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RETOS Y PERSPECTIVAS PARA LA ACTUAL
PRESIDENCIA DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.

La historia

Durante el VIII Congreso de la Asociacién Mexicana
de Profesores de Bioquimica, A.C. (AMPB, A.C.), en
agosto de 2000, un servidor fue elegido para ocupar
la Presidencia de la Mesa Directiva de la Asociacién.
Por supuesto que fue una agradable noticia el conocer
el resolutivo de la asamblea, pues ademads de ser un
honor, representa una oportunidad para trabajar en
favor de la docencia y de la difusion de la Bioquimica.
No oivido que el puesto conlleva el compromiso de
mantener, y de ser posible superar, el ritmo de trabajo
alcanzado por las Presidencias y de las Mesas
Directivas que me preceden, las que con su
dedicacion han logrado cristalizar y consolidar dos de
los objetivos de la Asociacién: la difusién de material
docente actualizado, mediante la publicacién del
Boletin de Educacién Bioquimica (BEB); y la
realizacién del Congreso de la AMPB, A.C., un foro
de andlisis y discusién de los problemas inherentes a
la practica docente. Ambas tareas han sido el fruto
de numerosos esfuerzos, por parte de las mesas
directivas, de los comités editoriales, de los asociados
y del apoyo institucional que ha recibido la Asociacion.

Los retos

—Tratar de incrementar en dos afios, los logros
anteriormente descritos, representa un reto de gran
magnitud, el cual dificilmente podrd superarse sin la
ayuda de sus asociados y de la asesoria de las mesas
precedentes, La praxis indica que asi han funcionado
varias asociaciones, v. gr., el Vicepresidente de la
mesa previa pasa a ser el Presidente de la siguiente
mesa. En el articulo décimo segundo de los estatutos
de 1a AMPB se indica que “El Presidente de la Mesa
Directiva serd elegido por los socios de Niimero en
una Reunién de Negocios Ordinaria, la cual se llevara
a cabo cada dos anos, durante la celebracion del
Congreso de la Asociacién. Para ello, el Consejo
Directivo convocara a los Asociados al registro de
candidatos por lo menos con seis meses previos a la

fecha de reunién”. La propuesta de que uno de los
candidatos a ocupar Ia Presidencia sea el
Vicepresidente no se contrapone a lo referido en el
citado articulo; por el contrario. proporciona

ipso facto al primer candidato, entre otros posibles.

—La comunicacién oportuna entre los asociados ha
sido un gran reto. Actualmente la AMPB, A.C. se
comunica con sus asociados mediante el BEB, cuatro
veces al afio; y a través del correo electrénico del
mismo: beb@laguna.fmedic.unam.mx. No obstante,
es deseable abrir méds caminos de comunicacién. Para
facilitar la comunicacion expedita y oportuna entre
los colegiados, se puede aprovechar las ventajas del
correo electrénico. En la actualidad ya no es
necesario tener una computadora para obtener una
direccion electrénica gratuita. Es suficiente con
acudir a un servicio piblico de internet y solicitar,
entre los muchos prestadores de servicios (v.gr.,
hotmail, yahoo, correoweb, aol, entre otros) una
cuenta gratuita de correo electrénico, la cual puede
ser consultada desde cualquier computadora
conectada a internet. Cualquier notificacién de la
AMPB, A.C., asi como la Convocatoria para ocupar
la Presidencia de la misma, podrin ser enviadas con
oportunidad a las direcciones electrénicas
incorporadas a la base de datos actualizada.
Préoximamente, la Asociacion dispondra de una
direccion electronica y de una pagina web, mientras
tanto, exhorto a todos los asociados y a los
interesados en pertenecer a ella, a mandar sus datos
a mi direccion electrénica: majo@bq.unam.mx
majo@servidor.unam.mx

—La actualizacidn de los datos de 1a membresia es
igualmente un enorme reto, para ello es necesario
establecer un mecanismo periddico de actualizacién y
verificacion de la base de datos. En la pdgina web de
la AMPB, A.C. se podra verificar, y en su caso
solicitar su correccion, del listado de la membresia.
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Durante el XXIII Congreso Nacional de la Sociedad
Mexicana de Biogquimica (SMB), realizada en
noviembre de 2000, la nueva mesa directiva de la
AMPB, A.C. difundié entre los investigadores
asistentes al Congreso un triptico informativo de las
actividades de 1a Asociacién, solicitando nos lo
regresaran en caso de estar interesados en dichas
actividades. La respuesta al triptico por parte de los
investigadores, pero no asi de la mesa directiva de la
SMB, fue pobre, lo que nos sugiere que debemos
redoblar esfuerzos para fortalecer la membresia.

—Para afrontar el reto de fortalecer la membresia, se
invitard a profesores y alumnos de las diferentes
instituciones educativas del pais a pertenecer a
nuestra Asociacion, asi como a contribuir en sus dos
principales actividades de difusion, el BEB y el
congreso anual de la Asociacion.

El BEB ha mejorado constantemente, tanto en la
regularidad como en la calidad de sus publicaciones.
Lo anterior no es fortuito. Es el resultado de la ardua
labor editorial y del apoyo generoso de los
investigadores que contribuyen con sus manuscritos,
asi como de los apoyos institucionales que ha recibido
principalmente por parte de la UNAM, entre otros, y
recientemente de la Sociedad Mexicana de Bioquimica.

—Fortalecer al BEB significa, nuevamente, un magno
reto, implica proporcionarle seguridad econdmica,
incrementar el ntimero y calidad de las
contribuciones, darle mds versatilidad a las
comunicaciones (v.gr., cartas al editor, criticas
académicas a los trabajos publicados, establecer
vinculos con otras sociedades académicas y de
difusién, y muchas otras formas que los lectores y
asociados nos puedan sugerir), darle mayor difusion
entre las diferentes bibliotecas de las instituciones
educativas del pais y, en lo posible, en instituciones
del extranjero, ademas de la posibilidad de consultar
en linea una seleccién de los articulos ya publicados.

El Congreso anual de la AMPB, A.C. es la actividad
que se ha desarrollado con menor solidez, a pesar de
los enormes esfuerzos invertidos. Es cierto que en el
Congreso de la Asociacion caben las exposiciones
referentes a las experiencias docentes, pero también
se espera que el Congreso sirva como un foro de
andlisis vy discusion de los problemas inherentes a la
préctica docente. Las presentaciones no deben quedar
en el dmbito descriptivo, deben alcanzar los niveles
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analitico y prospectivo. La investigacién educativa no
ha fertilizado suficientemente el campo de la
Bioquimica y los investigadores bdsicos, aunque
contribuyen escasamente en la difusion de la Ciencia,
sOlo participan modestamente en la investigacion
educativa. En palabras del Ing. Parada, nuevo
director del CONACYT, al referirse a la difusion de
la Ciencia menciond: “Otro gran reto es hacer que el
tema de la ciencia y la tecnologia sea un tema de la
sociedad, no sélo de una élite; un tema de la sociedad
en general, por lo cual creo que tenemos que
incorporar estos temas, a los programas de
educacion, desde los de educacion bésica, y
emprender una campafa de difusién de la ciencia y la
tecnologia en los medios, en la prensa. Creo que
tenemos como reto principal que la sociedad se
apropie del tema de ciencia y tecnologia y no sélo
nuestra comunidad cientitica y tecnoldgica.”

—El reto de hacer del Congreso de la AMPB, A.C.

un foro de excelencia académica implica un cambio
de actitud no sdlo de los organizadores, sino también
de los participantes, estar dispuestos a trabajar en pro
de la docencia; conjuntar esfuerzos entre los
miembros que realizan investigacion basica y los que
realizan investigacion educativa. Igualmente
importante, es el sensibilizar a los érganos colegiados
(v.gr., SNI, Consejos Técnicos, entre otros),
encargados de evaluar las actividades académicas, de
la importancia y trascendencia del mejorar la labor
docente. Pasemos del discurso a la practica, demos
pues una mejor vida académica al Congreso de la
AMPB.

Las perspectivas

La perspectiva académica del la AMPB es infinita,
pero depende en gran medida de la actividad y
creatividad de sus asociados. El impacto que pueda
tener la AMPB en el futuro de la ensefianza de la
Bioguimica en el pafs, descansa no solamente en la
actividad de las Mesas Rirectivas, sino también en la
respuesta de sus asociados. Es por eso que invito a la
membresia y a nuestros amables lectores a unir
esfuerzos en pro de una vida colegiada activa, que le
dé liderazgo a nivel nacional y la proyecte a nivel
internacional, ya que éste es el gran reto.

Marco Antonio Judrez Oropeza,
Presidente.

Departamento de Bioquimica.
Facultad de Medicina, UNAM
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LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA
Y SU RELACION CON LA REGULACION
DE LA EXPRESION GENETICA

Félix Recillas Targa. Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologfa Celular, Universidad Na-
cional Auténoma de México, Apartado postal 70-242. C. P. 04510, México, D. F. Fax: 5622-5630. Cotreo
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RESUMEN

El ADN de las células eucariotes interacciona con
proteinas basicas conocidas como histonas para
formar el nucleosoma. A este conjunto de protei-
nas y ADN se define como cromatina. En los pasa-
dos 10 afios han ocurrido avances significativos en
el entendimiento del efecto de la estructura de la
cromatina en la modulacién de la expresion gené-
tica. La estructuracion del ADN en cromatina, fa-
vorece su compactacion y posibilidad de ser con-
tenido dentro del niicleo celular, pero al mismo
tiempo genera un obsticulo estructural para la ma-
quinaria de transcripcién, duplicacién, recombina-
cion y reparacién del ADN. La expresion eficiente
y ordenada de un gen se lleva a cabo en el contex-
to de la cromatina, siendo éste uno de los niveles
primarios de regulacion. Los cambios postraduc-
cionales de las histonas que forman al nucleosoma,
los complejos de remodelaje de la cromatina y la
metilacién del ADN, entre otros, forman parte de
esta regulacién. Todos estos cambios ocurren en
contextos cromosomicos bien definidos, conoci-
dos como dominios.

PALABRAS CLAVE: nucleosomas, cromati-
na, acetilacion, remodelaje, metilacion, dominios.

ABSTRACT

In the last decade the impact of chromatin struc-
ture on gene activity has become increasingly ap-
parent. Chromatin is defined and composed by a
repetitive element known as the nucleosome that
consist of an octamer of histones. The packaging
of the genetic material into chromatin allows the
compaction of DNA into the nucleus generating
an obstacle to different but related regulatory pro-
cesses as transcription, replication, recombination
and DNA repair. Chromatin remodeling is required

as one of the first steps to coordinate regulation of
distinct regulatory events. Postranslational histone
modifications, chromatin remodeling complexes,
methylation and others have direct implications on
gene expression. Such modifications take place in
a remodeled and active chromatin domain where
the overall chromatin structure favor the optimal
regulation of gene expression.

KEY WORDS: nucleosomes acetylation, re-
modeling complexes, methylation and chromatin
domains.

INTRODUCCION

El ADN contenido en el nicleo de una célula
eucariota tiene la informacién genética necesaria
para la formacién y desarrollo de un organismo.
El conjunto de proteinas (conocido como croma-
tina) que interaccionan con el ADN permite dis-
tintos niveles de compactacidén. Gracias a esta
compactacion, de dos a cuatro metros de ADN
pueden ser contenidos dentro de un nicleo de 10
micras de didmetro. Sin embargo, esta compac-
tacion del ADN también trae como consecuencia
una cierta inaccesibilidad del ADN para la ma-
quinaria transcripcional. Para que un gen o grupo
de genes puedan ser expresados de manera co-
rrecta en tiempo y espacio, se necesita un sistema
de regulacion que ejerza su influencia a distintos
niveles. Uno de los niveles de organizacién mas
tempranos, es aquel que favorece una reorgani-
zacion estructural de la cromatina. Para ello, la
cromatina debe llevar a cabo continuamente
eventos de compactacién y descompactacion, or-
ganizacion y localizacién muy precisa dentro del
nicleo. Durante muchos afios la comunidad cien-
tifica habfa considerado la regulacién de la ex-
presion genética y la estructura de la cromatina
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como dos campos de investigacion independien-
tes. Hoy en dia, resulta claro que para poder en-
tender como se regula la expresién de los genes,
debemos entender cual es la estructura de la croma-
tina y como se remodela.

Durante los tltimos diez anos han habido un
gran ndmero de avances en esta drea del conoci-
miento. El objetivo de esta revision, es introducir
al lector al mundo de la estructura de la cromatina
y poner en evidencia su clara relacion con la regu-
lacidn de la expresion genética.

LA CROMATINA Y LOS NUCLEOSOMAS
La cromatina estd conformada por ADN y un con-
junto de proteinas. Como elementos bdsicos se
encuentran las histonas, las cuales al interactuar
con el ADN forman los nucleosomas. El nucleo-
soma es la estructura base para la formacion de la
cromatina, cuya funcién principal es condensar el
ADN y permitir ser contenido dentro del nucleo
celular eucariote. El nucleosoma esta constituido
por un octdmero de histonas; un tetrdmero de las
histonas H3/H4 y un dimero de las histonas H2A y
H2B. El nucleosoma abarca 147 pares de bases
(pb) de ADN y después de muchos intentos falli-
dos, la estructura del nucleosoma ha sido estable-
cida a una resolucién de 2.8 A (1). Ademas de las
histonas que conforman al nucleosoma, existe una
quinta histona llamada histona H1 o HS, también
conocida como la histona de enlace, la cual cola-
bora en la estabilizacién de la estructura nucleo-
somal y en la formacion del nivel estructural supe-
rior de la cromatina (la fibra de 30 nm también
denominada “solenoide™).

La cromatina pareciera ser un medio inhdspito
para la maquinaria molecular que tiene al ADN
como substrato para la transcripcion, la duplica-
cion, la recombinacién y la reparacién (2). A lo
largo de muchos afios, se habia considerado que
tenfa un papel estructural inicamente. Actualmen-
te, son miultiples las evidencias que demuestran
que la estructura nucleosomal juega un papel cen-
tral y dindmicoen la regulacion de la expresion de
los genes. Estudios realizados en la levadura Sa-
ccharomyces cerevisiae mostraron que la falta de
histonas provoca la activacién espontdnea de un
gran nimero de promotores y €n consecuencia de
genes (3). Esta observacion indica una capacidad

represora intrinseca de la cromatina. Como vere-
mos mds adelante, los extremos amino de las histo-
nas son necesarios para mantener un estado de re-
presion basal (4).

Durante muchos afios se ha pensado que la ex-
presion genética se lleva a cabo a nivel de la fibra
de 10 nm, también conocida como “collar de per-
las” y que éste es uno de los niveles minimos de
estructuracion de la cromatina apta para la activi-
dad transcripcional. Sin embargo, recientemente se
ha sugerido que ésta estructura resulta poco pro-
bable in vivo (5) ya que la fibra de 10 nm, con una
organizacion nucleosomal espaciada, proviene de
estudios realizados por microscopia electronica en
donde la cromatina ha sido preparada en concen-
traciones bajas de sal, lo cual no refleja el estado
fisiolégico del nicleo. Se ha demostrado que, en
ciertas condiciones fisioldgicas de sal, la cromatina
forma de manera espontdnea, una fibra de 30 nm,
incluso en ausencia de la histona H1 (5). A su vez,
resulta poco probable que la fibra de 10 nm refleje
el estado basal de ]a cromatina en dominios acti-
vos transcripcionalmente, dado que seria imposi-
ble que el genoma completo pudiera ser contenido
al interior del nicleo. Estas evidencias sugieren
que la estructura basal de la cromatina es la fibra
de 30 nm, la cual contiene seis nucleosomas en
cada vuelta, formando asi una estructura con un
grado mayor de compactacion. Es por lo tanto en
este nivel de compactacion de la cromatina donde
probablemente ocurran una gran parte de los pro-
cesos de regulacion que se describirdan mads ade-
lante. En resumen, las histonas y en consecuencia

“los nucleosomas, deben ser considerados como

componentes de la maquinaria de transcripcion,
con funciones bien definidas dentro de la regula-
cion de la expresion de un gen, en conjuncion con
su participacion en la estructuracion del genoma.

LA ACETILACION Y DESACETILACION
DE LAS HISTONAS

Las alteraciones en la estructura de la cromatina, a
través de la modificacién postraduccional de las
histonas, tienen consecuencias directas en la regu-
lacion de la expresion de los genes. La idea de que
las histonas poseen s6lo una funcién estructural
no se sostiene actualmente (6). El que estas pro-
teinas se consideren elementos centrales en la ex-
presion de los genes estd ligado al hecho de que
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las histonas pueden ser modificadas, de manera
reversible, mediante la acetilacion especifica de
residuos de lisina, localizados en sus regiones ami-
no terminal (Fig. 1) (3, 4). Esta acetilacion especi-
fica, ocasiona una neutralizacion de la carga posi-
tiva y la consecuente disociacion de las histonas y
el ADN (Fig. 1B). El resultado es una relajacion
de la estructura nucleosomal, haciendo a la cro-
matina mds accesible para la maquinaria trans-
cripcional. De esta manera es ahora posible el re-
conocimiento e interaccion de factores de trans-
cripeién con sus secuencias blanco, en particular,
en regiones promotoras. A otro nivel, la acetila-
cion de las histonas induce una disminucién en la
establidad de la fibra de 30 nm y la formacién de
dominios activos que incluyen a un gen o a un gru-
po de genes, como el caso de los genes de globina,
los cuales se incluyen en una zona de la cromatina
donde las histonas se mantienen mayoritariamente
acetiladas (4, 7).

Los niveles de acetilacion de las histonas depen-
den de la actividad de dos familias de enzimas, las
acetiltransferasas y las desacetilasas de histonas,
conocidas como HATs y HDACS, respectivamen-
te (Tabla I). Recientemente se han descubierto una
serie de activadores y co-activadores con activi-
dades de acetiltransferasas, por ejemplo GenSp en
levadura, CBP/300 y su proteina asociada PCAF,
al igual que el factor asociado a la transcripcion, la
TAF 250 (8). Por otra parte, existe una serie de
represores de la transcripcion con actividad de
desacetilasa, por ejemplo Mad y miembros de la
familia de receptores nucleares. Se han clonado y
caracterizado bioquimicamente las desacetilasas
HDACI, 2 y 3. Los estudios orientados a evaluar
el papel de la acetilacién y desacetilacion de las
histonas han sido realizados principalmente en re-
giones promotoras, en diversos organismos.

Como un ejemplo, se comentara el descubri-
miento reciente de la asociacién entre el supresor
tumorigénico del retinoblastoma (RB) y las desa-
cetilasas de histonas. El RB es una molécula cen-
tral en la regulacion de la progresion del ciclo ce-
lular y la diferenciacién celular (9). E1 RB mantie-
ne reprimidos, durante la fase G1 del ciclo celular,
a una serie de genes necesarios para el proceso de
duplicacion del ADN. Se sabe que el mecanismo
de represion por parte del RB, es mediante su
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Figura 1. Acetilacion y desacetilacién de las regiones ami-
no terminal de las histonas. A. La acetilacién de histonas
es un proceso reversible donde las enzimas acetiltrans-
ferasas de histonas (HATs) transfieren el grupo acetilo de
la acetil-coenzima A al grupo e-NH;* de lisinas localizadas
especificamente en las regiones amino terminal de las
histonas. La acetilacién de cada lisina provoca la neutrali-
zacion de la carga positiva, incrementando la hidrofo-
bicidad. En la reaccién opuesta las desacetilasas de histo-
nas (HDACs) remueven el grupo acetilo reestableciendo la
carga positiva de las histonas (tomado de Kuo y Alli 1998).
B. Las regiones amino terminal de las histonas contribu-
yen, de manera importante, a la estructuracién del ADN en
cromatina. La acetilacién de los residuos especificos de
lisinas (Ac) indicados provoca una dristica disminucién
en la afinidad de los nucleosomas por el ADN y desestabi-
lizacién de la estructura de la cromatina, facilitando la
transcripcién. Las regiones amino terminal de las histonas
sufren otras modificaciones como la metilacién (Me) vy la
fosforilacion (P) (tomado de 28).
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TABLAI

ACETILASAS Y DESACETILASAS DE HISTONAS

ACETILASAS DE HISTONAS (HATs) DESACETILASAS DE HISTONAS (HDACs)

Gend levadura Rpd3p levadura
Ada levadura
NuA3 levadura
NuA4 levadura Hdalp levadura
Tetrahymena
Esal levadura Familia
SAGA levadura HDAC humano
PCAF humano
Drosophila
CBP/p300 humano
SRC-1 humano
ACTR humano
Tip60 humano
TAFII250 humano
Drosophila
levadura

HATs: Gen3, descubierto como un co-activador y forma parte de otros complejos con actividad de acetilasa de histonas: Ada,
es un complejo en el cual las proteina Ada2 y Ada3 interactian con GenS; NuA4, es un complejo que acetila histonas H2A
y H4 tinicamente cuando forman parte de un nucleosoma y es reclutada por Gen4 en levadura; Esal, no es capaz de acetilar
un sustrato de cromatina, pero forma parte de la unidad catalitica del complejo NuA4 con la capacidad de acetilar las
histonas H2A y H4; SAGA es un complejo multi-peptidico de 1.8 MDa que como Ada, contienen Ada3 y Ada2 los cuales
unen a Gen5; PCAF, su regién carboxilo-terminal es similar a la de Gen5 en levadura y su regién amino terminal se asocia
con co-activadores con una funcién HAT (como CBP/p300); CBP/p300, es un co-activador con actividad de HAT con la
capacidad de acetilar las cuatro histona y a factores de transcripcion; SRC-1, co-activador del receptor de esteroides mien-
tras que ACTR se une a distintos receptores nucleares de manera dependiente del ligando. Ambos pueden atraer distintos
co-activadores con funciones de HAT (como Tip60, SRC-1, CBP y PCAF); TFIL,,, es uno de los factores asociados a TBP (la
‘“TATA-binding protein’) y que forma parte de TFIID. HDACs, Rpd3p, forma parte de la primera clase de desacetilasas de
histona en levadura donde se incluye a una parte de la familia de HDACs (siendo HDAC2 el homdlogo en mamiferos de
RPD3). La clase dos estd formada por Hdalp en levadura y HDAC4, HDACS y HDAC6 en mamiferos. Hdalp forma parte
del complejo HDA de 350 kDa, ambas clases de desacetilasas pueden actuar sobre las cuatro histonas, aunque la especifici-
dad estd dada por componentes de los distintos complejos.

interaccion fisica con una familia de factores de
transcripcion, con una funcién activadora, conoci-
dos como E2F. Una de las sefiales mds importan-
tes para el inicio de la transicién entre la fase G1y
S, es la fosforilacién de RB por parte de cinasas
dependientes de ciclinas. De esta manera, RB pasa
de un estado de represion (hipofosforilado) a un
estado activo (hiperfosforilado). En su estado hi-
perfosforilado, RB libera a E2F permitiendo que
este factor realice sus funciones reguladoras en
promotores de genes importantes para la duplica-

cion del ADN. La importancia del RB en el con-
trol de la progresién en el ciclo celular queda de
manifiesto si se considera que RB representa un
blanco molecular de una serie de oncoproteinas,
por ejemplo E7 del papilomavirus humano. La
interaccion entre el RB y las oncoproteinas trae
como consecuencia la entrada forzada y prematu-
ra alafase S del ciclo celular, es decir, colabora en
la proliferacién desmedida de la célula. Reciente-
mente, se ha demostrado que RB se asocia a la
desacetilasa de histonas HDACI. Esta interaccion
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se favorece en el estado hipofosforilado de RB, lo
cual sugiere que ademas de la interaccién entre RB
y E2F, RB contacta la HDACI, fomentando una
estructura de la cromatina mas compacta la cual
contribuye a su funcién represora en distintos
genes que debe ser transcritos en la fase S del ciclo
celular (9). La gran mayoria de las mutaciones en
RB con efectos tumorigénicos se localizan en el
dominio de la proteina RB que precisamente con-
tacta a la HDACI1. También se ha demostrado la
interaccion entre RB y BRG1, un homoélogo hu-
mano de la proteina SWI2/SNF2 de levadura (ver
mads adelante), la cual forma parte de un complejo
de remodelaje de la cromatina. Estos datos sugie-
ren que ademds de la desacetilacidn, se requiere
una reestructuracion de la cromatina para el efec-
to represor de RB (9).

