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EDITORIAL

LA IMPORTANCIA DE ESCRIBIR UN ARTICULO DE REVISION
EN LA FORMACION DE LOS ALUMNOS DE POSGRADO

Durante los tltimos 20 afios el Boletin de Educacién
Bioquimica (BEB) ha cumplido fielmente con una de
sus misiones originales de ofrecer a sus lectores,
profesores y estudiantes, revisiones en espafiol de
temas de actualidad en bioquimica y dreas afines.
Para ello ha contado con la participacion de
numerosos profesores e investigadores en el area, en
su mayoria nacionales y algunos espafioles y
latinoamericanos. Recientemente, se ha observado
un incremento en las contribuciones al BEB de
estudiantes de posgrado, fundamentalmente de
doctorado. Este auge se debe en gran parte a que los
curricula de los nuevos programas de doctorado de
la UNAM en las dreas relacionadas con la
bioquimica, como, por ejemplo, los posgrados en
Ciencias Bioquimicas y en Ciencias Biomédicas,
contemplan como una actividad académica el que el
estudiante escriba un articulo de revision. El BEB,
con su amplia difusién en la comunidad bioquimica
del pais, surge como una opcién a tener en cuenta
para la publicacion de estos articulos.

Laimportancia de la comunicacién escrita debe
enfatizarse a todos los niveles de la ensefianza
superior, tanto en la licenciatura como en los estudios
de posgrado, ya sean estos de maestria o de
doctorado. La capacidad de expresarse
correctamente por escrito cada vez se aprecia mas
como un elemento crucial en el proceso de avance
profesional. En el caso concreto de un doctor en
ciencias, uno de los aspectos principales en su
formacién es su entrenamiento en la comunicacion
efectiva, tanto oral como escrita. Ello implica que el
futuro doctor deberd contar con las herramientas
logicas e idiomaticas para transmitir los resultados de

su propia investigacion, o de otros, en forma clara,
logica y precisa. Por ello, en los estudios de
doctorado es fundamental que se fomenten las
actividades que lleven a la adquisicion de estas
herramientas, lo que en la mayor parte de los
programas se hace a través de los requerimientos de
presentar por escrito un proyecto de la investigacion
que constituird la tesis doctoral y posteriormente
reportes periddicos de los avances del proyecto para
su evaluacion por el Comité Tutoral, de presentar los
resultados de su investigacion en congresos y en
revistas cientificas y, finalmente, de elaborar el
documento que constituye la tesis. Ademds, como ya
se menciond, cada vez son mds los estudiantes que
optan por escribir un articulo de revisién como parte
de sus actividades académicas.

El Comité de Educacién de la Unién Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular, en su reciente
publicacion sobre los estindares que deben regir en
los estudios de doctorado!, reconoce la necesidad
de que el estudiante esté familiarizado con la
literatura de su campo y de que posea habilidades de
comunicacién. Ambos objetivos se cumplen en gran
medida con el ejercicio de escribir un buen articulo
de revision. La escritura de este tipo de articulos
entrafia un niimero importante de habilidades por
parte del autor cuyo desarrollo son de gran valor
para el futuro doctor. En primer lugar, debe tener la
habilidad de adquirir la informacién necesaria
mediante una bisqueda exhaustiva de la literatura
cientifica en el tépico que se va a revisar. En
segundo, de realizar una evaluacion critica de lo
publicado en esa drea, de manera que seleccione lo
verdaderamente relevante. En tercer lugar, de llevar a

I Vella F, De Meis L, Mehler A H, Rombauts W, White H B y Woods E J. Standards for the Ph. D. Degree in the

Molecular Biosciences (2000).
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cabo una sintesis integrada de los aspectos que se
quieran destacar en la revision. Y finalmente, de
identificar y poner de relieve aquellos aspectos o
tendencias que ain no se hayan explorado y
merezcan atencion futura. La mayor parte de estas
habilidades estdn estrechamente relacionadas con las
actividades que el estudiante de doctorado debe
realizar de forma cotidiana durante sus estudios. Asf,
el estudiante debe conocer a fondo y en extenso la
literatura relevante para su proyecto de investigacion,
debe identificar preguntas, atin no contestadas en ese
campo, y analizar sus resultados y discutir su
relevancia dentro del marco de conocimiento en el
area especifica de su investigacion. Todo ello supone
un ejercicio continuo para el estudiante de
doctorado, que va desde la concepcion del proyecto,
con la formulacién de su pregunta original, hipétesis,
hasta el andlisis final de sus resultados y escritura de
la tesis doctoral. Pero ademas de ello, el escribir un
articulo implica seguir lineamientos editoriales alos
que hay que cefiirse: nimero de paginas, nimero de
figuras, forma de citar la bibliografia, entre otros;
indicaciones a las que el futuro investigador estara
sujeto siempre que quiera publicar en cualquier
revista y que le obligan a hacer una importante labor
de seleccion y de sintesis.

Claramente la capacidad de comunicarse
efectivamente por escrito le serd de enorme utilidad
al estudiante de doctorado para cualquier desempefio
profesional futuro, ya sea en la investigacion, la
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docencia o industria. Sin embargo, la experiencia de
la mayor parte de los tutores en el drea demuestra
que los estudiantes llegan a su doctorado con
deficiencias de expresioén, en mayor o menor grado,
incluso en su propio idioma, sobre todo por escrito.
Esto es una realidad no sélo en México, sino en otros
paises, de manera que para solucionarlo muchos
posgrados cuentan con talleres de redaccion.
Enfrentar al estudiante al reto que supone la escritura
de un articulo de revision en su campo es una forma
muy efectiva de superar estas deficiencias, con los
beneficios adicionales de que este articulo puede
constituir el nucleo de uno de los capitulos de su futura
tesis y ayudarle a adquirir y procesar la informacién
importante para el desarrollo de su proyecto.

El equipo editorial del BEB estd consciente dekvalor
que este tipo de publicaciones tiene para la formacién
del estudiante de doctorado y por ello, sin perder de
vista su objetivo primordial de la actualizacion
bioquimica de su lectores, le ofrece su apoyo para
guiarlo en la publicacién de sus trabajos de revision.
Con este compromiso, el BEB, ahora como Revista
de Educacién Bioquimica (REB), abre sus paginas a
los estudiantes de doctorado del pais para que en
ellas publiquen articulos de revision de interés para
nuestra comunidad bioquimica.

