPasa
de Na*-K*, mds los cambios detectados en los grupos
quimicos membranales, pudieran estar relacionados con
la hiperpolarizacién membranal.

Lainsulina, a través de mecanismos desconocidos
promueve la transcripcion de genes de ARNry el flujo
de ARNm desde el niicleo a los ribosomas para mane-
jar la carga adicional de ARNm y aminoécidos. La dis-
minucién abrupta en la concentracién de insulina y el
aumento de glucagdén después de la hepatectomia par-
cial, previenen la hipoglucemia que puede acompaiiar a
la pérdida de masa hepética.

@

ccl,

-

insulina

Figura 1. Cambios en algunas proteinas integrales de la membrana plasmatica, durante la regeneracién hepética inducida por la
hepatectomia parcial (HP) o por el tratamiento con tetracloruro de carbono (CCl,). (1) actividad de la ATPasa de Ca’* la cual se
encuentra disminuida (linea punteada); (2) la ATPasa de Na*-K* aumenta su actividad (linea continua) y por lo tanto el gradiente
transmembranal de sodio; (3) los aminoacidos (4) y la glucosa son transportados con mayor eficiencia hacia el citosol; (5) la
insulina permanece mds tiempo acoplada a sus receptores a la vez que aumenta el niimero de éstos en la membrana plasmatica.
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espectrina
poro nuclear - CAM
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Figura 2. Cambios en la envoltura nuclear y membranas del reticulo endopldsmico liso (REL) durante la regeneracién hepdtica
promovida por hepatectomia parcial (HP) o por tratamiento con tetracloruro de carbono (CCL,). En la regién intranuclear y en los
poros nucleares se incrementan la espectrina y la actina, provocando posiblemente la condensacidn de la cromatina. Se indican
también flujos de calmodulina (CAM) relacionados con estos cambios y algunos genes relacionados con la homeostasis del
ciclo celular que se activan después de practicar hepatectomia parcial. En el REL, destacan los cambios que sufren los receptores
de liberacién de calcio: el receptor de rianodina (RR) y el de IP,, ademds de la ATPasa de Ca** que aumenta su actividad. Los
cambios esquematizados no son eventos sincrénicos del proceso regenerativo.

OTROS CAMBIOS EN LAS MEMBRANAS
INTRACELULARES DURANTE LA
REGENERACION CELULAR

i) Envoltura nuclear

Una hora después a la pérdida de masa hepética, los
hepatocitos aumentan la transcripcion de genes y/o
el procesamiento de transcritos primarios, ademas
del movimiento de transcritos del ARNm fuera del
nicleo, lo que produce una oleada de mensajeros
recién sintetizados hacia los polirribosomas. La con-
centracion de estos mensajeros incrementa de ma-
nera constante hasta las 16 h posteriores a la
hepatectomia, antes de la duplicacién del ADN. En
los 30 min posteriores a la hepatectomia, ocurre una
induccioén colectiva de genes del ciclo celular que
normalmente no se expresan en los hepatocitos. Los
transcritos de estos genes se traducen en proteinas

que actdan como cebadores, regulando la transicién
hacia el estado proliferativo por lo que se conocen
como genes inmediatos tempranos o de primera res-
puesta. Actualmente se han descrito més de 70 genes
de este tipo relacionados con la regeneracion hepati-
ca (3), cuyainduccion es independiente de la sintesis
de novo de proteinas (2). Entre otros, destacan los
transcritos de c-fos que se detectan a los 10-25 min
y los de c-myc que alcanzan un méaximo en 1-3 h
posteriores a la cirugia:

Es muy probable que ninguno de los cambios que
se suceden en respuesta a un proceso de pérdida de
masa hepitica, lo haga de manera independiente de
los demas. Un ejemplo de ello es el incremento tem-
prano en los niveles de calmodulina, el cual se encuen-
tra estrechamente asociado a otros eventos en las mem-
branas intracelulares.
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La calmodulina acumulada en el citosol se
transloca hacia el ndcleo y se asocia con la matriz
nuclear, lo cual implica a su vez un posible papel
en el inicio de la duplicacién del ADN (14). El au-
mento de calmodulina se relaciona con el aumento
y la activacion de proteinas involucradas en el sis-
tema contractil intranuclear. La activacion
proliferativa de los hepatocitos induce un aumento
de a-espectrina y de la cinasa de la cadena ligera
de miosina, ambas localizadas en la matriz y en-
voltura nucleares, la primera se encuentra ademas
en los poros nucleares (Fig 2). El proceso regene-
rativo activa también a la actina que podria tener
relaciéon con la modulacién de la actividad
transcripcional y el control de la relajacion-con-
densacion de la cromatina en el nicleo (14).

ii) Reticulo endoplasmico

La oleada citosélica de calmodulina detectada en
la fase pre-replicativa de la regeneracion hepdtica,
también se ha relacionado con un aumento en la
fluidez de las membranas del reticulo endopldsmico
y cambios en la actividad de las enzimas ubicadas
en estas membranas. Por ejemplo, se ha detecta-
do un incremento en la actividad de la enzima
microsomal guanilato ciclasa, que podria reflejar
las interacciones hidrofébicas de calmodulina con
la membrana del reticulo y la modificacion subse-
cuente de los lipidos membranales (15). El coefi-
ciente de Hill disminuye cuando se activa esta en-
zima con Mn-GTP, en presencia de calmodulina,
lo cual indica una pérdida de cooperatividad con-
sistente con el aumento de fluidez del microambiente
lipidico de la enzima. Este trabajo apoya también
la propuesta de que la intervencién temprana de la
modulacién por calmodulina puede activar multi-
ples eventos celulares.

Los niveles de calcio libre presentes en el citosol
también sufren variaciones drasticas después de una
hepatectomia parcial (16) lo cual conlleva a cam-
bios en el reticulo endoplasmico liso, esencial en la
regulacion de los niveles del cation en el citosol.

En apariencia, la enzima especifica del reticulo
endopldsmico liso, la glucosa-6-fosfatasa, no sufre
cambios en su actividad respecto a controles
laparotomizados. Sin embargo, a nivel de receptores
se han reportando hallazgos muy interesantes (16). El
reticulo endopldsmico cuenta con al menos dos
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moléculas que intervienen en la liberacién de calcio:
el receptor de IP, y el receptor de rianodina (Fig 2).
El receptor de rianodina reduce notablemente la afi-
nidad por su ligando ya que su Kd aumenta de 10
nM a 130 nM. Esto dltimo podria explicarse a través
de modificaciones covalentes, por la influencia de al-
guna proteina asociada o bien, por la expresion de
una variante distinta del receptor durante el proceso
regenerativo. Mds atin, se ha observado una clara
redistribucion del calcio entre los diferentes organelos
celulares durante la regeneracién hepética, con una
secuencia de eventos que indican la importancia del
cation en el proceso. Por ejemplo, el calcio total se
incrementa en los microsomas en un 85% a las 24 h
posteriores a la hepatectomia parcial, al tiempo que
la Kd del receptor de rianodina aumenta, lo que
correlaciona con un incremento en la actividad de la
ATPasa de Ca** de reticulo endopldsmico, a pesar
del incremento en la Bmax del receptor de IP, (16).

Por otro lado, mientras la actividad de la ATPasa
de Ca’* de la membrana plasmadtica disminuye sen-
siblemente después de una hepatectomia (12), la
ATPasa de Ca** microsomal aumenta su actividad a
las 18 h después de la hepatectomia (17). Estos cam-
bios, se manifiestan a tiempos cortos, con un au-
mento en la concentracién de calcio intracelular li-
bre (y su disminucién plasmaética), pues aunque la
ATPasa microsomal aumenta su actividad, ésta no
tiene la capacidad suficiente para capturar el calcio
acumulado. A las 24 h posteriores a la cirugia, el
calcio total aumenta su concentracidén en
mitocondrias, alcanzando un médximo de un 70% res-
pecto al control alas 48 a 96 h, mientras que en el
citosol disminuye a partir de las 12 h y alcanza una
disminucién maxima de 71%, a las 96 h después de
la hepatectomia (16). El incremento en la concen-
tracion de calcio en el nicleo, posiblemente asocia-
do a la calmodulina que se transloca desde el citosol,
tiene un papel fundamental en la duplicacion de ADN
en los hepatocitos en proliferacion.

CONCLUSIONES

Laregeneracion hepatica representa un excelente
modelo de proliferacion celular desencadenado por
eventos especificos cuyos mecanismos de control mas
finos son atin materia de discusion. En este trabajo que-
da constancia de los complicados mecanismos
involucrados en este proceso donde se muestra la fun-
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cién vital de las membranas celulares en la regenera-
cion del tejido hepatico. A medida que los procesos
bioquimicos asociados con las membranas celulares
durante el proceso de regeneracién celular se entien-
dan mejor, las posibilidades de reconocer y manipular
estos procesos, aumentard la probabilidad de contro-
lar el desarrollo celular, tanto en sistemas de crecimiento
controlado o normal asi como en sistemas de creci-
miento descontrolado o neoplésico.
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RESUMEN

Durante mds de tres décadas se ha establecido que
el efecto hidrofébico es la fuerza estabilizadora que
dirige el plegamiento de las proteinas. Por otra par-
te, aunque la participacion de los puentes de hidro-
geno en este fendmeno es importante, ha sido difi-
cil determinar su magnitud. El estudio del plega-
miento de las proteinas empleando la mutagénesis
dirigida ha permitido obtener suficiente informa-
cién para sugerir que el efecto hidrofébico y los
puentes de hidrégeno intramoleculares son las prin-
cipales fuerzas que estabilizan la estructura nativa
de las proteinas, y que su contribucion es en la mis-
ma magnitud.

PALABRAS CLAVE: Estabilidad de proteinas,
plegamiento de proteinas, puentes de hidrégeno,
efecto hidrofébico.

ABSTRACT

For the last 30 years, the general view has been
that the hydrophobic effect is the dominant force
in protein folding. It is clear that intramolecular
hydrogen bonds are essential to the structure and
stability of proteins. It is not clear, however,
whether they represent a net favorable contribution to
this stability. Studies with altered proteins generated
by directed mutagenesis have provided enough
information to suggest that the hydrophobic effect and
the intramolecular hydrogen bonds are the principal
forces involved in this process. Also, these results
suggest that hydrogen bonding and the hydrophobic
effect make large and comparable contributions to
the stability of globular proteins.

KEY WORDS: Protein stability, protein folding,
hydrogen bonding, hydrophobic effect.

L. INTRODUCCION

Las proteinas son el principal componente bioldgico
disefiado para la manutencién del metabolismo, y como
consecuencia, de la vida. Sin embargo, las proteinas
requieren adoptar una conformacion tridimensional
cuya estabilidad es, por lo general, de entre 5 y 15
kcal/mol (21 a 63 kJ/mol) mayor que la del estado
desnaturalizado, el cual es biol6gicamente inactivo. El
valor neto de la estabilidad conformacional es el resul-
tado del balance de diferentes fuerzas, de las cuales la
entropia conformacional es la principal fuerza deses-
tabilizadora, mientras que el efecto hidrofébico y la
formacion de puentes de hidrégeno son las principales
fuerzas estabilizadoras de la estructura nativa de las
proteinas.

Al plegarse una proteina adquiere una conforma-
cién en donde el 83% de la superficie de los resi-
duos de aminodacidos hidrofobicos (Ala, Val, Ile,
Leu, Met, Phe, Trp, Cys), el 70% de los enlaces
peptidicos, el 63% de los residuos de aminodcidos
polares sin carga (Asn, Gln, Ser, Thr, Tyr) y el 54%
de los residuos con carga (Arg, Lys, His, Asp, Glu)
se encuentran ocultos en su interior, lejos del con-
tacto con el agua del medio (1). Aunado a esto, por
cada residuo de aminodcido se forman 1.1 puentes
de hidrégeno intramoleculares. La contribucion de
estos dos factores a la estabilidad de las proteinas
es uno de los campos de estudio de la bioquimica
que ha avanzado de forma importante en los ulti-
mos afnos.

Un enfoque para estudiar la contribucion de es-
tas interacciones es hacer una mutacion en la secuen-
cia de los residuos de aminodcidos de una proteina
para remover especificamente un grupo quimico
involucrado en la formacién de un puente de hidrége-



BEB 79(3): 146-157

Valores de A(AG)para las mutantes hidrofobicas de diferentes proteinas

Tabla |

A(AG)(kcal/mal)

Proteina Residuo % oculto Obs” Corr® Por CH,® Obs? Corr® Por CH,°
Leu —» Gly Leu — Ala
Nucleasa® 7 86 15 1.7 0.4 1.6 1.9 06
14 89 3.7 4.2 1.1 23 26 0.9
25 100 4.5 4.5 1.1 27 27 0.9
36 100 5.3 5.3 1.3 35 35 1.2
37 100 3.8 3.8 1.0 1.7 1.7 06
38 100 0.6 0.6 0.2 1.7 1.7 0.6
89 90 3.2 3.6 0.9 26 2.9 1.0
103 100 6.6 6.6 1.7 46 46 15
108 94 7.2 7.7 1.9 5.8 6.2 2.1
125 100 7.0 7.0 1.8 49 4.9 1.6
137 56 46 8.2 2.1 23 4.1 1.4
Barnasa’ 14 100 45 45 15
Lisoz T4°® 46 100 2.7 27 1.0
99 100 5.0 5.0 17
118 90 35 39 1.3
121 100 27 27 1.0
133 100 3.8 3.8 1.3
Cl2" 27 100 2.7 LT 0.9
68 100 38 3.8 1.3
Promedio + DE 94+111 | 44+2.1 48+19 12+06 35+1.3 35+13 1204
Val — Gly Val —» Ala
Nucleasa® 23 100 5.6 5.6 1.9 29 2.9 15
39 100 4.7 4.7 1.6 2.2 2.2 1.1
51 12 0.4 3.3 1.1 0.3 25 1.3
66 100 4.4 4.4 15 2.2 2.2 1.1
74 100 6.6 6.6 2.0 3.1 3.1 1.6
99 100 5.0 5.0 1.7 3.2 3.2 1.6
104 100 6.5 6.5 2.2 2.9 2.9 15
111 100 49 49 16 47 47 2.4
114 99 0.2 0.2 0.1 0.0 0.0 0.0
G5PE 35 100 11 1.1 0.6
47 100 2.3 23 1.2
Promedio * DE 92 + 27 43+24 46+19 15406 23+14 25+1.2 1.3+06
Met — Gly Met — Ala
Nucleasa® 26 52 2.2 4.2 1.4 15 29 1.5
32 81 2.4 3.0 1.0 1.7 2.1 1.1
65 89 46 52 1.7 2.0 22 1.1
98 99 45 45 15 46 45 2.3
Promedio + DE 83+ 21 34413 42+06 14403 25+14 30109 15106
Phe — Gly Phe — Ala
Nucleasa® 34 100 6.2 6.2 0.9 3.7 3.7 06
61 64 4.8 7.5 1.1 2.3 36 06
76 91 4.7 5.2 0.7 4.0 44 0.7
Lisoz T4® 153 100 35 35 06
Promedio + DE 89 £17 52+0.8 6.3+0.8 09+02 34+07 38+03 0.6+0.1

147



148 Flores-Herrera y cols
Tabla | (continuacién)
Valores de A(AG)para las mutantes hidrofébicas de diferentes proteinas
A(AG) (keal/mol)
Proteina  Residuo % Obs* Cor®  PorCH,° Obs? Cor® PorCHS° | Obs® Cor® PorCH,°
oculto
lle — Gly lle —» Ala lle — Val
Nucleasa® 15 67 33 4.9 1.2 27 4.0 1.3 0.8 1.2 1.2
18 76 2:5 3.3 0.8 2.5 3.3 141 1.1 1.5 1.5
72 97 - 6.5 6.7 1.7 5.1 5.3 1.8 1.8 1.9 1.9
92 100 6.6 6.6 1.7 4.0 4.0 1.3 0.5 0.5 0.5
139 83 4.4 5.3 1.3 3.5 4.2 1.4 1.5 1.8 1.8
G5PE 47 100 35 3.5 1.2 1.2 1.2 1.2
Barnasa® 4 68 1.3 2.0 0.7 0.6 0.9 0.9
25 87 3.5 4.0 1.3 1.1 1.3 1.3
51 100 47 4.7 1.6 1.8 1.8 1.8
55 47 1.2 25 0.8 0.3 0.5 0.5
76 100 1.9 1.9 0.6 0.8 0.8 0.8
88 100 4.2 4.2 1.1 1.3 1.3 1.3
96 100 3.4 3.4 1.1 1.0 1.0 1.0
109 86 2.1 2.4 0.8 0.8 0.9 0.9
Lisoz T4® 3 80 0.9 1.1 0.4 0.5 0.6 0.6
cl-2H 39 100 1.2 1.2 1.2
48 93 1.0 1.0 1.0
76 100 -0.2 -0.2 -0
RN-T1' 61 100 2.0 20 20
a0 100 1.1 1.1 1.1
Promedio + D.E. 80+15 | 47+ 54% 1.3+ 3.0% 34+t 1.1+ 1.0 1% 1.1+
1.9 1.4 0.4 1.3 1.2 0.4 0.5 0.5 0.5

A = es el valor del A(AG) determinado experimentalmente [A(AG) = AGgjyesie - AGmuantels B = €S €l valor del A(AG) corregido y
corresponde a los valores del A(AG) experimental divididos entre |a fraccion oculta del residuo, considerando que éste estuviera oculto
en un 100%; C = es la divisién del valor corregido del A(AG) entre el nimero de -CH,, =CH, y =CH que se pierden como resultado de
la mutacion. Cabe hacer notar que un valor positivo para el A(AG) significa que la proteina silvestre es mas estable que la mutante.
D = Nucleasa de Staphylococcus (3). E = Proteina del gen 5 del bacteriofago f1 (4). F = Barnasa (5, 6). G = Lisozima del fago T4 (7,

8). H = Inhibidor 2 de la quimotripsina (9). | = Rnasa T1 (1).

no (por ejemplo Tyr —Phe), o con una interaccion
hidrofébica (por ejemplo Ile — Val) y luego determi-
nar el valor de la estabilidad (AG) tanto para la protei-
na mutante como para la silvestre. Posteriormente se
calcula la diferencia en la estabilidad de estas protei-
nas (A(AG)), y del resultado se interpreta en términos
de la contribucién de esa interaccion especifica en el
plegamiento y en la estabilidad de la proteina silvestre
en el estado nativo. El valor de los pardmetros termo-
dindmicos (AG y A(AG), por ejemplo) se puede ob-
tener por medio de la desnaturalizacién térmica o qui-
mica de la proteina (2).

II. EL EFECTO HIDROFOBICO

El estudio del efecto hidrofébico se simplifica al invo-
lucrar sélo a aquellas mutantes en donde el residuo del
aminodcido original se reemplaza por uno de menor

volumen, de tal manera que se elimina, en lo posible, la
contribucién del efecto estérico.

En la Tabla I se muestran los valores del A(AG) para
105 mutantes hidrofébicas (Leu — Gly, Leu — Ala,
Val — Gly, Val — Ala, Met — Gly, Met — Ala, Phe
— Gly, Phe — Ala, Ile — Gly, lle — Ala, Ile — Val) en
seis proteinas diferentes: la nucleasa de Staphylococcus
(3), la proteina codificada por el gen 5 del bacteriofago
f1(4),1abarnasa (5, 6), la lisozima del fago T4 (7, 8), el
inhibidor 2 de la quimiotripsina (9) y la ribonucleasa-
Tl141):

Asimismo, se muestra el porcentaje del area oculta
(% oculto) de cada residuo de aminoécido reemplaza-
do en la proteina silvestre, que sirve para corregir el
A(AG) observado experimentalmente (A(AG),,,) y ob-
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Figura 1. A) Dependencia del A(AG) con respecto al drea de superficie accesible al solvente que esta oculta en la proteina
mutante en el estado nativo. La linea muestra el mejor ajuste de los datos a la ecuacion de una recta (r = 0.82; b =-0.093 kcal/mol
y m=0.051 kcal/mol/A?). B) Dependencia del A(AG) con respecto a la polaridad del microambiente de la mutaci6n, expresado
como el nimero de grupos metil(enos) dentro de un radio de 6 A que rodean al residuo de aminodcido reemplazado. La linea
muestra el mejor ajuste de los datos al modelo de una recta (r = 0.87; b = 0.127 keal/mol y m = 0.069 kcal/mol/grupos metil).