Un mecanismo similar de regulacion ha sido
demostrado para p53 (una proteina central en Ia
regulacion del ciclo celular) en donde, mediante la
interaccién con la proteina mSin3a, p53 interactia
con las desacetilasas de histonas para realizar sus
funciones de represion (10). Estos ejemplos cons-
tituyen las primeras evidencias que ponen de ma-
nifiesto la relacién entre la regulacién del ciclo ce-
lular, la actividad de un supresor tumoral y la es-
tructura de la cromatina. Cabe sefialar que queda
mucho por entender acerca de estos sistemas de
modificacion y regulacién de la estructura de la
cromatina. Aidn no existen estudios que muestren
cudl es el papel de la acetilacién en la funcién de
un ‘enhancer’ o aumentador en zonas alejadas del
inicio de la transcripcion. Por otra parte, existen
evidencias claras de que la desacetilacién de las
histonas y la metilacién del ADN se encuentran
relacionadas. Experimentos como los descritos
anteriormente muestran que la acetilacion consti-
tuye uno de los sistemas de regulacion de la es-
tructura de la cromatina con mayor impacto en la
expresion genética. También, se ha propuesto que
la acetilacion pudiera servir como un sistema de
sefializacion y atraccion, para que en zonas es-
pecificas del genoma, se concentren y actien
otros miembros de la maquinaria de regulacion
y de modificacién de la estructura de la croma-
tina (5).

Laacetilacion y desacetilacion no son las tinicas
modificaciones postraduccionales que ocurren en
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las regiones amino terminal de las histonas. La
fosforilacion, la metilacion, la ubiquitinizacién y la
ADP-ribosilacién son modificaciones enzimiticas
que se llevan a cabo en las regiones amino termi-
nal de las histonas (Fig. 1B). En particular, la
fosforilacién tiene consecuencias directas en la
compactacion cromosdémica durante la mitosis (11).
Por otra parte, poco se sabe del efecto de la me-
tilacién de ciertos residuos en esta misma regién,
aunque existe una evidencia que apoya la idea de
que esta modificacion postraduccional favorece la
activacién transcripcional (11). Estas y otras ob-
servaciones han servido para proponer la existen-
cia de un ‘c6digo de histonas’ basado en las distin-
tas modificaciones postraduccionales de las regio-
nes amino terminal de las histonas, que permiten
proponer un mecanismo diferencial de regulacion
de la estructura de la cromatina. Queda por de-
mostrar que este codigo realmente dicte distintas
funciones de la cromatina, pero esta atractiva hi-
potesis abre un nuevo horizonte en el estudio del
efecto de las histonas en la estructura de la croma-
tina y la regulacion genética.

COMPLEJOS DE REMODELA JE DE LA CRO-
MATINA

Como se menciond previamente, la estructura nu-
cleosomal no s6lo puede ser modificada por cam-
bios postraduccionales como la acetilacién de las
histonas. En afios recientes, se ha descubierto una
serie de complejos multi-peptidicos con la capaci-
dad de remodelar la organizacién de los nucleo-
somas en el ADN. Por remodelacion se entiende el
desplazamiento de los nucleosomas, de manera
dependiente de la hidrélisis de ATP (2, 12). Uno
de los componentes mejor caracterizados dentro
de estos complejos es SWI/SNF (Tabla II), el cual
forma parte de otros complejos protéicos que lle-
van los nombres de NURF (NUcleosome
Remodeling Factor), CHRAC (CHRomatin
Accessibility Complex) y ACF (ATP-dependent
Chromatin assembly and remodeling Factor). To-
dos estos complejos presentan una actividad de
ATPasa, descubierta originalmente en Drosophila
y confirmada recientemente en levadura y mamife-
ros (Tabla IT) (13). A pesar de que estos comple-
jos tienen en comtin el componente SWI/SNF, po-
seen propiedades bioquimicas y funcionales distin-
tas. Por ejemplo, NURF desestabiliza el arreglo de
los nucleosomas mientras CHRAC y ACF inducen
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TABLAII

COMPOSICION POLIPEPTIDICA DE LOS DISTINTOS COMPLEJOS DE REMODELAJE DEPENDIENTES DE ATP

SWI/SNF RSC ISWI ISW2
SWI1 SNEF5 STHI
SWI2/SNF2  SNF6 SFH1
Levadura SWI3 S1IF7 RSC1-3 ISW1
SWp29 SNF9 RSC5-10 p74 ISw2
SWp73 SNF11 RSCI13-15 pll0 pl40
SWp82 Arp7 pl05
Arp9
hSWI/SNF NURD RSF
Mi2CHD3/4
Brgl BAF60a-b-c HDACI
Inil BAFI155 HDAC?2
Humano hBrm BAF170 RbAp48 hSNF2h
BAF47  BAF250 RbAp46 p325
BAF50 MTA1-2
MBD3
dSWI/SNF NURF CHRAC ACF
Brm
Snrl ISWI
BAP47 ISWI Topoll ISWI
Drosophila BAP55 p38 pl8 ACF1-170
BAP60 P55 p20 ACFI1-185
BAP74 p215 pl75 pd7
BAP11
BAP155

(Tomada de 13.)

un arreglo regular de los nucleosomas (12). Esto
tiltimo a sido propuesto a partir de resultados que
muestran que estos complejos inducen el movi-
miento de los nucleosomas sobre el ADN, ge-
nerando una nueva posicion de los nucleosomas,
favoreciendo la activacién de un gen. CHRAC
y ACF inducen un arreglo regular a partir de
una distribucion irregular de nucleosomas (Fig. 2)
(14). Lo anterior puede traer como consecuencia
la accesibilidad o no a secuencias blanco en al
ADN por parte de factores de transcripcion (Fig.
2). Sorprendentemente, la abundancia y necesidad
vital de estos complejos varia. Por ejemplo, el
complejo SWI/SNF no es muy abundante en la le-
vadura y no es esencial para la viabilidad de la cé-
lula (13). Por el contrario, el complejo RSC
(Remodels the Structure of Chromatin, Tabla II),
con similitud a SWI/SNF, es abundante y esencial
en la levadura.

(Pero cudles son los mecanismos de accidon de
estos complejos? Se han propuesto tres mecanis-
mos generales. El primero contempla el desliza-
miento de los nucleosomas por el ADN sin que
estos se disocien (Fig. 2). El segundo mecanismo
propone una disociacion transitoria, parcial o com-
pleta de los nucleosomas para después reposi-
cionarse en el ADN. El tercer y tal vez el menos
estudiado, es el que propone que estos complejos
reducen la torsién negativa del ADN impuesta por
el arreglo de nucleosomas, provocando cambios
topolégicos en el ADN que favorecen la inter-
accion de factores de transcripcion.

Un giro importante ha ocurrido recientemente
en este campo de investigacion. Hasta hace poco
tiempo, los complejos de remodelaje se considera-
ban como elementos que promovian la activacion
trancripcional (12). Investigaciones recientes han
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Figura 2. Cambios en la estructura de la cromatina por
medio de complejos de remodelaje dependiente de ATP. Por
lo general, la estructura de la cromatina fomenta un estado
inactivo de la transcripcién, mediante la inaccesibilidad por
parte de factores de transcripcién (factores 1y 2) a sus se-
cuencias blanco (rectingulos blancos). De manera simpli-
ficada, la unién especifica de un factor (factor 1) inicia el
proceso de regulacion atrayendo al complejo multi-peptidi-
co de remodelaje. Mediante la hidrélisis de ATP, los com-
plejos de remodelaje afectan la arquitectura de la region de
regulacion desplazando y reorganizando la localizacion de
los nucleosomas, sin disociacién de las histonas (flechas
horizontales). Este paso de regulacién a nivel de la estruc-
tura de la cromatina trae como consecuencia la accesibili-
dad por parte de los factores de transcripcién (factor 2) e
incluso del complejo de inicio de la transcripeidn a sus se-
cuencias blanco. Finalmente, la expresién de un gen puede
realizarse de una manera controlada (tomado de 14).
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demostrado que los complejos de remodelaje de la
cromatina, dependientes de ATP, no sélo facilitan
la activacién sino que también promueven la re-
presién de la transcripeion (14). Estudios realiza-
dos en el genoma completo de levadura (mediante
‘DNA micro array analysis’) demostraron que la
inactivacion del complejo de remodelaje SWI/SNF
tinicamente altera la expresion del 6% de los genes
del genoma. Dentro de éste 6% de genes afecta-
dos, la mutacién del complejo SWI/SNF revel6 la
desrepresion (o activacién) de un nimero consi-
derable de genes (15). Estas observaciones sugie-
ren una actividad dual por parte de estos comple-
jos de remodelaje de la cromatina, afectando la
actividad transcripcional tanto de una manera po-
sitiva, como negativa (14).

El descubrimiento del complejo multi-peptidico
NuRD/Mi-2 ha puesto en evidencia una conexion
entre la actividad de remodelaje de la cromatina y
la desacetilacion de histonas. El complejo NuRD/
Mi-2 posee ambas actividades. Se ha propuesto que
la actividad de remodelaje de NuRD/Mi-2 es nece-
saria para facilitar la desacetilacion de histonas, en
un templado de cromatina. Una evidencia adicional
de la funcién ligada a la represion a nivel de la es-
tructura de la cromatina, es el hecho de que NuRD/
Mi-2 reconoce e interactia con el ADN metilado.
Esto sugiere que la inactivacién transcripcional,
mediada por NuRD/Mi-2, también es dependiente
del estado de metilacién del ADN (16, 17).

Una de las preguntas que quedan por resolver
es: ;Qué tan generales son estos sistemas de remo-
delaje de la cromatina? Existen dos posibles res-
puestas. La primera contempla la accion concerta-
da entre los complejos de remodelaje de la croma-
tina y los factores de transcripcion, posiblemente
con la ayuda de cofactores, con los cuales se pue-
den atraer de manera especifica estos complejos
hacia regiones de control y colaborar en la regula-
cién de un gen o grupo de genes. La segunda posi-
bilidad sugiere una funcidén mds global por parte
de estos complejos, en la que actuarian de una
manera menos especifica, incluso abarcando regio-
nes mas amplias dentro del genoma, por ejemplo a
nivel de un dominio.

En conclusion, los complejos de remodelaje de
la cromatina fomentan la movilizacion de los nu-
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cleosomas, tal vez, mediante la ruptura y resta-
blecimiento de las interacciones entre las histonas
y el ADN. Resultard interesante saber cudl es la
funcién especifica de cada uno de los distintos
complejos de remodelaje, cudl es su participacidn
in vivo, tanto en el ensamblaje como en el movi-
miento de los nucleosomas, qué funcién tienen es-
tos complejos en la duplicacion, recombinacion y
reparacion del ADN, en la actividad de los elemen-
tos de regulacién localizados a distancia y en la
formacién de dominios cromosomicos. Finalmen-
te. podemos considerar que los complejos de re-
modelaje de la cromatina constituyen un eslabon
dentro de la cascada de eventos que llevan a la
reorganizacién de la cromatina, que contribuyen a
la regulacién de la expresion genética.

LA METILACION DEL ADN

Una forma alternativa de regular la expresion de
los genes, es la modificacion covalente del ADN.
El genoma de una célula de vertebrado adulto po-
see entre un 60 y 90% de sus citosinas en el dinu-
cledtido CpG metilados (18). La metilacion del
ADN tiene efectos directos en la relacién entre la
estructura de la cromatina y la regulacion de la
expresion de los genes.

La metilacion representa un mecanismo epige-
nético de informacion asociada al ADN, es decir,
que ocasiona cambios heredables en la expresion
genética, sin que ocurran cambios en la secuencia
del ADN. Se piensa que la metilacion surgié evo-
lutivamente como una forma de proteccién contra
los transposones, considerados como ADN pard-
sito, para evitar inestabilidades genémicas (19). La
metilacion del ADN implica la presencia del grupo
metilo en las citosinas, lo cual altera el patron de
aceptores y donadores de protones en el surco
mayor de la doble hélice y representa un impedi-
mento estérico para los factores de transcripcion.
Esto afecta directamente la funcién de un promo-
tor o un ‘enhancer’, evitando la union de factores
de transcripcion (18). De manera global, la meti-
lacion del ADN constituye la forma de transmitir,
de una generacion a otra, una sefal tanto estructu-
ral como de regulacion (20). La metilacion del
ADN puede ser heredada, dado que se mantiene
después de la duplicacién del ADN. Se propone
que la metilacién genera una marca epigenética
que permite mantener un estado particular en la

actividad genética a través de la divisién celular.
Sin embargo, la metilacién del ADN no es comiin
en todos los eucariotos ya que en la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y en la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster) no se ha detecta-
do metilacion del ADN en sus genomas, por lo tan-
to, podemos suponer que en estos organismos han
desarrollado distintos mecanismos de regulacion.
En el caso de los mamiferos, en particular en el
raton, la metilacion juega un papel central en eta-
pas muy tempranas del desarrollo embrionario. Un
estado de metilacién del ADN casi inexistente per-
mite que un gran nimero de genes requeridos para
la diferenciacién celular puedan ser expresados.
Una transicién drdstica ocurre al momento del na-
cimiento, ya que los niveles de metilacion del ADN
se incrementan de manera considerable, coinci-
diendo con la represion de un gran nimero de
genes que ya no son necesarios para el desarrollo
posterior del organismo. Si tomamos en cuenta la
complejidad de un vertebrado, con un gran nime-
ro de genes con distintas especificidades tisulares,
la metilacién proporciona un mecanismo global
que permite reprimir de manera permanente, con-
juntos de genes que no sean necesarios para una
etapa determinada del desarrollo o simplemente no
sean requeridos en un tejido en particular. Como
consecuencia, surge la hipétesis que sugiere que la
metilacion permite que la maquinaria de transcrip-
cion se concentre en aquellos genes cuya expre-
sioén sea necesaria, generando posiblemente un
ahorro de energia.

De manera general, son dos los mecanismos por
los cuales Ia metilacién puede reprimir la expre-
sion genética. El primero y mds directo, es me-
diante la metilacion del dinucleo6tidos CpG locali-
zados en sitios claves en regiones de control, por
ejemplo un promotor. Al ser metiladas dichas se-
cuencias, se evita el reconocimiento y unién de fac-
tores de transcripcion a sus secuencias blanco. El
segundo mecanismo, que fue descubierto recien-
temente, establece una relacion directa entre el es-
tado de metilacion del ADN y la estructura de la
cromatina. La represion mediada por la metilacion
depende de la unién de factores que reconocen el
ADN metilado, tales como las proteinas MeCPl y
MeCP2 (21). Se ha demostrado que esta union trae
como consecuencia la atracciéon de un complejo
multi-peptidico, el cual mediante interacciones
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proteina-proteina, en particular con mSin3, reclu-
ta a una desacetilasa de histonas. Esto provoca la
formacion de una estructura nucleosomal mas es-
table y fomenta un mayor grado de compactacion
de la cromatina (Fig. 3) (21). Esta es la primera
evidencia que muestra una conexion entre la meti-
lacion y la modificacién por desacetilacion de
histonas. A diferencia de la represion dependiente
de secuencias definidas, este mecanismo de repre-
sion tiene un espectro de accién mucho mayor,
dado que puede abarcar regiones completas del
genoma, y no depende de secuencias consenso es-
pecificas (Fig. 3).

Al transformar de manera estable ciertas lineas
celulares, la expresion del transgen es variable y
en la mayoria de los casos, se presenta un silen-
ciamiento progresivo. Este silenciamiento depen-
de de un proceso gradual de desacetilacion y meti-
lacién, que trae como consecuencia un estado de
la cromatina totalmente inaccesible a elementos de
regulacion (16). Esta observacién sugiere una re-
lacién causal entre 1a metilacién y la desacetilacion
de las histonas como un mecanismo permanente
de represion (16, 21).

Represion estable

nucleosoma

Figura 3. Modelo propuesto que muestra la relacién entre la metilacién del ADN y la
desacetilacidn de las histonas. La proteina MeCP2 tiene la capacidad de unirse al ADN
metilado, en particular, en el dinucleétido C"pG. Mediante interacciones proteina-
proteina (mediante el cofactor RbAp48) se recluta a la desacetilasa HDACI, la cual, en
una matriz de cromatina, provocara la desacetilacién de las regiones amino terminal de
las histonas. Lo anterior trae como consecuencia un estado condensado de la croma-
tina que Razin ha propuesto como un estado de represién estable (21). Este mecanismo
de regulacién mediado por la cromatina resulta ser independiente de secuencias espe-
cificas en el ADN. Sélo depende del estado de metilacién del ADN y puede silenciar

regiones amplias en el genoma.
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En conclusion, la metilacién constituye un sis-
tema tanto local como global de control de la ex-
presion mediada por la represion de la transcrip-
cién. Recientemente, se ha propuesto una via glo-
bal para la accién de la metilacion, a través de la
desacetilacion de histonas, promoviendo una es-
tructura de la cromatina condensada con efectos
represores permanentes (Fig. 3) (21).

CONCEPTO DE DOMINIOS CROMOSOMICOS
Los eventos de regulacion a nivel de la estructura
de la cromatina antes mencionados, no se pueden
entender como eventos aislados y desorganizados
dentro del genoma. Se ha propuesto que las modi-
ficaciones en la estructura de la cromatina que pre-
ceden al inicio de la transcripcion se llevan a cabo
en zonas bien definidas del genoma, conocidas
como dominios cromosémicos activos (22, 23).

Evidencias citogenéticas y bioquimicas han de-
mostrado que el genoma de una célula eucariote
se encuentra organizado en dominios independien-
tes. Cada dominio estd constituido por un gen o
grupo de genes que poseen un programa especifi-
co de expresion.

Observaciones de los cromo-

somas en distintos organismos
realizadas por microscopia
electronica mostraron la exis-
tencia de dominios transcrip-
cionalmente independientes. En
Drosophila, el patrén de ban-
das de los cromosomas polité-
nicos de las glandulas salivales
de embriones, conocidos como
‘bandas’ e ‘inter-bandas’, mues-
tran una organizacién basada en
dominios independientes (Fig.
4)(23). Las ‘bandas’ correspon-
den a regiones donde se locali-
zan un gen o un grupo de genes
en un estado condensado de la
cromatina, lo cual correlaciona
con su inactividad transcripcio-
nal. Cuando un dominio es trans-
crito, la cromatina localizada en
la ‘banda’ se relaja y descon-
densa, formando lo que se co-
noce como ‘puff”, permitiendo
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el reconocimiento, por parte de
la maquinaria transcripcional, de
sus secuencias blanco (Fig. 4).
Asi pues, una ‘banda’ se trans-
formaen un ‘puff’ cada vez que
la estructura de la cromatina per-
mite la formacién de un dominio
transcripcionalmente activo.

Desde el punto de vista bio-
quimico, una de las caracteristi-
cas principales de un dominio
estructurado en cromatina, es
su mayor sensibilidad al corte
del ADN, por parte de distintas
nucleasas (5, 7). La nucleasa
mas utilizada es la DNasa I,
con la capacidad de digerir la
doble cadena del ADN en zo-
nas libres de nucleosomas. Una
observacion adicional que apo-

Bandas

' Inter-bandas '

Figura 4. Cromosoma politénico de glandulas salivales de embriones de Drosophila.
Los cromosomas politénicos son cromosomas gigantes que al ser tefiidos pueden ser
observados al microscopio 6ptico de luz. Presentan un patron de bandas claras y
obscuras, llamadas inter-bandas y bandas, respectivamente. Son aproximadamente
5000 las bandas que se observan en el genoma de Drosophila, cada una de las cuales
abarca de entre 3 y 300 kbs. El estudio de mutantes y el reconocimiento de las
regiones alteradas en los cromosomas ha permitido la localizacién de genes de ma-
nera individual. Estas localizaciones han demostrado que cada banda corresponde
aproximadamente a una unidad genética o dominio (ver texto). Ademads, cada ban-
da, estructurada en cromatina, tiene la capacidad de descondensarse formando una
estructura conocida como ‘puff’, donde el gen o grupo de genes contenido en el
‘puft’ se encuentra activo transcripcionalmente. Estas observaciones apoyan el con-
cepto de dominio, en donde la formacién de un ‘puff’ representa un evento coordi-

ya el concepto de dominios, es
que los sitios de hipersensibili-
dad al corte de la DNasa I, no sélo se encuentran
en zonas cercanas a secuencias codificantes, sino
que ademds, se pueden encontrar lejos y en am-
bos costados (5° y 3’), en relacién a un gen o
grupo de genes activos. En general, son tres cla-
ses de sitios de hipersensibilidad: 1) los conoci-
dos como tejido especificos, es decir, que coinci-
den con la expresion de genes tejido especificos
ii) los constitutivos, que estan presentes en la
gran mayoria de tipos celulares y iii) los que for-
man un grupo de sitios conocidos como ‘Locus
Control Regions’ (LCRs).

La primera clase de sitios de hipersensibilidad
por lo general tienen funciones tejido especificas y
corresponden a elementos de regulacién tipo ‘en-
hancer’, donde se encuentran secuencias de union
al ADN para factores de transcripcion general y
especificos.

La segunda clase de sitios de hipersensibilidad,
son los sitios constitutivos, es decir, que se encuen-
tran en la mayoria de los tipos celulares estudia-
dos. Por lo general, estos corresponden a elemen-
tos estructurales de la cromatina como los ‘insula-
tors’ o delimitadores, los cuales son secuencias re-
conocidas por factores nucleares (Fig. 5) (23, 24).

nado, en donde la estructura de la cromatina juega un papel activo.

Se ha propuesto que estas secuencias tienen dos fun-
ciones principales. La primera es la de delimitar un
dominio, protegiéndolo de cambios en la estructura
de la cromatina en dominios vecinos. La segunda, la
de evitar la accion de elementos de regulacion ajenos
al dominio (23, 24).

El tercer tipo de sitios de hipersensibilidad,
comprende los LCRs (5). Estos se han estudiado
intensamente desde los afios 70’s y fueron origi-
nalmente definidos en el grupo de genes B-globina
humanos (Fig. 5A). Se descubrié que en enfermos
talasémicos, es decir, enfermos con anemias croni-
cas, las regiones codificadoras para la globina se
encontraban intactos, sin ninguna mutacién. Estu-
dios mas detallados, demostraron una serie de
deleciones en la region rio arriba del primer gen de
la globina (Fig. 5A). Posteriormente se demostrd
que estas deleciones ocasionaban la pérdida de un
grupo de 6 sitios de hipersensibilidad a la DNasa I,
provocando un efecto dramdtico en la regulacién
de la expresion de los genes -globina (5). Des-
pués de muchos afios de esfuerzo, ain se descono-
ce el mecanismo de accion de los LCRs. La propues-
ta mds reciente sugiere que los LCRs tienen una fun-
cion dual: fomentando el relajamiento y la apertura de
la cromatina de todo el dominio globina, y regulando
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los niveles de expresion de los genes contenidos en el
dominio (5).

Una constante en los elementos LCR, es que sus
efectos en la regulacién de la expresién genética
ocurren a distancia (25), aunque se desconocen sus
mecanismos de accion a distancia. Basicamente son
cuatro los modelos propuestos: 1) la formacién de
un ‘loop’ o0 asa que pondria en contacto a los ele-
mentos a distancia, con los promotores individua-
les, colaborando asi en la expresion especifica, ii)
el ‘tracking’ o encarrilamiento que propone que
estos elementos constituyen sitios de entrada a la
magquinaria de regulacién de la transcripcion, iii)
recientemente se ha comprobado la existencia de
transcritos en regiones codificantes y que se ini-
cian cercanos al LCR; se piensa que estos tran-
scritos, que no codifican ningtn producto pep-
tidico, corresponden a RNA’s estructurales que
fomentan la apertura de la cromatina y iv) experi-
mentos realizados en Drosophila y apoyados en
evidencias genéticas, sugieren que la comunica-
cion a gran distancia entre elementos de regula-
cion puede darse mediante la colaboracion e inter-
accion de proteinas que formando una cadena o
puente, facilitaria los contactos entre el LCR y el
promotor a ser regulado (modelo propuesto como
‘linking’) (5, 25).