Dra. Rosario A. Mufioz Clares,
Facultad de Quimica,
Universidad Nacional Autonoma de México
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REFLEXIONES ACERCA DE LA ESTEQUIOMETRIA H /e~
Y H"/ATP DE LA CADENA RESPIRATORIA
Y DE LA ATP SINTETASA*

Juan Pablo Pardo’, Federico Martinez' y Guadalupe Guerra?

RESUMEN

Para calcular el nimero de moléculas de ATP que se
sintetizan durante la fosforilacion oxidativa se necesi-
ta conocer la estequiometria H*/e” de los complejos
respiratorios mitocondriales. A pesar de lo importante
que es esta informacion, en la mayoria de los libros de
texto de Bioquimica el tratamiento del tema deja mu-
cho que desear, y lo tinico que se menciona es el con-
cepto general de que los complejos respiratorios cata-
lizan el bombeo de protones a través de la membrana
(1-5). Sin embargo, en las ediciones mds recientes de
dos libros, “Lehninger Principles of Biochemistry” de
Nelson y Cox (6) y “Fundamentals of Biochemistry”
de Voet, Voet y Pratt (7), se reporta una estequiome-
tria H'/2e de 4, 4 y 2 para los complejos L, Il y IV,
respectivamente. Contrario a esta informacion, se ha
propuesto que la estequiometria del bombeo de proto-
nes es de 4, 2 y 4 (8). En este trabajo se examinan las
reacciones en las que participan los complejos respi-
ratorios y se proporcionan datos termodindmicos que
sugieren que la estequiometria H*/2¢” de la cadena
respiratoria mitocondrial que se debe considerar es la
ded4,2y4. '

PALABRAS CLAVE: Cadena de transporte de elec-
trones, bombeo de protones, sintesis de ATP, estequio-
metria H'/e".

ABSTRACT

Knowledge about the H*/e” stoichiometry of the
respiratory complexes is essential for the correct
calculation of the number of ATP molecules
synthesized during the oxidative phosphorylation.
However, in most of the Biochemistry textbooks this
topic is treated poorly. For example, in several books
it is mentioned that the respiratory complexes pump
protons across the membrane, without any reference
to the number of protons translocated per electrons
(1-5). In the most recent edition of “Lehninger
Principles of Biochemistry” by Nelson and Cox (6)
and in “Fundamentals of Biochemistry” by Voet,
Voet and Pratt (7) a stoichiometry of 4, 4 and 2 for
complex I, III and IV is found. On the other hand,
several years ago Hinkle and coworkers proposed a
4, 2, 4 stoichiometry for the pumping of protons
across the mitochondrial membrane (8). In the
present work we analyze both the fate of the protons
in the redox reactions catalyzed by the respiratory
complexes and thermodynamic data that, all together,
suggest an effective stoichiometry of 4, 2 and 4 for
complex I, IIT and IV, respectively.

KEY WORDS: Respiratory chain complexes, proton
pumps, synthesis of ATP, H*/e™ stoichiometry.

INTRODUCCION
1 ATP desempefia un papel cen-
tral en el metabolismo celular, ya
que ademads de ser 1a moneda ener-
gética por excelencia, tiene funcio-
nes reguladoras y se usa como blo-

que de construccion de algunas bio-
moléculas, como el RNA. Dentro
de su ciclo general de produccion y
consumo, el ATP se sintetiza en la
glucolisis (por medio de la fosfori-
lacion a nivel de sustrato) y en la

*Recibido: 5 de octubre de 1999. Aceptado: 25 de septiembre de 2001.
1De:partamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. Apartado Postal 70-159, C. P. 04510, México, D.F.
Correo E: pardov @servidor.unam.mx, fedem @servidor.unam.mx 2Departamento de Bioquimica, Escuela Nacional
de Ciencias Biolégicas, IPN. Prolongacién de Carpio y Plan de Ayala, Apartado Postal 4-870, C. P. 06400, México,

D.F. Correo E: lupegs @hotmail.com

mitocondria (principalmente a tra-
vés de la fosforilacion oxidativay a
nivel'de sustrato), y se consume para
realizar trabajo biosintético, meca-
nico y osmotico, entre otros.

El modelo que se utiliza para ex-
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plicar la fosforilacion oxidativa es el
de la teoria quimiosmética, el cual
propone que el flujo de los electro-
nes a través de los componentes de
la cadena respiratoria se acopla con
el bombeo vectorial de protones a
través de la membrana interna de la
mitocondria, desde la matriz mito-
condrial hacia el espacio intermem-
branal, con lo cual se genera un gra-
diente de potencial electroquimico
de protones que se utiliza para la
sintesis de ATP.

La cadena respiratoria cldsica de
las mitocondrias tiene cuatro com-
plejos que participan en la trans-
ferencia de electrones: el complejolo
NADH deshidrogenasa (9), el com-
plejo II o succinato deshidrogenasa
(10), el complejo Il o citocromo bc,
(11), y el complejo I'V o citocromo
oxidasa (12). De éstos, la actividad
de los complejos I, Il y IV se asocia
con el bombeo de protones a través
de lamembrana. Por otro lado, la sin-
tesis de ATP se lleva a cabo en el
complejo V o ATP sintetasa (13, 14).

PROTONES VECTORIALES Y QUI-
MICOS

Para calcular la relacion estequiomé-
trica entre el bombeo efectivo de
protones y el transporte de electrones,
hay que considerar que los H™ pue-
den provenir de dos fuentes, los que
se bombean (protones vectoriales), y
los que forman parte de la reaccion
quimica per se, llamados escalares o
quimicos, y que se producen debido a
que uno de los sustratos solo acepta
electrones. Este es el caso de lareac-
cion en la que interviene el complejo
I1L, y que se lleva a cabo de acuerdo
con la siguiente ecuacion, en laque no
se incluyen los protones vectoriales:

QH, + 2citc,, —> Q+2cite 4+ 2H"

Como se puede ver, al reaccionar
estos sustratos se liberan dos proto-
nes al medio, inclusive en ausencia
de una membrana. Como se estu-
diard a continuacion, la presencia de
estos protones escalares da lugar a
varias conclusiones paradéjicas.