Adaptada de Serrano y cols (6).

tener un valor de A(AG),,,, que considera al residuo
reemplazado como si se encontrara 100 % oculto en el
interior de la proteina. Aunque esta correccion es solo
una aproximacion, ya que la accesibilidad del residuo en
las mutantes generalmente se desconoce, los estudios
espectroscopicos sugieren que la estructura de las pro-
teinas silvestres y las mutantes no se modifica
significativamente. En este sentido, en la figura 1A se
muestra que el valor del A(AG),,, para las mutantes
hidrofébicas aumenta con respecto al incremento del
area hidrofébica oculta en la proteina en estado nativo.
Por tal motivo, al comparar a las mutantes hidrofébicas
se debe realizar la correccion de la accesibilidad de cada
residuo de aminoécido mutado. Esta correccién aumenta
el valor experimental del A(AG) entre un 10 y un 20 %
(Tablal).

Por otra parte, el reemplazo de un residuo de
aminodcido por uno de menor tamafio provoca la pér-
dida de grupos metilo o metileno. En la mutacién Ile —
Val se remueve un solo grupo -CH,-, que tiene un volu-
men de =27 A*(1 A =0.1 nm), por lo que se esperaria
que en esta mutante exista una cavidad de aproximada-
mente el mismo volumen. En este sentido, el grupo de
Matthew, al estudiar el plegamiento de la lisozima del

fago T4, sugiri6 que al formarse una cavidad en la mutante
por la pérdida de un grupo, permite que algunos de los
atomos vecinos se desplacen hacia el espacio vacio, pero
que atin con estos movimientos, la cavidad permanece
intacta entre un 80y 90% (7). Este grupo también mos-
tr6 que el valor del A(AG),,, se hace mas negativo al
incrementarse el volumen de la cavidad (Fig 2A), lo que
indica una pérdida en las interacciones de van der Waals
presentes en la proteina silvestre.

La existencia de una relacion casi lineal entre el
incremento del volumen de la cavidad en el interior
de la mutante y el aumento en el A(AG) (Fig 2) su-
giere una relacién entre el A(AG) y el nimero de los
grupos metilo o metileno que se pierde como resulta-
do de la mutacién (Tabla I). Como se observa, el
valor del A(AG),,,, por'cada grupo metilo o metileno
para las mutantes Ile — Valesde 1.1 + 0.5 kcal/mol,
lo que sugiere que la pérdida de un solo -CH,- dis-
minuye la estabilidad de la mutante con respecto a la
silvestre.

Para el resto de la mutantes el valor promedio del
A(AG)_ _paracada uno de los grupos >CH-, > -CH,
0 -CH, es muy similar al valor de la mutante Ile —



150

Flores-Herrera y cols

Tabla Il
Caracterizacion energética de 105 mutantes hidrofébicas
Mutacion % oculto AV (AY) A(AG) ops AAG) ¢orr AAG) ¢orr / -AGyans -AG yrans /
residuo -CH,- -CH,-
original
(kcal/mol)
lle — Val 89 +15 26 1.0 1.1 1.10 1.36 1.36
lle — Ala 89+ 15 76 3.0 34 1.10 3.84 1.28
lle — Gly 89 +15 102 4.7 5.4 1.35 4.85 1.21
Leu — Ala 94 + 11 75 3.5 35 1.17 3.87 1.29
Leu — Gly 94 + 11 102 4.4 4.8 1.20 4.88 1.22
Val — Ala 92 + 27 50 2.3 25 1.25 2.48 1.24
Val — Gly 92 +27 75 4.3 46 1.54 3.49 1.16
Met — Ala 83+21 78 25 3.0 1.50 277 1.39
Met — Gly 83+ 21 104 3.4 4.2 1.40 3.78 1.26
Phe — Ala 89 +17 112 34 3.8 0.63 4.00 0.67
Phe — Gly 89 +17 120 5.2 6.3 0.90 5.02 0.71
Promedio + DE | 3.5+ 1.2 39+14 1.2+0.3 3.7+141 1.2+0.2

El valor del AV es basado en (10); Los valores promedio del A(AG),, ¥ del A(AG),,,, son de la Tabla I; el valor de A(AG),ans
se determind por la transferencia desde el agua — n-octanol (11) y se corrigié por la diferencia en el volumen entre los solutos
y el solvente de acuerdo a (13). A(AG).q, /-CH,- ¥ A(AG)ans/-CH,- corresponde a la relacion entre los diferentes A(AG) y el
numero de grupos -CH,, =CH, y =CH que se pierden como resultado de la mutacién. DE = desviacion estandar de la media.

Val (TablaI), y oscila entre 0.63 y 1.54, con un pro-
medio general de 1.2 + 0.3 kcal/mol (Tabla II). Es
interesante que para la nucleasa de Staphylococcus
(TablaI), las mutaciones Val 111 — Alay Val 114 —
Ala tengan valores extremos de A(AG)_ por cada
grupo -CH,- (2.4 y 0.0 kcal/mol, respectivamente),
y que en su disposicion tridimensional en la estructura
de la proteina estos residuos estén proximos entre si;
este es un buen ejemplo para demostrar que el mismo
tipo de mutacién puede tener diferentes efectos en la
estabilidad de la proteina dependiendo de su locali-
zacion tridimensional.

En este sentido, los resultados del grupo de Fersht (6)
apoyan la hipétesis de que la polaridad del ambiente que
rodea ala mutacion puede afectar los valores del AAAG)
en las mutantes hidrofébicas. Como se observaen la figu-
ra 1B, hay unarelaci6n entre el A(AG)  y el ambiente
hidrofébico que rodea a la mutacion, expresado como el
niimero de grupos metilo o metileno que se encuentran en
unradio menora 6 A del residuo reemplazado.

Por otra parte, el cdlculo original de la contribu-
cion del efecto hidrofébico en la estabilidad proteica
se basé en los valores de la energia libre de trans-
ferencia (AG ) de diferentes compuestos que se
usaron como modelo de los aminoécidos. El AG,_
se obtuvo a partir del coeficiente de reparto de
estas sustancias entre el agua y diversos liquidos
no polares que se emplearon para representar el
interior de las proteinas, tales como el etanol, el
hexano, el n-octanol, la N-metilacetamida y el
ciclohexano (11).

Al analizar la escala’del AG _, Sharp y cols
(12, 13) demostraron que con el n-octanol se ob-
tiene una mejor correlacién entre los valores ex-
perimentales del A(AG) y el AG___ . Cuando los
datos experimentales se corrigen por la accesibi-
lidad del residuo, la correlacion mejora (Tabla IT
y Fig 2B). De hecho, cuando el volumen de la
cavidad en el interior de la lisozima del fago T4
tiende a cero (Fig 2A), la magnitud del A(AG)
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Tabla il
Valores del A(AG)para las mutantes en los puentes de hidrégeno de diferentes proteinas
A(AG) (keal/mol)
Proteina  Residuo % Ne PHA  Obs® Cor®  PorPH® | Obs® Corr® Por PH®
oculto
Asn — Asp Asn — Ala
RN-T1E 9 66 1 0.8 1.6 1.6
36 28 1 0.0 0.3 0.3
44 81 3 2.0 3.0 1.0
81 100 3 29 4.2 1.4
Barnasa® 5 68 1 1.9 257 27
23 94 2 2.3 3.4 1.7
41 a3 2 2.6 24 1.2
58 85 3 -0.3 -0.5 -0.1 2.7 3.9 1.3
77 56 1 1.7 2.4 2.4
84 71 4 2.0 2.8 0.7
Nucleasa® 100 100 2 4.6 5.8 2.9
118 96 2 1.6 2.8 1.4
119 77 1 0.8 1.7 1.7
138 68 1 0.9 1.7 1.7
Promedio + DE 77 +20 1.940.9 | 1.2+21 1.0+2.0 0.5£0.9 1.841.2 2.8+1.4 1.6£0.7
Thr — Val Thr — Cys
Nucleasa® 22 86 1 0.9 2.0 2.0 0.9 2.4 2.4
41 100 2 -0.8 0.5 0.3 -0.6 1.2 0.6
44 82 2 -0.1 1.0 0.5 0.2 1.6 0.8
62 100 2 0.2 15 0.8 1.1 2.9 1.4
120 66 2 1.8 2.7 1.3 1.7 2.9 1.4
Barnasa® 99 99 5 29 4.2 0.8
105 13 1 2.1 2.3 2.3
Proemdic + DE 78+31 21+1.3 | 1.0£1.3 2.0#1.2 1.14+£0.8 | 0.7+0.9 2.2+0.8 1.3+0.7
Thr — Ala Thr — Gly
Barnasa® 6 33 1 2.0 2.0 2.0 0.6 0.5 0.5
26 51 1 1.7 1.7 1.7 1.0 0.8 0.8
Promedio + DE 42+13 1.0£0.0 | 1.8%0.2 1.940.2 1.9+0.2 0.840.3 0.740.2 0.7£0.2
Thr — Arg Thr — Ser
Barnasa® 16 16 1 0.7 -1.0 -1.0 1.4 1.3 1.3
Nucleasa® 22 86 1 0.6 0.2 0.2
41 100 2 1.1 1.4 0.7
44 82 2 0.0 -0.3 -0.2
62 100 2 24 1.7 0.9
120 66 2 0.6 0.3 0.2
Promedio + DE 75432 1.7£0.5 -0.7 -1.0 -1.0 1.0£0.7 0.8+0.8 0.5%0.5

(-1.9 kcal/mol) es igual al valor de la diferencia
del AG,___entre la Leu (2.32 kcal/mol) y la Ala
(0.42 kcal/mol) cuando se utiliza el coeficiente de
reparto entre el agua y el n-octanol (Tabla I del
apéndice). Esto indica que cuando una proteina
se pliega, su interior esta bien empacado y las ca-

vidades de gran volumen son poco frecuentes (14).
Estos resultados sugieren que los valores del
AG“_MS que se obtuvieron con el n-octanol, se
pueden emplear para calcular la ganancia en la
estabilidad estructural al ocultarse las cadenas

hidrofébicas en el interior de las proteinas.
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Tabla Il (continuacion)
Valores del A(AG)para las mutantes en los puentes de hidrégeno de diferentes proteinas
A(AG) (kcal/mol)
Proteina Residuo % N° PH* Obs® Corr® Por PHP Obs® Cor®© Por PH®
oculto
Asp —» Asn Asp — Ala
Barnasa® 8 10 1 09 140 1.0
12 25 2 04 0.8 0.4
54 73 1 1.8 2.0 2.0 29 3.9 3.9
Promedio + DE 36+33 1.34+0.6 1.8 2.0 2.0 1.4+1.3 1.9+1.8 1.8+1.8
Tyr — Leu Tyr — Phe
Bamasa" 24 79 1 -0.1 0.8 0.8
78 88 2 1.1 21 1.1
103 55 2 0.2 0.8 0.4
RN-T1E 11 99 1 2. 3.2 3.2
42 98 1 -1.2 -0.04 -0.04
56 90 1 0.8 1.8 1.8
57 85 1 0.5 14 1.4
68 99 1 14 25 25
Nucleasa 27 78 1 0.6 15 15
G 54 75 1 3.4 42 4.2 0.0 1.4 14
85 35 1 0.1 0.5 0.5 0.0 0.4 04
91 100 2 39 4.9 25 2.4 3.6 1.8
a3 90 1 45 54 5.4 2.0 3.0 3.0
113 81 1 -0.2 0.6 0.6 0.0 0.9 0.9
115 40 1 0.3 0.7 0.7 0.1 0.6 0.6
Promedio + DE 80+21 1.240.4 2.0x2.1 2.7+2.4 2.3+21 0.7¢0.9 1.6+1.1 1.4£0.9
Arg — Ala Ser — Ala
Bamasa® 91 98 2 2.4 29 1.4
92 43 1 3.2 34 34
110 18 3 -0.1 -0.1 -0.03
RN-T1E 12 54 2 1.2 1.4 0.7
17 26 1 -0.6 -0.3 -0.3
64 53 1 1.5 1.8 1.8
Promedio + DE 49128 1.7£0.8 -0.1 -0.1 -0.02 1.5¢1.4 1.8+1.4 1.4+1.3

A = Numero de puentes de hidrdgeno que forma cada residuo en la proteina silvestre en el estado nativo. B = es el valor del A(AG)
determinado experimentalmente [A(AG) = AGgjyestre - AG uanel: C = €5 el valor del A(AG) corregido y fue calculado como sigue: A(AG)
= A(AG)qs + [(% oculto) x (diferencia en la hidrofobicidad de los residuos de aminoacidos involucrados, obtenido de la tabla Il del
apéndice)]. D = es el valor del A(AG)q,, dividido entre el namero de puentes de hidrogeno que se pierden por la mutacion. E =
ribonucleasa-T1 (16). F = Barnasa (6). G = Nucleasa (3). DE = desviacion estandar de la media.

El conjunto de estas evidencias muestra que cada
grupo -CH, - que se oculta en el interior de la proteina
durante el plegamiento contribuye con 1.2 + 0.3 kcal/
mol a la estabilidad conformacional del estado nativo
de las proteinas (Tabla II).

I1L. LOS PUENTES DE HIDROGENO
INTRAMOLECULARES

Cuando una proteina se pliega, muchos de los grupos
polares se deshidratan completamente para formar puen-
tes de hidrégeno intramoleculares en el interior protei-

co. Con esto, las proteinas aumentan su estabilidad, pero
también pierden energia al deshidratar y ocultar a los
diferentes grupos polares.

Con las mutantes en los puentes de hidréogeno
se determina la ganancia energética de un grupo
polar que interactia por medio de un puente de
hidrégeno con el agua en el estado desnaturaliza-
do (D), pero que en el estado nativo (N) se
deshidrata para formar un puente de hidrogeno
intramolecular.
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Tabla IV
Caracterizacion energética de 69 mutantes en los puentes de hidrégeno
Mutacion N° PH A(AG) gps A(AG) o AAG) ¢ /PH
(kcal/mol)
Asn — Asp 1.9 1.2 1.0 0.5
Asn — Ala 18 19 2.8 1.6
Asp — Ala 1.3 1.4 1.9 1.8
Asp — Asn 1.3 1.8 2.0 2.0
Thr — Val 21 1.0 2.0 1.2
Thr — Cys 21 0.7 22 1.3
Thr — Ala 1.0 1.8 1.9 1.9
Thr — Gly 1.0 0.8 0.7 0.7
Thr — Arg 1.0 -0.7 -1.0 -1.0
Thr — Ser 1.7 1.0 0.8 0.5
Tyr — Leu 1.2 2.0 2.7 2.3
Tyr - Phe 1.2 0.7 1.6 1.4
Arg — Ala 3.0 -0.1 -0.1 003 —— 71
Ser > Ala 17 15 s | 1.4
Promedio + DE 1.1+0.8 15+1.1 1.2x0.9

A = Promedio del nimero de puentes de hidrégeno que se pierden por la mutacion. Los valores promedio del A(AG)ys
y A(AG)srr SON de la tabla Ill. A(AG).,, /PH corresponde a la relacion entre los valores del A(AG)c,, y el numero de
puentes de hidrégeno. DE = desviacion estandar de la media.

En el estado N se forman 1.1 puentes de hidrogeno
por residuo. En general, los puentes de hidrogeno que se
forman entre los atomos de los enlaces peptidicos
(>C=0---H-N<) son los mas abundantes, cerca del
68.1%:; la interaccién entre el grupo carbonilo del enlace
peptidico y las cadenas laterales de los residuos de
aminodcido (>C=0--R-) constituyen el 10.9% de los
puentes de hidrégeno; lainteraccién entre el gru-po amino
del enlace peptidico y las cadenas laterales (>N-H:--R-)
aportan el 10.4%, y por tltimo, los puentes de hidrogeno
formados entre las cadenas laterales (-R--R-) aportan el
10.6% restante del total de los puentes de hidrégeno
intramoleculares que hay en una proteina en el estado N.

La Tabla Il muestra el A(AG) de 69 mutantes obte-
nidas con tres diferentes proteinas: la ribonucleasa-T1

(1), labarnasa (5, 6) y lanucleasa de Staphylococcus
(3). Se observa que el drea oculta al solvente (% oculto)
de los residuos de aminodacido involucrados en los puen-
tes de hidrégeno en las proteinas silvestres es menor
que la de los residuos hidrofébicos (Tabla 1), 1o que
indica que estan poco ocultos en el interior de la protei-
na. También se observa que el nimero de puentes de
hidrégeno que pueden formar los diferentes residuos de
aminodcido varfa entre 1 y 5, dependiendo del tipo de
residuo y de su posicién tridimensional en la proteina
silvestre. Asimismo, se muestra el valor del A(AG) ob-
servado experimentalmente. En la mayoria de los casos,
el valor de este parametro fue positivo, los que indica
que la proteina mutante fue menos estable que la silves-
tre, a pesar de que el nuevo residuo sea mas hidro-
fébico que el original.
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Figura 2. A) Dependencia del A(AG) de una serie de mutantes sencillas de la lisozima del fago T4 (Leu — Ala; Phe — Ala) y una
doble mutante (Leu — Ala/Phe — Ala), con respecto al volumen de la cavidad creada por el reemplazo del o los residuos de
aminodcido originales. La linea muestra el mejor ajuste de los datos al modelo de unarecta (r = 0.98; b=-1.9 kcal/mol y m =-0.024
keal/mol/A?). Es importante hacer notar que el valor de la ordenada al origen es igual a la diferencia del AG _  entre laAlaylaLeu
cuando se calcula su coeficiente de reparto entre el agua y el n-octanol (tabla I del apéndice). Para el ajuste al modelo de la recta
de la doble mutante, se emple6 un valor para la ordenada al origen superior en -1.9 kcal/mol, lo que refleja que tanto la Leu como
la Phe han sido sustituidas por Ala. Los autores calcularon el AAG) =AG_  -AG, ., por lo que los valores més negativos
indican una menor estabilidad para la mutante. Adaptado de Eriksson y cols (7). B) Dependencia del A(AG)_ . con respecto al

A(AG)_ . Lalinea mucstra o1 ajuste de los datos al modelo de una recta (r=0.93; b=0.362 kcal/mol y m = 0.891). Los datos fueron
tomados de la Tabla II. T

Esto puede sugerir que la pérdida de un puente ban parte del puente de hidrégeno y que ain se conser-
de hidrégeno contribuye mads al valor del van en la proteina mutante. En este sentido, el mejor de
A(AG) , que el aumento en el efecto hidrofébico los casos es cuando el residuo de aminoacido que per-
ocasionado por la mutacién. Sin embargo, para manece, interactiia con una molécula de agua cuando la
calcular el aporte energético del puente de hidré- proteina se encuentra en el estado N. En este caso, el
geno en el valor del A(AG)  , es necesario in- valor del A(AG)_, _depende s6lo del nimero de puen-

cluir la contribucién de la diferencia en la tes de hidrégeno que se perdieron con la mutacién y
hidrofobicidad originada con la mutacién. Esta puede dar cierta informacion al respecto. Por otro lado,

correccién consiste en adicionar al A(AG) , el si el residuo de aminoécido forma un nuevo puente de
producto de la diferencia de las hidrofobicidades hidrégeno intramolecular, el valor esperado para el
del aminodcido sustituto y el original (Tabla II del A(AG) serd de cero; pero si el residuo queda
Apéndice), por la fraccion de la superficie oculta desapareado, entonces se esperarfa un valor negativo
del aminodcido original en la proteina silvestre parael A(AG), ya que con la proteina en el estado D se
(Tabla IIT). Con esto, el valor del A(AG) aumen- formarfan nuevos puentes de hidrégeno con el agua. En
tade 1.1 a 1.5 kcal/mol (Tabla IV). estas dltimas situaciones seria muy dificil obtener alguna

informacion sobre la participacién del puente de hidré-
El valor del A(AG) varia dependiendo de las carac- geno en la estabilidad de la proteina silvestre.
teristicas del puente de hidrégeno, tales como el dngu-
lo y 1alongitud de enlace, los grupos participantes, su Los datos de la Tabla III, muestran que el A(AG)_
microambiente y su localizacion tridimensional en la solo presenta 6 valores negativos, mientras que el resto
proteina. Asimismo, hay que considerar loque ocurre ~  tiene valor positivo. La relacién entre el A(AG)_ y el
con aquellos residuos de los aminoacidos que forma- nimero de puentes que forma cada residuoesde 1.2 +
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0.9 kcal/mol (Tablas III y IV), lo que significa que por
cada puente de hidrégeno intramolecular en el estado N
se gana 1.2 kcal/mol en la estabilidad de la proteina.