Uno de los dominios mejor estudiados, es el
que agrupa a los genes [3-globina de pollo (Fig.
5B). Este dominio abarca alrededor de 33 kilo
bases (kbs) y contiene cuatro genes expresados
en distintas etapas del desarrollo: un gen embrio-
nario €, uno fetal p y dos genes adultos " y .
El dominio posee un LCR constituido por tres
sitios de hipersensibilidad a la DNasa I que se pre-
senta solo en linajes celulares eritroides (Fig. 5B).
Delimitando esta regién gendmica, se identificod
en el lado 5°, un sitio constitutivo de hipersensi-
bilidad a la DNasa I con las propiedades de un
‘insulator’ o delimitador (22, 24). Recientemen-
te se ha identificado, en el lado 37, el limite de
este dominio definido por una clara transicion en
el estado abierto de la cromatina y por el descu-
brimiento del siguiente dominio representado por
un gen que codifica para uno de los receptores
olfatorios (Fig. 5B), conocido como 3’HS (26).
Enellado 5" del dominio B-globina se identificé
y caracteriz6 una region de 16 kbs de ADN con-

Recillas Targa F

densado, conteniendo secuencias repetidas y al-
tamente metiladas. Después de esta region, se
descubri6 el siguiente dominio constituido por un
gen que codifica el receptor de folato (Fig. 5B)
(27). Este gen tiene una expresion eritroide-es-
pecifica, pero con un programa distinto al de los
genes [-globina (27). En el lado 3°, en relacién
con el sitio 3'HS, se localiza el siguiente domi-
nio, representado por un gen miembro de la fami-
lia de receptores olfatorios (Fig. 5B) (26). Este
es el primer ejemplo que muestra, a este nivel,
una organizacion en dominios del genoma en cé-
lulas de mamiferos. Como podemos apreciar, es-
tos dominios tienen limites bien definidos con
actividades tipo ‘insulator’. Se propone que es-
tos limites protegen a un dominio de la accidn
inespecifica de elementos de regulacion aledafios,
y/o evitan que cambios en la estructura de la
cromatina en un dominio invadan sus dominios
vecinos. La organizacion del genoma en domi-
nios cromosémicos transcripcionalmente activos,
representa una etapa clave dentro de la regula-
cién genética.

En resumen, existen evidencias claras de una or-
ganizacién en dominios cromosOmicos, en los cua-
les un gen o grupo de genes pueden ser transcritos
de una manera regulada. Si analizamos la expre-
s10n de uno de estos genes, el primer nivel de re-
gulacién se relaciona con la misma cromatina,
puesto que su estructura y la formaciéon de un
dominio favorable para su expresién, representa la
primera etapa dentro de dicha regulacién. A su
vez, colaborando y complementando este primer
nivel de regulacion, los LCR’s permiten la transi-
cion entre la apertura de un dominio cromosémico
y el inicio del proceso directo de activacién a tra-
vés de una funcién tipo ‘enhancer’ y la interaccion
especifica con el o los promotores y la maquinaria
de inicio de la transcripcion.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Hoy en dia, la regulacion diferencial de un gen
eucarioto no puede ser entendida sin tomar en
cuenta el contexto cromosémico en el que se en-
cuentra (6). Se ha dado un gran avance en la iden-
tificacion y purificacién de los componentes de la
magquinaria basal de la trancripcion y los factores
de regulacion. Pero poco se sabe de los mecanis-
mos por los cuales un ‘enhancer’, un LCR o un
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‘insulator’ participan en la re-
gulacién de la expresién gené-
tica. Lamentablemente, exis-
ten limitantes técnicas que no
permiten el estudio de estos
fendmenos in vivo, es decir, de
una manera mas cercana a lo
que acontece realmente en la
célula. Lo que queda claro es
que una cascada de eventos, li-
gados directamente a la estruc-
tura de la cromatina, es decir, a
la estructura y estabilidad nu-
cleosomal, son necesarios para
la funcién de un gen. Hemos
visto que la acetilacion y des-
acetilacion participan directa-
mente en ia modificacion pos-
traduccional de las histonas,
con consecuencias directas en
la regulacién de la expresion
genética a través de cambios en
la estructura de la cromatina.
Recientemente, un nimero im-
portante de complejos de re-
modelaje de la cromatina han
mostrado su importancia tanto
en la activacién como en la re-
presion. Ligado a lo anterior, la
metilacion, propuesta original-
mente como un mecanismo de
defensa del genoma, constitu-
ye actualmente un medio epi-
genético de represion transcrip-
cional. Finalmente y con la in-
tencién de poner todos estos
conceptos en un contexto natu-
ral, se propone que los proce-
sos de modificacion de la cro-
matina ocurren a nivel de un
dominio cromosémico. Dichos
dominios, ademads de tener sus
limites, poseen mecanismos de
apertura y mantenimiento. La
informacién acumulada hasta

ahora, con relacién a los dominios, no permite es-
tablecer generalidades en cuanto a la forma en que
éstos se establecen. Se piensa que la formacion de
un dominio debe ser flexible, dindmica y capaz de
adaptarse a distintos medios ambientes del genoma
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Figura 5. Ejemplo de dos dominios cromosémicos. A. El dominio B-globina humano
con una organizacién evolutiva conservada. Durante el desarrollo, los genes se ex-
presan en el orden 5°-3", Este grupo de genes abarca mds de 45 kbs y posee una serie
de sitios de hipersensibilidad a la DNasa | en células eritroides que conforman el
LCR (‘Locus Control Region’) del dominio (5). A cada sitio del LCR se unen facto-
res de transcripeién como GATA-1 y EKLE, entre otros, en una organizacion modu-
lar. Se desconoce el mecanismo por el cual LCR actida a distancia. Son dos las fun-
ciones porpuestas (5). La primera sugiere una actividad tipo ‘enhancer’ fomentando
la transcripcion en las diferentes etapas del desarrollo de los genes B-globina. La
segunda sugiere la participacion del LCR en la apertura, abarcando el dominio com-
pleto, de la estructura de la cromatina para favorecer los eventos posteriores de regu-
lacidn y transcripeidn. Los rectdngulos blancos debajo del esquema muestran el pa-
trén de expresion de los genes a lo largo del desarrollo. B. El grupo de genes [3-
globina de pollo posee una organizacién similar al del humano. En este dominio
existe un ‘enhancer’ compartido por el gen adulto 3* y el gen embrionario €. Se sabe
mucho a cerca de este dominio, lo que sobresale de estudios recientes es la identifi-
cacion de sus limites y dominios adyacentes, RF: gen del receptor de folato y RO:
gen del receptor olfatorio (26, 27). Estos limites han sido definidos como ‘insulators’
o delimitadores. Se propone que estas secuencias, ademds de definir un dominio,
colaboran en mantenerlo en un estado ‘abierto’, favorable para la expresién de los
genes incluidos en él.

(23). Entender la relacién entre la estructura de Ia
cromatina y la regulacion genética, representa en
la actualidad un reto cientifico de gran interés y se-
guramente su comprension tendrd consecuencias
directas en problemas relacionados con la salud.
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RESUMEN

Las proteinas cinasas, las enzimas que catalizan
el proceso de fosforilacion de proteinas blanco,
constituyen un mecanismo de regulacién esencial
en las células, ya que junto con las fosfatasas, son
parte fundamental de la maquinaria del aparato
de transduccion de sefiales actuando como ele-
mentos amplificadores de los mensajes hormona-
les. La superfamilia de proteinas cinasas C, for-
mada a la fecha por 11 isoformas en células de
mamiferos, ha sido clasificada en tres subfamilias
de acuerdo a su estructura y modulacién. Esta
revision presenta una reseiia histérica acerca del
descubrimiento y la caracterizacidn estructural y
funcional de la familia de la proteina cinasa C asi
como los modelos que se han propuesto para ex-
plicar el proceso de su activacion y regulacion en
la célula.

PALABRAS CLAVE: Proteina cinasa C, trans-
duccion de sefiales, fosforilacion de proteinas, pro-
teina cinasa C activa, translocacion.

ABSTRACT

Protein kinases, the enzymes that catalize the
phosphorylation of target proteins, constitute an
essential regulation mechanism within the cells.
These proteins together with the protein
phosphatases are a fundamental part of the signal
transduction machinery and act as amplifying
elements of the hormonal messages. The protein
kinase C superfamily, comprise until now 11
isoforms in mammalian cells, that have been
classified in three subfamilies according to their
structure and modulation. These review presents
an historical description of the discovery and the
functional and structural caracterization of the
protein kinase C family, as well as the proposed
models to explain its activation process and its
regulation.

KEY WORDS: Protein kinase C, signal
transduction, protein phosphorilation, activated C
kinase, translocation.

INTRODUCCION

La proteina cinasa C (PKC) pertenece a una fami-
lia de cinasas de residuos de serina y treonina que
ademds de ser una parte integral del sistema de
transduccion de sefiales hormonales, juega un pa-
pel muy importante en el control de un gran nime-
ro de procesos celulares, los cuales incluyen se-
crecion, funcion de receptores de membrana, dife-
renciacion celular y promocién de tumores.

La proteina cinasa C fue primero identificada
por Nishizuka y colaboradores como un precursor
para una proteina cinasa independiente de cofac-
tores, la proteina cinasa M (PKM), la cual es ge-
nerada por protedlisis (1). Poco tiempo después
se demostré que la PKC intacta tenfa actividad de
cinasa cuando estaba asociada a membranas (2).
La purificacién, a partir de la membrana, de los
componentes que activan a la PKC revelaron que
los fosfolipidos acidos, especialmente la fosfati-
dilserina (PS) podian mantener la actividad de la
PKC en presencia de altas concentraciones de cal-
cio (2). Posteriormente se identificé al diacil-
glicerol (DAG) como un cofactor adicional que
podia incrementar la actividad mdxima de la enzi-
ma, disminuyendo la concentracion de calcio re-
querida a niveles fisiologicos. Estos hallazgos re-
lacionaron a la PKC con la hidrélisis, estimulada
por hormonas, de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
(PIP,) dando como resultado la produccién de
DAG y fosfatos de inositol, los cuales incrementan
los niveles de calcio intracelular.

Hoy en dia es bien conocido que la proteina
cinasa C es parte integral del sistema de transduc-
cion de senales acoplado a fosfolipasa C (PLC).
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El proceso de transduccion ini-
cia cuando un agonista, por
ejemplo la vasopresina en he-
patocitos, se une a su receptor
(en este caso un receptor de sie-
te dominios transmembranales
acoplado a proteina G). El com-
plejo hormona-receptor cata-
liza el intercambio de GTP por
GDP sobre una proteina G aso-
ciada, activdndola. Esta protei-
na, activa a su vez a una fosfo-
lipasa C en la membrana plas-
mitica, la cual produce dos se-
gundos mensajeros por hidré-
lisis del PIP,. Los productos de
esta hidrélisis son el DAG y el
IP;. El DAG activa directamen-
te a la proteina cinasa C unién- £
dose a estructuras conocidas PKC a
como “dedos de zinc”. El se-
gundo producto derivado de la
accion de la PLC, el IP;, difun-
de de la membrana plasmati-
ca al reticulo endoplasmico, en
donde se une a receptores especificos y causa la
apertura de canales de calcio liberando el calcio
secuestrado al citosol. El aumento en las concen-
traciones de calcio junto con el DAG y la interac-
cion de la PKC con fosfolipidos dcidos hacen que
la cinasa se encuentre en su estado “cataliticamen-
te competente” en el cual puede fosforilar a sus
sustratos especificos.

PKC¢
¥

(=]

PKCn

T 3 © o™

A

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

A la fecha se han identificado 11 isoformas de
PKC en células de mamifero codificadas por 10
genes, las cuales constituyen una familia de cina-
sas cuyas estructuras estin relacionadas entre si.
Las isoformas de PKC descritas (o, BI, BII, v, 8,
€, M. 0, A, uy {) poseen diferencias en cuanto a
su localizacion, especificidad de sustrato y pro-
piedades cinéticas (3).

Las subespecies Bl y BII son el resultado del
procesamiento alterno en donde cada uno de sus
ARNm derivan de un solo gen.

Como se muestra en la figura 1, las isoformas
que constituyen la familia de PKC estdn formadas

o
BI/RII
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Figura 1. Estructura primaria de las diferentes subfamilias de proteina cinasa C, en
donde se muestran la regién pseudosustrato, las regiones altamente conservadas (C1-
C4) las cuales constituyen los dominios regulatorio y catalitico y la region bisagra.

de una sola cadena polipeptidica, dividida en dos
dominios separados por una regién hipervariable
(también llamada regién bisagra): el dominio regu-
latorio (regién amino-terminal) y el dominio cata-
litico (regién carboxilo-terminal). Cada uno de es-
tos dominios posee regiones altamente conserva-
das y regiones variables.

Las isoformas de PKC han sido clasificadas en
tres grupos de acuerdo a su estructura y a su regu-
lacién por cofactores: las convencionales (¢cPKC):
o, BI, BIl y v, las cuales son reguladas por DAG,
PSyCa™; lasnuevas (nPKC): §,€,1M, Ly 0 regu-
ladas por DAG y PS y las atipicas (aPKC): A, y {
cuya regulacion no ha sido claramente estable-
cida, aunque su actividad es estimulada por PS
(Tabla I).

Dominio regulatorio.

El dominio regulatorio de la familia de protei-
nas cinasas C, posee un peso molecular que varia
de 20 a 70 Kda de acuerdo a cada isoforma. Este
dominio estd constituido por una regién autoinhi-
bitoria de la enzima denominada la regién pseudo-
sustrato y por una o dos regiones conservadas: la
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TABLA 1
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ISOFORMAS DE PKC EXPRESADAS EN TEJIDOS DE MAMIFEROS.

RESIDUOS ACTIVADORES EXPRESION EN
PKC SUBESPECIES DE AA. LIPIDICOS Y Ca > TEIIDOS
o 672 Ca’ , DAG, PS. FFA, Universal
Convencionales lisoPC
pL 671 o Algunos Tejidos
BII 671 v Muchos Tejidos
iy 697 Cerebro
Nuevas ) 673 DAG, PS Universal
£ 737 DAG, PS, FFA, PIP, Cerebro y otros
n(L) 683 DAG, PIP,, PS, Piel, Pulmén, Corazén
Colesterol sulfato
0 707 BS, ? Miisculo, Células T, etc.
0 912 PS; ? Células NRK
Atipicas ¢ 592 PS, FFA, PIP,? Universal
A1) 587 PS, 7 Muchos Tejidos

DAG: Diacilglicerol; PS: fosfatidilserina; FFA: Ac. grasos cis-insaturados; LysoPC: lisofosfatidilcolina; PIP.: fosfatidilinositol
3.4, 5-trisfosfato. Cinasas convencionales (¢cPKC), nuevas (nPKC) y atipicas (aPKC).

region C1 presente en todas las isoformas y la re-
gién C2 presente solo en las isoformas de cinasas
C convencionales y nuevas. Se ha comprobado que
cada una de estas regiones no son exclusivas de la
familia de la PKC ya que estdn presentes en otras
proteinas formando moédulos funcionales y estruc-

turales (4).

e La region pseudosustrato, presente en todas «

potenciales. En esta conformacion, la region
pseudosustrato estd protegida de proteolisis
cuando la enzima no esté cataliticamente ac-
tiva, a diferencia de su estado activo en el
cual esta regién queda expuesta y es muy
sensible a protedlisis por tripsina o endopro-
teasas (Fig. 2).

La regién Cl, es una secuencia rica en cistei-

las isoformas, consiste de una secuencia de 8
aminodcidos (R-K-G-A-L-R-Q-K) muy pare-
cida al sitio de fosforilacién de los sustratos de
la enzima. Esta region es la responsable de
mantener a la enzima en su forma inactiva en
ausencia de Ca*?, DAG y fosfolipidos. La sus-
titucién de un residuo de Ser en lugar del resi-
duo de Ala, hace a esta secuencia un sustrato
excelente de la cinasa por presentar residuos
basicos flanqueando al sitio de fosforilacion.

De acuerdo con algunos estudios, el papel
de la region pseudosustrato es muy impor-
tante ya que se ha propuesto que en ausen-
cia de cofactores activadores, la enzima se
encuentra en una conformacion plegada en
la cual la regién pseudosustrato se une a la
region de unidn al sustrato del dominio cata-
litico, evitando la fosforilacién de sustratos

nas que coordina 2 dtomos de Zn**, formando
las estructuras llamadas “dedos de zinc”. Esta
se pliega en una estructura globular con dos
hojas [ apartadas formando la cavidad de
union al ligando. Esen esta regién donde se
lleva a cabo la unién del DAG y/o de ésteres
de forbol (compuestos diterpénicos que pue-
den activar directamente a la PKC) alacinasa,
a través de la formacién de puentes de hidro-
geno y los grupos sulfhidrilo de los residuos de
cisteina. Sorprendentemente, la unién del éster
de forbol al dominio C1 no induce un cambio
conformacional significativo pero altera la hi-
drofobicidad del dominio promoviendo inter-
acciones hidrofébicas con la membrana. Aun-
que todas las isoformas de la familia de PKC
poseen dos de estas estructuras, excepto la iso-
forma & que posee una, se ha reportado que la
estequiometria de unién de los ésteres de
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forbol a la cinasa C es de
1:1 (Fig. 3) (5). (B)

® Laregion C2 es un motivo
de secuencias regulatorias
presentes en la naturaleza.
Este dominio fue dilucida-
do a partir de la sinaptotag-
mina (6) (una proteina de & &
vesiculas sindpticas involu-
crada en la regulacién del
calcio) y de la fosfolipasa C
(7). Estaregion presente en
las cPKC es unaregidn rica
en hojas B, cuya estructura
tridimensional forma una
cavidad en la cual se en-
cuentra una secuencia de
asparticos con los cuales se
lleva a cabo la interaccién
con los iones Ca**. La unién
de iones divalentes induce
un cambio conformacional
el cual expone residuos de
lisina sobre la cara anterior del dominio C2.

correspondientes.

En las nPKC esta presente una regién de-
nominada por algunos autores “C2-like” o re-
gion semejante a C2, ya que aunque presentan
los residuos estructurales de la region C2, no
poseen los grupos funcionales que parecen
mediar la unién con el Ca*?.

Dominio catalitico.

El dominio catalitico de la proteina cinasa C tie-
ne una alta similitud con el de la proteina cinasa A.
Este dominio de aproximadamente 45 kDa, estd
constituido por las regiones C3 y C4, presentes en
todas las isoformas reportadas.

® Laregion C3, contiene una secuencia de Gly-
X-Gly-X-X-Gly-X, -Lys (donde X representa
cualquier aminodacido), la cual es una estructu-
ra tipica para los sitios de unién a ATP presen-
te en todas las cinasas conocidas y en la cual el
residuo de lisina juega un papel central. Esta
secuencia es muy similar para todas las isofor-
mas excepto para & en la cual el tercer residuo
de glicina estd reemplazado por un residuo de
alanina.
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Regitn (A)

pseudosustrato

Sustrato

Figura 2. Modelo de la conformacién activa (A) e inactiva (B) de la PKC. En la
conformacién inactiva, la region pseudosustrato de la cinasa C se encuentra inter-
accionando con la regién de unidn al sustrato (regién C4). Después de ser fosforilada
la PKC en el asa de activacién y en el extremo carboxilo, la aparicién de los
cofactores especificos promueve la liberacién de la region pseudosustrato permitien-
do la interaccién de la regién C1 con la membrana y la fosforilacién de los sustratos

¢ Laregion C4 esta constituida por tres grupos
de secuencias que son tinicas en todas las iso-
formas de proteinas cinasas C. Estas secuen-
cias son: Gly-Gly-Asp-Leu-Met, Tyr-Arg-
Asp-Leu-Lys-Leu-Asp-Asn y Thr-Phe-Cys-
Gly-Thr-Pro y constituyen la llamada “asa de
activacion”. Su presencia es crucial para el re-
conocimiento del sustrato proteico y partici-
pan en la reaccién de transferencia del grupo
fosfato.

En la isoforma p existen pequefos cambios
que hacen que su especificidad de sustrato sea
algo distinta.

ACTIVACION DE LA PKC

La activacion de la protefna cinasa C estd regulada
por dos mecanismos distintos e ignalmente impor-
tantes: en el primero, la enzima alcanza un esta-
do denominado “cataliticamente competente” por
medio de fosforilaciones que alinean correctamen-
te a los residuos para su catdlisis, y en el segundo
se lleva a cabo la unién de moduladores positivos
(como el Ca**, el DAG y la PS) provocando la re-
mocion de la region pseudosustrato del sitio de
union al sustrato.
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Figura 3. I) Estructura en solucién determinada por reso-
nancia magnética nuclear del segundo dominio rico en
cisteina de la PKCo. Este dominio estd constituido por
dos cadenas B antiparalelas y una hélice en el extremo
carboxilo terminal y 1I) Tres posibles modelos de unién
del éster de forbol 12,13-dibutirato (PDBU). En los mo-
delos A y B el éster de forbol puede estar localizado a
ambos lados de las cadenas [} antiparalelas y en C estd
localizado entre las dos cadenas. Tomada de J. Med.
Chem. (1996) 39:2541-53.

Regulacion por fosforilacion in vive

Experimentos del grupo de Fabbro y col. (8)
dieron la primera evidencia de que las proteinas
cinasas C son fosforiladas in vivo. Especifica-
mente, ellos demostraron que la PKC es sinteti-
zada como un precursor desfosforilado e inacti-
vo de 74 kDa, posteriormente pasando de ma-
nera transitoria a una forma fosforilada de 77
kDa y finalmente como una forma madura de 80
kDa.

De acuerdo a las evidencias experimentales se
ha propuesto que una vez que ha sido sintetizada,
la PKC se convierte a su estado cataliticamente
competente por una transfosforilacion en el asa de
activacion, es decir es fosforilada por una cinasa
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de cinasa C. Recientes estudios han dado eviden-
cia de que esta transfosforilacion es realizada por
la cinasa-1 dependiente de fosfoinositidos (PDK-

1) (9).

La carga negativa adquirida por esta fosforila-
cion, alinea correctamente a los residuos que par-
ticipan en la catélisis y localiza a la enzima en el
citosol.

La primera consecuencia de la transfosforilacién
es una autofosforilacion en el extremo carboxilo
de la cinasa, estabilizando la conformacion cataliti-
camente competente y probablemente regulando
la localizacion subcelular de la enzima.

Las posiciones en las cuales se lleva a cabo la
fosforilacion de la cinasa han sido reportadas para
la PKC BIL: la Thr 500 en el asa de activacién y
Thr 641 y Ser 660 en el extremo carboxilo. Se ha
demostrado por estudios de mutagénesis dirigida
que la carga negativa en la posicién 500 de la
cinasa C BII es necesaria para mantener su estado
cataliticamente competente.

Consistente con la regulacion por dos fosfori-
laciones, algunos reportes indican que la proteina
cinasa C madura aislada de baculovirus, estd fosfo-
rilada en ambas regiones: el asa de activacion y el
extremo carboxilo terminal. La desfosforilacion en
el asa de activacion provoca una pérdida de activi-
dad de la proteina cinasa C, mientras que la des-
fosforilacion en el extremo carboxilo terminal re-
sulta en una refosforilacién inmediata cuando se
adiciona ATP.

De acuerdo a lo anterior, el asa de activacion es
entonces el primer sitio fosforilado en la proteina
cinasa C, sin embargo, se ha propuesto que este
sitio puede ser enmascarado cuando la regién pseu-
dosustrato ocupa el sitio activo, sugiriendo que el
pseudosustrato debe estar fuera del sitio activo
para que ocurra la fosforilacion. De acuerdo a esta
hipétesis, la destosforilacion del asa de activacion
requiere la conformacién activa (sin el pseudosus-
trato) de la proteina cinasa C.