LOS COMPLEJOS MITOCONDRIA-
LES Y LAS REACCIONES QUE CA-
TALIZAN

El complejo I bombea! 4 H* por
cada par de electrones —lo que resulta
en el movimiento neto de 4 cargas po-
sitivas a través de lamembrana—y se
transfieren 2 H y 2 electrones (es
decir, dos dtomos de hidrégeno) a
la coenzima Q o ubiquinona (6, 15).
La siguiente ecuacion describe la re-
accion que cataliza el complejo I:

NADH + 1H* + Q+4H", —>
NAD* + QH, + 4H*,

en donde los subindices N y P se
refieren al lado negativo (matriz) y
positivo (espacio intermembranal)
de la membrana interna mitocon-
drial. En esta reaccion se consume
un protén escalar que originalmente
se liber6 durante la oxidacién de un
sustrato reducido, como el o.-ceto-
glutarato, el isocitrato o el malato.
Si la reaccidn que cataliza el com-
plejo I se asocia con la de 1a oxida-
cion de cualquiera de estas tres mo-
léculas, se observa que hay una des-
aparicion neta de solamente 4 H* en
la matriz mitocondrial, ya que ese
protén escalar se produce en la pri-
mer reaccion y luego se consume en
la segunda. Por tanto, el proton es-
calar que aparece en la ecuacién
anterior no se considerard al sumar
los protones que desaparecen de la
matriz mitocondrial durante la acti-
vidad de la cadena respiratoria.

Pardo J P, Martinez F y Guerra G

El complejo Il cataliza la trans-
ferencia de dos electrones del ubi-
quinol a dos moléculas de citocro-
mo ¢, como se ve en la siguiente
ecuacion:

QH, + 2H" + 2cite,, —

+ 3 .
Q+4H*p + 2citc

En esta reaccion se bombean dos
H* vectoriales de la matriz mitocon-
drial hacia el lado citosolico de la
membrana interna mitocondrial, y se
liberan otros dos H* escalares en el
espacio intermembranal de la mito-
condria, debido a que el citocromo
¢ no es un aceptor de H* (6, 16).
En este complejo, son 2 las cargas
positivas que viajan del lado N (ne-
gativo) al lado P (positivo) de la
membrana. Hay que aclarar que es-
te flujo de cargas positivas no se
debe al flujo de los protones, sino al
movimiento de dos electrones del
lado P (positivo) al lado N (negati-
vo) de la membrana, el cual es equi-
valente al flujo de 2 cargas positivas
hacia el espacio intermembranal.
Como se observa en la ecuacion de
lareaccion que cataliza el complejo
III, el nimero de H* que se trans-
locan de la matriz al espacio inter-
membranal (2H") es diferente al nd-
mero de protones que finalmente
aparecen en el espacio intermem-
branal (4H*) (6, 16).

El complejo IV recibe los electro-
nes de cuatro moléculas de citocromo
¢ parareducir a una molécula de oxi-
geno en dos moléculas de H,O:

deitc,, + 8H  + 0, —
2H,0 + 4cit e, + 4HY,
En este proceso se bombean

cuatro H* al espacio intermembra-
nal, lo que corresponde a 4 cargas

I En el Vol. 20(3): 184-185, del Boletin de Educacion Bioquimica se presentaron dos puntos de vista acerca del concepto
del bombeo de protones en el Complejo III. Estos argumentos también se pueden aplicar al caso del Complejo L.
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positivas que migran del lado N de
la membrana interna mitocondrial al
lado P (6, 17). Por otro lado, cua-
tro electrones fluyen en sentido con-
trario para combinarse con una mo-
lécula de oxigeno y con 4 H* que
provienen de la matriz mitocondrial.
Aligual que en el caso anterior, se
considera que el movimiento de los
4 electrones es equivalente al flujo
de 4 cargas positivas hacia el espa-
cio intermembranal (17). Si se su-
man los movimientos de los protones
con el de los electrones, se obtiene
que, por cuatro electrones que se
transfieren de los citocromos ¢ al
oxigeno, se desplazan un total de 8
cargas positivas del lado N al lado
P de la membrana interna mitocon-
drial, se bombean 4 H* a través de
la membrana y se consumen 4 H*
escalares —o quimicos—en la matriz
mitocondrial cuando se forman las
dos moléculas de agua.

EL PROBLEMA DE LA ESTE-
QUIOMETRIA DE PROTONES EN
LOS COMPLEJOS MITOCON-
DRIALES

Para entender mejor el problema
asociado con la determinacién de la
estequiometria H*/2e~ de los com-
plejos respiratorios, supéngase que
se desea obtener la estequiometria
del bombeo de sodio y potasio por
medio de experimentos cinéticos,
utilizando una preparacién de la
ATPasa de Na*/K* reconstituida en
vesiculas (Fig. 1), y con la siguiente
reaccion de transporte:

3 Nacx[ + ZKin + ATP —
3Na, +2K,  +ADP+Pi

Para lograr este objetivo se de-
termina la velocidad inicial de la
hidrélisis del ATP y la del transporte
de Na* y K+, con lo cual se obtiene
una estequiometria de 3Na*/ATPy
2K*/ATP (18). Un punto importan-

te en este ejemplo es que se debe
tener la misma estequiometria sin
importar si el flujo se determina des-
de afuera o desde dentro de la vesi-
cula, es decir, determinando la des-
aparicion del Na* en el medio extra-
vesicular o la aparicién del Na* en
el interior de la vesicula.

Esto no ocurre con los comple-
jos mitocondriales Il y IV, ya que
la aparicion de los H* en el espacio
intermembranal depende tanto de
los H* bombeados como de los
producidos en la reaccién quimica
de 6xido-reduccidn. Asi, si se de-
termina la variacion del pH en el es-
pacio intermembranal, la conclu-
sién es que el complejo III trans-
porta 4H*/2e” y el complejo IV so-
lamente 2H*/2e", a pesar de que el
cambio en el potencial redox es
mucho mayor para la reaccidn ca-
talizada por el complejo IV (Fig. ).
Siahora se cuantifican los cambios
de pH en la matriz mitocondrial se
obtienen unos valores diferentes:

5

2H'/2e" para el complejo [l y 4H*/
2e” para el complejo IV (Fig. 1).
Por consiguiente, estas “estequio-
metrias de bombeo de protones”
dependen de la posicién del siste-
ma de medicion.

Esta incertidumbre en la defini-
cién de la estequiometria H*/2e"
desaparece cuando se determina el
nimero de cargas positivas que
fluye a través de cada uno de los
complejos respiratorios. Los valo-
res que se obtienen: 2+/2e” para el
complejo Il y 4+/2e para el com-
plejo IV, no dependen de si se es-
tudia este movimiento de cargas
desde la matriz mitocondrial o des-
de el espacio intermembranal. Por
estarazon, parece mas logico defi-
nir el bombeo efectivo de protones
en términos de las cargas positivas
que se mueven a través de la mem-
brana, el cual se relaciona con el
desplazamiento de los protones y/
o electrones a través de la misma

(8).