En este sentido, Blaber y cols (15), determinaron
que en la mutante Val 149 — Thr de la lisozima del
fago T4 la Thr no forma ningtin puente de hidrégeno y
la estabilidad disminuye en 2.8 kcal/mol. En otras dos
mutantes semejantes se forma un puente de hidrégeno
y la disminucién de la estabilidad es de 1.6 y 1.3 kcal/
mol, respectivamente. Si se toma en cuenta la diferen-
cia en la accesibilidad y la hidrofobicidad, los resulta-
dos sugieren que cada puente de hidrogeno adicional
en las mutantes aporta =~1.2 kcal/mol a la estabilidad
de la proteina. Este es un resultado que apoya el ana-
lisis descrito en el presente trabajo.

Estos estudios subrayan el hecho de que al plegarse
una proteina se pierde estabilidad al ocultarse los dife-
rentes grupos polares, pero se compensa por la for-
macion de puentes de hidrégeno intramoleculares.

IV. COMPENSACION DE FUERZAS EN EL
PLEGAMIENTO Y LA ESTABILIDAD DE LA
RIBONUCLEASA-T1

Laribonucleasa-T1 es una proteina de 104 residuos de
aminodcidos con un solo dominio estructural, cuya esta-
bilidad conformacional es de 9 kcal/molapHde 4.5y a
25°C(1). Laestabilidad conformacional de las protei-
nas es el resultado de la compensacion entre la fuerza
estabilizadora y la desestabilizadora del estado nativo.

Para el caso de laribonucleasa-T1, Pace y cols (1)
han descrito ambos tipos de fuerzas. La desestabilizadora
estd constituida por la entropia conformacional = (104
residuos)(-1.7 kcal/mol) =-177 kcal/mol; la energia ne-
cesaria para ocultar a los enlaces peptidicos = (73.4 en-
laces peptidicos)(-1.1 kcal/mol) =-81 kcal/mol; la ener-
gia necesaria para ocultar los grupos polares = (el niimero
de grupos polares)(AG_de cada grupo, obtenido de la
tabla I del apéndice) = -28 kcal/mol. La suma de estas
contribuciones es igual a -286 kcal/mol, y corresponde a
la fuerza desestabilizadora del estado nativo.

Por otra parte, la fuerza estabilizadora esta consti-
tuida por el efecto hidrofébico = (nimero de cadenas
laterales hidrofébicas, incluyendo a los grupos -CH. -
de los residuos polares cargados o no)(1.2 kcal/mol)
= 165 kcal/mol; 1a energfa de los puentes de hidr6ge-
no intramoleculares = (104 puentes intramole-
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culares)(1.2 kcal/mol) = 125 kcal/mol. Lo que es igual
a +290 kcal/mol, y corresponde a la fuerza estabi-
lizadora del estado nativo.

La suma de estas fuerzas proporciona un AG teori-
co =-286 kcal/mol + 290 kcal/mol = 4 kcal/mol; que
es comparable con el valor experimental del AG =9
kcal/mol. Cabe aclarar que el andlisis realizado en este
trabajo se basa en resultados experimentales de la lite-
ratura y que el hecho de que el valor tedrico de la
estabilidad esté en el mismo orden de magnitud que el
experimental, indica que las estimaciones y correccio-
nes realizadas son confiables.

Lo anterior sugiere que el efecto hidrof6bico y los
puentes de hidrégeno intramoleculares son las fuerzas
principales que dirigen el plegamiento de las proteinas y
que estabilizan su conformacion, lo que proporciona una
nueva visién del fenémeno, contraria a lo que se ha pu-
blicado en algunos excelentes libros de bioquimica, ta-
les como el escrito por Voet y Voet en 1995 (17). Asi-
mismo, el conocer la contribucion energética de los dis-
tintos tipos de interacciones que existen en las proteinas
nativas, permitird abrir nuevas perspectivas en el queha-
cer humano. Por ejemplo, se podra disenar proteinas
con una mayor resistencia a los procesos de des-
naturalizacion obteniendo mejores catalizadores indus-
triales, o en el campo de la medicina, al explorar nuevas
vias en la terapia génica. |
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APENDICE Tablal
Valores del AG de transferencia (AG,.,,.) para las cadenas laterales de los aminoacidos en diferentes solventes
organicos
AGyans (kcal/mol)
Residuo
Nozaki y Tanford” Fauchere y Pliska® Damodaran y Song® Radzika y Wolfenden®
(agua — etanol, {agua — n-octanol) (agua — N- (agua — ciclohexano)
dioxano) metilacetamida)
Trp 3.4 3.07 4.27 2.33
lle 1.8 2.46 2.29 4.92
Phe 25 2.44 3.02 2.98
Leu 1.8 2.32 2.55 4.92
Met 1.3 1.68 2.32 235
Val 1.5 1.66 1.69 4.04
Cys 1.0 2.10 1.29 4 1.29
Y2 Cys 1.0 1.34 -- --
Tyr 2.3 1.31 3.58 -0.40
Pro 1.4 0.98 -- -
Ala 0.5 0.42 0.67 1.81
Thr 0.4 0.35 0.77 -2.57
His 05 0.18 0.66 -4.66
Gly 0.0 0.00 0.0 0.94
Ser -0.3 -0.05 0.53 -3.40
Gin -0.2 -0.30 0.21 -5.54
Asn -0.2 -0.82 1.36 -6.64
Glu -2.5 -0.87 1.90 -6.81
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APENDICE Tablal (Continuacion)

Valores del AG de transferencia (AGyans) para las cadenas laterales de los aminoacidos en diferentes solventes
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organicos
AGyans (kcal/mol)

Residuo

Nozaki y Tanford" Fauchere y Pliska® Damodaran y SongC Radzika y Wolfenden®

(agua — etanol, {agua — n-octanol) (agua —» N- (agua —» ciclohexano)
dioxano) metilacetamida)

Asp -25 -1.05 2.39 ‘ -8.72
Lys -3.0 -1.35 1.24 -5.55
Arg -3.0 -1.38 0.62 -14.92
enlace
peptid. -1.1

A = Los valores para el Trp, Phe, Tyr, Leu, Val, Met, His, Ala, Thry Ser son basados en la solubilidad de los aminoacidos
en agua y en soluciones acuosas de etanol y dioxano a 25°C, pero extrapolados al 100 % de etanol o ciclohexano ( Nozaki
Y y Tanford C (1971) J Biol Chem 246: 2211). El resto de los valores se estimaron como en (Levitt M (1976) J Mol Biol

104:59)

B = Basados en los coeficientes de reparto de los N-acetil aminoacidos entre el n-octanol y el agua, a temperatura ambiente
(Fauchere JL y Pliska V (1983) Eur J Med Chem 18: 369).
C = Basados en la solubilidad de los amineacidos en agua y en 100 % de N-metilacetamida, a 37°C (Damoradan Sy Song

KB (1986) J Biol
D = Basados en

Chem 261:7220).

los coeficientes de reparto de compuestos similares a las cadenas laterales de los aminodcidos entre el
agua y el cyclohexano, a 20°C (Radzika Ay Wolfenden R (1988) Biochemistry 27: 1644).

APENDICE Tablall

Diferencia en la hidrofobicidad de los aminoacidos sustituidos en las diferentes porteinas en este estudio

Mutacion AGyane (residuo sustituto) - AG,.,, (residuo original) = diferencia en hidrofobicidad (kcal/mol)
Asn — Asp (-1.05) - (-0.82) = -0.23
Asn — Ala (0.42)- (-0.82)=1.24
Asp — Ala (0.42) - (-1.05) = 1.47
Asp — Asn (-0.82) - (-1.05)=0.23
Thr — Val (1.66) - (0.35) = 1.31
Thr — Cys (2.10) - (0.35) = 1.75
Thr — Ala (0.42) - (0.35) = 0.07
Thr — Gly (0.0)- (0.35)=-0.35
Thr — Arg (-1.38) - (0.35) = -1.73
Thr — Ser (-0.05) - (0.35) =-0.4
Tyr — Leu (2.32)- (1.31)=1.01
Tyr - Phe (2.44) - (1.31) = 1.13
Arg — Ala (0.42) - (-1.38) = 1.80
Ser —» Ala (0.42) - (-0.05) = 0.47

Los valores de AG,,,s son los calculados por Fauchere y Pliska (1983), presentados en la tabla | de este apéndice.
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EL PAPEL DEL POTASIO DURANTE LA ISQUEMIA

Vicente Castrején Téllez. Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiolog{a Celular, UNAM. Apartado Pos-
tal 70-242, C P 04510, México, D.F., Tel: 56-22-56-32, Fax: 56-22-56-30. Correo electrénico:

vcastrej @ifisiol.unam.mx

RESUMEN .

Las mitocondrias de diferentes tejidos tienen canales es-
pecificos a K* que son similares a los canales de K* regu-
lados por ATP (K, ,) de la membrana plasmatica. Estos
canales mitocondriales son sensibles a los bloqueadores
y activadores de canales K, .. Los canales K, parecen
participar en el mecanismo de precondicionamiento ala
isquemia. Los activadores de canales K, , protegen al
miocardio durante el proceso de isquemia-reperfusion.
La proteccion se evita con bloqueadores de canales K.
La modulacién de los canales K, durante laisquemia
puede prevenir la muerte celular y por lo tanto tiene un

gran potencial terapéutico.

PALABRAS CLAVE: Mitocondria, canales
K, K*, isquemia precondicionante, isquemia-
reperfusion.

ABSTRACT

Mitochondria from different tissues possess
potassium channels similar to the ATP regulated
potassium channels (K, ) found in the plasma
membrane. The mitochondrial channels are sensitive
to blockers and activators of K, channels. The K __
channels are thought to participate in the mechanism of
preconditioning to ischemia. The K, activators protect
ischemic - reperfused myocardium. This protection is
abolished by blockers of the K, channels. Modulation
of K, channels during ischemia may prevent the cell

death and has great therapeutic potential.

KEY WORDS: Mitochondria, K, channels, K*,
preconditioning to ischemia, ischemia-reperfusion

GENERALIDADES DE LA ISQUEMIA

Laisquemia consiste en una disminucién en el aporte
de oxigeno como resultado de una reduccién en la
perfusién sanguinea. La limitada disponibilidad de oxi-
geno (hip6xica o anoxia) evoca respuestas celulares
compensatorias. De no restablecerse la disponibilidad

de oxigeno, las células mueren. Sin embargo, una gran
cantidad de estudios han demostrado que buena parte
del dafio celular asociado a la isquemia ocurre como
resultado de la reperfusion y el sibito aumento en la
disponibilidad de oxigeno.

En los humanos, el dafio por isquemia en diversas
c€lulas y tejidos es probablemente una de las principa-
les causas de muerte. Las enfermedades cardio-
vasculares frecuentemente producen dafo por isquemia
€ hipoxia en el corazdn, el cerebro, el intestino, el rifién
y el higado. El conocimiento de las alteraciones que
sufren las células durante la isquemia podria proveer
informacion importante para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas.

En los organismos aerobios bajo condiciones
limitantes de oxigeno, la demanda de glucosa aumenta
incrementando la glucélisis anaerobia, al mismo tiempo
se incrementa la permeabilidad de la membrana
plasmatica y se eliminan los gradientes i6nicos y eléctri-
cos. Cuando un tejido sufre de insuficiencia de oxigeno,
la fosforilacién oxidativa mitocondrial es inhibida dando
como resultado una caida en los niveles de ATP. Dismi-
nuyendo la mayoria de las funciones metabélicas celula-
res junto con la deficiencia en la producci6n de energfa.

Para sobrevivir a la deficiencia de oxigeno, los
organismos responden con cambios bioquimicos y fi-
siologicos como, la activacién del flujo glucolitico y la
estabilizacion de la permeabilidad membranal, proba-
blemente mediante disminucién de la actividad de los
canales idnicos. La activacién de la glucélisis provoca
un decremento en los niveles de gluc6geno y un au-
mento en los niveles de dcido lactico en el citosol, dis-
minuyendo el pH intracelular (1).

FISIOLOGIA DE IONES EN LA ISQUEMIA
Fisiopatologia del Ca*

El Ca* es un catién que en altas concentraciones ac-
tlia como una toxina celular (2). Durante la anoxia la
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ATPasas de Ca™

Depolarizacién de la membrana
salida de K'; (’I’Ill‘dd}l de Na©

Liberacion de Ca"™
del reticulo endoplasmico

Apertura de canales de Ca™
k \ di‘llemhenlﬂ de voltaje
i lncrem(.nm enla[Ca")

utosoh(u

Activacmn por Ca™ de
fosfolipasas Ay, A,, C

Aumento en la hidroldsis
de fosfolipidos membranales

'

Aumento en la permeabilidad de las
membranas celulares

Dano celular,
Muerte celular

Figura 1. Principales eventos metabdlicos que se presentan en células sensibles a la
limitacién de oxigeno. Desde las consecuencias energéticas durante la deficiencia de O,

hasta el dafio y muerte celular (1).

mitocondria aumenta de volumen y comienza a salir
Ca” de la matriz acumulandose en el citoplasma. La
membrana plasmatica de la célula hinchada se hace
mas permeable, porque el Ca’ activa fosfolipasas que
digieren a los fosfolipidos de las membranas, permi-
tiendo la salida de varias enzimas solubles, coenzimas
y otros metabolitos hacia el espacio extracelular (3)

(Fig 1).

El incremento en la concentracion de Ca** en el
citosol induce las fosfolipasas A1, A2 y C cuya accion
se ha considerado muy dafiina bajo condiciones de
anoxia. Un ejemplo en la participacion de las
fosfolipasas se observa en la actividad de la fosfolipasa
C cuya funcién continua atin bajo condiciones limitantes
de oxigeno lo que resulta en un decremento de los ni-
veles de fosfatidil-inositol. La principal via responsa-
ble de la formacion y degradacién del fostfatidil-inositol
se ilustra en la figura 2. En respuesta a la movilizacion
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de Ca’* intracelular se favore-
ce laactividad de la fosfolipasa
C sobre la degradacion del
fosfatidil-inositol-(4,5)-
bifosfato [PI(4,5)P,)] liberan-
do diacilglicerol e inositol
trifosfato (IP,), que actua
como segundo mensajero y
L funciona como sefial para la li-

beracion de Ca** de diversas
pozas intracelulares (1) (Fig 2).

Col.{psu del potencial de
membrana mitocondrial

Salida de Ca™

Fisiopatologia del K*
EIK*yel Na* juegan un papel
muy importante en células de
tejidos nerviosos y muscula-
res, estos iones son transpor-
tados a través de canales
ionicos especificos localizados
en las membranas celulares.
La distribucidn de estos iones
a través de la membrana ge-
nera un equilibrio que resulta
en un gradiente eléctrico. Exis-
ten células que son eléctrica-
mente excitables y otras que no
lo son, la diferencia entre es-
tos tipos de células es que en
las primeras, los canales pre-
sentes son sensibles a las dife-
rencias de potencial eléctrico
entre la superficie externa e interna de la membrana
(canales dependientes de voltaje).

Durante la anoxia las células comienzan a hincharse
debido a que no pueden mantener las concentraciones
16nicas normales en su interior. En células cardiacas
este cambio de volumen es provocado principalmente
por un intercambio masivo de K* por la entrada de
Na* parcialmente compensada por la salida de K*
citopldsmico. La deplecion de K* modifica el poten-
cial de membrana plasmética activando diversos tipos
de canales de Ca’* dependientes de voltaje y dispa-
rando la entrada masiva de Ca* al citoplasma.

El K* no s6lo afecta la célula a nivel de la membrana
celular, también afecta en otros organelos, como la
mitocondria. Por ejemplo, el flujo neto de K* a través
de la membrana interna mitocondrial regula funciones
importantes en la mitocondria; como son la fosforilacién
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[Ca™]

v

Daiio celular
Muerte celular

Figura 2. En condiciones limitantes de O, los niveles de fosfatidil inosiol (PI) disminuyen mientras
que los de diacilglicerol aumentan. Por ejemplo como se ilustra para rifién. En condiciones norma-
les el PI es fosforilado dos veces en las posiciones 4 y 5 del inositol hasta formar PI(4,5)Pi. El
balance de PI(4,5)Pi se mantiene al convertirse nuevamente a P1. Durante la isquemia, en respuesta
a un incremeto en la concentracién de Ca®* (representado como Ca'") se activa la fosfolipasa C,
enzima que actia sobre PI{4,5)Pi, liberando diacilglicerol mas inisitol trifosfato (IP3) como segun-
do mensajero que sefializa la salida de Ca® de pozas intracelulares. Resultando en una cascada
patogénica de Ca* que finaliza en el dafio y muerte celular (1).

oxidativa y la homeostasis del Ca* celular (4).

MECANISMOS DE TRANSPORTE DE Ca*'y
DE K*

El transporte de Ca**

Las células de eucariotos presentan sistemas de
transporte de Ca** en la membrana plasmética, en
la mitocondria y en el reticulo endopldsmico. Esos
sistemas de transporte poseen diferentes propieda-

ATP

Diacilglicerol

Activacion del Na'/H"
Disminucion del intercambio

Castrejon Téllez V

des cinéticas y son uti-
lizados para regular la
homeostasis del Ca**
en la célula. La mem-
brana plasmaética con-
tiene tres sistemas de
transporte de Ca**: una
ATPasa especifica de
Ca*, un canal de Ca*
y un intercambiador
Na*/Ca**. La concen-
tracion de Ca* cito-
plasmico es alrededor
de 107 M. En la mito-
condria el Ca* entra
utilizando la energia del
gradiente electroqui-

mico de protones, a
+’ través de un unipor-
tador electroforético
de Ca* inhibido por
rojo de rutenio (5). La
salida de Ca** se efec-
tda por un intercam-
biador Na*/Ca*, dife-
rente al de la membra-
na plasmatica y un inter-
cambiador Ca*/H*
(Fig 3).

Ca"'/Na"™"

Se ha propuesto que
la elevacion de Ca** en
la matriz mitocondrial
aumenta la fosforilacion
oxidativa, por medio de
la activacién de deshi-
drogenasas sensibles a
Ca* sin necesidad de
bajar el cociente ATP/
ADP y manteniendo la
concentracién de ATP citosélico (6). El efecto del Ca*
es modificado por el Mg*, que inhibe competitivamente
la entrada de Ca*, asi como por el Na*, que se in-
tercambia por el Ca?* de la mitocondria.