Como se menciond anteriormente, después de
la fosforilacion en el asa de activacién, la proteina
cinasa C es autofosforilada en el residuo de treoni-
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na 641. La desfosforilacion en esta posicién de la
PKC BII o una mutacién que cambia el residuo de
treonina por uno de alanina en la PKC BI resulta
en una enzima que no puede ser activada (10).
Curiosamente, una mutacion en el residuo corres-
pondiente para la PKC o resulta en una enzima
activable, aunque muestra una baja estabilidad.

La tercera fostforilacion in vivo se lleva a cabo
en el residuo de serina 660. Esta fosforilacion final
correlaciona con la liberacidn de la proteina cinasa
C al citosol, sugiriendo que su papel es dirigir la
localizaci6n subcelular de la cinasa C. Las dos re-
acciones de autofosforilacion en el carboxilo ter-
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minal parecen ser desencadenadas por la fosfori-
lacién en el asa de activacion, por lo tanto, esta
fosforilacién mediada por una cinasa de cinasa C
inicia esta cascada de fosforilaciones.

Aunque la fosforilacidn de las cinasas C se lleva
a cabo en residuos altamente conservados, se han
reportado casos en los cuales se ha observado fos-
forilacion en residuos no conservados. Por ejem-
plo,1aPKC & es fosforilada en residuos de tirosina
en respuesta a la activacion de PKC en dos dife-
rentes tipos celulares, sugiriendo que este evento
pueda jugar un papel en la regulacién de la activi-
dad de esta isoforma diferente a las anteriormente

Senales que causan ;—

hidrélisis de fosfolipidos

Medio extracelular

\
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Enzima
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1. Fosforilacion por PDK-1 3 ATP

2. Autofosforilacién

Figura 4. Modelo para la regulacidén de la proteina cinasa C (PKC) por fosforilacién,
proteinas blanco y cofactores (tomado de Newton AC (1997) Curr Opinion Cell
Biol. 9: 161-167). La PKC se asocia con el citoesqueleto en una conformacion tal
que expone el asa de activacién manteniendo al carboxilo terminal (C) cercano al
sitio activo. {a) Una transfosforilacién por una cinasa de la cinasa C (en Thr 500
para la PKC BII) alinea correctamente los residuos para la catdlisis, seguida de una
autofosforilacién en dos posiciones de extremo carboxilo terminal (Thr 641 y Ser
660 en PKC BII). La fosforilacién en Thr 641lexpone a la cinasa en su estado
cataliticamente competente y la subsecuente fosforilacién en Ser 660 libera a la pro-
teina cinasa C madura en el citosol. (b) El destino especifico para cada isoforma de
PKC puede estar modulado por proteinas de anclaje especificas. (c) La unién del
diacilglicerol al dominio C1 y fosfatidilserina al dominio C2 provoca la remocién de
la region pseudosustrato del sitio activo. El dominio C2 de las proteinas cinasas C
convencionales tiene también un sitio de unién para Ca™, el cual incrementa
alostéricamente la afinidad de este dominio por fosfatidilserina y DAG. La inter-
accion de la enzima activada con otras protefnas blanco, como los RACKs (recepto-
res para la proteina cinasa C activa) puede ubicar a la enzima en regiones cercanas
a sus sustratos. N, se refiere al extremo amino terminal.

reportadas. Una explicacién a
estos hallazgos es que, proba-
blemente, el mecanismo preciso
de regulacion para una isoforma
determinada de PKC puede no
ser el mismo para otras isofor-
mas (Fig. 4).

Regulacion por cofactores.

Para que se lleve a cabo la
activacion de la proteina cinasa
C, se requiere de la remocién
de la region pseudosustrato del
sitio activo. Este cambio con-
formacional se favorece por la
unién altamente especifica de
1,2-sn-diacilglicerol, de calcio
y de fosfatidilserina a los domi-
nios que interaccionan con la
membrana, Cl y C2. La unién
de estos cofactores es suficien-
te para reclutar a la enzima en
las membranas por una interac-
cion hidrofébica de baja afini-
dad. Sin embargo, adicional-
mente ambos dominios deben
estar unidos a la membrana por
interacciones de alta afinidad
que resultan en la remocién de
laregion pseudosustrato y en la
activacion mixima de la enzima

(4).

El papel del Ca’*
En muchas células no esti-
muladas, la concentracion de
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calcio es baja y se incrementa
solo transitoriamente en respues-
ta a estimulos hormonales. En
contraste, las respuestas fisiolo-
gicas dependientes de calcio per-
sisten aun cuando las con-
centraciones de calcio regresan a
su estado basal. La activacidn
prolongada de la PKC, es la res-
ponsable de mantener tales res-
puestas celulares. La moviliza-
cion de calcio y la activacién de
la PKC actian cooperativamente
causando una variedad de res-
puestas celulares pero los meca-
nismos bioquimicos de este si-
nergismo no estdn completamen-
te entendidos. La movilizacion de
calcio y la degradacion de fosfo-
lipidos estdn intimamente relacio-
nados y algunas veces son com-
plementarios. En presencia de al-
tas concentraciones de calcio, la
activacion de la PKC requiere
menos degradacion de fosfoli-
pidos, mientras que en presencia
de una intensa degradacion de
fosfolipidos se requiere de menos
calcio para activar a la enzima.
La degradacion de fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato
por fosfolipasa C lleva a la produccion de DAG e
inositol 1.4.5-trisfosfato (IP,). E1 IP; se une a re-
ceptores especificos en reticulo endopldsmico fa-
voreciendo la liberacién de calcio. El calcio libera-
do, incrementa las concentraciones de este cation
en el citosol favoreciendo la interaccion con los do-
minios C2 de la PKC para completar su activa-
C101.

El que la PKC requiera de calcioy fosfolipidos
acidos para su activacion, llevé a pensar que las
interacciones Ca**-PS eran importantes. De acuerdo
a esto, se han propuesto algunos modelos para expli-
car esta interaccion.

En un primer modelo se propuso que cuando se
une el calcio al dominio C?2 se altera el potencial de
superficie y este cambio en el potencial podia actuar
como un “switch” electrostatico y asi regular las inter-
acciones macromoleculares del dominio C2.
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Figura 5. Modelo de la interaccién del dominio C2 con la membrana plasmatica. En
este modelo se muestra la unién de dos iones de calcio en el surco formado por las asas
B2-3yB6-7. Asimismo se muestra la penetracion del asa f§ 6-7 en la membrana y la
interaccion de la lisina 205 con los fosfolipidos de membrana.

Un segundo modelo basado en un sistema micelar,
propuso que en la activacion de la PKC las cabezas
polares de los fosfolipidos dcidos se coordinaban con
el calcio, el cual estaba unido a la region C2 de la
proteina. La estequiometria obtenida en este modelo
para las moléculas necesarias para la activacion de la
PKC fue de 4 moléculas de PS, 1 de Ca* y 1 de
DAG.

Recientemente utilizando cristales del dominio
C2 de la PKCol unido a calcio en presencia o ausen-
cia de PS, se propuso un tercer modelo en el cual se
muestra la presencia de dos iones calcio unidos a la
region C2 en una cavidad formada por las hojas 3
2-3 y 6-7. En este modelo se propone que el asa
formada por las hojas 3 6-7 es la que se inserta en la
membrana lipidica y esta interaccion se estabiliza
con un grupo fosfato de la lisina 205 del mismo do-
minio presente en el asa formada por las hojas 3 3-4
(Fig. 5). En ensayos de union del dominio C2 a los
fosfolipidos, se observé que la afinidad del dominio C2
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alafosfatidilserina incrementa con respecto al incremen-
to en las concentraciones de calcio.

Aun cuando los modelos descritos anteriormen-
te todavia estdn sujetos a revision, éstos tratan de
explicar cémo se lleva a cabo la interaccién de las
isoformas de PKC dependientes de calcio con la
membrana y el papel fundamental del calcio. Sin
embargo, todavia no existe a la fecha un modelo
que pueda explicar la interaccion de las isoformas
de PKC que no dependen de calcio.

Fosfatidilserina y otros lipidos aniénicos.

En presencia de diacilglicerol, la proteina cinasa
C posee una especificidad importante para unirse
a fosfolipidos como la fosfatidil-L-serina, por lo
menos en un orden de magnitud mayor que a mem-
branas que contienen otro tipo de lipidos. An4lisis
bioquimicos y de mutagénesis han establecido que
laregion C2 se une a lipidos acidos, sin embargo,
las determinantes de unién para fosfatidilserina no
han sido identificados todavia. Utilizando anti-
cuerpos anti-idiotipicos para fosfatidilserina, se ha
propuesto que en esta region reside un motivo de
unién para este fosfolipido, paradéjicamente, la
mutacion de este motivo no tiene ningin efecto
sobre la regulacién mediada por fosfolipidos.

Otros estudios han demostrado que las PKCs
convencionales y nuevas interacttian con vesiculas
de fosfolipidos cargados negativamente a través de
interacciones electrostaticas.

La fosfatidilserina es el fosfolipido preferido por
la proteina cinasa C, sin embargo se ha encontrado
actividad con dcido fosfatidico (PA) y fosfatidili-
nositol (PI). Por el contrario, la fosfatidilcolina
(PC) y fosfatidiletanolamina (PE) no tienen nin-
gun efecto sobre la cinasa.

Por otro lado, la fosfolipasa A2 (PLA2) que
cataliza la hidrolisis de fosfolipidos generando
lisofosfolipidos y acidos grasos libres, generalmen-
te dcido araquidénico. Algunos metabolitos oxi-
genados del dcido araquidénico, el araquidonato
libre y la lipoxina A, asi como la lisofosfatidilcolina
también son activadores de la PKC.

Diacilglicerol y ésteres de forbol.
Uno de los eventos clave en la activacién de la
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proteina cinasa C dependiente de DAG y/o ésteres
de forbol, es la “translocacién” o redistribucién de
la enzima a la fraccién membranal. Este evento ha
servido como punto de partida para la realizacién
de diversos estudios con los que se ha intentado
dilucidar cudles son los mecanismos moleculares
por los cuales estas dos moléculas inducen la redis-
tribucién de la enzima.

El diacilglicerol (DAG) es un intermediario en la
biosintesis y degradacién de glicerolipidos y un acti-
vador fisiolégico de la PKC. El dominio hidrofébico
del DAG es critico para asegurar que la molécula
quede insertada en la membrana con una orienta-
cién tal que los grupos hidroxilo y carbonilo estén
presentes en la interfase. Uno o mds de estos gru-
pos pueden interactuar especificamente con la cina-
say por lo menos uno puede ligar directamente al
Ca™. Esta unién en multiples puntos del DAG al
complejo PKC/PS/Ca** es un prerrequisito para la
activacion.

La proteina cinasa C es un receptor para promo-
tores de tumores, como los ésteres de forbol. Estos
son compuestos diterpénicos con una estructura
muy similar a la del DAG que se intercalan facilmen-
te en la membrana activando directamente a la PKC.

Algunos estudios han revelado que el mecanis-
mo por medio del cual el DAG vy los ésteres de
forbol activan a la PKC, es que ellos incrementan
linealmente la afinidad de la PKC por las membra-
nas. La interaccion de la proteina cinasa C con los
¢steres de forbol ha mostrado ser tan fuerte que
€sta puede mantener una interaccién de la PKC
con membranas neutras, es decir en ausencia de
lipidos 4cidos y por lo tanto en ausencia de inter-
acciones con el dominio C2 (5).

Como se mencioné anteriormente, la estequio-
metria de unién del éster de forbol a la PKC es de
1:1, sin embargo muchas de las isoformas de cinasa
C poseen dos dominios C1. Aunque todavia no se
entiende bien la presencia de estos dos dominios
Blumberg y colaboradores (11) establecieron que
estos dominios en la PKC intacta no son equivalen-
tes, ya que realizando estudios de transfeccién usan-
do mutantes de la PKC & revelaron que el segundo
dominio C1 juega un papel determinante en la “trans-
locacién” dela PKC en respuesta a éster de forbol.
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REDISTRIBUCION A SITIOS SUBCELU-
LARES

Las isoformas de PKC inactivas se encuentran prin-
cipalmente en el citosol mientras que sus activadores.
los cuales tienen un cardcter hidrofobico, estin pre-
sentes en la membrana.

Cuando la PKC esta en su forma activa, se encuentra
asociada con la membrana plasmdtica, elementos del
citoesqueleto, nticleos y otros componentes subcelula-
res. Analisis inmunocitoquimicos, asi como estudios
usando microscopia convencional o confocal de fluo-
rescencia revelan una localizacion especifica y mas com-
pleja de las isoformas de PKC.

Una célula determinada puede expresar diver-
sas isoformas de PKC. Muchas de estas isoformas
se encuentran localizadas en estructuras subcelu-
lares en su forma inactiva. Cuando son activadas,
se translocan a nuevos sitios intracelulares. Algu-
nos ejemplos son la PKCa, la cual en fibroblastos
REF52 no estimulados estd localizada en contac-
tos focales y se transloca al perinticleo después de
su activacion (12); la PKCPII asociada con estruc-
turas fibrilares en miocitos cardiacos no estimula-
dos se transloca al perinidcleo y a la periferia celu-
lar después de su activacion (13). En las mismas cé-
lulas, la PKCe estd localizada en el nicleo y el peri-
nicleo antes de la estimulacion y se transloca aes-
tructuras estriadas y regiones de
contacto célula-célula después de
la activacion (13).

Recientemente, ha sido posible
observar la translocacion de iso-
formas de PKCs convencionales
(especificamente PKCy) median-
te la utilizacion de proteinas de
fusion expresadas en lineas celu-
lares. En esta técnica, la isoforma
de PKC es fusionada con protei-
na que emite fluorescencia verde
(GFP) que sirve como una pro-
tefna marcadora. Utilizando esta
técnica ha sido posible estudiar el
proceso de translocacion de la
PKCd y suimplicacién en la re-
gulacion del ciclo celular en célu-
las COS-7 y CHO-K1 en cultivo
(14).

Dominio
pseudosustrato

Posible sitio de
union a RICKSs

Sitio de unién
a RACK
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Por otro lado, el blanco subcelular por interaccion
con proteinas especificas provee un mecanismo
atractivo para la regulacién especifica de cada iso-
forma. A continuacion se describen brevemente los
grupos de proteinas, descritos hasta la fecha, con los
cuales pueden interaccionar las diferentes isoformas
de PKC.

PROTEINAS QUE UNEN A PROTEINA CI-
NASA C

La localizacién de diversas isoformas de proteina
cinasa C en diferentes compartimentos celulares,
ha generado la posibilidad de proponer un meca-
nismo en el cual se lleven a cabo interacciones pro-
tefna-proteina de la cinasa C con proteinas especi-
ficas, y que este mecanismo esté regulando el des-
tino subcelular de cada isoforma. Recientemente
se han identificado por lo menos tres grupos de
proteinas que pueden interaccionar in vive con di-
versas formas de proteina cinasa C.

Un grupo de ellas son proteinas que se unen a la
PKC a través de un puente de fosfatidilserina y no
requieren, en algunos casos, la activacion completa
de la PKC para su unién (15). Estas proteinas son
sustratos de la PKC. Ejemplos de éstas son: talina,
vinculina, MARCKS (sustratos de cinasa C ricos en
alanina miristoilada), AKAP 79 (proteinas de anclaje
a cinasas dependientes de AMPc), gravina/AKAP

Dominio
pseudosustrato

PKC Inactiva

Sitio de union
al sustrato

PKC Activa

Sitio de unién
al sustrato

DG

Figura 6. Modelo de la interaccion de la PKC con proteinas de anclaje. Las proteinas
RICKSs se unen a la PKC inactiva y las RACKs a la conformacion activa. Se represen-
tan los sitios de unién para estas proteinas en el dominio regulatorio de la PKC. Sin
embargo también existen sitios para estas proteinas en el dominio catalitico.
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250, SBRC (un producto génico relacionado a sdr
que une cinasa C) y Btk (“Bruton tyrosine kinase™).

Un segundo grupo de proteinas son las llama-
das RACKSs (denominadas asi por receptor for
activated C kinase). Estas proteinas unen sola-
mente la forma activa de la PKC y esta unién es
especifica y saturable. Si bien se ha propuesto que las
proteinas RACKSs no son sustratos de PKC, hay tra-
bajos que demuestran lo contrario.

Todos los reportes hasta la fecha, han mostra-
do que se requiere de una interaccion especifica
proteina-proteina entre el RACK y la PKC, ya
que no es suficiente con la formacion de un puen-
te de fosfatidilserina. Se ha sugerido que la inter-
accion con estas proteinas, dependiente de gli-
cerofosfolipidos, puede servir para estabilizar la
asociacion de la enzima activa con sitios especifi-
cos en la membrana (15). Actualmente existen di-
versos estudios realizados con RACKI, la pri-
mera de estas proteinas que ha sido clonada a
partir de miocitos cardiacos de raton. Estos estu-
dios sugieren una especificidad de RACK|1 para
la PKCBII con la cual se une a través del dominio
C2. Aun no ha sido comprobado si en las células
existe un RACK especifico para cada isoforma o
subfamilia de PKCs: sin embargo, queda abierta
la posibilidad de que asi sea.

Un tercer grupo de proteinas que también inter-
accionan con PKC son las llamadas RICKs (re-
ceptores para la cinasa C inactiva). Estas protei-
nas unen, a diferencia de los RACKs, exclusiva-
mente la forma inactiva de la proteina-cinasa C. A
la fecha se ha identificado una RICK para la PKC8
en el aparato de Golgi en células hibridas de neuro-
blastoma x glioma (NG 108-15) (16). El mecanis-
mo de disociacién es muy semejante al de las pro-
teinas AKAPs que unen PKA en donde la AKAP
se disocia después de una elevacién en las con-
centraciones de AMPc. En el caso de los RICKs,
se ha observado que el éster de forbol PMA u
otros activadores promueven su disociacion de la
PKC. Estas proteinas al igual que los RACKSs se
sugiere que no son sustratos de PKC, aunque no
es del todo cierto.

Un modelo para explicar la interaccion de estas
proteinas con la PKC se muestra en la figura 6.

Renddén Huerta E P y Robles Flores M

PERSPECTIVAS

El avance en el estudio de esta familia de cinasas ha
permitido tener una visién mds amplia acerca de la
importancia de estas protefnas en la fisiologia y en
los mecanismos de transduccién de sefiales. Sin
embargo, el mecanismo preciso por el cual se regu-
la la accién de las PKC por fosforilacion asi como
los mecanismos moleculares implicados en su trans-
locacion en la célula todavia no son claros.

Lapresencia de diversas isoformas de PKC en una
sola c€lula, asi como el nimero de sustratos poten-
ciales para estas enzimas, complica atin mds los estu-
dios para conocer el mecanismo por el cual cada una
de estas isoformas puede ser activada y por lo tanto
translocada. Algunas preguntas como: ;por qué la
activacion de las PKCs se lleva a cabo para algunas
isoformas en un momento determinado y para otras
no?, y ;por qué la translocacion de cada isoforma se
lleva a cabo hacia distintos sitios subcelulares y no
hacia los mismos sitios?, hasta la fecha todavia no han
sido del todo contestadas.

En la actualidad parece que la localizacién y la
funcién de las diferentes isoformas de PKC estuvie-
ran determinadas por la union a diferentes proteinas
de anclaje en diferentes sitios subcelulares. Por otro
lado, hoy en difa se estd dando un gran impulso en
diferentes campos de investigacién para la identifi-
cacion de inhibidores y activadores especificos para
la translocacién de la PKC, que puedan ayudar en
gran medida a esclarecer estos procesos. Hoy en
dia se utilizan mutantes dominantes negativas o
constitutivamente activas para una isoforma de PKC
con el fin de definir la funcion de algunas de estas
isoformas.

El advenimiento de técnicas como la microscopia
confocal de fluorescencia, ha permitido también ob-
tener una vision mds clara de cémo es que la PKC se
transloca, hacia dénde lo hace y con qué otra protei-
na podria interactuar.

Por tltimo, debido a la demostrada participa-
cion de la PKC en los procesos de tumorigénesis
y apoptosis celular, ha aumentado el interés acerca
del potencial terapettico de los inhibidores y
activadores de la translocacion de una determina-
daisoforma de PKC, tanto en la investigacion basica
como en la industria farmaceditica.
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RESUMEN

Las enzimas son biomoléculas cuyos mecanis-
mos de accion y regulacion constituyen un cam-
po activo de investigacién. Su estudio puede
abordarse desde diferentes puntos de vista, por
ejemplo: el cinético, estructural y termodindmi-
co. Un estudio detallado de la funcién de los re-
siduos importantes en la catdlisis y unién de
ligandos de una enzima involucra su modifica-
cion. Hay dos maneras de modificar una enzima,
se puede alterar racionalmente el gen que la co-
difica por mutagénesis dirigida o bien, se puede
actuar quimicamente sobre la proteina, alteran-
do especificamente las cadenas laterales de al-
gunos residuos por modificacion quimica. La
mutagénesis dirigida se ha utilizado principal-
mente en la identificacion de los sitios ligantes o
cataliticos de las enzimas y en el andlisis de su
funcién. La modificacién quimica es una herra-
mienta poderosa que se ha utilizado para mapear
sitios ligantes de las proteinas y es una técnica
que nos permite obtener informacién valiosa
acerca de una proteina, incluso cuando no co-
nozcamos ni su estructura ni siquiera su secuen-
cia. En el presente articulo explicamos las ven-
tajas de las técnicas de modificacion quimica en
los estudios enzimoldgicos, las cuales comple-
mentan y amplian la vision que nos ofrecen los
estudios estructurales o el estudio de mutantes
sitio especificas.

PALABRAS CLAVE: Modificacién quimica,
mutagenesis dirigida, enzimas alostéricas, glu-
cosamina 6-fosfato desaminasa (EC 3.5.99.6),

N-acetilglucosamina 6-fosfato desacetilasa (EC
3.5.1.25).

ABSTRACT
Enzymes are bio-molecules whose mechanisms of
action and regulation constitute an active research

field. Their study can be approached from differ-
ent points of view, for example: kinetic and struc-
tural studies and physical thermodynamic analysis.
A detailed study of the function of important resi-
dues in the catalysis or binding properties of an
enzyme involves the alteration of the enzyme it-
self. We can modify an enzyme by two ways: the
gene that encodes the enzyme can be rationally al-
tered by site-directed mutagenesis, or the protein
can be modified on the lateral chains of a residue
by a specific chemical process “chemical modifi-
cation”. Site-directed mutagenesis has been mainly
employed in the identification of binding and cata-
lytic residues of enzymes and in the analysis of
their function. Chemical modification is a power-
ful tool that has been used to map binding residues
of proteins and it is a technique that allows us to
obtain information about a protein even if its struc-
ture and sequence is unknown. The best approach
to the analysis of enzyme functions is, therefore, a
combination of both site-directed mutagenesis and
chemical modification techniques.

KEY WORDS: Site-directed mutagenesis,
chemical modification, glucosamine-6-phosphate
deaminase (EC 3.5.99.6), N-acetylglucosamine 6-
phosphate deacetylase (EC 3.5.1.25).

INTRODUCCION

Las enzimas representan una de las mds diversas y
sorprendentes biomoléculas presentes en los orga-
nismos; sus mecanismos de accién, especificidad,
actividad catalitica y sus mecanismos de regula-
cién constituyen un amplio campo de estudio. Las
proteinas tienen diversos papeles, de hecho la vida,
tal como la conocemos, realiza casi la totalidad de
sus tareas por medio de las proteinas. La diversi-
dad de las estructuras y funciones asociadas con
las proteinas, son el producto de aproximadamen-
te 3.5 miles de millones de afos de evolucién (1).
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En las enzimas encontramos ademas de la funcién
de reconocimiento especifico, que es la base de la
funcién de las proteinas en general, la funcién
catalitica.