12 0,

QH,

Complejo 111

2H* 21+
2 H*

4 H*

ATP

3 Na*

Complejo IV

2 H*
2H < 2 H*
4 H
H,0
2K+

Nat/K+ ATPasa

ADP + Pi
2K+

Figura 1. Esquema de la bomba de Na*/K*, del complejo Il y del complejo IV. Para
fines de ilustracion, solamente se considera el origen y destino de los protones en
las reacciones catalizadas por el complejo IIl y el IV, por lo que se incluye al guinol
v al oxigeno pero no al citocromo ¢. Para el caso de los complejos mitocondriales,
el interior de la vesicula corresponde al espacio intermembranal, mientras que el

exterior a la matriz mitocondrial.
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LA ESTEQUIOMETRIA EFECTIVA
H'/2¢"ESDE 4, 2Y 4 PARAEL
COMPLEJO I, Il Y IV, RESPEC-
TIVAMENTE

Como se habrd notado, el calculo
de la estequiometria del bombeo de
protones del complejo Il y IV se
dificulta por la presencia de los pro-
tones escalares. Sin embargo, este
problema se soluciona cuando se
relacionan las cargas positivas que
se translocan a través de cada com-
plejo con la suma total de protones
que desparecen de la matriz mito-
condrial y que aparecen en el espa-
cio intermembranal. Como se pue-
de veren la figura 2, son 10 las car-
gas positivas que fluyen del lado N
al lado P de la membrana interna
mitocondrial y son 10 los protones
que desaparecen de la matriz mito-
condrial y que aparecen en el espa-
cio intermembranal.

De estas 10 cargas positivas que
fluyen a través de la membrana, 4 lo
hacen a través de la NADH des-
hidrogenasa, 2 a través del citocro-
mo bc, y 4 através de la citocromo
oxidasa. Por otro lado, de los 10
protones, el complejo [ bombea 4
H*, mientras que el complejo [l y el
complejo IV bombean 2 H* cada
uno. Los otros 2 H* que aparecen
en el lado citosdlico de la membra-
na interna mitocondrial son esca-
lares y provienen de la reaccion ca-
talizada por el complejo I11. Asimis-
mo, los otros 2 H* que desaparecen
en la matriz mitocondrial son los
protones escalares o quimicos que
se consumen en la formacién del
aguaen lareaccion de la citocromo
oxidasa.

El siguiente paso consiste en re-
lacionar las cargas positivas con los
protones que se translocan a través
de la membrana. Se puede ver que
cuatro de estas cargas positivas se
relacionan con el bombeo de 4 H*
por el complejo I (4H*/2e). A las

Pardo J P, Martinez F y Guerra G

Espacio
Matriz Membrana Interna intermembranal
NADH + H*
> I +
4H- - > 4H
(2e)
NAD* & =y
Succina’ro-->\ \\/
Fumarato & I > QH;
[ \\
ITT (2e)
2H: o I
—> | 2 cit c + 2H"
ZH +1/2 OZ\ (2U
. N .
i P gy > 2H
H,0
ADP + Pi
4H €
ATP

Figura 2. El transporte de H* en la mitocondria. Las flechas curvas representan el
camino que siguen los electrones entre los componentes de la cadena respiratoria,
comenzando en el NADH y terminando en el H,0. Estas flechas no tienen ningiin
significado mecanistico, por lo que no se les debe asociar con el movimiento de
electrones a través de la membrana, fenémeno que ocurre durante el ciclo catalitico
de cada uno de los complejos involucrados en el bombeo de protones. Las flechas
gruesas muestran el bombeo de H* a través de la membrana en cada uno de los
complejos respiratorios y en la ATP sintetasa. Ademds, entre paréntesis se indica el
niimero de cargas positivas que se mueven a través de la membrana durante el ciclo
catalitico de cada uno de los complejos. De esta manera, la estequiometria efectiva
del transporte de H* por par de electrones es la siguiente: 4 en el complejo I, 2 en el
complejo Il y 4 en el complejo IV. Tres protones se requieren para la sintesis del ATP
en la matriz mitocondrial y un protén para el transporte del ATP, el ADP y el Pi.
TA = Translocador de adenin nucledtidos; TP = Transportador de fosfato (Figura
tomada de la referencia 8).
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dos cargas positivas que se mueven
en el complejo I1I se les asignan los
2 H* vectoriales que el mismo com-
plejo 1T bombea (2H*/2¢"). Por dl-
timo, al complejo I'V se le asignan
los 2 H* escalares que desaparecen
del lado N de la membrana y los 2
H* que aparecen en el lado P, por lo
que ahora el movimiento de cargas
positivas (4+) en la citocromo oxi-
dasa se iguala al movimiento de
protones (4H*), lo que resulta en
una estequiometria de 4H'/2e para
este complejo. En resumen, las es-
tequiometrias efectivas H*/2¢” para
el complejo L lllyIVsonde4,2y
4, respectivamente (Fig. 2).

CONSIDERACIONES TERMODI-
NAMICAS

Hay varias consideraciones termo-
dindmicas que apoyan un mayor
bombeo de protones en los com-
plejos Iy IV. El cambio de potencial
redox estandar para la reaccion ca-
talizada por el complejo I es de
+0.365 V, para la del complejo II1
es de +0.209 V y para la del com-
plejo IV es de +0.562 V (6). De
estos valores resulta un cambio de
energia libre estandar de reaccion de
16.8, 8.1 y 27.7 kcal/mol para las
reacciones en las que participan el
complejo I, IIL y IV, respectivamen-
te. Por otro lado, se ha reportado

que la diferencia de potencial eléc-
trico en la membrana interna mito-
condrial es de 150 mV, y que el
ApH es de 0.5 a 1 unidad (19, 20),
por lo que la diferencia de potencial
electroquimico de protones (ALL) a
través de la membrana interna mito-
condrial varia de 4.1 a4.8 kcal/mol.
De este modo, el bombeo de pro-
tones a través de la membrana esta
limitado por el AG® de lareaccion y
el Au. Por otro lado, el mdximo nd-
mero de protones transportados por
cada complejo se puede calcular
con la siguiente ecuacion (21):

n = (AG*/AW) equitibrio

en donde n es el ndmero de pro-
tones bombeados por el complejo,
A la diferencia de potencial elec-
troquimico de los protones y AG°el
cambio de energia libre estandar de
lareaccion. La tabla I resume los re-
sultados de este andlisis (si se supo-
ne un valor promedio de 4.4 kcal/
mol para el Al) y muestra que el
complejo I puede bombear hasta 4
protones, el complejo Il no mas de
dos protones y el complejo IV tiene
la capacidad de bombear hasta 6
protones. Estos resultados concuer-
dan con la estequiometriade 4,2y
4 reportada en 1991 por Hinkle y
colaboradores (8), en donde se de-

TABLAI

7

fine el término de bombeo efectivo
de protones. Con este término se
quiere sefialar que los complejo IIT
y IV estan trabajando como si bom-
bearan 2 y 4 protones a través de la
membrana, respectivamente.