El transporte de K*

Mucha de la energia de las células animales es utilizada
para dirigir la entrada de K* y la salida de Na* a través
de la membrana plasmdtica mediante la ATPasa de
Na*/K* de la membrana plasmaética. A su vez, el K*
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ATPasa Ca™

Canal Ca™"

Antiportader
Na'/Ca”™

Unipattador

Antiportador
Ca™ /"

Na" Ca™
H

Wy, Mitocondria e

Figura 3. Sistemas de transporte de Ca® (representado como Ca*) en la membrana
celular y en la mitocondria.

puede salir de la célula a través de canales especificos a
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Los canales i6nicos son proteinas
intrinsecas de membrana que pueden
abrirse o cerrarse como resultado de
cambios en el potencial trans-
membranal (canales dependientes de
voltaje), o por agentes especificos
que interaccionan con alguna protei-
na del canal (9).

En las células cardiacas existen
mecanismos intrinsecos, que partici-
pan en la respuesta patofisiolégica a
laisquemia. Uno de los mecanismos
que se presenta en respuesta a la
isquemia es el incremento en la sali-
da de K* del miocito y en consecuen-
cia una disminucién en el potencial
de accidn; este efecto se debe a la
activacién de un canal de alta
conductancia a K* que se abre al dis-
minuir los niveles de ATP. (10)

K* localizados en la membrana plasmaética (7) (Fig 4). Los canales K localizados en la membrana
plasmatica de diferentes tipos de células juegan un

El1 K* es el catién mds abundante en el citoplas- papel importante en varios eventos celulares, inclu-
may la mitocondria; en la mitocondria, el K* alcan-  yendo la salida de insulina de la células 3 pancredticas
za un concentracién de 100 a 120 mM. En las y larelajacién del musculo liso (11). Sin embargo, drogas
mitocondrias se ha descrito un antiportador K*/H* como las sulfonilureas que inhiben la actividad de los ca-

que cataliza la salida del K* hacia
el citosol, y un uniportador que
transporta K* a la matriz mito-
condrial (Fig 4). Estos dos siste- Canal
mas en conjunto con el movimien- Bae
to paralelo de aniones, como el
fosfato, son responsables de la re-
gulacion de la acumulacién del K*
intramitocondrial (8).

CANALES K, , Y SU FUN-
CION DURANTE LA ISQUE-
MIA

El interés en los canales de K,
mitocondriales estd creciendo de-
bido a su posible participacion en
el metabolismo energético mitocon-
drial y a su posible relacion con es-
tados patoldgicos asociados a una
limitacién en la disponibilidad de
oxigeno como la isquemia y la

Canales

ATPasa
Na' /K"

Antiportador
K’ Canal

anoxia. Figura 4. Sistemas de transporte de K* en la membrana celular y en la mitocondria.
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nales K, se emplean en el tratamiento de la diabetes
mielitus tipo I1, asi como también se emplean activadores
de canales K, enel tratamiento de la hipertension (11).
Se ha detectado un tipo similar de canales altamente se-
lectivos para K* y sensibles a ATP en la membrana inter-
na mitocondrial. Los canales K, pueden inhibirse no
solo por adenin nucleétidos y sus andlogos sino también
por una variedad de sulfonilureas proporcionando evi-
dencia de que los canales K, . mitocondriales poseen
sensibilidad farmacoldgica semejante a los canales K,
de la membrana plasmatica. (12).

Lapresencia de canales de K, _ en la mitocondria se
confirmé después del aislamiento de una fraccién de mem-
branas internas de mitocondrias de higado de rata y de
corazén de res; estas membranas se reconstituyen en
bicapas lipidicas planares y se observé que el flujo
electroforético de K* sensible a ATP fue activado por
activadores de canales de K* como la cromakalina e inhi-
bido por bloqueadores de canales de K* como el glibtirido.

Se cree que los canales de K* son el factor principal
para mantener la homeostasis mitocondrial de K*, que
a su vez controla la presién osmética y el volumen
mitocondrial. Estos cambios de volumen son conside-
rados como uno de los mecanismos importantes del
control metabolico a nivel mitocondrial, ya que modulan
procesos como la sintesis de citrulina, la carboxilacion
del piruvato y la oxidacion de dcidos grasos.

Los canales K, fueron originalmente descritos en
sarcolema cardiaco y la apertura de estos canales K,
ha sido asociada con la disminucién del potencial de
accion cardiaco, el decremento de la concentracién
intracelular de Ca** y la cardioproteccién durante la
isquemia (13). Sin embargo, todavia no han sido deter-
minadas las consecuencias de la activacion de los cana-
les K, enlamitocondria, incluyendo a procesos como
la fosforilacion oxidativa y el transporte de Ca**. Los
compuestos que funcionan como activadores de cana-
les K, pueden ser utilizados como excelentes herra-
mientas para estudiar la fisiologia y participacion de los
canalesK, . enlacélulaincluyendo lamitocondria (14).

Holmuhamedov y colaboradores (4), reportaron que
en mitocondrias aisladas de musculo cardiaco, los
activadores de canales de potasio indujeron la
depolarizacion de la membrana, la aceleracion de la res-
piracién, el retardo en la produccion de ATP, el incre-
mento en la liberacién de Ca** e induccién del hincha-

Castrejon Téllez V

miento mitocondrial asociado con la salida de proteinas
del espacio intermembranal. Esos efectos son depen-
dientes de la concentracion de K* extramitocondrial y
pueden ser inhibidos por bloqueadores de canales K.

Se ha observado que la apertura de canales K,
promueve la regulacién de los niveles de Ca®* en la
mitocondria, esta regulacion sobre los niveles de cal-
cio se observé al estimular la apertura de canales K

i N = ATP
utilizando diferentes tipos de activadores de canales.

Estudios recientes sugieren que breves episodios
repetidos de isquemia y reperfusién le proporcio-
nan al miocardio mayor resistencia en contra de
subsecuentes periodos de isquemia o reperfusion.
Este fendmeno conocido como isquemia precon-
dicionante es una habilidad que tiene el miocardio
para protegerse del dano producido por la isquemia
(15). Se han realizado diversos estudios para tratar
de entender el mecanismo de la isquemia pre-
condicionante sin encontrar hasta la fecha una ex-
plicacién a ese fenémeno, atin asi se ha observado
que durante el precondicionamento se activan di-
versos receptores de membrana como son el re-
ceptor a adenosinay el receptor alfa adrenérgico.
Laactivacion de este tipo de receptores activan pro-
cesos de transduccién que pueden activar proteinas
cinasas C, estimular la forma inducible de la oxido
nitrico sintasa o inducir la apertura de canales K,
(15). Se ha demostrado que en sistemas celulares que
presentan receptores de adenocina tipo A-1, acopla-
dos a proteinas Gi (inhibitorias), la adici6én de toxina
pertussis interfiere con la activacion de canales de K .
Los canales K, son muy abundantes en el tejido
cardiaco y se les ha atribuido un papel cardioprotector
durante los episodios de isquemia abreviando la dura-
cion del potencial de accién ventricular, reduciendo de
esta manera la entrada de calcio y atenuando la con-
traccién. Rohmann y colaboradores (16), utilizando
como modelo de estudio al corazén de cerdo de-
mostraron que el efecto cardioprotector de los ca-
nales de potasio sobre el IPC fue prevenido por
glibenclamida, un bloqueador del canal K .

PERSPECTIVAS DE TRATAMIENTO

El papel farmacoldgico para el canal mitocondrial K
en laisquemia parece aclararse. Normalmente, duran-
te este proceso, los niveles de ATP en miocitos dismi-
nuyen y el corazén no sobrevive a la reperfusion debi-
do a una liberacién masiva de Ca** por parte de la
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mitocondria. Cualquier pretratamiento con compues-
tos que abren los canales de K* o el precon-
dicionamiento del tejido mediante un breve periodo de
isquemia, protege al corazén durante la isquemia sub-
secuente. De esta manera aunque existe pérdida de
ATP, el corazon recobra su funcién durante la
reperfusion (4).

La cardioproteccion por cualquier compuesto que
estimule la apertura del canal K o el pre-
condicionamiento es inhibido por los bloqueadores
de este tipo de canales K. Otros grupos de in-
vestigacién proponen que la conductancia al K
podria participar en la proteccidén del misculo
cardiaco por una posible regulacion de los niveles
de Ca* mitocondrial (15).

En algunos estudios recientes sobre el fenémeno de
isquemia precondicionante proporcionan evidencia de
la participacién de los canales K, , durante la
cardioproteccién. Estos canales se activan cuando los
niveles intracelulares de ATP caen durante laisquemia.
Entender que es lo que sucede durante el mecanismo de
precondicionamieno podrd aumentar la habilidad para
desarrollar nuevas aplicaciones farmacéuticas en contra

del dafio por isquemia y reperfusion.

El reconocimiento de los canales K, mitocon-
driales como blanco de los activadores de canales de
K* agrega una nueva dimension a la farmacologia de
estos compuestos.
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RESUMEN

Laregulacién del estado de fosforilacion de un gran
nimero de proteinas es fundamental para un sinni-
mero de procesos celulares. Proteinas que forman
parte de las vias de transduccién de sefiales
intracelulares y de vias metabolicas son activadas o
inhibidas por esta modificacién postraduccional que
ocurre basicamente en residuos de serina y/o treonina
y tirosina. El estado de fosforilacion se mantiene en
equilibrio dindmico por dos clases de enzimas: las
cinasas y las fosfatasas. En comparacion con las
cinasas, el estudio y la caracterizacion de las fosfatasas
ha sido mas dificil ya que no existen inhibidores espe-
cificos. Sibien algunos de estos inhibidores muestran
selectividad in vitro, su selectividad in vivo es cues-
tionable. Sinembargo, en algunos casos, se ha logra-
do conocer la estructura y las propiedades funciona-
les de algunas de estas enzimas. La actividad catalitica
de las fosfatasas es regulada por varios mecanismos
moleculares: metilacién, oxidacién e incluso por
fosforilacion. Estas modificaciones sobre las fosfatasas
propician un incremento o una disminucién de la cata-
lisis, que en algunos casos, lleva a la alteracion del
estado de fosforilacion de diversas proteinas. Ade-
mds, algunas fosfatasas son dependientes de cationes
u otros cofactores proteicos como la calmodulina. Por
el contrapeso que representa para las cinasas, el co-
nocimiento de los mecanismos moleculares que regu-
lan a estas enzimas es un punto clave para la com-
prension del papel que juegan en el control de la pro-
liferacion, metabolismo, diferenciacion o muerte celu-
lar, asi como en enfermedades tales como el Parkinson,
la Diabetes mellitus y algunos tipos de cancer.

PALABRAS CLAVE: Fosforilacion, fosfatasas
de residuos de serina y/o treonina, fosfatasas de resi-
duos de tirosina, regulacion.

ABSTRACT

The regulation of numerous cell functions by
phosphorylation is of great importance. Proteins that
participate in signal transduction and metabolic

pathways are activated o inhibited by phosphorylation,
this postraductional modification occurs in a reversible
form at serine and/or threonine and tyrosine residues.
The phosphorylation state is manteined by two types
of enzymes: protein kinases and protein phosphatases.
The study of protein phosphatases has been more
difficult due to the absence of specific inhibitors.
Although these inhibitors show selectivity in vitro, their
selectivity in vivo, is questionable. Despite all this, the
structural and functional properties of some of these
enzimes has been elucidated. The catalytic activity of
protein phosphatases is regulated by diverse molecular
mechanisms: metilation, oxidation, ions and
phosphorylation. These modifications on protein
phosphatases propitiate an increase or dicrease on their
enzymatic activity. In abnormal cellular conditions,
alteration in the phosphorylation state is observed.
Current understanding about molecular mechanisms
that regulate these enzymes represent a key point for
the comprehension of their role in the control of
proliferation, metabolism, differentiation or cellular
death, and diseases such as Parkinson, Diabetes
mellitus, cancer and immune dysfunctions.

KEY WORDS: Phosphorylation, serine/threonine-
phosphatases, tyrosin-phosphatases, regulation.

INTRODUCCION

En las vias de transduccién de las sefiales
extracelulares que regulan respuestas como la
sintesis de proteinas, lipidos o carbohidratos, pro-
liferacion, diferenciacion o muerte celular, parti-
cipan numerosas proteinas que son moduladas por
diversos mecanismos postraduccionales: fosforilacion,
metilacion, oxidacion y proteélisis. De estos, el mejor
estudiado es la fosforilacién, que se mantiene en equi-
librio dindmico por la accién de dos clases de enzimas:
las cinasas, aquellas que transfieren grupos fosfato a
las proteinas a partir de moléculas energéticas como el
ATP vy, las fosfatasas aquellas que hidrolizan los enla-
ces monoéster liberando de las proteinas el fosfato
unido (1). Comparativamente, las caracteristicas es-
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tructurales y funcionales de las cinasas se conocen
con mucho més detalle. En eucariotos se han identifi-
cado al menos 2000 genes que codifican para cinasas
y, inicamente 1000 genes que codifican para fosfatasas
(2), nimero que quizds sca mayor ya que el estudio de
estas tltimas enzimas todavia se enfrenta al problema de
no contar con inhibidores especificos. No obstante, se
halogrado: 1)1laclonacién e identificacion de genes
nuevos que codifican para fosfatasas, con ayuda de la
tecnologia del ADN recombinante y, 2) la deduccion
precisa de su estructura por el andlisis de difraccion de
rayos X, en particular de las enzimas que desfosforilan
residuos de tirosina (PTPs) como la PTP de Yersinia,
PTPo., PTPy, las PTPs con un dominio homdlogo a
Src como son SHP-1 y SHP-2, las PTPs humanas como
PTP1B, HCPTPA y HCPTPB de bajo peso molecular,
y més recientemente de la Cdc25A, una fosfatasa con
actividad dual (esto es, que desfosforila residuos de
serina/ treonina y tirosina) (3 a 6).

En sistemas celulares de organismos superio-
res se sugiere que dichas enzimas tienen un papel
preponderante en diversos fenémenos, por ejem-
plo, en la degeneracion de la retina (7), en el de-
sarrollo del cerebro (7). en el metabolismo del
glucégeno, principalmente en la gluconeogénesis
(8) y en la progresién del ciclo celular (9), por
mencionar algunos (Tabla ). Sin embargo, en otros
fenémenos celulares, tales como la desensibilizacion
de receptores, la activacién o inhibicién de cinasas y
de las propias fosfatasas, la memoria, el aprendizaje
o la muerte celular, en los cuales se ha demostrado
que la fosforilacién de proteinas es un mecanismo clave
de regulacion, la participacion de las fosfatasas toda-
via no es completamente clara. Lo mismo sucede en
fenémenos como respuesta a cambios en la osmo-
laridad, la esporulacién, la asimilacion de nitrégeno y
carbono y la quimiotaxis, observados en bacterias,
levaduras y plantas, y que son modulados por los
sistemas de dos componentes (transmisor-receptor
o sensor-regulador de la respuesta) en donde se ha
demostrado que el estado de fosforilacion de las pro-
tefnas es muy importante.

Los sitios blanco de accidn, tanto de cinasas como
de fosfatasas de proteinas en células de mamifero,
se restringe a tres residuos: la serina, la treonina 'y
la tirosina; mientras que en bacterias, levaduras y célu-
las vegetales son bdsicamente dos residuos modifica-
dos: lahistidinay el aspartato (1,2 y 10).
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Esta revision pretende, de forma resumida mencionar
las caracteristicas estructurales y funcionales de las
fosfatasas, asi como hacer referencia a los mecanis-
mos moleculares que participan en la regulacion de su
actividad. La discusion se centra, particularmente en
aquéllas fosfatasas que actiian sobre residuos de serina
y/o treonina (PPs) y tirosina (PTPs).

L CLASIFICACION

A la fecha, se conocen aproximadamente 100
fosfatasas que actdan sobre residuos de serina y/o
treonina. Estas fosfatasas se clasifican por crite-
rios bioquimicos en los tipos 1, 2A, 2B y 2C agru-
padas en dos familias. Desde un punto de vista
filogenético las fosfatasas 1, 2A 'y 2B pertenecen a
la familia PPP, y la fosfatasa 2C, entre otras, ala
familia PPM llamada asi por su dependencia al
magnesio. Por su parte, las 60 fosfatasas de resi-
duos de tirosina identificadas, se agrupan por su
localizacién celular en dos clases: PTPs citoplasmicas
o Tipo 1 y PTPs membranales o Tipo IL, y dentro de
estas dos clases se forman varios subgrupos con base
en las caracterfsticas estructurales mds comunes ob-
servadas entre ellas (2, 10y 11).

ILESTRUCTURA

a) PPs. Las PPs se distinguen porque estdn confor-
madas por una o mds subunidades. Cuando estdn
compuestas por mds de una subunidad siempre hay
s6lo una subunidad catalitica y una o dos reguladoras
(Fig 1A). PP1,PP2A y PP2B tienen un motivo catalitico
comun con dos dominios que constan de una hoja f3
flanqueada por a-hélices y un dominio predominante-
mente de forma helicoidal. Asf por ejemplo, la PP1
esta formada por una subunidad catalitica C de 37 kDa
que tiene varias isoformas (Tabla I) y una subunidad
reguladora G que le confiere a la proteina la capacidad
de relocalizacién en la célula. Esta subunidad reguladora
posee una region hidrofgbica en su extremo amino que
le permite unirse directamente al glucégeno (2y 8). La
PP2A es mds compleja, ya que puede formar el
heterotrimero conformado por las subunidades A, By
C de 60, 55y 36 kDarespectivamente, y alternativa-
mente puede asociarse a otras subunidades de 35 y
70 kDa; ademds, en células transformadas, 1a PP2A
puede formar el heterodimero AC'y otros complejos
con la proteina viral T intermedia (2). Por otro lado, la
PP2B también llamada calcineurina, forma he-
terodimeros que constan de la subunidad catalitica A
o calcineurina A (CnA) de 60 kDa que une calmodulina
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y de la subunidad regula-
dora de 19 kDa que une
calcio (CnB). La posibili-
dad de combinacién de
aproximadamente veinte
subunidades reguladoras
de las PPs da lugar a dis-
tintas fosfatasas, con ma-
yor o menor especificidad
por sus sustratos, ademés
de conferirles una localiza-
cién subcelular especifica.
Por ejemplo, se ha obser-
vado que laactividad y alta
especificidad que tiene la
PP2A por sus sustratos
depende en gran medida
de la concentracién de di-
chas subunidades en la cé-
lula, y es particularmente la
tercera subunidad, laB, la
responsable de la unién a
lamembrana plasmatica, y
por tanto, de su reloca-
lizacién subcelular (2 y 11).

LaPP2C, adiferenciade
las anteriores es la mas sim-
ple de las fosfatasas de esta
clase, se trata de un mong-
mero de aproximadamente
45 kDa que no tiene homo-
logia con otras PPs, perode
la cual se han identificado
lasisoformas 1,2,ayb (2
y7) (TablaI).

b) PTPs. La estructura de
las PTPs transmembra-
nales, con respecto a las
PPs, se conoce con mas
detalle, tanto asi que su cla-
sificacién depende de la es-
tructura de la proteina.
Existen cinco subgrupos de
las PTPs: i) El subgrupo I
se caracteriza porque sus
miembros tienen un domi-
nio extracelular muy largo;
ii) El subgrupo Il formado

Alcantara Herndndez R
A. Subunidad catalitica (C) Subunidades reguladoras (R)
PP1 _] inhibidor-1, DARPP-32, ihbibidor-2,

subnunidad de unién al reticulo
sarcopldsmico y glucdgeno,
subunidad miofibrilar.