El estudio del mecanismo de accion de una en-
zima se puede abordar desde diferentes puntos de
vista. Uno de ellos que es privativo de las enzimas,
es a través de la reaccidn o reacciones que son ca-
paces de catalizar, esto es, su estudio cinético. Un
estudio cinético cldsico nos da informacion sobre
la secuencia de adicién de sustratos o de salida de
productos, el nimero y la composicion de los com-
plejos formados entre éstos y la enzima y las cons-
tantes de velocidad con que se suceden en el ciclo
catalitico. También nos informa de la existencia de
complejos abortivos y de complejos con diversos
ligandos fisiologicos o artificiales, como es el caso
de los inhibidores de diferentes tipos.

Cuando manejamos la concentracion de ion H*
como variable, la cinética nos permite conocer el
pK, de los grupos participantes en la unién de
ligandos o en el paso limitante de la velocidad de
reaccion. El estudio cinético de una enzima es una
herramienta poderosa, y muy accesible para un la-
boratorio en el que, como ha dicho W. W. Cleland,
se cuenta esencialmente con espectrofotometros y
cerebros humanos. La descripcion formal del pro-
ceso cinético lleva a plantear un modelo de meca-
NnisSMO que Se€ CONOCE COMO Mecanismo cinético,
que contiene en general poca informacion estruc-
tural, siendo estd ademads, hipotética y dependien-
te de la validez del modelo cinético propuesto. Un
ejemplo derivado del trabajo de nuestro laborato-
rio es el estudio cinético de Souza y colaboradores
(2) sobre la N-acetilglucosamina 6-fosfato desace-
tilasa de Escherichia coli, los autores han propues-
to un modelo cinético que implica la acetilacién
transitoria de un residuo del sitio activo. El estu-
dio cinético no nos permite conocer la naturaleza
del residuo acetilado y la naturaleza especulativa
de esta conclusion nos exige buscar informacion
basada en métodos mas directos y que no sean
dependientes de un modelo. Con relacion a este
punto, hay que destacar que un modelo consisten-
te con un conjunto de datos cinéticos, puede ser
perfectamente consistente con ellos y ser ademas
una excelente creacién intelectual, pero no ser
verdadero.
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Si bien se puede conocer mucho acerca de la
estructura de una proteina empleando técnicas
fisicoquimicas en solucion, los datos mas especta-
culares provienen de los métodos que permiten
determinar la estructura tridimensional de las mo-
l1éculas.

Una de estas herramientas es la resonancia mag-
nética nuclear bidimensional (RMN), que resuelve
estructuras de no muy alto peso molecular (<18
kDa). La cristalografia de difraccion de rayos X es
mas poderosa y mds accesible, siempre que se dis-
ponga de la proteina cristalizada; ya es frecuente
actualmente obtener datos a una resolucion de 1.5-
1.6 A. La modelizacién es una herramienta teérica
auxiliar que permite obtener estructuras tridimen-
sionales de proteinas por prediccién, tomando
como base las coordenadas de una molécula ho-
mologa y muy similar.

Cuando se resuelve la estructura de una enzima
unida a ligandos funcionales o inhibidores, se tiene
en forma directa la localizacion y la estructura de-
tallada de los sitios ligantes, como pueden ser el
sitio activo o el sitio alostérico (3). Con estd infor-
macion, a su vez, se puede plantear un posible
mecanismo quimico. No hay que olvidar, sin em-
bargo, que la imagen cristalografica de un sitio
activo no solo es estdtica sino que ademds fue ob-
tenida en condiciones de cristalizacion (por ejem-
plo, alta fuerza idnica), que no son las condiciones
naturales bajo las cuales funciona la enzima. Jere-
my Knowles refiriéndose a la informacién crista-
logrifica, dijo que no podemos deducir el rendi-
miento de un caballo de carreras con s6lo analizar
sus fotografias.

En el caso del estudio de la enzima N-acetilglu-
cosamina 6-fosfato desacetilasa de E. coli, cree-
mos que la confirmacién del mecanismo propues-
to por Souza y col. provendra del estudio cristalo-
grifico que llevan a cabo actualmente Glaucius y
colaboradores en Sdo Carlos, SP, Brasil (4), con la
enzima recombinante producida por Mendoza
Herndndez y col. en nuestro departamento. En este
caso, la hipétesis planteada sobre el mecanismo de
reaccion implica que la enzima cristalizada en
acetato tenga un residuo acetilado; la verificacién
cristalografica del modelo parece ser el camino
mds sensato para confirmar o rechazar esta hipo-
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tesis y tiene evidentes ventajas sobre los intentos de
acetilacién con acetato marcado. El acetato es un
sustrato de la reaccion reversa y se esperaria que
exista una acetilacion especifica de un resido del sitio.
Como ya sabemos que la mutante Asp248-Asn es
inactiva, este aspartato es un buen candidato como
portador dei acetilo. La localizacion del residuo ace-
tilado por medio del mapeo peptidico no es trivial
porque se trata de un grupo hidrolizable.

El punto que nos interesa destacar es que el
modelo estructural no solo permite en muchos ca-
sos reconocer los sitios ligantes y estudiarlos con
técnicas virtuales, sino que ademads nos da idea del
mecanismo quimico. Un ejemplo tipico es el estu-
dio, por parte de nuestro grupo, de la enzima
glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli, cuya
estructura fue resuelta en colaboracién con el gru-
po brasilefio de Glaucius Oliva y con el de Eduar-
do Horjales en la UNAM. Con los datos cristalo-
grificos de un complejo enzima-inhibidor compe-
titivo y con la modelizacién del sustrato en forma
piranosa en el sitio activo, se propuso un mecanis-
mo quimico para la enzima (5). Sin embargo, un
modelo puede sugerir diversos mecanismos y plan-
tear nuevas incognitas. Un estudio fisicoquimico,
derivado de las hipdtesis que surgen del modelo
estructural, es imprescindible para completar el
conocimiento de una enzima. Si la historia de nues-
tra desacetilasa hubiese sucedido en orden inver-
so; es decir, primero se hubiese resuelto la crista-
lografia en la que por casualidad se hubiese usado
acetato de potasio como sal precipitante y se hu-
biese descubierto que el Asp284 estd acetilado
(s6lo una hip6tesis en la fecha en que escribimos),
hubiese sido la estructura la que hubiese inspirado
el estudio cinético, en busca de este complejo es-
table, y de un paso de conversién de complejos
enzima-acetato en acetil-enzima, el cual bien po-
dria ser un paso limitante. Esto dltimo hubiese sido
la hipétesis, y la linea de razonamiento que guia la
experimentacién hubiera fluido en sentido contra-
rio.

. COMO SE ESTUDIA UNA ENZIMA?

En la aventura de revelar los secretos de la funcion
enzimdtica no hay reglas ni protocolos fijos, pero
un hecho es ineludible: en el estudio de un sitio
activo tarde o temprano habrad que acudir a las téc-
nicas que permiten introducirle modificaciones.

Montero Moran G, Alvarez Aforve L I y Lara Gonzilez S

El enfoque del problema tiene algo en comin
con los métodos de cirugia experimental usados
por los fisidlogos del siglo XIX para conocer la
funcién de las principales gldndulas de secrecion
interna. Estas se extirpaban de un animal de expe-
rimentacién y luego se observaban las alteraciones
funcionales que se producian ;Es esto aplicable a
la ciencia de proteinas? La gran cantidad de infor-
macion obtenida en esta forma, y que aparece en
la literatura, nos llevaria a responder afirmativa-
mente. Sin embargo, una modificacion puede te-
ner los efectos locales que deseamos provocar,
pero también efectos inesperados, que nos sor-
prenderdn a la hora de estudiar Ia proteina modifi-
cada. Estos pueden ser efectos locales inespecifi-
cos (impedimento estérico), cambios conformacio-
nales a distancia o alteraciones de plegamiento
nativo de la proteina. A pesar de esto, si se usan
bajo condiciones estrictamente controladas, los
métodos de modificacién son una poderosa herra-
mienta para mapear los sitios ligantes de las pro-
teinas.

Pero, ;como se explora la funcién? La idea fun-
damental es hacer que la proteina sea diferente a
como estd en la naturaleza y analizar los cambios
en su estructura y su funcion que aparecen como
consecuencia del cambio.

Disponemos de dos maneras de modificar una
enzima, se puede alterar el gen que la codifica a
modo de obtener mutantes disefadas racionalmen-
te, en las cuales algunos aminodcidos especificos
aparezcan sustituidos por otros (lo que llamamos
mutagénesis dirigida), o bien se puede actuar qui-
micamente sobre la proteina, para alterar especifi-
camente las cadenas laterales y algunos residuos
(modificacion quimica).

MUTAGENESIS DIRIGIDA: Recompensas y
Limitaciones :

La mutagénesis dirigida constituye una herramien-
ta poderosa en la ingenieria de proteinas, la cual
se define como el disefio y construccion de nuevas
proteinas por la manipulacion de sus genes corres-
pondientes. Esto implica el remplazo, supresion o
adicion de un residuo de aminodcido en la secuen-
cia de una proteina natural o modificaciones ma-
yores en las que se agregan, cambian o quitan frag-
mentos de cadena polipeptidica (6).
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Las modificaciones a nivel genético pueden ser las
interrupciones de cadena, la insercion de segmentos
enteros o el entremezclado del ADN. Se recurre a
una bateria de técnicas, muchas de ellas basadas en
la PCR para acelerar draméaticamente la generacién
de variedad en una biblioteca genética (7). Actual-
mente esta tecnologia, combinada con técnicas de
seleccion adecuadas, se utiliza para producir nuevas
proteinas, imitando los métodos de la naturaleza. La
técnica preferida para el estudio de mecanismos enzi-
madticos es la mutagénesis dirigida a sitios especificos.
que procura introducir cambios locales, respetuosos
de la estructura. La mutagénesis dirigida se lleva a
cabo a través de la construccion del correspondiente
ADN modificado, seguido de la expresion de la pro-
teina recombinante para su posterior evaluacion (8).

Esta técnica se ha enfocado principalmente a la
identificacion de los sitios ligantes o los sitios catali-
ticos y al andlisis de su funcion, asi como para estable-
cer el papel de las cadenas laterales de los amino4ci-
dos en el plegamiento de las proteinas.

La estructura cristalografica de la enzima glu-
cosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli mues-
tra, que la His143 se encuentra formando parte del
sitio activo. Este residuo estd en contacto con el
O5 del sustrato, sugiriendo que el grupo imidazol
de esta histidina juega un papel importante en la
catalisis (5). El anillo imidazdlico de la His143 esta
flanqueada a su vez por los carboxilos del Aspl41
y el Glul48, que interactian con su nitrégeno 81
(Fig. 1). El sustrato es la glucosamina 6-fosfato
(GIcN6P) que es transformada en una reaccion de
isomerizacidén-desaminacién en fructosa 6-fosfato
(Fru6P) y ion amonio.

Empleando mutagénesis dirigida para cambiar
la His143 por glutamina y realizando un estudio
de las propiedades ligantes y cinéticas de la mu-
tante, comprobamos que la Hisl43 tiene varias
funciones, una de ellas en la unién de la forma ex-
tendida del sustrato al sitio activo. Demostramos
ademads, que este residuo participa en la catalisis
de la primera fase de la reaccion, es decir la aber-
tura del anillo de piranosa de la GIcN6P. Otro pa-
pel adicional del residuo se relaciona con la transicion
alostérica en esta enzima, His143 participa en el aco-
plamiento homotrépico-heterotropico (Tesis de doc-
torado y articulo en preparacion de GMM).
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Figura 1. Representacion esquemitica del sitio activo de la
enzima glucosamina 6-fosfato desaminasa de E. coli mos-
trando los residuos del sitio activo y las interacciones con
un inhibidor competitivo (GlcNol6P). La His143 se encuen-
tra flanqueada por los carboxilos del Glu148 y del Aspl41.
His143 participa en la apertura del sustrato (GlcN6P).

Sin embargo, los resultados de la mutagénesis diri-
gida no estdn libres de sospechas. Recordemos que
la capacidad de una enzima para llevar a cabo su fun-
cion depende de su estructura tridimensional nativa y
de la estabilidad de ésta. Las fuerzas que mantienen
la conformacioén nativa son del mismo tipo que las
que intervienen en la unién de ligandos y en la catali-
sis. La mutagénesis dirigida, y también la modifica-
c16n quimica especifica, tienen como fundamento im-
plicito que ambos fenémenos pueden analizarse por
separado, y que hay residuos con funcion catalitica
que no son fundamentales para el plegamiento nativo.
Sin embargo, esto no puede afirmarse a priori y pue-
de haber residuos que contribuyan a la vez a la con-
formacién nativa y al proceso de unién y catdlisis. La
solucién no es trivial, y requiere experimentacion adi-
cional. Mas facil resulta validar la mutagénesis dirigi-
da cuando encontramos que la mutacién disminuye
seriamente la k_ o la relacion k_ /K . pero no se
afecta significativamente la union de sustratos y
ligandos al sitio activo (constantes de disociacion o
bien valores de K _en sistemas en equilibrio rapido).
En este caso tenemos una garantia de la integridad
geométrica del sitio y confirmamos que el residuo
mutado tiene un papel directo en la catdlisis, pero que
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no participa en funciones ligantes. Un ejemplo de
nuestro trabajo, es la mutante Asp71Asn de la
desaminasa de E. coli enlaquelak  se hace 10 mil
veces menor que en la enzima sﬂvestre perola K
para la GIcN6P s6lo aumenta unas tres veces.

¢QUE ALTERNATIVAS OFRECEN LOS ME-
TODOS DE MODIFICACION QUIMICA?
En los estudios de correlacion estructura-funcion,
puede plantearse la necesidad experimental de
modificar un residuo racionalmente escogido en
una posicion determinada de la estructura de la
proteina. Ya nos hemos referido a la mutagénesis
dirigida, y frente a una metodologia que parece
impecable ;qué ventaja puede tener la modifica-
cion quimica? La modificacién quimica, salvo en
rarisimas ocasiones, permite dirigir el cambio a una
posicidn especifica de la secuencia, ya que varios
residuos similares pueden reaccionar simultinea-
mente. Llegados a este punto, nuestros lectores y
lectoras concluirdn que la pregunta que nos hace-
mos en el titulo tiene una respuesta afirmativa y
que las técnicas de modificacién quimica son cosa
del pasado. Sin embargo, una revision bibliografi-
ca de los dltimos afios muestra que la modifica-
cion quimica de proteinas es un drea activa y todos
los afos aparecen métodos y reactivos nuevos. ;A
qué se debe su vigencia? La mutagénesis dirigida y
la modificacién quimica tienen una diferencia esen-
cial. La primera nos permite crear una enzima
mutante que podremos comparar con la enzima
silvestre. La modificaciéon quimica también nos da
una enzima modificada, pero nos da una informa-
cion adicional y y que suele ser la mads valiosa, la
cinética de la reaccién de modificacion. El estudio
de la reaccién quimica en si puede ser tanto 0 mas
interesante que el de la enzima modificada quimi-
camente. Esta se puede estudiar mientras transcu-
rre la reaccion y nos puede dar mucha informacién
sobre la proteina en si. Ademads, si hacemos un
experimento mds completo y analizamos el curso
de la reaccién de modificacién por medio de una
sefial quimica y al mismo tiempo valoramos el
cambio de la funcién (por ejemplo la k_ ), podre-
mos correlacionar ambas cinéticas.

Vista desde esta perspectiva, la modificacion
quimica y la mutagenesis son enfoques experimen-
tales diferentes, que exploran aspectos comple-
mentarios de las propiedades de un sitio activo.

Montero Moran G, Alvarez Afiorve LIy Lara Gonzdlez S

Por este motivo su uso combinado y si es posible,
apoyado con buenos datos cristalograficos, puede
ser la forma mds completa de encarar el estudio
funcional de una enzima.

Ya hemos mencionado que no suele ser posible
lograr la modificacién quimica de la cadena lateral
de un aminodcido determinado. Si estudiamos una
reaccion para cisteinas, es altamente probable que
varias cisteinas reaccionen a la vez. Esto, no es
una tremenda desventaja de los métodos quimicos,
porque a su vez es una importante fuente de infor-
macion sobre la proteina que se esta investigando.
A veces encontramos, residuos hiperreactivos, re-
siduos poco reactivos o completamente ocultos.
A veces algunos grupos se ven igualmente expues-
tos en el modelo cristalogréfico, como ocurre con
las Cys118,228 y 239 de la glucosamina 6-fosfato
desaminasa de E. coli . Esta es una proteina alos-
térica, y puede ser estudiada en su estado T, de
baja afinidad, o en su estado R, de alta afinidad
por el sustrato. Lo que se observa con respecto a
la reactividad de las cisteinas, es que sélo dos,
Cys118 y Cys239 sonreactivasen laformaT yen
la transicién alostérica de la forma T hacia la for-
ma R, estos grupos SH parecen esconderse, por-
que su reactividad se hace nula (9, 10). En este
caso, el cambio de reactividad quimica, nos permi-
te monitorear la transicién alostérica (10, 5).

Una situacion experimental muy comtun es que la
reactividad de los grupos que se modifican en una
reaccion quimica cambie por la presencia de deter-
minados ligandos. Por ejemplo, en la glucosamina
6-fosfato desaminasa de E. coli, reaccionan seis
histidinas con dietilpirocarbonato (DEPC). Al mis-
mo tiempo, la enzima se inactiva, lo que se aprecia
como una disminucién de lak_ aparente. Si se Iepl-
te el experimento, saturando p1eV1amente laenzima
con un inhibidor competitivo, reacciona una histidina
menos y la actividad no se ve modificada. Entonces
podemos postular que una sola histidina es esencial
parala actividad y que se localiza en un sitio donde
la presencia del inhibidor competitivo la protege, o
sea, el sitio activo. Pero atin mas: podemos estudiar
el efecto de la concentracion del inhibidor competi-
tivo sobre la velocidad de reaccidn de la enzima con
el DEPC. El experimento consistird en averiguar
como varia la constante de velocidad de reaccién
de la enzima con el DEPC a diferentes concentra-
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ciones del inhibidor competitivo, que en nuestro
ejemplo, es el 2-desoxi-2-amino-glucitol 6-fosfato
(glucitolamina-6-P). Este experimento nos permite
calcular la constante de disociacién del complejo
enzima-glucitolamina 6-fosfato. Esta constante de
equilibrio calculada a partir de datos de modifica-
cién quimica debe coincidir con el valor de K, para
la glucitolamina 6-P como inhibidor compeﬂtwo En
nuestro ejemplo, la K parala GlcN-ol-6P obtenida
como acabamos de exphcar y el valor de K para
este ligando calculada cinéticamente a partir de los
datos de inhibicién son de 0.002 mM en ambos ca-
sos. También sucede que en este caso el ion H* se
comporta como la glucitolamina-6-fosfato, es decir,
protege a la His del sitio activo de la reaccion de
etoxiformilacién con DEPC. Podemos hacer expe-
rimentos para estudiar el efecto de la variacion de
[H*] sobre la velocidad de reaccion de modificacién
quimica. De los datos de este experimento, pode-
mos deducir el pK_ del grupo modificado, en este
caso el pK_ del grupo imidazol de la histidina del
sitio activo. Cabe destacar que este enfoque experi-
mental permite caracterizar el pK_ de grupos funcio-
nales del conférmero alostérico libre de ligandos, lo
qgue no es posible con métodos cinéticos conven-
cionales en los que se varfa la concentracion de ion
H* ya que la presencia del sustrato provoca la tran-
‘%iCiél’l de T a R (Fig. 2). En nuestro caso hemos
establecido un pK  de 7.60 para este residuo, cuan-
do la enzima estd en la conformacién alostérica T.
En la transicién a la forma R, que se acompana de
cambios importantes en la estructura del sitio acti-
vo, medimos un pK_ de 6.4 con este mismo proce-
dimiento. El andlisis de este fendmeno es comp]ejo
pero nos ilustra cémo la modificacion quimica com-
plementa a la mutagénesis dirigida (Montero et al,
en preparacion).

UN ENFOQUE COMBINADO QUE ECHA
MANO DE TODOS LOS RECURSOS

Aun cuando no contemos con la estructura crista-
lografica de una enzima, podemos detectar algu-
nos aminoécidos esenciales para su funcion, recu-
mriendo a las técnicas de modificacion quimica. Estas
se basan en el empleo critico de una serie de reaccio-
nes quimicas razonablemente especificas para cada
tipo de cadena lateral del aminodcido. Existen reac-
ciones aceptablemente especificas para las cadenas
laterales de algunos aminodcidos y otras que no lo
son tanto (Tabla ).
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Figura 2. Transicién alostérica de la Glucosamina 6-fosfato
desaminasa, donde se muestran los dos conférmeros T y R.
El residuo Glul48 cambia su posicién con la transicion
alostérica acercandose al residuo de His143.

Como parecerd previsible, no existen reacciones
de modificacién especifica para los aminodcidos cu-
yas cadenas laterales poseen poca o nula reactividad
quimica, como es el caso de las cadenas aliféticas
(Ala, Val, Leu, Ile, Pro). Su falta de reactividad hace
que carezcan de funciones cataliticas y que su papel
en las propiedades ligantes de la proteina sea menor
y por lo general limitado a las interacciones hidro-
fébicas. El papel funcional de estos grupos no se pue-
de analizar por modificacién quimica pero si por
mutagénesis dirigida. Un ejemplo de nuestro labora-
torio es 1a modificacion del anclaje de la tapa del sitio
activo de la GIeN6P desaminasa de E. coli. Un resi-
duo clave en este anclaje es la Phe174, que dirige su
cadena lateral hacia el centro de lamolécula y se rela-
ciona con un nicho hidrofébico en la estructura. No
hay modificacién quimica posible, pero la mutagénesis
cambiando esta fenilalanina por una alanina permitio
aumentar la movilidad conformacional del motivo que
forma la tapa del sitio, lo que modificé profundamen-
te las propiedades cinéticas (I. Bustos-Jaimes, tesis
en preparacion) y estructurales (E. Rudifio-Pifiera, te-
sis en preparacién) de la enzima. Este enfoque permi-
tié reconocer el papel de la movilidad de esta tapa en
la catalisis y la transicién alostérica de la GIcN6P
desaminasa de E. coli.

Cuando se ha establecido por medios quimicos
que un residuo determinado se relaciona con la fun-
cidn enzimatica, nos enfrentamos a un nuevo pro-
blema: la identificacién del residuo cuya modifica-
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TABLAT

ALGUNOS DE LOS REACTIVOS MAS USADOS PARA LA MODIFICACION DE RESIDUOS DE AMINOACIDOS (3.14).

AMINOACIDOS

REACCION Y REACTIVO UTILIZADO

Grupos carboxilo:
Ac. Glutdmico (Glu)
Ac. Aspartico (Asp)

-Amidacion de grupos carboxilo con carbodimidas solubles en agua:

clorhidrato de etil-3-[3-(dimetilamino) propil] carbodimida (EDC),

Puede reaccionar con Ser, Cys y Tyr.

-Esterificacién con tetrafluoroborato de trietiloxonio, N-diazoacetilglicinamida.

Grupos amino

-Guanidinacién con O-metilisourea

-Amidinacién con metilacetimidato

-Acilacion con anhidrido acético, acetilimidazol. anhidrido maleico
-Carbamilacién con cianato de potasio

-Alquilacién con haluros de algquilo (Ej:dcido yodoacético)
-Alquilacién reductiva con formaldehido + borohidruro de sodio

Arginina (Arg)

Reactivos dicarbonilicos, butanodiona y fenilglioxal. Se lleva a cabo en la oscuridad ya que puede
destruir Tyr, Trp e His.

Lisinas (Lys)

TNBS (trinitrobenceno sulfonato), cianato, fosfato de piridoxal (PLP)

Histidina (His) DEPC (dietilpirocarbonato)

Grupos Tiol (SH)
-Ditiopiridina.
Cisteinas (Cys)
piridinio (CDAP)

dientes bromoderivados

p-cloromercuribenzoato.