Cabe mencionar que si se acepta
la estequiometria de 4,4 y 2 se cae
en otra contradiccion, ya que el
complejo que cataliza la reaccion
con un AE° mis pequefio bombea
4H*, mientras que el que cataliza la
reaccion con el AE° mds grande so-
lamente dos. De esta manera, se
considera implicitamente que el
complejo 111, con una estequiome-
tria de 4H*/2e", contribuye con un
40% a la fuerza protonmotriz de la
mitocondria, mientras que el com-
plejo IV (2H*/2e") solamente con
un 20%. Sin embargo, un andlisis
més cuidadoso muestra que la cito-
cromo oxidasa mueve 4 cargas po-
sitivas a través de la membrana,
por lo que debe de contribuir con
un porcentaje mayor a la fuerza
protonmotriz, ya que ésta estd cons-
tituida principalmente por el poten-
cial de membrana (AY = 80% y
ApH = 20%, suponiendo que el A
es de 150 mV y el ApH es de 0.5
unidades). Hay otros puntos que
dan lugar a confusién: si el complejo
ITI transporta dos cargas positivas y
4 H*... ;en dénde quedaron las dos

CARACTERISTICAS TERMODINAMICAS DE LAS REACCIONES CATALIZADAS POR ELCOMPLEIO L Iy IV

COMPLEJO REACCION CATALIZADA AE° ) AG® n

' (kcal/mol) (H*/2e)
| NADH + Q + HY — NAD*+ QH, 0.365 -16.8 38
1 QH, +2citc,, — Q+ 2H + 2citc 0.209 - 8.1 1.8
v 2citc, +2H +120, —> H,0+2cite,, 0.562 i 63

El AG® de la reaccién se obtuvo con la siguiente ecuacion: AG® = —mFAE?, en donde F es la constante de Faraday y m el ntimero
de electrones que participan en la reaccién. n corresponde a la relacién estequiométrica entre el nimero de protones bombeados
y el par de electrones transferidos durante la reaccién de oxidorreduccion.
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cargas positivas de los dos proto-
nes adicionales? Lo mismo ocurre
con el complejo I'V: si éste mueve 4
cargas positivas y transporta sola-
mente dos H*....;en dénde queda-
ron los dos H* que supuestamente
deberian estar asociados a esas
cargas?

ESTEQUIOMETRIA DE LA ATP
SINTETASA

Conrespecto a la ATP sintetasa, se
ha observado que ésta puede tra-
bajar con diferentes estequiome-
trias, dependiendo de la proceden-
cia de la enzima y del medio am-
biente en el que se desarroll6 el or-
ganismo (22). En la mayoria de los
libros se considera que se requieren
3 H* para la sintesis de una molécu-

la de ATP, y ciertamente esta es la
situacion que prevalece en las mito-
condrias de los mamiferos (22). Sin
embargo, la estructura del sector E,
de la ATP sintetasa (23) asi como
experimentos que se realizaron con
la ATP sintetasa de cloroplastos y
de cianobacterias (24), sugieren que
la estequiometria de este complejo
puede tomar valores de 4H*/ATP.
Si se considera que la estequio-
metria de la ATP sintetasa en las
mitocondrias es de 3H*/ATP y que
se requiere del flujo de un protén
para ¢l transporte del ATP, del ADP
y del Pi através de la membrana in-
terna mitocondrial (Fig. 2), enton-
ces la sintesis de un ATP consume
un total de 4 H*. Si por cada NADH
que se oxida en la cadena respirato-

TABLATI

Pardo J P, Martinez Fy Guerra G

ria se bombean 10 protones al es-
pacio intermembranal, el maximo de
moléculas de ATP que se pueden
sintetizar es de 2.5 (10/4 = 2.5).
Asimismo, si por cada FADH, que
entra a la cadena respiratoria se
bombean 6 protones, el total de
moléculas de ATP que se sintetizan
eside 1.5 (6/4 = 1.5).

PRODUCCION NETA DE ATP EN
LA OXIDACION DE LA GLUCO-
SA Y DEL ACIDO PALMITICO

Si se fijala estequiometria de 1a ATP
sintetasa en 3H*/ATP, entonces la
oxidacién completa de un mol de
glucosa produce 29 moles de ATP
y la de un mol de dcido palmitico
produce 104 moles de ATP. Estos
valores contrastan con los 36 moles

PRODUCCION DE ATP EN LA OXIDACION DE LA GLUCOSA A CO,YH,0

REACCION CONSUME PRODUCE NUMERO DE H* SINTESIS DE ATP
BOMBEADOS O EQUIVALENTE

Glucosa — Glucosa-6-fosfato ATP ADP + Pi -1
Fructosa-6-fosfato — Fructosa-1,6-bisfosfato ATP ADP + Pi -1
Gliceraldehido-3-fosfato — 1,3-bisfosfoglicerato 2 NAD* a)2(NADH + HY) a)l2 a)3

b) 2 (NADH + H") b) 18 b)4.5
1,3-bisfosfoglicerato — Piruvato 4 ADP 4 ATP 4
Piruvato, — Piruvato,, 2H"=0.5 ATP -0.5
Piruvato — Acetil-CoA 2NAD* 2(NADH + H") 20 3
Isocitrato — o-cetoglutarato 2ZNAD* 2(NADH +H"Y) 20 3
o-cetoglutarato — Succinil-CoA 2NAD* 2(NADH + H") 20 5
Succinil-CoA — Succinato 2(GTD +Pi) 2GTP 1.5%
Succinato — Fumarato 2FAD 2FADH, 12- 3
Malato — Oxaloacetato 2NAD* 2(NADH + HY) 18 45
Moléculas de ATP gastado 25
Moléculas de ATP sintetizado a)31.5,b)33
Sintesis neta de ATP a) 29, b) 30.5

a) Los hidrégenos ingresan a la mitocondria a través de la lanzadera del glicerol fosfato, transfiriéndolos al FAD.

b) Los hidrégenos ingresan a la mitocondria por la lanzadera de

pero con el gasto de un H* en el transporte del glutamato.
“Aunque se sintetizan 2 moles de ATP, se gastan 2H* (~0.5 ATP) para que-estos 2 ATP salgan de la mitocondria.