49%

PP2A _ A PR65 isoforma o, B PRS2 isoformas
@ Byy, C PR72isoforma e, C PR130
isoforma 3 v B PRS3.
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A M4
Pro R CaM
B.
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Tipo de PTP Intracelular Extracelular

Figura 1. Estructura de PPs (subunidad catalitica-subunidad reguladora) y PTPs (una sola proteina
con distintos dominios). A) PP1, PP2A y PP2B tienen un dominio catalitico muy similar (negro) se
sefiala el porcentaje de homologia (%), con respecto a la PP1. A la derecha se indican las subnunidades
reguladoras con Ias que cada subunidad catalitica puede interactuar. L4 PP2B tiene, en el exiremo amino
un dominio con varias prolinas, muy importante para su actividad (Pro); y en el extremo carboxilo tiene
el sitio de unién de Ja calmodulina, que adernds contiene una regién que inhibe la actividad de la enzima
en ausencia de calcio-calmodulina (CaM) y dos regiones pequefias en el dominio catalitico que interacttian
con subunidades reguladoras de 19 kDa (R). B) Las PTPs transmembranales se dividen en varios
grupos, todas ellas tienen un dominio extracelular, de diferente tamafio entre si y con diferente niimero
de regiones semejantes a las inmunoglobulinas (cuadricula) y a la fibronectina (gris), dependiendo del
grupo al que pertenezcan, el grupo VI tiene una regién parecida a la anhidrasa carb6nica. El dominio
transmembranal de Jas PTPs es corto y el dominio citopldsmico tiene uno o mas dominios de fosfatasa
(negro). (Figura tomada de las Referencias 2 y 10).



BEB 19(3):164-173

. Tabial

Caracteristicas generales de la estructura, requerimientos ionicos, inhibidores, localizacion celular
y funcién de fosfatasas de residuos de serina, treonina y tirosina.
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RPTPy y RPTP
tienen un dominio
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. inhibidores 2t 45 kDa funcién neuronal atasas .
% p % ;
Rl | DPTPAEyHPTRS
de la miosina eyl que tienen uno solo
PTP1 Receptor de Ortovanadato | No 35kDa Membrana Activacion de (2). Existen PTPs
Insulina de sodio requiere clases |l aVl plasmatica células T con dOIIliI]iOS SHP_
THRpesiat 1 y SHP-2, llama-
PTP2 MAPK Ortovanadato No Un dominio Citosol Gastrulacion z .
Hog-1 de sodio requiere catalitico Ovogénesis dos am/por L 1110
clases | a VIl g molggla con los
cetular dominios 1 y 2 res-
Transformacion pectivamente, de la
Apoptosi .
i cinasa Src. Ambos

CAM: proteina calcio-calmodulina; * isoformas de la PP2B formadas por corte y empalme alternativo del ARNm (Tomado

de las referencias 1, 2, 5y 6).

por LAR (Leukocyte common antigen-related), DLAR
(Drosophila-LAR), DPTP (Drosophila PTP), PTPy,
R-PTPI se distingue porque tienen de uno a tres domi-
nios similares a las inmunoglobulinas en el extremo
amino y adyacentes a secuencias repetidas de
fibronectina; iii) Las proteinas del subgrupo Il formado
por PTPB, DPTP99A, DPTP10D, DPTP4E y RPTP
tienen una sola regién de fibronectina; iv) Los miem-
bros del subgrupo IV comoRPTPay HPTPe se iden-
tifican porque su dominio extracelular es muy pe-
queiio; y finalmente v) Las PTPs tipo V como

dominios son muy
importantes en la
transmision de se-
fiales extracelulares ya que por medio de ellos las
fosfatasas pueden asociarse fisicamente a pro-
teinas que estdn fosforiladas en residuos de tiro-
sina, como por ejemplo algunos receptores para
factores de crecimiento (12 y 13). Se ha obser-
vado que la expresién de proteinas SHP-1 es
particular de células hematopoiéticas y que regu-
la negativamente la respuesta del receptor de
eritropoietina, del receptor c-kit, del receptor
Rel y del receptor del factor estimulador del cre-
cimiento de colonias. Por otra parte, la expresion
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de PTPs con el dominio SHP-2 es ubicua y se sabe
que tiene un papel clave en el desarrollo, ya que la
delecion del gen que lo codifica provoca severos de-
fectos en la gastrulacion de ratones, asi como defor-
maciones de la cola e inhibicién de la induccion del
mesodermo en embriones de Xenopus. Ademads, la
presencia de dominios SHP-2 en la estructura de las
PTPs se ha conservado a través de la evolucion ya
que estd presente en la estructura de PTPs de insec-
tos (Drosophila), anfibios (Xenopus), nematodos
(Caenorhabditis elegans) y de mamiferos, ponien-
do de manifesto que es un dominio relevante para la
funcion de las fosfatasas (13).

Otras PTPs, entre ellas PTP humana (PTPH), se
distinguen porque tienen en el extremo amino regiones
homélogas al dominio caracteristico de proteinas que
forman parte de la superfamilia llamada banda 4.1.
Estos dominios le confieren la capacidad de interaccion
con otras proteinas, ademds de dirigirlas hacia la
interfase entre la membrana y el citoesqueleto (14).

Lacristalizacion y el andlisis por difraccién de rayos X
dePTP1Ba2.8 A,PTPde Yersiniaa2.5 A, deCdc25A
a23A ydeSHP-1a25 A ha permitido conocer la
estructura de estas enzimas a nivel molecular (2, 5y 6).
Estos estudios han revelado que la PTP1B, por ejemplo,
constade un solo dominio formado por ocho o-hélices y
doce hojas B-plegadas, en donde el sitio catalitico se lo-
caliza dentro de un surco sobre la superficie de la proteina
y que el sitio de unién del fosfato se encuentra en el resi-
duo de cisteina 215, muy cercade la doceava hojaf3 (8-
12) y de la cuarta o-hélice (0-4) en el amino terminal, 6
en el residuo de histidina 214 localizada en la asa 15
entre Ja B-12y 04 en el extremo carboxilo de la hoja o
paralela en Yersinia. Se especula, ademds, que un resi-
duo de arginina que es invariable en todas las PTPs y que
se encuentra en el motivo sefial, es importante tanto para
launién del sustrato como para la estabilizacion del esta-
do de transicién durante la catalisis (2, 5 y 6).
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III. MECANISMO DE REACCION DE LAS
FOSFATASAS

La reaccién quimica que llevan a cabo las fosfatasas
consiste en la hidrélisis de monoésteres de fosfato so-
bre aminodcidos especificos: serina y/o treonina y
tirosina. El proceso es termodindmicamente favora-
ble conun AG <-9 kI mol', determinadoapH 7y
25 °C. Lahidrdlisis entre el monoéster de fosfato en
presencia de agua o de otros nucledfilos da como re-
sultado la transferencia del grupo fosforilo (PO,) lo
que forma parte de un mecanismo limitante, efectuado
en un solo paso en las PPs (ReaccionI); y endos
pasos en el caso de las PTPs (Reaccién IT). Durante la
catdlisis de las PTPs el PO, del sustrato es transfe-
rido al residuo de cisteina del sitio activo de laenzima
formando un complejo intermediario tiofosfato-enzi-
ma unido covalentemente que, en un segundo paso es
hidrolizado por agua formédndose un complejo
fosfoenzima, ahora unido de manera no covalente. La
disociacién del fésforo inorganico de la enzima com-
pleta el ciclo catalitico (2'y 15).

Este mecanismo ha sido apoyado por reportes que
demuestran que la oxidacién de una cisteina del sitio
catalitico de las PTPs, durante la reaccion enzimatica
por oxidantes como el peréxido de hidrégeno (H,0,)
provoca su inhibicién. Esta inhibicién se debe, pro-
bablemente, a la formacion de un residuo de cisteina
portador de un dcido sulfénico (enzima-SOH) que
previene la formacion posterior del intermediario (en-
zima-S-PO,). Sin embargo, la inhibicién es reversi-
ble yaque Ia presencia de tioles reductores (R-SH)
en la célula, como el glutation, reestablece su activi-
dad (13).

También, con base en el analisis de la estructura de
las fosfatasas LAR, VAR y PTP1B se ha determinado
que el mecanismo de reaccién descrito anteriormente
es comun para las PTPs, y que este involucra la for-
macion de una fosfoenzima intermediaria. En contras-

E + ROPO_f’ +H,0

E + ROPO >

»E.ROPO”

Mecanismos de reaccion propuestos

» ROH + HOPO,> . E*

> B* . ROPOf'

Donde: E = enzima; E* = enzima activada; ROPO;' = sustrato fosforilado

@

> BE*-P S e »E+Pi (IT)
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te, en el mecanismo de reaccion de las PPs no se for-
ma el intermediario fosforilado durante la catalisis (15).

IV. FUNCION DE LAS FOSFATASAS EN LA
CELULA

Las fosfatasas, al formar parte de diversas vias de
transduccion de sefiales extracelulares, participan
en el control de mdltiples funciones. En general, las
PPs median un espectro mds amplio de procesos; las
PTPs basicamente participan en procesos de prolife-
racion y de transformacién celular. A continuacién se
mencionan algunos ejemplos (Tabla I).

a) PPs. La PP1 participa en la regulacién del meta-
bolismo del glucogeno al asociarse directamente a este
poliglucésido por medio de la subunidad reguladora.
Esta enzima modula la fosforilacion de 1a glucégeno
fosforilasa, delacinasade lafosforilasa y de la glucdgeno
sintetasa (1, 2 y 16). Por su parte, la PP2A al
desfosforilar a la L-glutamina:fructuosa-6-P-
amidotransferasa regula la biosintesis de hexosaminas,
ademds de ser un regulador de la mitosis ya que otro de
sus sustratos es la cinasa cdc25 que actda sobre el
factor promotor de la maduracién (MPF) (2). En algu-
nos casos, tanto la PP2A como la PP1 se han asocia-
do con la transformacién celular inducida por virus; sin
embargo, en otros casos la PP2ZA  participa como
inhibidor de la proliferacién (2). Por otro lado, la PP2B
que se expresa principalmente en el sistema nervioso,
en particular en los ganglios basales y en el hipocampo,
regula la actividad de la PP1 al desfosforilar e inactivar a
su inhibidor endégeno DARPP-32 6 I-1, porlo que se
ha propuesto que este tipo de PP es indispensable en
este tejido, a pesar de que se trata de una enzima ubicua
en los mamiferos (2). Igualmente, a 1a PP2B se le ha
asociado con procesos neurodegenerativos ya que su
expresion es muy baja en las neuronas de animales que
presentan los sintomas de padecimientos como la en-
fermedad de Huntington y el mal de Parkinson (2). Otros
estudios en este mismo tejido indican que la PP2B regu-
la canales de calcio dependientes de voltaje y recepto-
res de la acetilcolina. En otro sistema celular, la PP2B
participa en la via de activacion de linfocitos T ya que
uno de sus sustratos es el factor nuclear de células T
activadas (NF-AT). En su forma desfosforilada este fac-
tor se transloca al nicleo y, en conjunto con el NF-AT
nuclear, activan a la ARN polimerasa e inducen la ex-
presion de los genes de la interleucina-2 y de otras
linfocinas y citocinas. Por tanto, la PP2B juega un papel
central en la activacion de linfocitos T (2).
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El papel fisiologico de la PP2C se conoce poco en
comparacion con otras fosfatasas, quizds, porque no
existen inhibidores especiticos para esta enzima. Philip
Cohen, un investigador reconocido por sus estudios
en este campo, demostré in vitro que la PP2C es in-
dispensable en el control del metabolismo del colesterol
yaque regulala actividad de la hidroximetil-glutaril CoA
reductasa, enzima limitante de 1a velocidad de la sinte-
sis del esteroide (1). La PP2C también participaen la
gluconeogénesis y en la contraccion muscular; asi como
en la degeneracion de la retina de los vertebrados (1,
2,7y 8).

b) PTPs. Dentro de esta clase, la PTPH1 ha sido
ampliamente estudiada. Esta enzima participaenel con-
trol del ciclo celular, en la transformacion, en la sefializa-
cion mitogénica, en la apoptosis y en el aprendizaje.
Muchos de sus efectos, al parecer, se deben a su gran
capacidad de interactuar con toda una familia de pro-
teinas dcidas de masa molecular de 30 kDa, y que le
confieren distintas propiedades (2). CD45, una fosfatasa
tipo receptor membranal, es fundamental en la respues-
ta inmune al regular positivamente las vias de sefializa-
cion de receptores de células Ty B (2), ver Tabla L.

V. MECANISMOS MOLECULARES DE
REGULACION

A diferencia de las cinasas, las enzimas que
desfosforilan proteinas son reguladas por diversos me-
canismos. La mayoria de las PPs son moduladas por su
asoclacion con diversas subunidades reguladoras; otras
son blanco de modificaciones postraduccionales; y la
gran mayoria de PPs de las clases 1 y 2, requieren para
activarse de policationes como la protamina, las histonas,
la polilisina y las poliaminas; otras moléculas como el
AMP, el ADP, glucosa 1-Py fructuosa 1-P pueden inhi-
bir su actividad, y algunos péptidos pequefios de 8 kDa
derivados de la subunidad reguladora de la PP1 actian
como desinhibidores (2). Algunas PPs son moduladas
por segundos mensajeros como la ceramida, un pro-
ducto de la esfingomielinasa que activa a la forma
trimérica de la PP2A invitro (1y 2).

Un caso especial de regulacioén in vivo, al menos
visto para la PP2B, es su inhibicion por la unién de
complejos formados entre las inmunofilinas endégenas
y drogas como la ciclosporina y la rapamicina. El gru-
pode L. K. Dixon observo que en células infectadas
por virus, la inhibicién de la calcineurina al formar es-
tos complejos es la responsable de la proteccion de la
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Tabla Il
Resumen de fosfatasas reguladas por fosforilacion, cinasas que participan y efecto de la
fosforilacién sobre su actividad.

Alcantara Hernandez R

tivamente ya que actian
como inhibidores endé-
genos, es por ello que en de-
terminados casos un sitio
celular especifico es sin6ni-
mo de una forma activa de
la fosfatasa, y en otros de
una forma inactiva (2y 7).

Por otra parte, las PTPs
son reguladas, basicamen-
te, por la oxidacién de un
residuo de cisteina del do-
minio catalitico y cuya con-
secuenciaes la inhibicion de
la actividad. Por lo que se
ha sugerido, con base en
estas observaciones, que
el estado rédox de la célula
también participa en lare-
gulacion de esta clase de
fosfatasas.

A continuacién se des-
criben con mas detalle los
mecanismos, que por mo-
dificacion postraduccional

REGULADAS CINASA(S) QUE
FOSFATASAS POR ) EFECTO LAS
FOSFORILACION FOSFORILAN
PP1 Si, en Tyr Inhibe pgocSe
Si, en Ser/Thr Activa PKA
y
Cinasa |l de la caseina
PGOCSrc p54Lck
Si, en Tyr Inhibe ! '
CFa R-EGF y Rl
Si, en Thr in vitro
PP2B No determinado
PP2C No determinado
PTP Si, en Ser/Thr in vitro No determinado Cinasa Il de la caseina
PKC y
Tr?‘;}:meéngzg?al Si. en Tyr in vitro e in | Disminuye actividad Cinasa-3dela
’ vivo glucogeno sintetasa
PTP Si, en Tyr Inhibe MAPK
Citosolica
(ejem. PTP1C)

de las proteinas, regulan la
actividad de las fosfatasas.

R-EGF: receptor del factor de crecimiento epidérmico; R-I: receptor de insulina. La linea punteada
(--) significa sin informacion (Tomado de las referencias 1, 2,7,y 11).

c€lula huésped en contra de los virus (15). Lo que
sucede es que la proteina viral llamada A238L forma
un complejo con la calcineurina A previeniendo asi la
activacion de NFAT y la consecuente transcripcion de
genes de citocinas inmunomoduladoras- dependientes
del factor de transcripcion, que se producen cuando
existe una infeccion y se dafia a la célula huésped (15).

Existen casos, en donde la actividad de las enzimas
que desfosforilan residuos de serina y/o treonina depen-
de de su localizacién en la célula, es decir, de su proxi-
midad al sustrato. Un estudio realizado en el sistema
nervioso muestra que la PP1 y laPP2A, en sus formas
citosélicas, son mas activas que aquéllas que se encuen-
tran asociadas a la membrana plasmatica. La baja acti-
vidad enzimética de estas fosfatasas se atribuye a la pre-
sencia cercana de otras proteinas que las regulan nega-

a) METILACION. Esta
forma de modificacion pos-
traduccional que se lleva a
cabo por una carboximetiltransferasa sobre algunas
PPs tiene un papel relevante en la regulacion de la
actividad de algunas de estas fosfatasas (2). La PP2A
es metilada en el carboxilo terminal de la subunidad
catalitica, especificamente en el carbono o del resi-
duo de leucina 309 y su efecto es el de activar ala
enzima, por lo que se ha sugerido que esta modifica-
cién postraduccional tiene una funcién reguladora. Cu-
riosamente, la secuencia Thr-Pro-Asp-Tyr-Phe-Leu
en el sitio de metilacién de la PP2A se conserva des-
de las levaduras hasta el hombre, lo que apoya la
idea de que la metilacion tiene relevancia fisiologica.
Mais atn, se ha observado que la metilacion de la
PP2A depende de sefales extracelulares (2).

b) FOSFORILACION. La fosforilacién es una modi-
ficacién postraduccional que ocurre en numerosas pro-
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Figura 2. Estructura quimica de varios inhibidores de origen natural de las PPs y PTPs. Los
inhibidores mas empleados en el estudio de las PPs y de las PTPs son compuestos que se obtienen
de organismos tales como dinoflagelados, bacterias y esponjas marinas. A) Inhibidores de PPs,
ninguno de estos inhibidores tiene la potencia necesaria para inactivar a la PP2C. B) Inhibidores

de PTPs. (Figura tomada de las Referencias 2y 11).

teinas, incluyendo a las fosfatasas. A lafecha, existe un
gran niimero de estudios que evidencian que esta forma
de modificacion de las PPs y PTPs es el principal meca-
nismo de regulacién. Dependiendo de la fosfatasa parti-
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cular, la fosforilacion pro-
voca la activacién o lain-
hibicién de la misma. Por
ejemplo, la PP1 es fos-
forilada y activada por
tres cinasas de residuos
de serina y/o treonina: la
PKA, lacaseina Il cinasa
y la cdc2 que participa
en la progresion del ciclo
celular y ademas, enre-
siduos de tirosina por la
cinasa v-abl. Por su par-
te, la PP2A es fosfo-
rilada, exclusivamente en
la tirosina 307 de la
subunidad catalitica, por
las cinasas p60YSc,
pS6-*, por el receptor
del factor de crecimien-
to epidermal y por el re-
ceptor de insulina. La
fosforilacién de la PP2A
provoca su desactivacion
de forma transitoria, lo
que permite la amplifica-
ci6n de la sefial; mientras
que se reactiva por des-
fosforilacién. La PP2A
también es fosforiladaen
residuos de treonina por
la PKCa, hecho que se
relaciona con su reac-
tivacién (1,2y 10).

v
&

Apomorfina

Me

HO

HO

CD45 es fosforilada
in vitro en residuos de
serina y treonina € in
vivo en residuos de
tirosina por la cinasa II
de la caseina, por la
PKC y por la cinasa-3
dela glucogeno sinteta-
sa (2); PTP1IB es fos-
forilada en residuos de
serina durante la mitosis,

o}
o]

entre otras PTPs (2).

¢) OXIDACION. Como ya se menciond anterior-
mente, las PTPs son reguladas por oxidacion, modifi-
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cacion que es reversible gracias a la presencia de mo-
1éculas reductoras. Actualmente, se refuerza la idea de
que la oxidacién de las PTPs puede tratarse de una
forma de control muy importante de la respuesta
mitogénica ya que, en algunos sistemas celulares se ha
observado que la inhibicion de dichas enzimas va acom-
pafiada de la fosforilacion de proteinas, de manera muy
similar a la fosforilacion que inducen diversos factores
promaotores de la proliferacion (16).