-Oxidacién: acido p-cloromercuribenzoico (PCMB)
-Formacién de Disulfuros mixtos: dcido 5.5 ditiobis (2-Nitrobenzoico) (DTNB)

Adicion etilénica (reaccién de Michel): N-etilmaleimida ( NEM )
-Cianilacion: 4-tiociano 1-nitrobenzoato (NTCB) o tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino

-Oxidacién: varios oxidantes, O, complejo o-fenantrolina-Cu>
-Agentes alquilantes como el iodoacetato, yodometano o iodoacetamida, Tambien los correspon-

Dinitrofluorobenceno, dcido bromo acético, N-etilmaleimida, DTNB
5,5-ditiobis-(2-dcido nitrobenzoico), anhidrido acético, 2-mercaptopiridina,

-Disulfuros: reduccién, reduccidn-cianilacién (con CN°), reacciones de intercambio tiol-disulfuro

Tirosina (Tyr)

Nitracién con tetranitrometano (TNM)

Serina (Ser)

Agentes acilantes fuertes como el diisopropilfosfofluoridato

Triptofano (Trp)

Oxidacién con N-bromosuccinimida (NBS), Ozono, Yodo, 2-hidroxi-5-nitrobencil bromuro.

Metionina (Met)

Iodoacetato, alquilacion con yodometano (formacidn de sal de suifonio).

ci6n altera la funcién. Como ya hemos explicado, el
efecto protector de los ligandos especificos del sitio
que se estudia (activo o alostérico) suelen proteger
a la proteina del agente modificador. Esto no sélo
ayuda a localizar el grupo critico para la funcién,
sino que hace posible jugar con los reactivos para
derivatizarlos en forma especifica. Supongamos que
una proteina tiene cuatro cisteinas, todas reactivas
en el estado nativo de las cuales sélo una se protege
con un ligando especifico (sustrato o inhibidor sin
salida), por lo que inferimos que puede localizarse
en el sitio activo. Una forma de modificarla especi-
ficamente aprovechando la proteccién por ligandos
es la siguiente: saturamos la enzima de ligando y ha-

cemos reaccionar las Cys restantes con un reactivo
que las modifique reversiblemente, como el me-
tilmetano tiosulfonato (MMTS). Luego quitamos el
ligando protector, y modificamos la cisteina que que-
da accesible, con un reactivo de modificacion irre-
versible, por ejemplo yodometano, yodoacetamida
o N-etilmaleimida. Finalmente quitamos los grupos
-S-CH_,SO, unidos a las cisteinas periféricas, va-
liéndonos de un reductor, por ejemplo ditiotreitol (o
ditioeritritol). Este paso regenera los grupos SH que
habian reaccionado con el MMTS pero no los que
se alquilaron, por ejemplo, con yodometano y tie-
nen un grupo -CH, unido al azufre de la Cys. La
identificacion de las Cys reactivas puede hacerse
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por mapeo peptidico, aprovechando que la ciani-
lacién de los tioles hace que la cadena polipetidica
sea muy sensible a la hidrélisis alcalina. La unién
hidrolizada es la Xaa-CySCN, donde Xaa es un
aminodcido cualquiera y CySCN es la S-cianocis-
teina. Todos estos recursos fueron usados por Alta-
mirano y col. para el estudio del papel funcional de
las cuatro cisteinas de la GIeN6P desaminasa de F.
coli, en combinacién con la construccion de mutan-
tes (10).

El éxito de la modificacion quimica es llegar a
producir un cambio en alguna propiedad de la en-
zima que puede correlacionarse con el papel fun-
cional de un residuo especifico.

Una limitacion de la mutagénesis dirigida con-
siste en que no permite modificar los grupos amino
o carboxilo terminales, ya que siempre habra ex-
tremos terminales.

La transaminacion quimica especifica propor-
ciona un método de eliminacion del grupo amino
terminal. En el estudio de la glucosamina-6-fosfato
desaminasa de E. coli se aplicé la técnica de trans-
aminacion altamente selectiva, no enzimatica, del
grupo amino terminal, convirtiendo el amino ter-
minal en un 2-oxoacilo el cual puede reducirse a
su correspondiente alcohol (Fig. 3). El procedi-
miento que permite hacer la “mutacion quimica”
que reemplaza un residuo de metionina por uno de
a 2-oxo-4-(metil-tio) butirilo, fue desarrollado en
nuestro grupo por Lara-Gonzalez y col. (11), esto
ha permitido conocer el papel del grupo amino ter-
minal en la propagacién de la transicion alostérica
en la molécula de esta enzima.

(SEPUEDEN USAR CONDICIONES DE RE-
ACCION DESNATURALIZANTES?

Actualmente es posible renaturalizar proteinas
completamente desplegadas, por ejemplo en urea
8M o en cloruro de guanidinio 6M. Algunas es-
tructuras se repliegan en forma espontdnea con
buenos rendimientos (por ejemplo, la triosafosfato
isomerasa). Sin embargo, en muchos casos solo se
puede tener una renaturalizacion eficiente si se re-
curre a ciertas proteinas que catalizan el reple-
gamiento, las llamadas chaperoninas o foldasas. Su
funcidén es asistir el plegamiento de proteinas re-
cién sintetizadas o corregir los efectos de un cho-
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Figura 3, Reaccidén de transaminacién y reduccién de la
metionina N-terminal de la GlcN6P desaminasa de E. coli.

que térmico (12). Altamirano y col. desarrollaron
un método de replegamiento basado en foldasas
modificadas por ingenieria de proteinas e inmovili-
zadas en un soporte cromatografico (cromatografia
de replegamiento) (12, 13).

Una muestra de enzima glucosamina-6-fosfato
desaminasa que habia estado almacenada en solu-
cion en 50% de glicerol y agua a-20°C por 5 afios y
habia perdido toda su actividad catalitica, pudo recu-
perar el 100% de su actividad (13). Las técnicas de



38

replegamiento asistido abren una nueva perspectiva
para las técnicas de modificacion quimica de enzimas,
ya que se pueden imaginar protocolos en los que se
actie sobre la proteina desnaturalizada.
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RESUMEN

Las enzimas mds conocidas que oxidan al lactato
son las lactato deshidrogenasas dependientes de
los piridin nucleétidos. Sin embargo, en los orga-
nismos unicelulares se han encontrado enzimas que
son independientes de los piridin nucledtidos
(iLDH). En las bacterias las iLDH son membra-
nales y funcionan como quinona reductasas, mien-
tras que en las levaduras se encuentran en el espa-
cio intermembranal de la mitocondria y funcionan
como citocromo ¢ reductasas. Las iLDH mito-
condriales de Euglena gracilis comparten con las
de las bacterias, la caracteristica de reducir a las
quinonas. En esta revision se describen y se com-
paran las caracteristicas cinéticas y estructurales
de las iLDH reportadas para E. gracilis , bacterias
y levaduras.

PALABRAS CLAVE: iLDH, Euglena graci-
lis, bacterias, levaduras, FMN, FAD.

ABSTRACT

The NAD-dependent lactate dehydrogenase are
the best known enzymes that oxidize lactate.
However, in unicellular organisms there have also
been found pyridine nucleotide-independent forms
of the enzyme (iLDH). iLDH are membrane-bound
and quinone reductases in bacteria, whereas in
yeast they are located within the intermembrane
mitochondrial space and have as electron acceptor
cytochrome c. In E. gracilis mitochondria, iLDH
have been found, which reduce quinones. In this
review, we describe and compare the kinetic and
structural characteristics of the iLDH, the iLDH
reported for E. gracilis, bacteria and yeast.

KEY WORDS: iLDH, Euglena gracilis, bac-
teria, yeast, FMN, FAD.

INTRODUCCI)N

En eucariotes superiores la cadena respiratoria de la
mitocondria puede oxidar diversos substratos como
NADH + H~, glicerol-3-fosfato, succinato y dcidos
grasos, por medio de las deshidrogenasas que son
quinonas reductasas, siendo la NADH deshidroge-
nasa y la succinato deshidrogenasa las mas abundantes.

En la cadena respiratoria de las bacterias existen
deshidrogenasas cuya especificidad por los substratos
es diferente a los que utilizan las mitocondrias de euca-
riotes superiores. Entre estos substratos estdn el for-
mato, dihidroorotato, glicerol, mandelato, metanol,
piruvatoy L-y D-lactato (1). La actividad de dichas
deshidrogenasas estd asociada en la mayoria de los
casos a lareduccién de quinonas.

Lactato deshidrogenasas independientes de
los piridin nucleétidos en los procariotes.

El lactato es también oxidado en una gran varie-
dad de bacterias por una deshidrogenasa diferente
a la que participa en la glucdlisis; esta enzima no
utiliza NAD*/NADH + H* como coenzima, por lo
que se conocen como lactato deshidrogenasas in-
dependientes de piridin nucledtidos GiLDH); éstas
transforman al lactato en piruvato con la reduccion
de una flavina como cofactor, sin embargo, no hay
estudios acerca de que la reaccion opuesta ocurra
in vivo o in vitro (2). Las iLDH pueden existir en
forma soluble (3) o particulada (4) y en muchos ca-
sos el aceptor natural de los electrones se descono-
ce. Cuando son membranales, forman parte de la
cadena respiratoria y pueden tener afinidad por los
dos isomeros del lactato o ser esteroespecificas.

LailLDH mas estudiada es la D-iLDH de Esche-
richia coli. Esta enzima es constitutiva sin importar
cudl fuente de carbono hay en el medio, mientras que
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la L-iLDH se induce bajo condiciones aerébicas en
presencia de lactato (5); asimismo, se ha reportado el
consumo de oxigeno acoplado a la oxidacién de D-
lactato, ademas de que el sitio activo de la D-iLDH
se encuentra orientado hacia el citoplasma.

La D-iLDH de E. coli estd asociada a la mem-
brana y se ha utilizado para el estudio de las inter-
acciones proteina-lipidos. La enzima purificada
presenta una baja actividad en ausencia de deter-
gentes y lipidos. Se ha reportado que la actividad
enzimadtica se incrementa 5 veces en presencia de
Tritdén X-100 y 10 veces por los fosfolipidos de E.
coli o por lisolecitina. La preincubacion de la enzi-
ma con los lipidos de E.coli o 1a lisolecitina por 10
minutos a 37°C, incrementa la actividad y la K
(6). En su estado nativo esta enzima se encuentra
rodeada predominantemente por fosfatidilglicerol
y fosfatidilserina, los cuales estin presentes en baja
concentracion en la membrana plasmatica de E.
coli (7). Campbell y col. (8) clonaron el gen es-
tructural de la D-iLDH de E. coli; el marco de lec-
tura predijo que el polipéptido consistia de 571
aminodcidos (incluyendo el residuo de inicio, la
metionina) con una masa relativa de 64,613 Da.
La polaridad de la proteina (47%) es alta con res-
pecto a algunas proteinas membranales. En la en-
zima hay una pequeifia regién de baja hidrofobi-
cidad que contiene una repeticién idéntica en la
secuencia de los residuos de los aminodcidos
SVIG (residuos 140-143 y 150-153), la cual es
homodloga con la cadena H de la lactato deshi-
drogenasa de cerdo; esta secuencia se repite des-
pués de dos residuos de los cuales el segundo es
una cisteina. De manera interesante, esta cisteina
es esencial ya que su modificacion puede impedir
el cambio conformacional requerido para la catali-
sis. Mutaciones especificas en la D-iLDH con la
incorporacion del 5-fluorotriptofano indicaron que
en la estructura secundaria el sitio posible de enla-
ce de la flavina se encuentra en el carboxilo termi-
nal de la enzima.

Las predicciones de estructura de la hechas a
partir de los datos de resonancia magnética nuclear
con "F y de algunas deshidrogenasas citosélicas,
han mostrado dos regiones en las iLDH comunes
con las LDH citosélicas; una es el dominio de
union al substrato y la otra el dominio de unién al
cofactor. En el caso de la D-iLDH de E. coli, el do-
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minio de unién al cofactor es de 200 residuos de
aminodcidos y se encuentra en el extremo del car-
boxilo terminal, mientras que en el extremo del
amino terminal se encuentra el dominio de unién al
substrato. Ademads, la D-iLDH parece tener una pe-
quena region necesaria para su fijacioén a la mem-
branay para acoplarse a los acarreadores de elec-
trones lipofilicos, delimitada por los residuos de
aminodcidos 226 al 384. Esta dltima region, no esta
totalmente inmersa o anclada en la membrana, sugi-
riendo que la D-iLDH se fija a la membrana por
fragmentos separados estructuralmente, como se
muestra en la figura 1 (9).

Generalmente en E. coli como en otras bacterias,
la solubilizacion de las iLDH se lleva a cabo con
detergentes aniénicos, preferentemente el Tritén X-
100. Con este detergente incluso se activan las iLDH
de E. coliy de Neisseria gonorrhoeae. E1 pH opti-
mo para las iILDH varia desde 5.5 parala L-iLDH de
Lactobacillus casei, hasta8 y 9enlaL-y D-iLDH
de N. meningitidis y E.coli (2).

Los alineamientos realizados entre las iLDH
bacterianas muestran una gran similitud en la se-
cuencia de los residuos de los aminodcidos de las
D-iLDH y las L-iLDH, respectivamente. Las se-
cuencias de las D-iLDH y de algunas mandelato
deshidrogenasas que también son independientes
de los piridin nucleétidos, muestran regiones ho-
mologas entre si. Asimismo, en las secuencias de al-

exterior

membrana
citoplasmatica

citoplasma

Regidn del

carboxilo terminal
Figura 1. Modelo de la regién asociada a la membrana de
la D-iLDH de E. coli. La region necesaria para la fijacidn a
la membrana (linea negra) y para acoplarse a los acarrea-
dores de electrones lipofilicos, estd delimitada por los resi-
duos de aminodcidos 226 al 384. Esta region no estd total-
mente inmersa o anclada en la membrana (Modificado de 9).
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gunas L-iLDH bacterianas se aprecia una secuencia
(SNHGGRQ) muy conservada entre las o-hidroxi-
acido deshidrogenasas y las oxidasas que contienen
mononucledtidos de flavina como la L-lactato oxi-
dasa de Streptococcus iniae y de Aerococcus
viridans.

Con respecto a la especificidad de las iLDH
bacterianas, éstas pueden oxidar exclusivamente a
su substrato como la L-iILDH de Rhodopseudo-
monas sphaeroides y 1la D-ILDH de Megasphaera
elsdenii, o pueden oxidar al enantidmero opuesto
ademas de otros substratos, como el o-DL-hidro-
xibutirato v la D-treonina para la D-iLDH de E.
coli; y la L-treonina, la fenilalanina, el L-B-fenil
lactato y el 4-hidroxifenil lactato para la L-iLDH
de Neisseria gonorrhoeae, sin embargo, tienen
muy poca afinidad y una velocidad de oxidacion
menor al 10 % en comparacién con su verdadero
substrato.

Los pardmetros cinéticos de las iLDH bacteria-
nas son variables entre especies. La Tabla I mues-
tra que la afinidad por L- 0 D-lactato (K ) es simi-
lar ya que se encuentra en concentraciones mili-
molares, mientras que la velocidad médxima es di-
ferente, siendo mayor para las D-iLDH. El efecto
de algunos inhibidores es distinto en cuanto al tipo
de inhibiciony K.

Las iLDH en eucariotes.

Las iLDH de los eucariotes, especificamente en
levaduras, son significativamente distintas a las
encontradas en las bacterias. En las levaduras és-
tas se localizan en el espacio intermembranal de la
mitocondria. Las iLDH de Saccharomyces cerevi-
siae y Hansenula anomala son flavocitocromos b,
y fisiolégicamente tienen la actividad de L-iLDH
que transfiere los electrones directamente al cito-
cromo ¢. Estructuralmente son tetrimeros idénti-
cos, cada uno de los mondmeros contiene dos do-
minios diferentes. El dominio del citocromo b, esta
en el extremo del amino terminal y se relaciona
con el citocromo b_de los mamiferos, mientras que
el dominio que contiene al FMN y a la actividad de
la deshidrogenasa se encuentran en el extremo
carboxilo terminal.

Todas estas enzimas son de masa molecular muy
semejante y las secuencias del amino terminal, que es
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donde se encuentra el dominio del citocromo b, indi-
can que son homélogas; el dominio del carboxilo ter-
minal que contiene el FMN (con protoporfirina IX),
pertenece a la familia de las L.-2-hidroxidcido deshi-
drogenasas las cuales presentan un mecanismo cata-
litico muy similar para la oxidacién del substrato, aun-
que varian considerablemente en la selectividad del
mismo. Este tipo de enzimas se han encontrado en las
plantas, los animales y las bacterias; como la glicolato
oxidasa peroxisomal de las plantas, la L-mandelato
deshidrogenasa de Pseudomonas putida y de Rho-
dotorula graminis y la lactato mono-oxigenasa de
Mycobacterium smegmatis (10); las cuales tienen
substratos que difieren en el tamafio, la naturaleza qui-
mica y su participaciéon metabdlica. Los alineamientos
de algunas L-1ILDH y otras enzimas también indepen-
dientes de los piridin nucledtidos de diversos orga-
nismos, forman parte de una superfamilia de flavo-
proteinas con la actividad de 2-hidroxiacido deshi-
drogenasa y oxidasa.

Lalevadura Saccharomyces cerevisiae presen-
ta una D-iLDH mitocondrial unida a la membra-
na. La D-iLDH consta de un solo polipéptido y
no presenta ninguna homologia con la L- iLDH
presente en el mismo organismo (11). El alinea-
miento de secuencias de la iLDH entre las bacte-
rias y las levaduras no mostré regiones de simili-
tud. Del mismo modo, al intentar alinear secuen-
cias entre las L- y las D-iLDH, tampoco se en-
contraron similitudes. Se ha sugerido que existe
una familia de 2-hidroxidcido deshidrogenasas
especificas para el isémero D (12).

En la Tabla II se presentan algunas caracteristi-
cas de las enzimas bacterianas y de las levaduras.
Se incluyen algunas L- y D-mandelato deshidro-
genasas cuya relacion estructural y propiedades de
purificacién con las iLDH son muy similares (10).
El mandelato, que es una molécula de lactato mo-
dificada, es oxidado por la mandelato deshidroge-
nasa a fenilglioxilato que, por medio de la via de la
3-oxoadipato y con la salida de succinato, termina
en la sintesis de acetil-CoA.

La iLDH en Euglena gracilis.

Se ha reportado en el protista E. gracilis una acti-
vidad de D-iLDH, que se encuentra en la fraccién
particulada de la mitocondria, es dependiente de zinc
e independiente de los piridin nucleétidos. El L-lac-
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TABLAI
PARAMETROS CINETICOS DE ALGUNAS ILDH BACTERIANAS

Organismo Enzima PM.® Aceptor de K ° v Inhibidor ° K
(KDa) e para lactato (mM)
(mM)
Escherichia D-iLDH 74 DCPIP o 14 -2.2 — Oxamato (C) 0.0033
coli.’ (FAD) MTT- PMS Oxalato (C) 0.0009
Acinetobacter D-iLDH 62.8 DCPIP-PMS 0.264 — Oxalato (C) _
calcoaceticus ° (FAD) Reactivos de
grupos -SH
Neisseria D-ILDH 0 MTT-PMS 5.1 05 Oxamato e
meningitidis * Piruvato e
N. meningitidis L-iILDH —— MTT-PMS 14 0.06 E—— ————
Megasphaera D-iILDH 55 - — — Oxalato —_—
elsdenii * (FAD) D-lactato
Rhodopseudo- L-iLDH 107 DCPIP-PMS 0.5 e Oxamato (NC) 0.96
monas Oxalato (NC) 0.03
sphaeroides - D-lactato. (C) 22
Neisseria D-iLDH —— MTT-PMS 0.2 _ —_— _
gonorrhoeae ”
Paracoccus D-iLDH 54 DCPIP-PMS 0.81 — Tenoiltrifluo-
denitrificans 7 roacetona (NC) 22
Selenomonas D-iLDH — DCPIP 0.5 —— —_— _
ruminantiwm °
Clostridium D-iLDH 55 DCPIP o MTT 3.5 134 —_ —
acetobutylicum ¥
C. acetobutylicum® L-iILDH 55 DCPIP o MTT 0.7 0.3¢ —_— —_—

e Determinado por SDS-PAGE, *C inhibidor competitivo, NC inhibidor no competitivo, ‘Los valores fueron obtenidos de extractos
crudos, “‘umoles de metasulfato de tetrazolio (MTT), metasulfato de fenazina (PMS) o diclorofenolindofenol (DCPIP) reducido
min' mg protefna’. '(4); *Allison N, O'Donnell M I, Hoey M E y Fewson C A (1985) Biochem. J 227:753-757; “Erwin A L
y Gotschlich E C (1993) J Bacteriol /75:6382-6391; “Olson S T y Massey V (1979) Biochemistry 18:4714-4724; "Markwell J
Py Lascelles J (1978) ] Bacteriol /33:593-600; “Fischer R S, Martin G C, Rao P y Jensen R A (1994) FEMS Microbiol /75:39-
44; "Zboril P y Wernerovd V (1996) Biochem and Mol Biol Int 39:595-605: "Gilmour M, Harry J F. Wilfrid J M (1994)
Microbiol /140:2077-2084: °(3).
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tato también se oxida pero a velocidades mas bajas
(13). La oxidacion del lactato se encontro acoplada a
la fosforilacién oxidativa, los electrones de la oxida-
cién del D- y L-lactato entran a la cadena respiratoria
de la mitocondria de Euglena al nivel de la ubiqui-
nona. Ademads, la oxidacién del L- y D-lactato pre-
senta entre 50 y 90 % de resistencia a la antimicina,
por lo que se propuso que una fraccion de la oxida-
cion del lactato procede a través de una cadena trans-
portadora de electrones alterna e independiente al
citocromo be (14).

En este protista se ha determinado cinéticamente
que la oxidacién del lactato se lleva a cabo por dos
enzimas estereoespecificas y, a diferencia de todos
los organismos reportados que presentan a la iLDH,
las dos se expresan cuando las células se cultivan en
medios sin glucosa o lactato. El sitio activo de la L-
iLDH est4 orientado hacia la cara externa de la mem-
brana interna mitocondrial. Ademas, ambas enzimas
son resistentes a altas temperaturas cuando se en-
cuentran en mitocondrias intactas, siendo la D-iILDH
la més resistente. El pH 6ptimo de las iLDH de E.
gracilis se encuentra entre 7.3-7.6 (15).

Se han utilizado varios aceptores artificiales de
electrones para llevar a cabo estudios cinéticos de
estas enzimas. El aceptor artificial mds utilizado ha
sido el diclorofenolindofenol (DCPIP) debido a su
alto potencial redox. Al igual que la D-iLDH de E.
coli, las iILDH de E. gracilis también pueden ceder
los electrones a las quinonas (Fig. 2), lo que hace
suponer que las iLDH de estos organismos tuvieron
un origen comun, ya que E. gracilis es de los euca-
riotes mds primitivos con mitocondrias (16).

Los inhibidores cldsicos de las lactato deshidro-
genasas dependientes de NAD'/NADH + H*, como
el oxamato y oxalato, también inhiben a las iLDH (Ta-
blas I y IIT). En cuanto al mecanismo cinético de re-
accion, se ha reportado para S. cerevisiae un mode-
lo que involucra dos estados distintos de la enzima
durante lareaccién (Fig. 3A). De forma similar, no-
sotros hemos identificado que el mecanismo de reac-
cion para las isoenzimas mitocondriales de E. grac..is,
es de tipo ping-pong (Fig. 3B).

Cofactores de las iLDH
Los cofactores de las iLDH son flavinas unidas o
no de forma covalente. Sin importar el organismo en
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Figura 2. Cinética de la oxidacién de L- y D-lactato en las
mitocondrias de Euglena. gracilis. A, oxidacion de L- y D-
lactato. B, oxidacién del lactato con DCPIP como aceptor de
los electrones. C, oxidacion del lactato con Q1 (quinona arti-
ficial con un solo grupo isoprenoide en la posicién 5 del
anillo) como aceptor de electrones. (®) L-lactato, (O) D-
lactato (Tomado de 15).

estudio para todas las L-iLDH el cofactor es siempre
FMN, mientras que para las D-iILDH el cofactor es
siempre FAD. Esta diferencia entre los grupos pros-
téticos y en los alineamientos de las secuencias entre
las L- y D-iLDH hacen suponer que son familias to-
talmente distintas. Sin embargo las L- y D-iLDH son
muy parecidas con otras deshidrogenasas enantic-
mero-especificas (Tabla II).