glutamato/malato, obteniéndose NADH + H* intramitocondrial,
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TABLA III

OBTENCION DE ENERGIA EN FORMA DE ATP EN LA OXIDACION COMPLETA DEL ACIDO PALMITICO A CO, Y H,0

REACCION CONSUME PRODUCE NUMERO DE H* SINTESIS DE ATP
BOMBEADOS O EQUIVALENTE

Acido palmitico — Palmitil-CoA (Acil-CoA) ATP AMP + 2 P1

Acil-CoA — Enoil-CoA 7FAD 7 FADH, 42 10.5

Hidoxiacil-CoA — Cetoacil-CoA 7TNAD* 7(NADH + H") 70 17.5

Isocitrato — oi-cetoglutarato 8 NAD* 8 (NADH + H") 80 20

o-cetoglutarato — Succinil-CoA 8 NAD* 8 (NADH + H) 80 20

Succinil-CoA — Succinato 8 (GDP + P1) 8GTP 6%

Succinato — Fumarato 8 FAD 8 FADH, 48 12

Malato — Oxaloacetato 8 NAD* 8 (NADH +H") 80 20

Moléculas de ATP gastado 2

Moléculas de ATP sintetizado 106

Sintesis neta de ATP 104

* Aunque se sintetizan 8 moles de ATP, se gastan 8H* (-2 ATP) para que estos 8 ATP salgan de la mitocondria.

de ATP que se describen en la ma-
yoria de los libros para la oxidacion
de la glucosa y los 129 moles de
ATP para el dcido palmitico (Tabla
[Ty II).

Para la oxidacion de la glucosa,
el cdlculo anterior se basé en la pro-
duccién de 8 moles de NADH en la
matriz mitocondrial, 2 moles de
FADH,, 2 moles de NADH cito-
s6lico cuyos electrones se transfie-
ren a la cadena respiratoria a traveés
de lalanzadera de glicerofostato, 2
moles de ATP citosdlico debido a la
fosforilacién a nivel de sustrato y
otros dos moles de GTP en la ma-
triz mitocondrial en una reaccion ca-
talizada por la succinil-CoA sinte-
tasa. Posteriormente, la nucledsido
difosfocinasa cataliza la sintesis de
ATP a partir del GTP. Aqui se debe
considerar que se gastan 2 protones
para el transporte de estas dos mo-
1éculas de ATP al citosol, por lo que
la cantidad total de ATP que se pro-
duce por la fosforilacién oxidativa
disminuye en 0.5. Ademas, se to-

maron en cuenta los 2 H* (0.5 ATP)
que se utilizan en el transporte de
dos moléculas de piruvato.

Siel NADH citoso6lico se oxida
por la lanzadera de malato-aspar-
tato, entonces se sintetizan 4.5 mo-
les de ATP por los dos moles de
NADH citosélico, ya que el inter-
cambiador de glutamato/aspartato
estd acoplado al flujo de un proton
por glutamato (25), de tal manera
que el rendimiento global aumenta-
ria a 31 moles de ATP por mol de
glucosa oxidada.

FOSFORILACION A NIVEL DE
SUSTRATO Y FOSFORILACION
OXIDATIVA: GCUAL ES LA MAS
EFICIENTE?

En una primera aproximacion se
podria pensar que la fosforilacion
oxidativa es la via que trabaja con
mas eficiencia, es decir, que apro-
vecha, para la sintesis de ATP, una
proporcién mayor de la energia li-
bre que se desprende durante la re-
accion de oxidacion. Sin embargo,

éste no es el caso. Para calcular la
eficiencia de la sintesis de ATP en
cada proceso se necesita la siguien-
te informacion: 1.—los AG® para la
transformacion de la glucosa en lac-
tato y para la oxidacion del piruvato
hasta CO,y HO; y 2.— el AG® de
hidrélisis del ATP. El cociente de
estos dos valores determina la efi-
ciencia termodindmica de la reac-
ci6n en condiciones estandar.

Con respecto al primer punto, la
transformacion de un mol de gluco-
sa en dos moles de lactato libera 47
kcal de energia libre, mientras que
en la oxidacién completa de 2 mo-
les de piruvato a 6 moles de CO, y
4 de-agua se liberan 566 kcal. Si se
supone que se necesitan 7.5 kcal de
energia libre para sintetizar un mol
de ATP, entonces la eficiencia de la
fosforilacion a nivel de sustrato es
de 32% (2 x 7.5/47) mientras que
para la fosforilacién oxidativa es de
33% (25 x 7.5/566), ya que se utili-
zan 4 H* para la sintesis de ATP.
Este valor se parece al de la fosfori-
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lacion a nivel de sustrato, pero hay
que hacer notar que corresponden
aun limite superior, ya que hasta un
25% del gradiente electroquimico de
protones se disipa por difusion pa-
siva de los H* (26), lo que reduce
todavia mas la eficiencia de la fosfo-
rilacién oxidativa.

CONCLUSION

Aunque con las dos estequiometrias
(4,4,2vs 4,2, 4) se transloca el
mismo nimero de protones a través
de la membrana interna mitocondrial
(10 H"), es importante definir la ca-

pacidad de bombeo efectivo de ca-
da complejo. El andlisis de las reac-
ciones quimicas de cada complejo
con sus consideraciones termodina-
micas sugieren que la estequiometria
que se debe aceptar es la de 4H*/
2e parael complejoly IV y de 2
H*/2e" para el complejo I1I. Es de-
cir, que los complejos ITT y IV tie-
nen un bombeo efectivo de proto-
nes de 2 y 4, respectivamente. Por
otro lado, el conocimiento de la es-
tequiometria del bombeo de pro-
tones acoplado al transporte de
electrones a través de los comple-
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BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LACTICAS:
BIOSINTESIS Y TRANSPORTE*

Blanca I. Escudero Abarca' y Sergio Sanchez Esquivel?

RESUMEN

La sintesis de un gran mimero de bacteriocinas se basa
en una estructura genética general, codificada en plas-
midos o en el cromosoma. Dicha estructura comprende
los siguientes genes organizados en uno o dos operones:
a) gen estructural, b) gen de inmunidad c) gen que codi-
fica para un sistema de transporte especifico para ABC
y d) genes que codifican para proteinas accesorias. En
el caso de la nisina, sus determinantes genéticos se lo-
calizan en un transposén integrado al cromosoma en
forma de agrupaciones de genes, en los que, ademds,
existen otros que codifican a las proteinas encargadas
de las reacciones de modificacion postraduccional. Las
bacteriocinas se sintetizan en forma de precursores
(prebacteriocinas), en donde la regién que dard lugar a
la bacteriocina (probacteriocina) estd unida a una se-
cuencia lider N-terminal (del tipo doble glicina para bac-
teriocinas de clase IIz) de aproximadamente 14 a 30
residuos, que es removida durante su maduracién.