VI. INHIBIDORES.

Una herramienta farmacol6gica indispensable en el es-
tudio de las fosfatasas son los inhibidores, muchos de
ellos son permeables a la membrana plasmdtica y pue-
den inhibir a las fosfatasas en la célula intacta. Se clasifi-
can en inhibidores de origen natural e inhibidores sintéti-
cos. Los primeros son metabolitos producidos por
microorganismos tales como los dinoflagelados, bacte-
rias, hongos, insectos y plantas; los segundos son molé-
culas disefiadas con base a la estructura de la proteina
y ala naturaleza de las interacciones que éstas pueden
formar con la fosfatasa (2y 12).

a) Inhibidores de origen natural.

Dentro de esta clase, los compuestos con una alta poten-
ciainhibidora para PP1, PP2A, PP2B y PP2C son: el
acido okadaico, un dcido graso poliéter producido por
dinoflagelados y que se concentra en la esponja marina
Halichondra okadai y cuya ingestion causa envenena-
miento e incluso lamuerte; 1a caliculina A que se extrae de
esponjas marinas; la microcistina producida por
cianobacterias; la tautomicina proveniente de labacteria
Streptomyces spp y la ciclosporina A de Tolypocladium
inflatum, entre otros (2) (Fig 2A). Aunque pocos, se han
identificado péptidos que actian como inhibidores
endégencs que bloquean la actividad de 1a PP1, se cono-
cen como inhibidores-1y -2 (2) (Tabla I).

Para las PTPs, se ha observado que los inhibidores
generalmente son alcaloides tales como la aporfina,
compuesto que se obtiene del tallo de Rollinia ulei. el
cual bloquea la actividad de 1a CD45 con una dosis
efectiva cincuenta alta (IC, ) igual a 5.3 uM. Otros
compuestos como la estevastelina, representa a una
familia de inmunosupresores que inhiben a las PTPs
duales como la VAR el disydiolido, aislado de la es-
ponja marina Disydea etheria inhibe a la familia de
cdc25, también con especificidad dual y el RK-608 de-
rivado de Streptomyces, es un potente inhibidor com-
petitivode la VHR conunaIC,, de 2.0 uM (2) (Fig
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2B). Cabe mencionar que la IC,; de cada inhibidor
estd determinada en ensayos in vitro con la enzima pu-
rificada. Es muy comtin que a concentraciones relativa-
mente altas del inhibidor se inhiba la actividad de otras
fosfatasas, incluso de distintas clases, por ejemplo, 1nM
de 4cido okadaico inhibe a la PP2A, pero 1 mM inhibe
también ala PP1 aunque no ala PP2B (Tablal); com-
puestos relacionados con la apomorfina inhiben princi-

palmente a las PTPs, pero también a la PP2A (2).

b) Inhibidores sintéticos.
La sintesis de inhibidores peptidicos y no-peptidicos
de las fosfatasas es realizada por la industria farmacéu-
tica. Muchas de las veces, estos inhibidores se sintetizan
con base a la estructura de la proteina sustrato de la
fosfatasa, y otras con base en el mecanismo de reaccion
del ciclo catalitico. Asi, un buen inhibidor peptidico de
las PTPs contiene fosfotirosina porque corresponde al
sitio natural de fosforilacion, sustituida en algunos casos
por tiofosfato, un grupo no hidrolizable. Igualmente en
el disefio de inhibidores, ha sido importante considerar
alos aminoacidos que rodean a la fosfotirosina ya que
son importantes para la catalalisis. Mediante la sustitu-
cion secuencial de cada aminoécido en un péptido es-
pecitico se observo que la sustitucion del dcido glutdmico
localizado hacia el extremo amino de la fosfotirosina por
otro residuo como la alanina, reduce 130 veces la afi-
nidad de la PTP de Yersinia por su sustrato. Se ha de-
mostrado que se requieren un minimo de seis aminodcidos
paraque la union y la catélisis de la PTP sea eficiente.
Dadala susceptibilidad de los inhibidores peptidicos
ala protedlisis, el desarrollo de inhibidores no-peptidicos
para utilizarse como drogas en la practica médicaes
muy importante. En este caso, el grupo quimico mds
empleado es el difluorofosfonato porque mimetiza que
la fosfotirosina se una con alta afinidad ala PTP.

VIL. PERSPECTIVAS.

El conocimiento de las distintas fosfatasas, en cuan-
to a su estructura y funcion, se ha incrementado no-
tablemente durante los dltimos diez afios, pese a las
dificultades técnicas que se tienen para estudiarlas.
Las proteinas fosfatasas participan como elementos
moduladores clave en la amplificacion de la sefial
extracelular, practicamente en todas las vias de
transduccidn de diversos organismos, manteniendo
el equilibrio de la fosforilacion de proteinas tales
como cinasas, receptores, canales iOnicos, factores
de transcripcion y proteinas efectoras. El esclareci-
miento del papel que juegan las fosfatasas en feno-
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menos como la proliferacidn, la diferenciacién o la
muerte celular, entre otros, es tan importante como
el esclarecimiento del papel de las cinasas. El
disefio e identificacién de inhibidores especifi-
cos de estas enzimas podria resultar fundamental
para determinar la relevancia fisioldgica que tie-
ne la fosforilacién de las proteinas en residuos
de serina y/o treonina y tirosina, ademas de
constituir potencialmente herramientas terapéu-
ticas en el tratamiento de enfermedades, que se
han asociado con un incremento en la actividad
de las fosfatasas, tales como el Parkinson, la Dia-
betes mellitus y el cancer. Aunado a esto, Ia in-
vestigacién de los mecanismos moleculares de
regulacion de fosfatasas particulares serd muy
valiosa. Por un lado, permitird determinar los re-
querimientos de activacion y/o inhibicion, asi como
la identificacion de sustratos, y por otro permitira,
profundizar en el conocimiento de la funcion que
desempefian individualmente en diferentes procesos
celulares.
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RESUMEN

Los agentes anti-inflamatorios no esteroideos
(AINES), constituyen el grupo de farmacos mas em-
pleados en la terapéutica médica. Sin embargo, en los
tiltimos afios se han descrito numerosos efectos biolo-
gicos, adicionales a la cldsica inhibicion de la sintesis
de prostaglandinas por la ciclooxigenasa (COX). Ade-
mas, la reciente descripcion de dos formas distintas de
ciclooxigenasa que participan en funciones distintas,
ha abierto a los farmacélogos la posibilidad de disefiar
en forma mas racional una “mejor aspirina”. En €ste
trabajo se analizan algunas de las nuevas acciones de
los AINES que son independientes de la inhibicion de
la sintesis de prostaglandinas y cuya trascendencia des-

de el punto de vista terapetitico no ha sido considera-
da.

PALABRAS CLAVE:Anti-inflamatorios no
esteroideos, ciclooxigenasa, prostaglandinas, aspi-
rina, transduccién de sefiales, epinefrina.

ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
comprise one of most employed therapeutical agents.
Interestingly, in the last years a wide spectrum of
biological effects of NSAIDs, aditional to the
classical inhibition of cyclooxigenase, have been
described. Furthermore, the recent discovery of two
isozymes of ciclooxigenase that carry on different
functions has opened to pharmacologist the possibility
of designing a ‘better” aspirin with more rational criteria.
In this work, some new actions of NSAIDs,
independent of their inhibition of the synthesis of
prostaglandins are reviewed.

KEY WORDS: Nonsteriodal anti-inflammatory
drugs, cyclooxigenase, prostaglandins, aspirin, signal
transduction, epinephrine.

INTRODUCCION
Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) gru-
po de farmacos representado por la aspirina con mas

de 100 afios de uso en la terapéutica médica (1), per-
tenecen al grupo de medicamentos con mayor nimero
de prescripciones (2). Por esta raz6én durante el trata-
miento médico, 1a posibilidad de administracién simul-
tdnea con otros farmacos, hormonas, o bien agentes
xenobidticos, es muy elevada; baste sefialar como un
ejemplo el etanol, que es el compuesto toxico mas
consumido por los humanos. Los AINES, ademads de
ser el grupo de medicamentos mas consumidos en el
mundo, son los causantes de la mayoria de los efectos
colaterales debidos a su uso, de acuerdo con reportes
elaborados por la Administracién de Drogas y Ali-
mentos (FDA) de los Estados Unidos. Tales efectos
colaterales indeseables como dafios gastrointestinales
y renales con frecuencia son peligrosos (Tabla I); esto
explica, parcialmente, el interés creciente en los estu-
dios sobre este grupo de drogas. Los AINES tienen
en comuin su habilidad para inhibir a la ciclooxigenasa
prostaglandina H sintasa (COX) y con ello impedir, en
mayor o menor grado, la sintesis de sustancias del tipo
de las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos,
sustancias que desencadenan numerosas respuestas
tanto a nivel celular como en todo el organismos (3)

(Fig 1).

En la farmacopea moderna se emplean gran nu-
mero de medicamentos para reducir la concentra-
cién de prostaglandinas inhibiendo su sintesis. Va-
rios de ellos fueron usados antes de que se cono-
ciera su mecanismo de accién. Quizd el dcido
acetilsalisilico (aspirina) es el paradigma mds co-
nocido: esta droga inicialmente se empleé como
analgésico aun sin conocer su mecanismo de ac-
ci6n. Finalmente, con el advenimiento del trabajo
de Vane en 1971 (3), se reconoce a la aspirina como
inhibidor de la ciclooxigenasa en el camino
biosintético de las prostaglandinas, trabajo que lo
llevé a obtener el premio Nobel. Este hallazgo fue
suficiente para explicar durante muchos afios gran
parte de los efectos de la aspirina, los cuales ade-
mds de la analgesia, incluyen la habilidad de redu-
cir la fiebre y la inflamacién, aumentar la secrecion



BEB 19(3):174-181

TABLA I

EFECTOS COLATERALES DE LOS AINES

-Ulceracion gastrointestinal ¢ intolerancia

‘Bloqueo de agregacion plaquetaria (inhibicion de sintesis de
tromboxanos)

‘Inhibicion de la movilidad uterina (prolongacion de la gestacion)
-Inhibicion de la funcidn renal mediada por prostaglandinas

‘Reacciones de hipersensibilidad

Tomado de la referencia 1

gdstrica, inhibir la funcién renal (4), la plaquetaria y el
flujo sanguineo (5).

En la primera parte de este trabajo, se tratara la
accion clédsica y bien conocida de los AINES como
inhibidores de la ciclooxigenasa, ya que los hallazgos
recientes sobre las isoformas de la COX y las accio-
nes de las mismas, obligan a replantear el cldsico me-
canismo de accién de los AINES, y sobre todo, las
relacionadas con la posibilidad de encontrar una «me-
jor aspirina» exenta de efectos colaterales indeseables
observados en los AINES actuales. Esto ha llevado a
plantear laimportancia de desarrollar una clasificacion
mas racional de los AINES disponibles basada en su
interaccion con las dos isoformas de la COX conoci-
das (5).

En la segunda parte del trabajo se comentardn
los efectos bioldgicos de los AINES que son inde-
pendientes de la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas. Aqui es importante notar que re-
cientemente se han descrito las interacciones de los
AINES con distintos sistemas hormonales; estas
interacciones pueden ser responsables de algunos
de los efectos de los AINES.

Inhibicién de la biosintesis de prostaglandinas por
los AINES.

La sintesis de prostaglandinas requiere como paso
inicial la liberacion de acido araquidénico, por ac-
cion de la fosfolipasa A, sobre los fosfolipidos de
la membrana. Posteriormente, la enzima bifuncional
prostaglandina endoperdxido sintasa o dcido graso
ciclooxigenasa, cataliza la oxigenacion del dcido
araquiddnico, para formar la prostaglandina PGG,,
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que es un endoperdxido ciclico y en una reaccion
de peroxidacion subsecuente, reduce la funcién
hidroperéxido C,, a hidroxilo (PGH,). De ahi en
adelante diferentes prostanoides son sintetizados en
forma especifica por varios tejidos (Fig 1).

Inicialmente se considerd que la sintesis de COX
era controlada tinicamente por la fosfolipasa A, hasta
que se descubrié que el factor de crecimiento
plaquetario puede inducir la sintesis de novo de la
COX y estimular asi la produccion de prostaglandinas
hasta 28 veces, sin necesidad de una activacion per se
de la fosfolipasa A,. Sin embargo, en la respuesta
inflamatoria se ha demostrado una induccién concer-
tada de la fosfolipasa A, y la COX (5).

Hay varias lineas de evidencia que sugirieron la
existencia de dos diferentes formas de COX: los ex-
tractos de fibroblastos tratados con anticuerpos anti-
COX, provenientes de vesiculas seminales de carnero,
fueron capaces de producir prostaglandinas en respuesta
alainterleucina 1 (IL-1). En el ovario de larata se han
reportado dos enzimas COX reguladas diferencialmente
desde el punto de vista hormonal e inmunoldgico. Al
investigar la respuesta a los glucocorticoides en células
y animales expuestos a lipopolisacaridos, se encontrd
que existen dos pozas de COX con diferentes suscepti-
bilidades. Este estudio concluyé con el reconocimiento
de que existe una forma de enzima inducible por
polisacaridos y cuya sintesis es regulada por los
glucocorticoides, lo que llevo a la clara discriminacion
de las isoformas de COX, una de las cuales es respon-
sable de las funciones basicas dependientes de
prostanoides y la otra de las reacciones inflamatorias.

" Posteriormente, los detalles bioquimicos de los RNAm

respectivos y lalocalizacién de los genes fueron resuel-
tos rapidamente (5).

La inhibicion de los AINES sobre COX es espe-
cifica; esto es, no inhiben a otras enzimas como la
lipooxigenasa que comparte el mismo sustrato: el
acido araquidénico; en consecuencia, no se supri-
me la formacién de leucotrienos.

La aspirina modifica de manera covalente am-
bas, la COX-1 y la COX-2, dando como resultado
una inhibicién irreversible de la actividad de
ciclooxigenasa, este hecho distingue a la aspirina
de otros AINES, porque la duracién de los efectos de
la aspirina depende de la velocidad con que se forma
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Figura 1. Biosintesis de los productos derivados del dcido araquidénico. Se muestran las rutas principales del metabolismo del
dcido araquidénico. La via catalizada por lipoxigenasas da lugar a una gran variedad de leucotrienos y la via de las ciclooxigenasas
cataliza la formacién de endoperéxidos (PGG y PGH) y productos subsecuentes. La ciclooxigenasa-1 (COX-1) se expresa
constitutivamente. La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es inducible por citoquinas, factores de crecimiento y endotoxinas, efectos que
son bloqueados por glucocorticoides. Algunos compuestos: aspirina e indometacina inhiben la ciclooxigenasa pero no a las
lipooxigenasas; mientras el dcido 5, 8, 14-eicosatetranoico inhibe ambas enzimas. El dazoxiben y el pirmagrel son inhibidores
selectivos de la tromboxano sintetasa. (+) Activacion; (-) inhibicién.

la nueva COX en cada tejido. En la estructura de la
COX-1, la aspirina acetila el residuo de serina 530
con lo cual se impide la unién del dcido araquidénico
al sitio activo de la enzima y con ello se detiene la for-
macién de prostaglandinas. En la COX-2, la aspirina
acetila una serina homéloga que estd en la posicién
516. A diferencia de 1la COX-1, la COX-2 acetilada
cataliza la formacién del dcido 15- hidroxieico-
satetraenoico (15-HETE), compuesto que en el meta-
bolismo normal de los leucocitos se forma a partir del
acido araquidoénico via 15-HPETE y porla accion de
una lipooxigenasa (Fig 1). La ciclooxigenasa plaquetaria
es especialmente sensible a la inactivacion por aspirina,

porque para fines pricticos las plaquetas carecen de la
capacidad de sintetizar proteinas y no pueden regenerar
la COX. De esta manera, en un adulto, una sola dosis
de 40 mg de aspirina puede inhibir la COX durante los
8 a 11 dias de vida de las plaquetas humanas. El efecto
inhibitorio tan fuerte de la aspirina sobre la COX
plaquetaria sucede en la circulacién portal antes de que
la aspirina llegue al higado y sufrala pérdida del acetilo y
se convierta en 4cido salicilico. A diferencia de la aspiri-
na, el cido salicilico carece de actividad acetilante. No
obstante, este ltimo, igual que la aspirina también dis-
minuye in vivo la sintesis de prostaglandinas (3).

Las lipooxigenasas catalizan la otras vias importan-
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TABLA U
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o tubular. En contraste con la aspiri-

CLASIFICACION QUIMICA DE ANALGESICOS, ANTIPIRETICOS Y

AGENTES ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEREODEOS

na, cuya duracidn de su efecto esta
determinada por la velocidad se sin-

‘Derivados del acido salicilico:

Aspirina, salicilato de sodio, diflunisal, acide salicilico,

sulfasalazina y olsalazina.
-Derivados del paracetamol:
Acetaminofen
-Acidos aceticos de indene e indole:
Indometacina, sulindac y etodolac.
-Acidos acéticos de heteroaril:
Tolmetina, diclofenac y ketorolac.
-Acidos arilpropionicos:

Ibuprofene, naproxeno, flurbiprofeno, ketoprofeno, fenoprofeno

Acidos antranilicos (fenamatos):
Acido mefenamico y acido meéclofenamico
-Acidos endlicos:

Oxicam (piroxican, tenoxicam) pirazolidinediones (fenilbutazona

y oxifentatrazona) y dipirona
Alcanonas
Nabumetona

tesis de nueva ciclooxigenasa, la du-
racion de la accion de todos los de-
mds AINES depende de sus propie-
dades farmacocinéticas. General-
mente se dividen en los de vida me-
dia corta (menos de 6 h) y los de
vida media larga (mds de 6 horas).
Ademas, como los AINES son aci-
dos organicos, pueden acumularse
en los sitios de inflamacion, hecho
muy atractivo desde el punto de vis-
ta médico.

A partir del reconocimiento de la
existencia de las isoformas de la
COX han aparecido muchos estu-
dios, que versan tanto sobre la
COX-1 que es la forma constituti-

Tomado de la referencia 1

tes del metabolismo del 4cido araquidénico, la ruta de
los leucotrienos: en un primer paso se agregan o colo-
can grupos hidroxiperoxil en diferentes posiciones de
la molécula del 4cido araquidénico (5, 12, etc.) para
formar hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE). Los
tejidos difieren en su tipo de lipooxigenasa, por ejem-
plo, las plaquetas contienen solamente actividad 12-
lipoxigénica y sintetizan solamente 12-HETE, mientras
que los leucocitos poseen ambas actividades (5 y 12).
Los HPETE son intermediarios inestables, meta-
bolizables por varias enzimas a su correspondiente
hidroxieicosatetraenoico (HETE), ya sea mediante
peroxidasas o por la via no enzimética. El 12-HPETE
sufre un rearreglo molecular catalizado y forma un
epdxido: la lipoxilina. De igual manera el 15-HPETE
produce en los leucocitos un compuesto trihidroxilado:
la lipocina. A partir del 5-HPETE las leucotrieno
sintetasas contindan el metabolismo hacia los
leucotrienos con diferentes actividades bioldgicas.

En la Tabla IT se muestra una clasificacién quimica
de los AINES. La gran mayoria de los AINES pre-
sentados en dicha tabla, en contraste con la aspirina,
son inhibidores reversibles que actiian compitiendo por
el sitio activo de la COX. Los AINES constituidos en
su mayoria por dcidos orgdnicos son bien absorbidos
por via oral, se unen fuertemente a las proteinas
plasmaticas y son excretados por filtracién glomerular

va, como sobre la COX-2, que es
la forma inducida.