Lactato deshidrogenasas asociadas a las mem-
branas celulares en los mamiferos.

No se ha descrito la existencia de la lactato deshi-
drogenasa en las mitocondrias de los mamiferos. Se
ha supuesto que las actividades de la lactato deshi-
drogenasa que se han encontrado en las preparacio-
nes mitocondriales, eran contaminaciones por enzimas
del citosol, ya que €stas no eran preparaciones puras.
Sin embargo, recientemente se report6 una actividad
de lactato deshidrogenasa dependiente de NAD*/
NADH + H* acopladd a un consumo de oxigeno,
sensible a oxamato y N-etilmaleimida, lo que sugiere
que el lactato se internaliza a la mitocondria para ser
oxidado. Isoformas de estas enzimas se han identifi-
cado en el corazon, higado y misculo (17).

Importancia de las iLDH en microorganis-
mos patogenos.
Las iLDH son muy importantes en el metabolismo
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Figura 3. A, representacién lineal del ciclo catalitico del flavocitocromo b2 de S. cerevisiae. Los estados redox del citocromo ¢
(cit ¢), el hemo (H) y la flavina (F) del flavocitocromo b, estdn indicados por los suscritos “ox” y “red” para sus formas oxidadas
y reducidas respectivamente. (Modificado de 22); B. Esquema del mecanismo de reaccién propuesto para la L-iLDH ylaD-iLDH

mitocondriales de E. gracilis (Tomado de 15).

energético de las bacterias asi como de algunas leva-
duras y protistas. Su importancia radica principalmen-
te en que pueden utilizar ambos isémeros del lactato
durante su crecimiento y desarrollo en condiciones
aerdbicas.

Algunas bacterias patégenas como Neisseria
gonorrhoeae expresan la L- y la D-iLDH. La L-
iLDH participa en el metabolismo de los amino-
dcidos aromaticos de la bacteria, ya que puede con-
vertir al fenil-lactato a fenilalanina y al 4-hidroxi-
fenil-lactato a tirosina. Se ha asociado a esta enzima
en el mecanismo de patogénesis, en donde el lactato
del hospedero es oxidado por el gonococo, con el
consecuente aumento en el consumo de oxigeno y
transporte electronico; de forma similar a lo que se
ha sugerido para el 4-hidroxi-fenil-lactato, un meta-
bolito disponible en el hospedero humano (18).

Neisseria meningitidis posee también a las L- y
D-iLDH. El L-lactato es producido por las células
del mamifero, mientras que el D-lactato puede ser
detectado en la sangre humana, tal vez absorbido del
intestino, aunque su concentracion es s6lo el 5% de la
del L-lactato. El D-lactato puede ser producido en la
oxidacién de la glucosa por algunas bacterias ldcticas,
o0 bien por £. coli, la cual habita en la superficie de la

mucosa intestinal, que es el sitio donde también colo-
niza Neisseria (19)

En Haemophilus influenza se ha demostrado la
existencia de una D-iLDH asociada a membrana.
Su importancia estriba en que esta enzima puede
utilizar al D-lactato que se encuentra en pequefias
cantidades en el hospedero (20). La incubacién de
H. influenzae en lactato incrementa su resistencia
contra el suero humano. El mecanismo de este fe-
némMeno no se conoce pero aparentemente estd re-
lacionado a la expresién de lipopolisacéridos.

CONCLUSION

Los microorganismos presentan una diferencia im-
portante en la variedad de sustratos oxidables que
pueden utilizar para sintetizar ATP con respecto a
organismos superiores. La presencia de las lactato
deshidrogenasas acopladas a la cadena transporta-
dora de los electrones, puede representar una ven-
taja para el metabolismo de estos organismos. En
sistemas bacterianos los electrones de la oxidacién
del lactato, que es producto de la glucélisis anaerobia,
entran directamente a la cadena respiratoria que pro-
mueve la generacion de un gradiente de protones ne-
cesario para la sintesis de ATP y para el transporte de
azicares y aminodcidos. En el caso de algunos protis-
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TABLATI

TIPOS DELACTATO DESHIDROGENASA'Y SU RELACION CON ALGUNAS MANDELATO DESHIDROGENASAS (MDH)
Y OTRAS 2-HIDROXIACIDO DESHIDROGENASAS INDEPENDIENTES DE LOS PIRIDIN NUCLEOTIDOS

ORGANISMO

ENZIMA

LOCALIZACION

Dependientes de FMN, Mr = 44000. Procariotes

Pseudomaonas putida * L-MDH Membranal
Acinetobacter calcoaceticus ® L-MDH Membranal
A. calcoaceticus © L-LDH Membranal
Escherichia coli ¢ L-LDH Membranal

Dependientes de FMN (flavocitocromos), Mr = 59000. Eucariotes

Espinaca ¢ Glicolato oxidasa Peroxisoma
(soluble)
Mycobacterium smegmatis * L-Lactato monooxigenasa Soluble?
Sacharomyces cerevisiae * L-LDH Mitocondria
(soluble)
Rhodotorula graminis ™' L-MDH Mitocondria
(soluble)
Hansenula anomala * L-LDH Mitocondria
(soluble)
Dependientes de FAD, Mr = 60000. Procariotes
A. calcoaceticus ® D-LDH Membranal
A. calcoaceticus © D-MDH Membranal
E. coli® CILDH Membranal
Paracoccus denitrificans | DLDH Membranal
Megasphaera elsdenii i DIDH Membranal
Dependientes de FAD (flavocitocromos), Mr = 64040
Sacharomyces cerevisiae * D-LDH Membranal

*(10); " Allison N, O Donnell M J, Hoey M E y Fewson C A (1985) Biochem. J 227:753-757:<(10) ; 4(5): ® Volokita M y Somerville CR (1987)
J Biol Chem 262:15825-15828; 'Tllias R M, Sinclair R, Robertson D, Neu A, Chapman S K y ReldGA(lQ()SJ Biochem J 333:107-115; #Daum
G. Bohni P Cy Schatz G (1982) J Biol Chem 257:13028-13033; (10): "Futai M (1973) Biochemistry /2:2468-2474; (2); 'Zboril P y Wernerovd
A (1996) Biochem and Mol Biol Int 39:595-605; 1Olson S T y Massey V (1979) Biochemistry /8:4714-4724; %(11)

tas como Euglena y Leishmania, el gradiente de
protones puede ser utilizado para la produccién de
ATP. Este hecho puede ser de suma importancia ya
que estos organismos presentan deficiencias en el ciclo
de Krebs, lo que podria tener consecuencias en la pro-
duccién de ATP.

Las iLDH bacterianas y de la mitocondria de
Euglena son membranales, acopladas a la cadena
respiratoria y ceden los electrones de Ia oxidacion
del lactato a las quinonas. Estas semejanzas hacen
pensar que estas enzimas pueden presentar un ori-
gen comun. Ademds, Euglena que es de los orga-
nismos mas primitivos con mitocondrias, es el tinico
eucariote que posee iLDH con las mismas caracteris-
ticas que las de bacterias, hecho que apoya la teoria
de la temprana adquisicion de mitocondrias por Eu-
glena. Las diferencias entre las iLDH encontradas en

los procariotes y las levaduras pueden deberse a un
proceso evolutivo, el cual haria mas eficiente la utili-
zacion del lactato sin que sus electrones tengan que
pasar por la poza de quinonas sino directamente al
citocromo c.

Sin importar la forma en que se encuentren las
1LDH, solubles, membranales o que se localicen en el
espamo intermembranal de la mitocondria, por ser de
las primeras deshidrogenasas en la cadena respirato-
ria son esenciales para los microorganismos que las
poseen, ya sea para la produccion de ATP, para el
transporte de los metabolitos esenciales o para poder
colonizar e invadir a un organismo hospedero. Las
iLDH tienen una participacioén esencial en el metabo-
lismo, por lo que es de relevancia conocer mas acer-
ca de estas enzimas y las vias metabdlicas en las que
estan involucradas.
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TABLA IIT

Jasso-Chdvez R, Torres Marquez M E y Moreno Sénchez R

PARAMETROS CINETICOS DE LAS iLDH DE ALGUNOS EUCARIOTES

ORGANISMO ENZIMA P.M. ACEPTOR DE K, V., INHIBIDORES K,
(KDa) e PARA LACTATO (mM)
(mM)
Sulfito (C) 0.0014
D-lactato 14
Saccharomyces LALDH 240 ferricianuro 049 0.27 (&)
cerevisiae® flavocitocromo  tetramero  citocromo ¢ 0.29 0.155 Piruvato 33
(CNC)
Oxalato (M)* 03
S. cerevisiae® D-LDH &4 ferricianuro _ A S e
flavocitocromo  mondémero  Citocromo ¢ —_— —_ —_— _
Oxamato (C) 0.84
Euglena LALDH — DCPIP- 26 0.28 Oxalato (M)* 025
gracilis* PMS
Oxamato (C) 0.54
E. gracilis D-LDH — DCPIP-PMS 28 042 Oxalato (M)* 0.14

Las observaciones son las mismas que las de la Tabla I.* (M) inhibidor tipo mixto; * Gondry M y Lederer F (1996) Biochemistry

35:8587-8594;"(11);¢(15).
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RESUMEN

Los eosinofilos son conocidos por su participacion
en una amplia gama de enfermedades, incluyendo
reacciones alérgicas e infecciones parasitarias. La
asociacion entre hipereosinofilia y las infecciones
helminticas ha sido demostrada en varios modelos
animales. Mas recientemente, se ha demostrado
que citocinas tales como IL-3, GM-CSF ¢ IL-5
ejercen un papel estimulante de la eosinofilopoye-
sis. A pesar de la fuerte evidencia in vitro e in vivo
de que los eosinofilos son células efectoras impor-
tantes en la defensa del hospedero contra helmin-
tos, se conoce muy poco acerca de su actividad
efectora potencial contra protozoarios patdégenos.

PALABRAS CLAVE: Citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos (ADCC), granulos cito-
toxicos, parasitosis, eosinofilia.

ABSTRACT

Eosinophils are known to participate in a wide ar-
ray of disease processes, including allergic reac-
tions and parasitic infections. The association be-
tween hypereosinophilia and helminthic infections
has been demonstrated in a number of animal mod-
els. More recently, cytokines such IL-3. GM-CSF
and IL-5 have been shown to stimulate
eosinophilopoiesis. Despite strong in vitro and in
vivo evidence that eosinophils are important effec-
tor cells in host defense against helminths, very
little is known about the eosinophils potential ef-
fector activity against protozoal pathogens.

KEY WORDS: Antibody-dependent-cellular-
cytotoxicity (ADCC), cytotoxic granules, parasi-
tosis, eosinophilia.

ABREVIATURAS: IL, interleucinas; TNF-
alfa, factor de necrosis tumoral-alfa; GM-CSF,

factor estimulador de colonias de granulocitos-
macrofagos; VLA-4, molécula de activacién muy
tardia; LFA-1, antigeno asociado a la funcién de
linfocitos; ICAM-1, molécula de adhesion inter-
celular; VCAM-1, molécula de adhesion celular
vascular; PAF, factor activador de plaquetas; INF-
gama, interferén-gama; Ig, inmunoglobulinas:
ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpos; MIP-1a, proteina inflamatoria de macro-
fagos; RANTES, regulador de la actividad nor-
mal de la expresion y secrecion de células T.

INTRODUCCION

Los eosinofilos son células sanguineas pertene-
cientes a la familia de los leucocitos polimorfo-
nucleares y se caracterizan por contener granulos
citoplasmdticos con gran avidez a tinciones dcidas
como la eosina. Provienen de la médula 6sea vy
migran a la sangre en un periodo de pocas horas
donde se encuentran normalmente en una cantidad
de I a 3% del total de leucocitos (correspondiente
a 350 cel/mm?).

La eosinofilia se caracteriza por un aumento en
la produccion de eosindéfilos en la médula 6sea y la
acumulacion de estos en sangre y tejidos. Se aso-
cia generalmente a procesos inflamatorios, reac-
ciones alérgicas, desérdenes atépicos, asma bron-
quial, neoplasias y especialmente a infecciones pa-
rasitarias por helmintos.

Arbitrariamente, la eosinofilia se clasifica como:
*Leve: 351 a 1500 cel/mm?

*Moderada: >1500 a 5000 cel /mm?3

*Grave: > 5000 cel /mm? (1)

Los eosindfilos contribuyen en la respuesta in-
mune celular de manera eficaz por su amplio ran-
go de actividades bioldgicas, tanto como célula
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efectora asi como secretora de citocinas inmuno-
reguladoras. Sin embargo, la funcién precisa de los
eosinodfilos frente a parésitos protozoarios intra-
celulares atn no estd clara. Al igual que los neutré-
filos, los eosinofilos tienen una funcidn efectora,
pero a diferencia de estos poseen mayor longevi-
dad y pueden sobrevivir por semanas en los teji-
dos. Ademads, por sus multiples capacidades biolo-
gicas, se convierten en células con mayor diversi-
dad funcional (2, 3).

EOSINOFILOPOYESIS

Los eosindfilos se producen en la médula 6sea a
partir de una célula pluripotencial. Mds tarde se
diferencian en precursores intermedios con carac-
teristicas tanto de baséfilos como de eosindfilos y
luego se diferencian en linajes separados con ca-
racteristicas especificas. Su proliferacion y dife-
renciacion estan regulados principalmente por tres
citocinas: el factor estimulador de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF), la inter-
leucina-3 (IL-3) y la interleucina-5 (IL-5). De es-
tas tres citocinas la IL-5, también conocida como
factor estimulador de eosindfilos, es la mds espe-
cifica para su diferenciacién, incrementa la adhe-
s16n hacia células endoteliales, induce un aumen-
to en la degranulacién de sus proteinas e incre-
menta la sobrevida de eosinéfilos in vitro (4, 5).
La funcién de la IL-5 ha sido bien estudiada y de-
mostrada en ratones transgénicos para el gen de
IL-5, encontrandose que la sobreproduccion de
IL-5 conlleva a la eosinofilia y una delecién del
gen para IL-5 lleva a una disminucion en la pro-
duccidn de eosindfilos (6). En pacientes con en-
fermedades parasitarias o en condiciones alérgicas,
la sobreproduccion de IL-5 estd regulada por
linfocitos T CD4 del subtipo TH2. La migracion
de los eosinéfilos a los sitios de reclutamiento po-
siblemente se media por un reconocimiento de re-
ceptores para IL-2 de la subunidad CD25 de los
eosinofilos (5) (Fig. 1)

MORFOLOGIA Y ACTIVIDAD BIOLOGI-
CA DE LOS EOSINOFILOS

Los eosindfilos miden 9 micras de didmetro, son
de tamario similar a los neutréfilos, pero se distin-
guen por sus granulos citoplasmaticos, que tienen
gran avidez por tinciones dcidas como la eosina.
Estudios cristalograficos de laregion densa y de la
matriz de los granulos eosinofilicos muestran la
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EOSINOFILOPOYESIS
Meéduia 6sea:

Cc¢lula progenitora micloide

|

IL-3, GM-CSF
+
IL-5
Estimulan la proliferacion y diferenciacion
de cosinofilos

Eosinofilos

Figura 1. La maduracién del eosindfilo esta regulada par
diferentes citocinas, siendo la IL-5 la mas especifica para
su diferenciacion.

presencia de cuatro proteinas citotoxicas biologi-
camente activas:

a) Proteina basica mayor (MBP)

b) Proteina cationica eosinofilica (ECP)

¢) Neurotoxina derivada de eosinéfilos (EDN)
d) Peroxidasa eosinofilica (EPO)

Laregion densa o “core” del granulo estd com-
puesta bdsicamente por la MBP, y la matriz del
granulo por las proteinas: ECP, EPO y por EDN.
La MBP es una de las mds importantes y la que se
encuentra en mayor abundancia. Es una proteina
rica en arginina, con un peso molecular de 14 kDa.
La MBP tiene accién helmintotéxica y activa la
via clasica del complemento, provocando la degra-
nulacion de plaquetas, basofilos y mastocitos. La
ECP es un polipéptido marcadamente catiénico
con un peso molecular de 18 a 21 kDa, con activi-
dad helmintotoxica y bactericida. Su toxicidad ha-
cia células del hospedero es similar a la de la MBP,
quiza debido a procesos coloido-osméticos. Ade-
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mas de ser una proteina neurotéxica, se le atribuye la
funcién de ser una proteina inhibitoria de la prolifera-
ci6n de linfocitos T. La ECP altera la fibrinolisis a
partir de la preactivacion del plasminégeno, acortan-
do los tiempos de coagulacién por mecanismos de-
pendientes del factor XII. Esto podria explicar la
predisposicion a tromboembolismos asociados al sin-
drome de hipereosinofilia. La EDN es una proteina
de aproximadamente 18 kDa. La propiedad bioldgi-
ca mas importante que se le atribuye es la de provo-
car una disfuncién cerebral y cerebelar en conejos y
cerdos a lo que se conoce como “fendémeno de
Gordon”. En concentraciones pequeias puede cau-
sar efectos inhibitorios no citotoxicos en la produc-
cidn de linfocitos T, al igual que la ECP. LaEPOes
una enzima diferente a la mieloperoxidasa de los
neutréfilos y de monocitos. Esta constituida por dos
cadenas, laligera con un peso de 15 kDay la pesada
con un peso de 52-55 kDa. Su combinacién con el
perdéxido de hidrégeno e iones haluros forman un
potente sistema toxico contra bacterias, helmintos,
células tumorales y contra las propias células del hos-
pedero (7, 8).

Porcel Aranibar R y Becker Fauser [

Ademas, los eosindfilos estdn formados por gra-
nulos de menor tamafio que contienen arilsulfatasas.
Se han identificado también granulos de baja densi-
dad a los que se denominan como microgranulos y
cuerpos lipidicos con inclusiones ricas en lipidos. La
funcion de estos cuerpos lipidicos no se ha establecido
bien, pero parece ser que actiian en el almacenamiento
y metabolismo del dcido araquidénico (9) (Tabla ).

PRODUCCION DE CITOCINAS Y QUIMIO-
CINAS

Los eosindéfilos son predominantemente células
proinflamatorias capaces de sintetizar y elaborar
una variedad de citocinas y quimiocinas como
TNF-alfay beta 1, GM-CSF, IL-1, IL-3, IL-5, IL-
6, IL-2 biologicamente activa e IL-8 cuando son
estimulados in vitro con IL-4 y GM-CSF.

Se sabe también que los eosindfilos pueden sin-
tetizar y aumentar varios mediadores lipidicos in-
cluyendo prostaglandinas, leucotrieno C4 y B4,
factor activador de plaquetas, y péptidos mediadores
como la sustancia P (2, 4).

TABLAI

PROTEINAS TOXICAS Y MEDIADORES INFLAMATORIOS SECRETADOS POR EOSINOFILOS

PROTEINAS TOXICAS

FUNCION

*Proteina bdsica mayor 14 kDa
*Proteina catiénica eosinofilica. 18-21kDa
*Neurotoxina derivada 18kDa

de eosindfilos
Enzimas

cadena ligera 15 kDa
y cadena pesada 52-55 kDa.

* Peroxidasa eosinofilica

Citocinas

*[L-3,IL-5, GM-CSF

Quimiocinas
*IL-8
Mediadores lipidicos

*Leucotrienio C4 y B4
*PAF

Actividad helmintotéxica, activa la via cldsica del complemento;
provoca degranulacion de plaquetas, baséfilos y mastocitos.

Helmintotdxica y bactericida. Inhibe la proliferacién de linfocitos T.

Neurotdxica.

Helmintotoxica, bactericida, dafia células tumorales.

-

Amplifica la produccién de eosindfilos a nivel de médula Gsea,
activacion de eosindfilos.

Quimiotaxis de leucocitos

Incrementa la permeabilidad vascular.
Quimiotaxis de leucocitos.
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ADHESION Y MIGRACION

Lamigracion de los eosindfilos de la circulacion a los
tejidos se debe principalmente a la P-selectina, a di-
ferencia del neutrdfilo que es por la E-selectina. Se
adhieren firmemente al endotelio vascular por dos
integrinas, la VLA-4 y por LFA-1. EILFA-1(CD11a/
CD18) interacciona con moléculas de adhesion in-
tercelulares como ICAM-1, mientras que VLA-4
(CD29/ CD49d) interacciona con moléculas de ad-
hesion vasculares como VCAM-1. Inmediatamente
después, los eosindfilos migran hacia los tejidos por
la accién de moléculas quimioatractantes como CSa,
MIP-1o0y RANTES, incluyendo derivados del dcido
araquidénico como el leucotrieno B4, PAF, interleu-
cinas (siendo la mas especifica la 1L-6), y otras dos
quimiocinas descritas recientemente como relativa-
mente especificas para eosinoéfilos: la eotaxina-1y
eotaxina-2.

Estudios morfologicos, biolgicos y funcionales
de los eosinoéfilos muestran que estos se localizany
acumulan en sitios especificos de reaccion infla-
matoria; ademds, estos eosinéfilos son morfologica
y funcionalmente distintos a eosinodfilos en esta-
do basal. Los eosindfilos activados se caracteri-
zan por un aumento en el tamafio y en el nimero de
sus granulos citotoxicos, favoreciendo su actividad
helmintotdxica a diferencia de eosinéfilos no activa-
dos (5).

RECEPTORES Y PROTEINAS DE SUPER-
FICIE

Los eosindfilos expresan receptores de superficie
para las diferentes fracciones de IgG, IgE e IgA.
El receptor Fc-gama RII (CD32) de los eosind-
filos reconoce la fraccion Fc-gama de esta inmu-
noglobulina el cual es expresado constitutivamen-
te. En cambio para la IgA, el receptor estd dirigido
contra los dominios constantes de esta molécula.
Asimismo, se han identificado tres tipos de recep-
tores para la IgE, los que fueron clasificados como
receptores:

a) de alta afinidad : Fc-épsilon RI,
b) de baja afinidad: Fc-épsilon RI/CD23 y

¢) receptor mac-2épsilonBP

Ademas, se han identificado receptores para las
fracciones Clq, C3b/C4b (CR1), C3bi (CR3) del
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complemento, asi como receptores para IL-3, IL-5,
GM-CSF. También se han encontrado receptores
para dos mediadores lipidicos: PAF y leucotrieno
B4, ambos son quimioatractantes de eosinéfilos esti-
mulando la degranulacion y la formacion de metabo-
litos de oxigeno como el anidn superoxido; sin em-
bargo, atin no se conoce ni su localizacion subcelular
ni su estructura. Adicionalmente, los eosinofilos ex-
presan proteinas de adhesion involucradas en la inter-
accion de célula con célula, como las integrinas: LFA-
1 (CD11a/CD18), VLA-4 y receptores de superfi-

TABLAII

RECEPTORES DE SUPERFICIE Y MOLECULAS DE
ADHESION DEL EOSINOFILO

RECEPTOR FUNCION

Fe-gama RII/CD32 Receptor para 1gG: papel en la

fagocitosis y ADCC.
Fc-Epsilon RI Receptor de alta afinidad para
IgE; funcidn en la fagocitosis y
ADCC.
Fc-Epsilon RI/CD23 Receptor de baja afinidad para
IgE; funcién desconocida.
Fe-Alfa Receptor para la fraccién Fe de
la IgA; citotoxicidad depen-
diente de IgA.

Mac-2EpsilonBP Funcién desconocida.

IL-3R (CD123), Estimulan la proliferacién y la di-

IL-5R(CD125), ferenciacién de eosindéfilos.

GM-CSFRo

Clg, C3b/C4b (CR1), Estimulan la fagocitosis.

C3bi (CR3)

CCR1yCCR3 Receptor para eotaxina, MIP-1¢
y RANTES, induce activacion y

* quimiotaxis de eosinéfilos.