PALABRAS CLAVE: Bacteriocina, bacterias dcido lacti-
cas, secuencia lider, doble glicina, transportador ABC.

ABSTRACT

The biosynthesis of many bacteriocins is based
on a general genetic structure, encoded either on
plasmids or in chromosomes. This structure
comprises the following genes organized in one or
two operons: a) the structural gene encoding the
prebacteriocin, b) the immunity gene, c) a gene
encoding a specific ABC-transporter and d) genes
encoding accessory proteins. For nisin, the genetic
determinants are located on a transposon inserted
in the chromosome, comprising a group of genes
that also encode proteins involved in posttranslational
modification reactions. The bacteriocins are synthesized
as precursors (prebacteriocins). The section, giving
origin to the bacteriocin (probacteriocin) is joined
to a leader N-terminal sequence (of the double
glycine type for class Ila bacteriocins) of 14 to
30 amino acid residues, which is removed during
maturation.

KEY WORDS: Bacteriocin, lactic acid bacteria, leader
peptide, double glycine, ABC transporter.

INTRODUCCION

1 papel que desempefian las bac-

terias lacticas en la fermentacién
de alimentos es de gran importan-
cia, ya que de forma natural, o bien
anadidas intencionalmente, influyen
no solo en el desarrollo de caracte-
risticas organolépticas, sino que les
pueden conferir a los mismos cier-
tas propiedades probidticas, bene-
ficiosas para la salud de los consu-

midores. Ademds poseen un gran
potencial para inhibir el desarrollo
de microorganismos patégenos. Su
efecto antimicrobiano ha sido apre-
ciado por el hombre desde hace mds
de 10,000 afios, siendo el dcido lc-
tico el principal producto antimicro-
biano generado por la fermentacion
de los carbohidratos y la conse-
cuente disminucién del pH. Sin em-
bargo las bacterias acido lacticas

*Recibido: 19 de octubre de 2000. Aceptado: 17 de julio de 2001.
"Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos (UNIDA), Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Apartado Postal
1420, Veracruz, Ver., México. Correo E: escudero@itver.edu.mx 2Departamento de Biotecnologfa, Instituto de In-
vestigaciones Biomédicas, UNAM, C. P. 04510, México, D.F. Correo E: sersan@servidor.unam.mx

también producen otras sustancias
potencialmente antimicrobianas co-
mo peroxido de hidrégeno, didxido
de carbono, diacetilo y las bacterio-
cinas.

1. DEFINICION DE BACTERIO-
CINA

El término bacteriocina, fue aplica-
do desde hace mas de 40 afios a
antibioticos proteicos, caracteriza-
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dos por un peso molecular relati-
vamente elevado, espectro de acti-
vidad muy reducido (predominan-
temente intraespecifico), adsorcion
a receptores especificos y cuyos
determinantes genéticos se locali-
zaban a nivel de pldsmido. Se pen-
saba que la desrepresién y acumu-
laci6n en la biosintesis de bacterio-
cinas podia conllevar a una lisis
parcial de las células productoras
de dicha bacteriocina (biosintesis
letal). A medida que se ha ido acu-
mulando informacidn sobre la es-
tructura y la funcion de las bacte-
riocinas de las bacterias lacticas, se
ha hecho evidente que el término
agrupa a una gran variedad de ma-
cromoléculas, muchas de las cua-

les difieren considerablemente de la
definicién de bacteriocina basada
en las colicinas. Tagg en 1976, las
definié como proteinas o comple-
jos proteicos con actividad antimi-
crobiana sobre especies relaciona-
das genéricamente a las cepas pro-
ductoras. En 1982, Koninsky las
defini6 como agentes antimicrobia-
nos de naturaleza peptidica cuya
sintesis no es letal para la célula pro-
ductora y Klaenhammer en 1988,
como un grupo heterogéneo de com-
puestos antibacterianos de natura-
leza proteica que varian en su es-
pectro de actividad, modo de ac-
cién, peso molecular, determinan-
tes genéticos y caracteristicas bio-
quimicas. Actualmente se conside-

TABLAI
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ra que las bacteriocinas son pépti-
dos antimicrobianos que se sinteti-
zan anivel ribosémico y que, poste-
riormente, pueden sufrir modifica-
ciones postraduccionales (1-3).

2. CLASIFICACION DE LAS BAC-
TERIOCINAS

Las bacteriocinas producidas por
las bacterias lacticas se han clasifi-
cado en 3 grandes grupos, como se
sefalaen latablal (4). A esta clasi-
ficacion habria que afiadir aquellos
péptidos pequenos termoestables y
sin residuos modificados que care-
cen de la secuencia consenso y que
tienen un espectro de actividad muy
reducido como la lactococcina A 'y
otras bacteriocinas no clasificables

CLASIFICACION DE LAS BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LACTICAS

CLASE

CARACTERISTICAS

EJEMPLO

Clase I o lantibioticos

Clase I1

Clase III

Péptidos pequefios, (-5kDa),
termoestables y con aminodcidos
modificados como la denidroalanina
(DHA), dehidrobutirina (DHB), la
lantionina o la B-metil-lantionina.

Péptidos pequefios, termoestables y
sin residuos modificados, que se
subdividen en 3 subclases:

Ila: que poseen la secuencia
consenso YYGNGYV en la parte
N-terminal y una gran actividad
anti-Listeria.

También se conoce como «familia
pediocina».

IIb: Su actividad depende de la
accién complementaria de dos
péptidos.

lc:Incluye a las bacteriocinas de la
clase II transportadas mediante un
sistema sec-dependiente.

Proteinas de mds de 30 kDa,
termoldbiles y sin aminodcidos
modificados.