La COX-1 se encuentra en casi todas las células,
en las plaquetas resulta esencial para la sintesis de
tromboxano A, que es necesario para la agregacion
plaquetaria. La activacién de la COX-1 determina la
produccion de prostaciclina que es antitrombogénica
cuando se secreta en el endotelio y es citoprotectora
cuando es producida por la mucosa gastrica. La
citoproteccion es extensiva tanto a sustancias exogenas
que dafian la mucosa gastrica como a la produccion
enddgena de jugo géstrico. La inhibicién de la produc-
cion de las prostaglandinas géstricas es considerada
como la causa de los efectos colaterales mds frecuen-
tes y peligrosos debidos al consumo de AINES.

En el rifién las prostaglandinas se sintetizan en la
médula, cortezarenal y en el asa de Henle, e influyen
en la distribucion del flujo sanguineo renal, reabsorcion
de agua y sodio, y en la secrecién de renina.

La COX-2 se encuentra en pequefias cantidades
en pulmones, rifién y membranas fetales, pero su
actividad resulta principalmente de su induccién. La
COX-1 también cambia su expresion pero su activi-
dad solamente puede aumentar 2 a 3 veces, mientras
que la COX-2 aumenta 20 veces durante la reaccién
inflamatoria. Las endotoxinas inducen poderosamente
a la COX-2 en monocitos humanos y en macréfagos



178

AINES selectivos
para COX-1:
aspirina (dosis bajas)

\lnhibidores para/
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para COX-2:
meloxicam
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)

Respuesta inflamatoria

COX-1 constitutiva indometacina COX-2 inducida
piroxicam PGE,, PGl,, TxA, y otros mediadores
diclofenac
ibuprofen

PGE,; PGl TxA,

Protecion Protecion gastrointetinal Inflamacion
gastrointestinal Funcién plaquetaria Funcion plaquetaria
Regulacion del flujo Regulacion del flujo Dolor
sanguineo sanguineo
Funcién renal Fiebre
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Figura 2. Los inhibidores no selectivos de la ciclooxigenasa (COX) inhiben ambas ciclooxigenasas: COX-1y COX-2; simulténea-
mente inhiben fiebre, dolor e inflamacién junto con la funcién fisiolégica de los prostanoides. Los inhibidores selectivos inhiben
preferentemente COX-2 y dejan intacta las funciones de agregacién plaquetaria, formacién géstrica y renal de prostanoides.
PGE,: prostaglandina E : PGL,: prostaglandina L; TXA,: tromboxano A,

de raton in vivo también en macréfagos murinos, en
rata, conejo, y en alveolos humanos. La estrecha rela-
cion entre la respuesta inflamatoria y la induccion de
COX-2 es cada vez mds evidente; con base a estu-
dios en los cuales se emplean citocinas proinflamatorias
y antiinflamatorias se ha podido caracterizar la regula-
cion de la induccion de la COX-2 en forma bastante
acertada; por ejemplo, el interferon y (INF-yy el fac-
tor de necrosis tumoral (TNF) inducen ala COX-2 en
macréfagos, mientras que la citocina antiinflamatoria
IL-10 inhibe su expresion.

Recientemente se ha propuesto una clasificacion
para los AINES de acuerdo con la relacién de sus
efectos inhibitorios sobre las actividades COX-1/
COX-2. Asi, por un lado, existen inhibidores selecti-

vos para la actividad COX-1, y por otro lado, se
tienen inhibidores no selectivos, o bien altamente se-
lectivos, de la actividad COX-2. Con esta clasifica-
cion puede hacerse una prediccién de gran utilidad
sobre los efectos farmacolégicos principales y los
efectos colaterales de los AINES (4) (Fig 2).

Efectos biolégicos de los AINES independientes
de la inhibicion de la biosintesis de pros-
taglandinas.

Los AINES son farmacos con una gran diversi-
dad de efectos biol6gicos muchos de los cuales es-
tan determinados por mecanismos independientes a
la inhibicién de las ciclooxigenasas (6), entre estos
pueden citarse las modificaciones sobre los proce-
sos dependientes de membranas. Tal propiedad de
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los AINES potencialmente explicarfa por ejemplo sus
diversos efectos sobre los componentes de los siste-
mas de transduccién de sefiales. Asi, es posible ob-
servar que cambios en la viscosidad de la membrana
desacoplan la sefializacién de receptores dependien-
tes de la fluidez de 1a membrana; los AINES interfie-
ren con el cambio de GTP/GDP en la subunidad o
reguladora de la proteina G, efecto dependiente del
ensamble de la proteina G heterotrimérica en la bicapa
de fosfolipidos de membrana. También en membranas
aisladas de neutréfilos los AINES bloquean la ADP
ribosilacién de la proteina G, dependiente de toxina
pertusis, e inhiben parcialmente la formacion de
diacilglicerol dependiente de toxina pertusis, resultante
de la activacidn celular (7).

Ademis, los AINES pueden modificar la activi-
dad de las cinasas celulares (8), e inhiben la activi-
dad del factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB),
proteina pivote en el control de la expresi6n de genes
dependientes de citocinas (9). La inactivacién de di-
cho factor por la aspirina también ha sido descrita como
mecanismo protector contra la neurodegeneracion,
segiin datos publicados por Guilli y cols. en 1996 (10).

Mis atin, los AINES pueden inhibir la captacion
de calcio en los neutréfilos; aumentar los niveles
intracelulares de AMPc (11); inhibir la actividad
de la fosfodiesterasa (8): inhibir la actividad de la
fosfolipasa C (12); disminuir los aumentos de
triacilglicéridos (TAG) y substancias reactivas al
icido tiobarbitirico (TBARS) inducidos por una
dosis elevada de etanol (13); actuar como secues-
tradores de radicales libres (14, 15) e inhibir la
produccién de superéxido en neurdfilos estimula-
dos (16).

Varias de las acciones enlistadas son el resultado de
la propiedad de los AINES de antagonizar algunas de
las respuestas inducidas por las hormonas, de manera
que no sorprende que, por ejemplo, antagonicen la
agregacion plaquetaria inducida por la epinefrina (17)
e inhiban la produccién de glicerol resultante de la
lipdlisis estimulada con epinefrina en adipocitos aisla-
dos de rata (18). Si bien para el 4cido salicilico ya
habian sido reportadas algunas observaciones sobre
la proteccién del higado graso inducido por una dosis
elevada de etanol (19), no existian datos sobre el con-
trol de especies reactivas del oxigeno (ROS), medidas
como se dijo, por la reaccion con el acido tiobar-
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bittrico, ni tampoco se habian hecho estudios emplean-
do otros AINES. Es probable que los AINES amino-
ren el dafio hepatico mediante el bloqueo de la des-
carga adrenérgica que ocurre cuando se administra
etanol a la dosis de 5g/kg peso corporal, evitando de
esta manera la lipolisis en tejido adiposo periférico, la
movilizacién excesiva de dcidos grasos hacia el higa-
do, su re-esterificacion a TAGs y la instalacion del hi-
gado graso. Experimentos en relacion al posible me-
canismo estén siendo realizados por nuestro grupo 'y
eventualmente nos permitirdn ofrecer una explicacion
sobre como los AINES evitan el higado graso y el
aumento de especies reactivas del oxigeno inducidas
por una dosis elevada de etanol (18, 20).

Otros estudios indican que los AINES son capaces
de atenuar parcialmente el efecto hipotensor de 1os
agentes bloqueadores de adrenorreceptores o y B
(21). Los AINES también son capaces de modificar
el metabolismo energético. Asi en hepatocitos aisla-
dos los AINES, por mecanismos independientes a la
inhibicién de la COX (22), estimulan la glucogendlisis,
la glucélisis, el consumo de oxigeno e inhiben la
gluconeogénesis. La prostaglandina E tiene varios
efectos sobre la homeostasis de la glucosa y la secre-
¢i6én de insulina. Los mismos efectos pueden ser in-
ducidos por estimulacién o adrenérgica que, se sabe
bien, estimula la sintesis de PGE. Una substancia can-
didato para explicar estos hechos es 1a PGE, porque
los niveles altos de la misma mimetizan muchos de los
efectos de 1a estimulacién o adrenérgica. Es bien sa-
bido que la administracién aguda de glucosa, desen-
cadena la secrecién de insulina en sujetos normales,
este hecho es conocido como respuesta aguda de la
insulina a la glucosa (AIR). La epinefrina es capaz de
inhibir la AIR después de un pulso de glucosa (20 g)
por via intravenosa. Metz y cols. en 1980 encontra-
ron que los AINES tienen la propiedad de restaurar
parcialmente la AIR descendida por la epinefrina y
por otros agonistas o, adrenérgicos (23). El antago-
nismo entre los AINES y los agentes adrenérgicos es
evidente en varias observaciones: los AINES atentian
la respuesta antisecretora a la xilazina, un agonista de
los receptores 2 adrenérgicos en preparaciones de
epitelio de yeyuno de rata (24); reducen los cambios
de presi6n intraocular inducidos por la epinefrina en
el conejo (25); revierten los efectos del bloqueo cro-
nico del receptor B para atenuar la transmision
neurovascular adrenérgica en perros (26). Asi tam-
bién, los agonistas adrenérgicos pueden antagonizar



180

respuestas inducidas por AINES, por ejemplo, la
analgesia inducida con dipirona y flunixin pueden
ser revertidas por atipamezol -agonista o2
adrenérgico- (27). Adicionalmente, en un sistema
completamente diferente, los AINES antagonizaron
el efecto antihipertensivo de los antagonistas de re-
ceptores [3 adrenérgicos. Por tiltimo, es importan-
te comentar sobre los experimentos en roedores y
otros estudios epidemioldgicos que demuestran el
papel protector de la aspirina, indometacina,
piroxicam y sulindac sobre el desarrollo de tumo-
res del colon inducidos por agentes carcinégenos.
Se desconoce el mecanismo de accién, pero pue-
de involucrar la supresién de la proliferacién celu-
lar o la estimulacién de la respuesta inmune debido
al efecto inhibitorio sobre la sintesis de
prostaglandinas. También se han reportado efec-
tos similares en humanos en relacién a la regresién
de pélipos en pacientes con poliposis familiar tra-
tados con sulindac (29). Los datos sobre los efec-
tos inmunorregulatorios de las prostaglandinas y
las acciones inmunomoduladoras de los AINES re-
velan que la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas, por si sola, no puede explicar to-
das las propiedades anti-inflamatorias de estos
agentes. Para el caso de la respuesta inmune y la
respuesta inmune humoral, es probable que la ac-
tividad de los AINES pueda estar relacionada con

la funcién celular supresora, o la inhibicién de la.

migracion y la activacién de los neutréfilos (30).

La amplia variedad de efectos antagénicos pro-
ducidos por los AINES en las respuestas inducidas
por las hormonas hace pensar en forma tentativa
que este antagonismo pueda comprender otras res-
puestas que aun no han sido analizadas.

En conclusién, la accién cldsica de los AINES so-
bre la ciclooxigenasa se ha visto enriquecida con el
hallazgo de 2 isoformas de la COX, la COX-1yla
COX-2, la primera constitutiva que al ser inhibida por
los AINES disminuye la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos y afecta la funcién gastrointestinal,
plaquetariarenal y la regulacién del flujo sanguineo. La
COX-2 es inducible y se expresa en los sitios donde
ocurre la inflamacidn, los inhibidores de su sintesis o
de su actividad abaten la sintesis de prostaglandinas
estrictamente relacionadas con la inflamacion, del do-
lor y la fiebre.

Se consideran aparte otras acciones de los

Zentella de PifiaM y cols

AINES, posiblemente no mediadas por la inhibi-
ci6én de ninguna COX, que incluyen cuatro tipos
de acciones: metabdlicas en general, antagénicas
hacia los agonistas adrenérgicos, promotoras de
la desaparicién de la poza de radicales libres
tisulares y modificadoras de las respuestas
membranales de transduccion de sefales. La im-
portancia de las nuevas acciones de los AINES,
que son las mds relacionadas con el trabajo de in-
vestigacién de los autores, atin no ha acabado de
jerarquizarse.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

TEMA: Cinética enzimatica determind la termoestabilidad de la deshidrogenacién
INACTIVACION TERMICA. con L- y D-lactato. Las mitocondrias de E. gracilis

se incubaron a diferentes temperaturas por los tiem-
Las mitocondrias del protista Euglena gracilis oxidan pos indicados. La actividad de iLDH se determiné
L- y D-lactato por medio de deshidrogenasas espectrofotometricamente, después de la adicion de
membranales que estdn conectadas a la cadena respi- uno de los isdmeros del lactato midiendo la reduc-
ratoria, y son independientes de piridin nucledtidos cién del aceptor artificial de electrones
(iLDH). Con el propésito de distinguir entre (1) la diclorofenolindofenol (DCPIP), siguiendo el cambio
presencia de dos proteinas diferentes que catalizan la en la absorbancia a 600 nm. A continuacién se pre-
misma reaccion pero con isémeros diferentes y (2), sentan las velocidades iniciales a concentraciones
una sola enzima con afinidad para los dos 1s6meros, se saturantes de lactato.

Actividad de L-iLDH 8nmol D CPIP/min/mg prot)

t Act t Act t Act t Act t Act t Act
(min) 45°C (mmn) | 50°C | (mm)| 55°C | (min)| 60°C | (min) | 65°C | (mmn)| 70°C
2 186 1 145 1 193 0.5 175 0.25 177 0.2 232
3 162 2 135 2 61 1 165 0.5 165 0.5 179
4 152 3 84 3 56 1.5 107 0.75 136 0.6 63
5 150 4 99 4 22 2 19 1 78 0.8 15.5
5 87 5 16 2.5 10 1.25 22

3 5

Actividad de D-iLDH (nmol D CPIP/min/mg prot)

t Act t Act| Act | Act t Act t Act t Act t Act
(min)| 55°C [(mmn)| 60°C| 65°C | 70°C|(min)| 75°C|(min)| 80°C |(min)| 85°C |(min)| 90°C
3 390 2 357 | 401 | 275 | 15| 244 | 1 141 | 0.5 | 287 |0.16| 353
6 378 4 | 345 | 353 | 188 S, 42 2 37 1 12 10.33] 367
9 [376.9] 6 329 | 319 | 150 | 4.5 | 22 3 35 ES 8 | 0.5] 349
12 | 376 8 340 | 299 | 149 6 31 4 10 2 6 10.66| 190
15 | 370 | 10 | 327 | 289 | 126 | 7.5 | 20 5 5 2.5 4 10.83] 19

Determinar para los dos isémeros: las constantes de proceso de inactivacidn térmica y calcular la energia
velocidad de inactivacidn térmica para cada tempera- de activacion de desnaturalizacién.

tura. determinar en cuantos eventos se lleva a cabo el
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HORIZONTALES

De 20 carbonos con un anillo de
5 carbonos, entre otras funciones
estimulan la inflamacidn.

Acido graso que es indispensable
en los fosfolipidos de la mem-
brana.

Vitamina D3, de estructura
ciclica similar a la del colesterol,
su deficiencia produce raquitismo.
El 4cido araquidénico es el pre-
cursor de la sintesis de estas
moléculas.

Acido graso saturado
atomos de carbono.
Las de muy baja densidad
transportan a los triacilglicéridos
sintetizados endégenamente.
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La combinacién de esfingosina
con un acido graso.

Presente en la esfingomielina.
Acido graso esencial, al igual que
los dcidos linoleico y linolénico.
Al esterilizarse con tres dcidos
grasos, constituye el almacén de
energia mds abundante en los
mamiferos.

Acido que se asocia con CDP-
colina para formar un tipo par-
ticular de fosfolipidos.

Vitamina liposoluble que protege a
lamembrana de los radicales libres.
Sustancias derivadas del acido
fosfatidico, son la reserva mas
importante de colina.
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Yolanda Saldafia Balmori

Grupo funcional presente en los aci-
dos grasos.

El célico y desoxicolico forman parte
de este grupo de 4cidos.

Grupo heterogéneo de sustancias que
son solubles en solventes no polares.
Acidos que son liquidos a temperatu-
ra ambiente cuando tienen dos o mas
dobles ligaduras.

Acido graso de 18 carbonos, una do-
ble ligadura y no es esencial.

VERTICALES

Formado por esfingosina, un 4cido graso y
un azicar que puede ser glucosa o
galactosa.

Patologia debida al aumento de lipidos
corporales.

Lipoproteinas de gran tamafio que
transportan a los lipidos de la dieta
desde el intestino hasta el higado y
tejido adiposo.

Molécula cuya oxidacién produce la
mayor cantidad de energia en el or-
ganismo.

Las vitaminas A, D, E y K son com-
puestos derivados de este tipo de es-
tructura.

Derivado de la oxidacién tanto de los
carbohidratos como de los lipidos.
Son moléculas en las que una parte es
hidréfoba y la otra es hidréfila.
Dentro de este grupo de lipidos se
encuentran los icidos biliares, el cor-
tisol y las hormonas sexuales.

Acido graso insaturado de 18 dtomos
de carbono y tres dobles ligaduras.
Precursor de hormonas cortiosupra-
rrenales y sexuales.

Vitamina que puede producir un com-
plejo con la opsina, denominado rodo-
psina.

De 16 carbonos, presente en todas las
grasas animales y vegetales.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTAS:

Ellogaritmo de las velocidades obtenidas a las diferen-
tes temperaturas se grafican vs el tiempo al cual se tom6
la muestra como se muestra en la primera grafica, de
acuerdo con la ecuacion: log v=log v - (k, 1/2.303)de

esta forma, se obtiene una constante de velocidad de
primer orden (k, ) apartir del valor de la pendiente.

60°C

Log actividad (nmol/min/mg)

5 8 10 12 14
tiempo(min)

Para determinar el nimero de eventos en que se
lleva a cabo la inactivacién térmica de la L- y D-
iLDH, se grafican los valores obtenidosde k, _vs
la temperatura a las que fueron calculadas. En la
parte superior de la segunda figura se observa cla-
ramente que la inactivacién de ambas iLDH es un
solo proceso, se dice entonces que es un proceso
monotonico. Ademds con este grifico se observa

que la actividad de D-iLDH es mucho mds resisten-

te a la temperatura que la actividad de L-iLDH, lo
que indicala presencia de dos enzimas.

Para obtener el valor de la energia de activacion
(Ea) para la desnaturalizacién térmica, se grafica
el logaritmo de la k,_vs el inverso de la
temperatura absoluta, de acuerdo con la ecuacién
de Arrhenius:

® L tDH
O D4LDH
¢ f
/
3 /
.’f
8 2- /
= g
X " /

0- B o o —o—

50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

IOQ k inac

00028 00029 00030  0.0031
11T (K1)

log k.. =-(Ea/2.303R) (1/T) + log k, donde Ea
es el valor de la pendiente multiplicado por la cons-
tante de los gases R (1.9872 cal/mol K) y por
2.303. Notese que para la D-iLDH, sélo se
consideraron los valores de k. de las tempe-
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raturas mas altas, ya que como se observa en
grafica superior de la segunda figura, la inactivacion
se observa hasta los 80°C.

Los valores de Ea fueron de 44 y 55 Kcal/mol
parala L-iLDH y D-iLDH respectivamente. Es-
tos datos apoyan la presencia de enzimas especi-
ficas para cada isémero y descarta la posibilidad

185

de una sola enzima con especificidad para los dos
isémeros
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) IV SIMPOSIO
ESTRES OXIDATIVO EN BIOMEDICINA

Julio 16-18, 2001, Ciudad de La Habana, Cuba

INVITACION

El Comité Organizador del IV Simposio Internacional de Estrés
Oxidativo en Biomedicina, tiene el placer de invitarle a participar
en nuestro evento que tendr4 lugar en el Centro de Investigacio-
nes Biomédicas “Victoria Girén” del 16 al 18 de julio del 2001.