Singlec-8 Receptor transmembranal de
eosindfilos.

MOLECULAS DE ADHESION

LFA-1(CD11a/CD18) Se une a ICAM-1.

VLA-4(CD29/CD49d) Se une a VCAM-1.
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cie para eotaxina 1 y 2, MIP-1a y RANTES perte-
neciente a la familia de receptores de quimiocinas
CCR1y CCR3.

Recientemente se ha reportado la caracterizacion
de una nueva lectina parecida a las inmunoglobulinas
que une 4cido sidlico, esta lectina denominada singlec-
8 parece ser que es expresada especificamente en
eosinodfilos, contiene 3 dominios: un dominio extra-
celular (parecido a las inmunoglobulinas) una region
transmembranal y un tallo citoplasmatico de 47 ami-
noacidos. El singlec-8 se encuentra en el cromosoma
19. Este es el primer ejemplo de receptor transmem-
branal especifico de eosindfilos (3, 10) (Tabla II).

FUNCIONES DEL EOSINOFILO

La actividad microbicida y efectora de los eosino-
filos ha sido asociada principalmente al aumento y
degranulacién de proteinas citotéxicas como la
MBP, EPO, ECP y la EDN. Los efectos citoto-
xicos de estas proteinas han sido observados en
estudios in vitro tanto sobre helmintos, como so-
bre pardsitos protozoarios intracelulares (11).

Mecanismo efector sobre helmintos.

La produccion de anticuerpos especificos y eo-
sinofilia son observados frecuentemente en infec-
ciones provocadas por helmintos como Nippo-
strongilus, filarias y esquistosomas que inducen
niveles elevados de IgE. ‘

Experimentos in vitro sugieren que la citoto-
xicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) o de
complemento mediada por eosinofilos juega un
papel efectivo en la destruccion de estos pardsitos.
La interaccién entre eosindfilos y pardsitos es de-
pendiente de una opsonizacion adecuada con anti-
cuerpos especificos como IgG (especialmente
I1gG2), IgA e IgE, o por componentes del comple-
mento como C3b y C3bi, facilitando de esta ma-
nera el reconocimiento de los eosinéfilos por re-
ceptores especificos de membrana. Rdpidamente
después, el eosindfilo se adhiere al pardsito for-
mando pseudépodos y vacuolas citoplasmaticas,
las cuales estan formadas por la fusion de sus gra-
nulos con la membrana plasmatica de la célula. El
contenido de los granulos es liberado en el sitio de
la adhesidn, dafiando de esta manera el tegumento
del pardsito. Este mecanismo efector del eosinofi-
lo es mediado por proteinas citotéxicas como la

Porcel Aranibar R y Becker Fauser I

MBP, EPO, ECP y EDN, las cuales son secretadas
sobre el pardsito. Estudios de ultramicroscopia
demostraron la presencia de estas proteinas en la
superficie de larvas de Schistosoma mansoni,
Trichinella spiralis, Onchocerca volvulus, Toxo-
cara canis, Fasciola hepdtica y Necator ameri-
cano. Las mas toxicas son la MBP y EDN cau-
sando esta tltima pardlisis reversible sobre esquis-
tosémulas de Schistosoma mansoni, disminuyen-
do su motilidad y provocando dafio a nivel mem-
branal hasta la muerte del mismo. Adicionalmente,
la proteina EPO genera iones OH™ contribuyendo
también con un potencial citotéxico frente al pard-
sito:(12,13),

Mecanismos efectores sobre protozoarios in-
tracelulares y extracelulares.

A diferencia de los estudios hechos sobre hel-
mintos, la funcién de los eosindfilos frente a para-
sitos protozoarios intracelulares y extracelulares
esta menos estudiada. Sin embargo, estudios ultra-
estructurales sobre Trypanososma cruzi y Toxo-
plasma gondii describen que los eosinéfilos son
capaces de fagocitar y matar pardsitos opsoni-
zados, tanto con anticuerpos especificos contra los
parasitos, como también por las fracciones C3by
C3bi del complemento (14).

En co-incubaciones in vitro de Leishmania do-
novani con eosindfilos, se observd activacion de la
via alterna del complemento en ausencia de anti-
cuerpos especificos antipardsitos, con adhesion y
posteriormente degranulacion de proteinas citotoxi-
cas como MBP, EDN, EPO, ECP, las que por su alta
afinidad por cargas negativas se unen a la superficie
del parasito provocando daiio y la eliminacién del
mismo. Otro mecanismo efector de eosinéfilos sobre
pardsitos protozoarios como Leishmanias es la fago-
citosis mediante opsonizacién y dafio del parasito por
enzimas lisosomales (aril sulfatasas y peroxidasas)
presentes en el fagolisosoma. Estas enzimas liso-
somales también se han observado en Ia superficie de
pardsitos extracelulares. Adicionalmente, en el mo-
mento de la fagocitosis del parasito, los eosinéfilos se
activan liberando metabolitos de oxigeno como el
peréxido de hidrégeno (H,0,), anién superdxido
(O, ) radicales de hidrégeno (OH ) y oxigeno singu-
lete (£g*0,) siendo este uno de los mecanismos mas
efectivos en la destruccion y eliminacion de pardsitos
intracelulares.
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Otro mecanismo de actividad microbicida de los
eosinofilos sobre Leishmanias intra y extracelulares
es mediante la accion de metabolitos derivados de
nitrégeno como el 6xido nitrico (NO). Este mecanis-
mo se observo estimulando eosinofilos peritoneales
de ratas, con IL-8, INF-gama, TNF-alfa e IL-5 en
asociacion con Leishmanias. Esta activacion permite
el incremento en la produccién de NO por los eosi-
nofilos y el aumento en su actividad leishmanicida
A3)

Aunque la parasitosis por protozoarios intrace-
lulares generalmente no evoluciona con eosinofilia
importante, como ocurre en las helmintiasis, su
participacién como célula efectora e inmunomo-
duladora de la respuesta inmune puede contribuir
en el control y erradicacion de estos pardsitos. De
esta manera, el eosinéfilo también se convierte en
una célula importante y decisiva en la evolucion
de la enfermedad causada por pardsitos proto-
zoarios.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

TEMA: Cinética enzimatica. Enzimas alostéricas.

La fosfofructocinasa-1 (PFK-I) es la principal enzima
reguladora de la glucélisis y es la enzima que controla
la transicion aerdbica-anaerdbica en la via. Esto es re-
sultado de la complejidad cinética que presenta y de la
amplia variedad de ligandos que tiene. La PFK-I es
una enzima alostérica cuyo sitio catalitico muestra
cooperatividad positiva por la fructosa 6-fosfato, pero
se comporta de manera hiperbdlica con respecto al
ATP. Ademas, presenta activacién o inhibicion alosté-
rica de tipo mixta (K o V) por varios ligandos, inclu-
yendo al segundo sustrato (ATP) y sus productos (1).
La respuesta de la enzima hacia una variedad de
ligandos permite que la via se ajuste a los cambios en
el ambiente y a los requerimientos celulares (2).

El ATP, ademads de ser un sustrato de la enzima, es
uno de los dos inhibidores mds potentes (el citrato es el

Oscar Judrez y Rafael Moreno Sdnchez

inhibidor mds potente). Se sabe que esta enzima pre-
senta dos sitios de unidn a este metabolito, uno es el
sitio catalitico y otro es el sitio alostérico. Esto hace
pensar que la respuesta de esta enzima hacia el ATP
es paraddjica al ser sustrato e inhibidor (2).

El analisis de la actividad de la enzima al variar la
concentracion de ambos sustratos resulté en los datos
que se¢ presentan en la tabla.

Los experimentos se realizaron en el siguiente
medio: MOPS, 50 mM; KCI, 100 mM; EDTA. 100
uM; DTT, 2 mM; Mg** libre, 2 mM; NADH, 100
uM:; pH 7.0 y 0.1 pg/ ml de la enzima hepdtica puri-
ficada. La actividad de la enzima fue acoplada al
consumo de NADH mediante las siguientes enzi-
mas que se encontraban en exceso: aldolasa, triosa
fosfato isomerasa, a-glicerol fosfato deshidrogenasa
(3):

Velocidad (v/ Vm)
Fructosa ATP (mM)
6-fosfato
(mM) 0.005 0.025 0.05 0.2 0.25 0.5 1 1.5 2 3 5
0.025 4.2 9 5 ‘
0.05 8.3 17 15
0.1 14.5 35 35 2.9
0.3 18.7 48 55 10 8 1.2 1
0.6 20.2 55 65 19.1 14
1 20.9 41.1 30 7.3
1.3 21.1 58 75 54 52.6 17.66
1.6 21.3 59 74 85 30.8 4.4
2 21.4 57 93 88.5 69.9 18 7.1 2.4 1
2.5 61 77 96 96.6 85.6 374 13.2 7.1
3 77.3 97 95 96.9 62.5 40.5 16.4 4.7
4 98.5 99 90.49 65.7 40.5 11.6 2.1
5 98 97 99.5 96.9 81.5 61.4 31.8
6 98.7 . 77.2 514 11.7
7 100 57.3
8 Nota: la velocidad de la 93 79.4 32.3
9 enzima sin cualquiera de los 89.7
10 dos sustratos fue cero y no se 98.5 99.5 92 92.6 52
12 registré actividad de NADH 76.4
13 -deshidrogeuasad fruct 100 83.8
independiente de fructosa .
15 1,6-hpisfosfat:) 98 98.5 92.6
20 100

Determine las constantes de disociacion de los sitios catalitico y alostérico del ATP.
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QUiMICA DE NUCLEOTIDOS

]

=5

.

HORIZONTALES

Anilogo de la adenina, tiene un SH en
posicion 6 y se usa como agente antitu-
moral.

En el polinucleétido ADN se une a la
timina mediante dos puentes de hidré-
geno.

Niimero de kilocalorfas que se liberan
en la hidrélisis del tercer fosfato en el
ATP.

Nucledtido que en su forma ciclica ac-
tla como segundo mensajero hormonal.
Andlogo fluorado del uracilo, es un agen-
te quimioterdpico.

Funcidn de algunos nucledtidos con dos
o tres grupos fosfato.

Base piirica que en el ADN se encuentra
en cantidades equimoleculares a la cito-
sina.

Funcién de algunos nucledtidos, reali-
zada en presencia de las enzimas.
Enlace mediante el cual se forman los
polinucleétidos.

Inhibidor de la xantina oxidasa, se utili-
za en el tratamiento de hiperuricemia y
gota.

21.
24.

26.

27.

30.
31.

32,

33,
34,

35,

9-beta-D-ribofuranosiladenina.

Tipo de reacciones en las que se utiliza
la energia almacenada en el ATP.
Pueden ser transportadores de energia,
coenzimas o mondmeros para la sinte-
sis de dcidos nucleicos.

Acido que al esterificarse a un nucled-
sido lo transforma en nucledtido.
Citosing, timina y uracilo.
Monofosfato de uridina o dcido uridi-
lico.

Ribosa o desoxirribosa unida por enlace
beta-N-glucosidico a una base nitroge-
nada.

Vitamina presente en el FAD, participa
en la transferencia de electrones.
Molécula que en el ADN se une a la
guanina por tres puentes de hidrégeno.
Nucledtido de adenina, es la moneda
energética.

VERTICALES

ADN y ARN.

Azicar participante en el polinucléotido
ADN.

Coenzima de muchas deshidrogenasas.

11.

i3.
20,

22,
23,
25,

28.

29.

Sereduce en la via del fosfogluconato y
se emplea en la via lipogenética.
Desoxirribonucledsido de la timina.
2,6-dioxipurina.

Durante la oxidacion de un sustrato,
acepta en su nicotinamida un hidrégeno
y 2 electrones (hidruro).

Acidos formados por la polimerizacién
de nucledtidos mediante enlaces fosfo-
diéster y N-glucosidicos.

Participan en reacciones de oxidorreduc-
cion, por ejemplo el NADH y el FAD.
Nuamero de ATP que se producen en la
cadena respiratoria cuando se oxida un
mol de FAD reducido.

Es el sustrato especifico que capta ener-
gia durante la fosforilacién oxidativa.
Se obtiene a partir de la adenina por
desaminacién oxidativa.

Acido, tltimo producto de la oxidacién
de las purinas, su acumulacién es una
manifestacion de gota.

Producto de la desaminacién oxidativa
de la citosina.

Estructura heterociclica formada por un
anillo hexagonal de pirimidina y uno
pentagonal de imidazol.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTA:

Como la cinética del sitio catalitico hacia ATP es
hiperbdlica, la Ks de este sitio se puede obtener al
graficar el inverso de la velocidad a una concen-
tracion alta de fructosa 6-fosfato (por ejemplo 2
mM) contra la concentracién de ATP variable (Fig.
1). Se obtienen dos pendientes con signo diferen-
te. La abscisa al origen de la recta con pendiente
positiva indica el valor inverso negativo de la cons-
tante de disociacion del sitio catalitico, el cual es
0.020 mM (1/ -50). La pendiente negativa es el
resultado de la inhibicién por la unioén del ATP al
sitio alostérico.

1/ velocidad (v/iVm)

£
D

T T

T T
-50 0 50 160 150 200
1/ ATP (mM)

Antes de determinar la afinidad del sitio alosté-
rico del ATP es necesario conocer el nimero de
sitios interactuantes. La pendiente del grafico de
Hill es un indice del nimero de sitios. En la figura
2 se muestra este grafico utilizando las concentra-
ciones de ATP de 0.2, 1, 3 y 5 mM, respectivamente
de izquierda a derecha. La pendiente es cercana a
cuatro, es decir, es un tetrimero.

24
Figura 2.
14 S
.
E 4
3 04
!
(=]
2
-1
&
24
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15 -1.0 05 0.0 0.5 1.0 1.5

log fructosa 6-fosfato (mM)

Para determinar la afinidad del sitio alostérico se
usa la ecuacion de Bic para inhibidores alostéricos.
la cual es una linearizacién del Modelo de la Transi-
cién Alostérica Concertada de Monod, Wyman y
Changeaux.

L al/d

1/4
Va - v)
(Va ~)2 Lam F ) .

¥

donde Vo es la actividad maxima de la enzima a una
concentracion fija de fructosa 6-fosfato y Lot es igual
aL/ (1 + s/ Ks)4. La interseccién en el eje de las
abscisas indica la constante de disociacion del sitio

alostérico. En este caso la Ki fue aproximadamente
0.3 mM.

La PFK muestra un comportamiento bifasico al
variar la concentracion de ATP (Fig. 4). A bajas
concentraciones la actividad de la enzima aumenta,
debido a que el sitio catalitico se va saturando, ya
que la afinidad de éste es alta hacia el ATP. Sin em-
bargo, conforme la concentracion de ATP aumenta.
el sitio alostérico comienza a inhibir la actividad. Es
importante sefialar que a pesar de que esta enzima
utiliza ATP, pertenece a una de las vias productoras
de éste, por lo que la cinética de la enzima se asemeja
al de las enzimas regenerantes de ATP (4). Esta ca-
pacidad de la PFK-I le permite a la célula modular la
velocidad de la via glucolitica en funcién de la carga
energética y larelacion ATP/ADP.

3.5+

Figura 3
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SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA

X CONGRESO DE BIOENERGETICA Y BIOMEMBRANAS
ler. Comunicado

El Comité Organizador del XII Congreso de Bioenergética y Biomembranas invita a la
reunién bienal que tendrd lugar del

18 al 22 de noviembre de 2001
Los temas que se incluirdn en el programa son:

ESTRUCTURA Y DINAMICA DE MEMBRANAS
ACARREADORES Y CANALES
TRANSDUCCION DE SENALES

ATPasas
CADENAS TRANSPORTADORAS DE ELECTRONES
METABOLISMO ENERGETICO

Como sede posible estaria el hotel Real de Minas de la Cd. de Querétaro.

Una segunda comunicacion incluird la sede definitiva y las formas de envio de resimenes,
asi como los costos de inscripcion, hospedaje e instrucciones para llegar. Esta serd emitida
en el segundo trimestre de 2001

COMITE ORGANIZADOR
Ana Cecilia Zazueta Mendizabal Edgardo Escamilla Marvan
Instituto de Cardiologia Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Tel. 5573-2911 (ext.1298) Tel. 5622-5627 y 28
FAX 55730926 FAX 5622-5630
e-mail:zazueta22 @hotmail.com e-mail:eescami @ifisiol.unam.mx
Mauricio Diaz Mufioz Sergio Sanchez Armass
Centro de Neurobiologia, UNAM Universidad de San Luis Potosi
Campus Juriquilla e-mail:armass @deimos.tc.uaslp.mx

Tel. y FAX: 5623-4035
e-mail:mdiaz @calli.cnb.unam.mx
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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 tendrd lugar en el Centro de Investigaciones
Biomédicas “Victoria Girén” del 16 al 18 de julio del 2001.

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) por medio de se-
fiales redox intervienen en diferentes procesos biologicos me-
diante la estimulacién de mecanismos de transduccion.

Estas especies activan segundos mensajeros intracelulares y
estdn intimamente relacionadas con la biosintesis de citoguinas
que se convierten en seiiales de comunicacién intercelulares
determinantes 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 tdpicos que se desarrollardn son:

#  Mediadores de la comunicacion 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?

*  Bstrés oxidativo y envejecimiento.

*

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

No. de cuenta: 012421110391048
CUPON DE INSCRIPCION

Nombre y apellidos
Institucion
Direccion
Teléfono
Fax
Email

Tipo de participacion:
Conferencia Cartel

Mesa redonda

Presentacion oral
Sélo participar
Alojamiento

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

Enviar resumen y articulo antes del 31 de enero del 2001.
Fecha limite de inscripcién 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 extensién mdxima serd de ocho cuartillas para los traba-
jos originales, 12 las revisiones y cuatro las comunicaciones
breves e informes de casos, incluidas las tablas y figuras.

La primera pégina 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
segtin su participacién, grado cientifico y categoria docente o
investigativa mds importante de cada autor.

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

Las referencias bibliogrificas deben cumplir con las normas
de Vancouver.

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

Fecha limite de inseripcion 31 de mayo del 2001 con re-
cargo del 20 por ciento.

Coauspiciadores:
CIREN

CIS LA PRADERA
CQF, IFAL, CENATOX, CIO, CNIC.

Para mayor informacién contactar a:

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

Fax: 537337853

Email: niurka@giron.sld.cu
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C ﬂ '

Investigadores
Estudiantes

'Envien sus contribuciones cientificas a

Zaragoza

TIP Revists Espectarizapa eN Ciencias Quimico-BioLogicas

para su publicacion!

RevistA EspEciaLizapa BN Ciencias Quimico-BiorLocicas
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM es una publicacién
periédica y con arbitraje que difunde informacion cientifica sobre temas de botdnica
y zoologfia; ecologia; microbiologia; bioquimica; fisicoquimmica; fisica: matematicas:
farmacia; quimica general, orgdnica e inorginica.

La revista es un foro para recibir trabajos de cardcter interdisciplinario escrito por investigadores cientificos,
pero también pretende cubrir un espacio como es el publicar ios resultados de investigaciones de tesis de estudiantes
de grado, debidamente asesorados, de cualquier institucién, tanto nacional como internacional.

Se aceptan trabajos de investigacion cientifica original e inédita, articulos breves, articulos de revision, ensayos
y notas cientificas en espafiol e inglés.

Las personas interesadas en la publicacion de sus trabajos de investigacién o que soliciten informacion
complementaria, deberdn dirigirse a:

PROGRAMA EDITORIAL

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM. Batalla del 5 de Mayo, esq. Fuerte de Loreto, Col. Ejército de
Oriente, C.P. 09230. Tel. y fax: 57.73.63.32; e-mail: revistatip@yahoo.com;
terrones @ fenix.ifisicacu.unam.mx (DR. HUMBERTO TERRONES, EDITOR).
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FORMA DE ACTUALIZACION DE MEMBRESIA A LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C

Nombre completo:
NUMERARIO []
$300 pesos L]

Asociado:

Cuota cubierta:

Nombramiento:

ESTUDIANTE[]
$150 pesos [

s1[]

Profesor de Bioquimica:

Otra materia:

NO[]

Carrera en la que imparte clase:

ADSCRIPCION

Departamento:

Facultad o escuela:

Universidad:

DIRECCION DE LA INSTITUCION

Calle y niimero:

Colonia:

Ciudad o estado:

Codigo postal:

Teléfono: () - - JFax: ()

Apartado postal:

Correo electronico:

DOMICILIO PARTICULAR

Calle y nimero:

Colonia:

Ciudad y estado:

Cadigo postal:

Teléfono: () - -
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CORRESPONSALES DEL BOLETIN DE EDUCACION
BIOQUIMICA

Si eres miembro de la Asociacion 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 de nuestra revista en el sitio
donde radiques.

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

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

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

5. DE LLOS CORRESPONSALES

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

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

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

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

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

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

5. g) El Comité Editorial dari el crédito corres-
pondiente a los corresponsales 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 evaluacién de sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

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

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

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

5.1.d) Colaboracién en las promociones de fi-
nanciamiento econdémico de la revista.

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

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

Yolanda Saldafa 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. Esta dirigido a profesores y estudiantes, por Io que se sugiere que Ia presentacion de los trabajos se ajuste a sus
lectores v sea clara y explicita. Serin bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras
comunicaciones. Se solicita a los autores que revisen algunos de los iltimos niimeros de esta publicacién para que vean
estilo, tipos de abreviaturas, etc., asi como que se ajusten a los sigunientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

4)

Ln

1. ARTICULOS DE REVISION

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

El trabajo debe iniciarse con el titulo del articulo, nombre de
los autores, iniciando por nombre propio completo y marcado
como pie de nota, la afiliacién del o los autores (por ejemplo:
departamento e institucién), domicilio, cédigo postal, ciu-

dad, estado, pafs, teléfono, fax y correo electrénico en caso .

de tenerlos. Debe incluirse cuatro renglones mds abajo, un
titulo breve con un maximo de 60 caracteres, incluyendo los
espacios, para insertarlo como cabeza de pdgina.

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

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

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricién y participacién en la prevencién de
ciertas patologias. Bol Educ Biog 14:12-17.

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

Los articulos en libros deberdn citarse de la siguiente forma:

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

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

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

Se aceptardn como maximo seis ilustraciones, figuras mas
tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel
albanene contintachinaobien impresiones ldser o presentarse
como fotografias en blanco y negro sobre papel brillante, cuya

6)

7)

1)

2)

3)

4)

localizacion deberdestar sefiaiadaenel texto. Lalimitaciénenel
nimero de figuras, de tablas y de referencias, obligaalosautores
aque se seleccionen aquellas que sean realmente importantes e
informativas. Las figuras se deberdan numerar con ardbigos y las
tablas conromanos. Las leyendas y los pies de figuras se deberdn
adicionarenunahojaaparte. Se deberd considerar que las figuras
vy las tablas se reducirdan de tamafio, aproximadamente a la mitad
0 a un cuarto de las dimensiones de una hoja carta; las letras y
nimeros mas pequeiios no deben ser menores a los dos milime-
tros. Las tablas se deberdn presentar conforme alguna de las
publicadas enlos niimeros de 1999. En caso de emplear figuras
previamente publicadas, deberd ddrsele el crédito correspon-
diente u obtener el permiso para su publicacién. Las figuras
dentro del texto deberan mencionarse con mintdsculas, la
palabraenteray sin paréntesis; cuando se hagareferenciaaellas
debera citarse asi (Fig. X) numerdndolas con ardbigos. Las
tablas siempre llevardn la inicial a maydscula y se numeraran
CON romanos.

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

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

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de Jas otras comunicaciones puede ser muy variado;
desde restimenes de articulos interesantes. relevantes o sig-
nificativos, informacién de tipo general, avisos de reuniones
académicas y cursos, bolsa de trabajo, comentarios o erratas
de articulos publicados previamente, etcétera.

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

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

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

Los manuscritos seran leidos por fres revisores en un lapso
no mayor de dos meses. Las correcciones y sugerencias, asi
como las pruebas de pagina se enviaran al primer autor. En
caso necesario se recurrira a revisores externos al Comité
Editorial.

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