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) por medio de sefia-
les redox intervienen en diferentes procesos bioldgicos mediante
la estimulacién de mecanismos de transduccidn.

Estas especies activan segundos mensajeros intracelulares y
estdn intimamente relacionadas con la biosintesis de citoquinas
que se convierten en sefiales de comunicacién intercelulares de-
terminantes para el desarrollo de la respuesta inflamatoria.

En estos dias de intercambio cientifico se impartirdn confe-
rencias y se realizardn presentaciones orales y de carteles.

Los principales topicos que se desarrollardn son:

*  Mediadores de la comunicacién intercelular y la respuesta
oxidativa.

Apoptosis.

Respuesa inflamatoria sistémica.

Mecanismos regulatorios de la rspuesta oxidativa.

Estrés oxidativo y enfermedad.

Endotelio, oxidacién de LDL y ateroesclerosis.
Antioxidantes como moduladores de la respuesta oxidativa.
Piel: ;Blanco o generador de estrés oxidativo?

Estrés oxidativo y envejecimiento.

¥ O K X KX ¥ K ¥

Inscripcién

*  Meédicos especialistas y otros profesionales 50.00
*  Meédicos residentes y reserva cientifica 30.00

No. de cuenta: 012421110391048
CUPON DE INSCRIPCION

Nombre y apellidos
Institucién,
Direccién
Teléfono
Fax
Email
Tipo de participacion:
Conferencia Cartel

Mesaredonda

Presentacion oral
Sélo participar
Alojamiento

El Comité Organizador estard muy gustoso de contar con su
participacion.

Enviar resumen y articulo antes del 31 de enero del 2001.
Fecha limite de inscripci6n sin recargo.

Envie tres copias del resumen en papel y una del articulo com-
pleto en soporte informdtico de 3.5 pulgadas utilizando Microsoft
Word (Times New Roman 10).

La extension méxima serd de ocho cuartillas para los trabajos
originales, 12 las revisiones y cuatro las comunicaciones breves e
informes de casos, incluidas las tablas y figuras.

La primera pigina contendrd el nombre de la institucion que
auspicia el trabajo, el titulo que no excederd las 15 palabras,
nombres y apellidos completos de todos los autores ordenados
segiin su participacién, grado cientifico y categorfa docente o
investigativa mds importante de cada autor.

La segunda pdgina incluird un resumen informativo de 150
palabras, como méximo, contentivo de los propésitos, procedi-
mientos empleados, resultados mds relevantes y principales con-
clusiones del trabajo al igual que cualquier aspecto novedoso.

Las referencias bibliograficas deben cumplir con las normas de
Vancouver.

Los resultados y discusién deben presentarse separados. Las
tablas, modelos y anexos no se intercalardn en el articulo.

Fecha limite de inscripcién 31 de mayo del 2001 con
recargo del 20 por ciento.

Coauspiciadores: .

CIREN

CIS LA PRADERA

CQF, IFAL, CENATOX, CIO, CNIC.

Para mayor informacién contactar a:

Dra. Niurda L16piz Janer. Sec. Comisién Cientifica
ICBP “Victoria de Girén”. 146 No. 3102, Cubanacin,
Playa 11600, Ciudad La Habana, CUBA

Fax: 537337853

Email: niurka@giron.sld.cu
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SOCIEDAD MEXICANA DE BIOLOGIA
DEL DESARROLLO, A C

CONVOCATORIA

- .La Socledad Memcana de Blologla del Desarrollo (SMBD) invita a los integrantes de la comuni-
 dad clentlfica que realizan trabajo de investigacién y difusién sobre toplcos relacionados con esta
~ 4rea, en México o fuera del pais, a incorporarse como socios numerarios, correspondjentes, hono-
. '_‘ranos o estudlantes de acuerdo con los siguientes requisitos:

I Presentar por escrito su solicitud de admisién acompaia-
da de su curriculum vitae y por dos cartas de apoyo extendi-
das por socios numerarios de la SMBD. En estas cartas, los
firmantes deberan expresar claramente que les consta el inte-
rés del candidato por el estudio, investigacién y difusién del
conocimiento relacionado con la Biologia del Desarrollo. Tam-
bién debe estipularse que los candidatos conocen y se com-
prometen a observar los estatutos de la SMBD.

1. Para incorporarse como socio numerario se requiere
ademads:

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

b) Haber publicado dos o mas articulos de investiga-
cion sobre algln tema relacionado con la Biologia
del Desarrollo durante los dltimos cinco afios ante-
riores a su solicitud.

. Se podrén incorporar a la SMBD en calidad de socios
correspondientes, los solicitantes extranjeros que se en-
cuentren trabajando en una institucion fuera de la Reptibli-
ca Mexicana y que cumplan con los requisitos arriba sefia-
lados (I y II). También podrdn incorporase en esta categoria
los solicitantes extranjeros que realicen o hayan participa-
do internacionalmente en labores editoriales en revistas de
prestigio en esta disciplina o hayan desarrollado una labor
significativa en sociedades internacionales de disciplinas
afines a la misma.

IV. También se podrin integrar a la SMBD como socios ho-
norarios, aquellas personas retiradas o jubiladas que realicen
actividades administrativas, editoriales relativas a la docencia,
investigacién o la difusién de la Biologia del Desarrollo o dis-
ciplinas afines. En este caso, los candidatos deberdn ser pro-
puestos por 10 socios, de los cuales cuando menos 6 deberdn
ser socios numerarios, que indiquen la conveniencia de la in-
corporacion del candidato a la SMBD. La propuesta debera
acompafarse del curriculum vitae del candidato.

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

parte de la SMBD como socios estudiantes. También podrin
incorporarse en esta categoria aquellos estudiantes que se
encuentren realizando su tesis de licenciatura sobre algun
topico relacionado sobe la Biologia del Desarrollo. Los soli-
citantes deberdn acompafiar su solicitud de una Constancia
actualizada de su situacién académica y de un resumen 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 Comisién de Membresfa. El presi-
dente y el secretario de esta Comisién presentardn por es-
crito sus recomendaciones a la Mesa Directiva de la SMBD.
que a su vez las presentara a la Asamblea de Socios para su
aprobacién. La decision de la Asamblea serd comunicada
por escrito al solicitante y a sus proponentes por el Presi-
dente y el Secretario de la Mesa Directiva de la SMBD.

La Comisién de Membresia en turno estd integrada por:

Dra Raquel Trejo Albarrin

Presidenta de la Comisién de Membresia y Vicepresidenta
de la SMBD. Unidad de Investigacién Médica en Enfer-
medades Oncoldgicas, Hospital de Oncologfa, CMN-SXXI.
Av. Cuauhtémoc 300, Col Doctores. CP 06725. México,
DF. Tel: 5627-6900 ext 4323 Fax: 5671-0952

Dra Graciela Meza Ruiz

Departamento de Neurociencias. Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM. Circuito Exterior de Ciudad Universita-
ria. 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 Gémez Aguirre

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

Meéxico, D.F., 3 de mayo de 2000.
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IV Congreso Nacional
- de Biologia Molecular
‘en Medicina

- Que se llevard a cabo durante la Reunion sobre
- Genéticay Biomedicina Molecular 2000

‘Del 15 al 21 de octubre de 2000, f

en Monterrey, N L
Tépicos: 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/ambmmy/

. Comlte Dlrectwo _
- Vicente Madrid Marina,
Depto Biologia Molecular, CISEIL INSP
Cuernavaca, Morelos MEXICO
Fax: (73) 17- 5485 -
correo electrénico: vmarina@insp3.i msp mx

Dr Alejandro Garcia Carrancd,
- Depto de Biologia Molecular, Inst de
~ Investigaciones Biomédicas, UNAM
- - Meéxico, DE. MEXICO, Fax: (5) 622-38-91
:' _correo electrénico: carranca @servidor.unam.mx

Dr José Moreno,
Lab de Inmunologia, IMSS, Centro Meédico
~ Nacional Siglo XXI. México, D.F. '-
MEXICO, Tel: (5) 627-69-00 ext: 1608

~ correo electrénico: moreno@mail.internet.com.mx

~ Comité Local
- Dr Hugo Barrera Saldaiia,
':_ Depto de Bloqumuca ULIEG, Fac Med, UANL
Monterrey, NI MEXICO '
- Fax: (8) 300-4173 -
: correo elecu‘omco hbanera@uam -

D:ra Cnstma Rodnguez Padxlla

Lab de Inmunobml y Virol, Fac Biol, UANL : -

- Menterrey, NL, MEXICO
- Fax (8) 352 42~12
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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:
1. Endonucleasas de Restriccion
- Estructura y Bioquimica.
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 Replicacién del ADN.
6. Estructura Funcion y Mecanismos de
Reaccion de Topoisomerasas.

7. Endonucleasas
- Evolucién y Nuevas Actividades.

Inscripcidn: 200 délares (USD) antes
del 15 de septiembre de 2000.
Fecha limite para la recepcion de restimenes:
15 de septiembre de 2000.

Mas informacion en la pagina electrénica del
Indian Institute of Sciences:
http://biochem.iisc.ernet.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



XXIII Congreso Nacional de la
Sociedad Mexicana de Bioquimica, A C

Acapulco, Gro

DEL 19 AL 24 DE NOVIEMBRE DEL 2000
PROGRAMA PRELIMINAR DEL CONGRESO

BEB 19(3):192

DOMINGC 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 Bioenergética 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 Neuroguimica Relacién Toxicologia
C Simposia Fermando para Invest Ricardo Tapia industria- Guillermo
| Plenarios Bastarrachea Gladys Faba investigacién Elizondo
0 Sergio Estrada-
N Orihuela
E
S 13:00-16:00 COMIDA
Genética | Biog. Fisiol. Genética ll Biog. Fisiol.
16:00-18:00 Carmen Gémez Micro. | Juan. P. Miguel Gémez Micro. Il Mireya
Laclette de la Garza
Simposia o3}
Est. Fun. Des. Dif. Cel. | $ Est. Fun. Des. Dif. Cel. Il
Simultaneos Membra. | Alfonso 5 Membra. Il Dr. Luis Miguel
Isabel Baeza Cérabez bq, Luis Gonzalez Salgado
Est. Fun. Macro | | Inmunologial /\(F Est. Fun. Macro Il | Inmunologia ll
Arturo Rojo Iris Estrada -Juan Luis Rubén Lépez
Rendén
Metabolismo | Trans. Sin. Trans. Sin. Neuro. |
Victoria Neuro. | Metabolismo Il Mauricio Diaz
Chagoya Sergio Sanchez Marco A. Juarez | Mufioz
Inauguracién 18:00-18:30 CAFE
Conferencia Carteles Carteles Carteles Carteles
Inaugural 18:30-23:00 NONES NONES PARES PARES
Dr. Armando
Gomez Puyou
17:00-18:00 Sesionde
Negocios
Recepcion de 20:00221:00
18:15-19:.00

Cena-clausura
22:00
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EL COMITE ORGANIZADOR DEL
XXIll CONGRESO NACIONAL DE BIOQUIMICA
MESA DIRECTIVA 1999-2001

Dr Edmundo Chavez Cossio,
Tel: 5573-29-11; Fax: 5573-09-26;
echavez @cenids.ssa.gob.mx

Dr Federico Martinez Montes,
Tel: 5623-21-68, Fax: 5616-24-19,
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 Soberén Chavez
Tel: (5) 6227629/ 6227634, Fax: (73) 172388
correo electrénico: gloria@ibt.unam.mx

DUDAS O COMENTARIOS

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

Para informacion, visite la pagina en Internet de la Sociedad
Mexicana de Bioguimica en la siguiente direccidn:

http:/fifcsun1.ifisiol.unam.mx/smb/
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XX Congreso
Latmoamerlcano

de
Fisiologia

Del 3 al 7 de septiembre de 2000,

~ en la ciudad de Canciin,
- Quintana Roo, México.

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

1. Podran participar estudiantes de cualquier nivel de
escolaridad.

2. Un autor sélo puede presentar un trabajo.

3. Los trabajos deben presentarse a tinta, en blanco y
negro, en un tamafio maximo de 20 x 30 cm, conside-
rando que sera reducido a un tamafio de 4 x 4 cm.

4. Elresultado se dard a conocer viatelefénica o fax a
partir del 28 de agosto de 2000.

5. El mejor trabajo elegido por el Jurado obtendré un
premio de $5000.00 (CINCO MIL PESOS).

6. El ganador cederd sus derechos a la Sociedad y el
trabajo serd el logotipo de la misma.

7. Los trabajos no seleccionados se devolverén a so-
licitud de los interesados.

8. Los trabajos deberdn ser enviados con un seuddni-
mo. En sobre cerrado se enviara la infor-
macién completa del (los) autor (es) (nombre,

direcciodn, teléfono, constancia de estudiante, etc.).

BASES

10.

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 Convoca al Concurso de elaboracién del Logotipo de la Sociedad, bajo las siguientes

El sobre rotulado con el seudonimo debera ser en-
viado o entregado personalmente a:

Dr Julio Morén y/o Dra Rocio Salceda
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Circuito Exterior S/N
Ciudad Universitaria
CP 04510 México, DF

Esta convocatoria entra en vigor a partir de la fecha
de publicacién y tendra como limite para la recep-
cién de trabajos el 31 de julio de 2000.

Cualquier punto no previsto en la presente convo-
catoria serd resuelto por los organizadores y los
miembros del Jurado.

Meéxico, DF, a 15 de mayo de 2000.
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A LOS LECTORES DEL BOLETIN DE EDUCACION
BIOQUIMICA ha

DONATIVO ANUAL 2000

E1BEB esta en su décimo noveno afio de publicacion y debido alas condiciones econdmicas imperantes
en México, nos permitimos solicitarles de la manera mas atenta, el envio de un donativo extracuotas de
$200.00 (doscientos pesos), que hard posible continuar conlaelaboracion y distribucién del volumen 19 de
nuestro Boletin.

El donativo puede hacerse mediante un depdsito bancario alacuenta nimero 1153813-9 de Bancomer,
o de un giro bancario a nombre de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A C.

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

Atentamente
El Comité Editorial

INTERESADOS EN PERTENECER A LA ASOCIACION
MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A €

Para quienes deseen formar parte dela Asocmcmn Mexicana de Profesores de Bioquumca AC,
~ les recordamos que de acuerdo al articulo 36° de los estatutos que rigen a la Asociacion, los candi-
~ datos deberdn ser profesionales que cjerzan la docencw de bioquimica en cualqu1er centro de educa-
_-"c10n a part1r del nivel medxo superlor L - . -

Los 1nteresados en ser nuembros numeranos de nuestra Asociacion deberan nVIar una carta
solicitando su ingreso a la Asociacién junto con su cumculum vitae. Esta solicitud deberd ir acom-
pafiada por dos cartas de apoyo de dos miembros numerarios. Cada solicitud serd ‘evaluada por la
Comisién de Admisién que se retine una vez al afio y emite su dictamen que serd hccho pubhco

~ durante 1a sesién regular de negocios que se realiza durante el Congreso de la A
~ ser aceptado no es necesario hacer pago alguno en referencia a la membresia.
- mlembro que pueda apoyar su sohcltud haganoslo saber y enwe su sohcltud aI -

i ‘Dr A]ejandro Zentella :

- Apartado Postal 70-243
- México DF 04510 Mexmo
. Fax: 5622 S0l - ' -
Correo electmmco azentell@lfcsunl 1f15101 unam mx e
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CORRESPONSALES DEL BOLETIN DE EDUCACION
o BIOQUIMICA .

Si eres miembro de la Asociacién Mexicana de Pro-
fesores de Bioquimica, A C o suscriptor del BEB y
vives fuera de la Ciudad de México, te invitamos a
que seas corresponsal nuestra revista en el sitio don-
de radiques.

Nos interesa contar con corresponsales adscri-
tos a las Instituciones de Educacién Superior en
todos los estados de la Repitblica, asi como en
lugares de Centro y Sudamérica, Espana y otros
sitios en donde el BEB sea leido.

También nos interesa conocer y publicar las no-
ticias 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 Editorial,
que es el que nos rige, hay un apartado pa-
ra esta actividad, mismo que a continuacién se
transcribe:

5.DE LOS CORRESPONSALES

5.a) Los corresponsales del BEB son profe-
sores 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 Educacién Superior de la
Republica Mexicana, Centroamérica, Sudamérica
y otras regiones de habla hispana.

5.b) Uno de los editores se encargard de la
coordinacién de los corresponsales y de la co-
municacién con ellos para lograr que los objeti-
vos se cumplan. El puesto serd rotatorio y se cam-
biara cada dos o cuatro afios, de acuerdo con el
Comité Editorial.

5.¢) La proposicién de corresponsales se
har4, mediante documento firmado por cuando me-
nos dos de los editores, que se acompaiiara con el
Curriculum Vitae del candidato propuesto.

5. d) Ladiscusién 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 debera
contar con la aprobacion por consenso de los miem-
bros del Comité Editorial.

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

5. g) El Comité Editorial dard el crédito co-
rrespondiente a los cone%ponbales en la revista
en el formato que el propio Comité decida.

5.h) La salida de 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 rele-
vantes 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.¢) Colaboracién en la promocién, difusion
y distribucién del BEB entre los miembros de su
comunidad.

5.1.d) Colaboracién en las promociones de fi-
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 jun-
to con una critica a los nimeros 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.fmedic.unam.mx

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

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

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

1)

2)

3)

4)

I.ARTICULOS DE REVISION

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

Eltrabajo debe iniciarse con el titulo del articulo, nombre de los
autores, iniciando por nombre propio completo y marcado como
pie de nota, la afiliacién del o los autores (por ejemplo: depar-
tamento e institucion), domicilio, codigo postal, ciudad, estado,
pais, teléfono, fax y correo electronico en caso de tenerlos. Si
el titulo del trabajo es largo, debe incluirse cuatro renglones mds
abajo, untitulo breve con un méaximo de 60 caracteres, incluyen-
do los espacios, para insertarlo como cabeza de pdgina.

Se deberd incluir unresumen en idioma espafiol y unoen inglés,
de mds o menos diezrenglones, que irdn seguidos por conjuntos
de tres a seis palabras clave.

Se sugiere un maximo de quince referencias, tanto especificas
como de lecturas recomendadas, numeradas entre paréntesis
en el texto de forma progresiva conforme vayan apareciendo.
Cada una debe contener: nombres de los autores, afio de
publicacién entre paréntesis, titulo del articulo, nombre oficial de
la revista abreviado como aparece en el Current Contents,
niimero del volumen en cursivas y antecedido por dos puntos el
nimero de la primera y dltimas 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 participacién enla prevencién de ciertas
patologias. Bol Educ Bioq 74:12-17.

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 Litd, pp 81-104.

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

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

5) Se aceptardn como mdximo seis ilustraciones, figuras mds

6)

7)

D

2)

3)

4)

tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel albanene
con tinta china o bien impresiones ldser o presentarse como
fotografias en blanco y negro sobre papel brillante, cuyalocali-
zacion deberd estar sefialada en el texto. La limitacién en el
nimero de figuras, de tablas y de referencias, obliga a los
autores a que se seleccionen aquellas que sean realmente
importantes e informativas. Las figuras se deberdn numerar con
ardbigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los pies de
figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte. Se deberd
considerar que las figuras y las tablas se reducirian de tamafio.
aproximadamente alamitad o aun cuarto delas dimensiones de
una hoja carta; las letras y nimeros mds pequefios 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 piginas.
Las abreviaturas poco comunes que se utilicen en el texto
deberdn enlistarse en la primera pdgina.

Serecomiendarevisar los niimeros recientes para familiarizarse
con el estilo de la revista.

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado:
desde restimenes de articulos interesantes, relevantes o signi-
ficativos, informacién de tipo general, avisos de reuniones
académicas y cursos, bolsa de trabajo, etcétera.

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

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

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

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

El disco y las tres copias de los manuscritos se deberidn
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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