Nisina

Pediocina PA-1, Sakacina A,
Sakacina P, Leucocina A,
Curvacina A

Lactacina F

Lactococcina B

Helveticina J. Acidofilina A,
Lactacina Ay B
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seglin este esquema, como la ente-
rocina L50 o la AS-48. Las bac-
teriocinas de clase Iy IT son las mas
estudiadas porque son las mas
abundantes y se consideran los can-
didatos con mayor potencial para la
industria alimentaria. En los tltimos
10 afos, se ha avanzado mucho so-
bre el conocimiento de ellas acerca
de su procesamiento, mecanismo de
secrecion, inmunidad celular y rela-
cion estructura-funcion. Paralela-
mente ha habido un incremento so-
bre los estudios de su uso en alimen-
tos. En esta revision se hablara so-
bre la biosintesis de nisina por ser
ésta lainica bacteriocina que se uti-
liza en alimentos (leche, yoghurt,
queso fundido, carnicos, pescado,
vegetales enlatados, cerveza, vino,
licores de frutas y postres, entre
otros) y de las bacteriocinas de la
clase Ila por presentar una fuerte
actividad antagénica contra Listeria
monocytogenes, patégeno de ali-
mentos, causante de listeriosis, en-
fermedad que se manifiesta por sin-
dromes como infeccién del emba-
razo, meningoencefalitis e infeccio-
nes focales en nifios y adultos que
padecen una enfermedad, teniendo

asi un potencial de uso en la indus-
tria alimentaria.

3. BIOSINTESIS DE NISINA
Los determinantes genéticos de la
biosintesis de una bacteriocina se
pueden localizar a nivel plasmidico,
Ccromosomico o en transposones
(generalmente insertados de forma
muy estable en el cromosoma de las
c€lulas hospedadoras) como suce-
de para el caso de nisina, con un ta-
mafio de 70 kb. En ese mismo trans-
poson se localizan genes involucra-
dos en la fermentacion de sacarosa
(Fig. 1). Se han identificado 11 ge-
nes relacionados con la biosintesis
de la nisina, que incluyen a los genes
implicados en la maduracion, secre-
cién, procesamiento, regulacion e
inmunidad a la misma. Si bien los
genes involucrados en la biosintesis
de lantibidticos se encuentran agru-
pados, no esta claro si constituyen
un operon verdadero. Hay eviden-
cia de que los genes son transcritos
de manera coordinada como una
sola molécula de ARNm.

La nisina, pertenece al grupo de
los lantibiéticos (denominados asi
por contener aminodcidos no usua-

Escudero Abarca B I y Sdnchez Esquivel S

les como la lantionina), y es un pép-
tido formado por 34 aminodcidos.
Es producido por algunas cepas de
Lactococcus lactis. Su molécula
contiene aminodcidos no usuales
que incluyen ademads de lantionina,
4 beta-metil-lantioninas, una dehi-
drobutirina (Dhb), v dos dehidro-
alaninas (Dha). Estos tiltimos ami-
nodcidos se producen de la des-
hidratacion de serina y treonina
(Fig. 2). La condensacion de Dha
y Dhb con cisteina, genera enlaces
tioéster y los aminodcidos lantio-
nina y beta metil-lantionina, res-
pectivamente, los cuales son el re-
sultado de modificaciones post-tra-
duccionales.

Actualmente ha habido un avan-
ce espectacular sobre la sintesis de
la nisina. Se sabe que existen dos
variantes naturales, la nisina A y la
nisina Z, codificadas por los genes
nisA 'y nisZ. Estos genes han sido
clonados y secuenciados y difieren
solo en un par de bases. LanisinaZ
contiene un residuo de asparagina en
la posicién 27 en lugar de un resi-
duo de histidina que se encuentra en
lanisina A. No se han encontrado
ambos genes en el mismo operdn.

15904 Biosintesis rermentacién
de Nisina ,‘de Sacaro@
5 = \ A /
romosoma
[ — S |
A Lactococcus lactis | 15 kb [ .

(RO Kb)

Modificacion

Nisina A

nisT

nisC  nisl nisf

Translocacion Modificacion inmunidad Proteasa

sk nisE  nisG

Inmunidad

sk nisk

Regulacion

Figura 1. A) Transposén de 70 kb insertado en el cromosoma de Lactococcus lactis. B) Organizacién de los genes que
intervienen en la biosintesis de nisina. P= promotor, IR= secuencia repetida invertida que puede actuar como terminador rho-
dependiente (modificado de la referencia 5).
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Remocion
del Péptido
N-terminal

Modificacion
post-traduccional
y maduracion

Figura 2. Estructura de las moléculas de prenisina A 'y nisina A. Los residuos som-
breados y con asterisco en la molécula de prenisina sufren reacciones de modificacion.
a-e= anillos de lantionina, Dha=deshidroalanina, Dhb=deshidrobutirina, Abu-S-
Ala=beta-metil lantionina, Ala-S-Ala= lantionina (modificado de la referencia 5).

La figura 3 representa un modelo
de la biosintesis de nisina en donde
se muestran las diferentes proteinas
del agrupamiento de genes involucra-
dos en su sintesis. Curiosamente en
el caso de la nisina, la propia bacte-
riocina actia como feromona induc-
tora de su propia biosintesis (35, 6).

Gen estructural: nisA
El producto del gen nisA es un
péptido de 57 residuos de amino-

dcidos, ello confirma que la molé-
cula madura de nisina resulta de la
modificacién del precursor. La se-
cuencia del péptido lider es muy hi-
drofilica y fuertemente cargada, no
contiene cisteina y probablemente
se pliega en medios ambientes anfi-
filicos, es decir, que tienen afinidad
tanto a regiones hidrofilicas (pola-
res) o lipofilicas (no polares). Por
el contrario, la secuencia de la pre-
nisina es lipofilica y su estructura
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secundaria es caracterizada por gi-
ros beta y ausencia de alfa-hélices

7.

Gen nisB

Este gen se localiza a 108 pb hacia
la region 3’ de la secuencia de
ADN, al final del gen nisA. Tiene
una longitud de 2556 pb, codifica
una proteina de 852 residuos de
aminodcidos (en el gen descrito
para L. lactis ATCC 11454) con
un peso molecular de 100.5 kDa,
la cual es un fuerte candidato para
la modificacion post-traduccional
de la prenisina. La proteina NisB
contiene varias regiones hélices con
caracter anfipatico (que contie-
ne dos dominios, uno polar y otro
no polar), lo cual da evidencia de
que es una proteina asociada a la
membrana.

Gen nisT

Codifica para una proteina de 600
aminodcidos con un peso molecular
de 69 kDa, correspondiente a una
proteina de la familia de los trans-
portadores ABC (del inglés, ATP-
binding cassette). En la molécula se
encuentran motivos estructurales,
claramente hidrofébicos, en los que
una secuencia lineal de 3 a 4 resi-
duos de aminodcidos se pliega en
una hélice enrollada a la derecha,
estabilizada por puentes de hidro-
geno internos. Este arreglo sugiere
una localizacién membranal de la
molécula. Tiene una gran similitud a
las proteinas involucradas en la se-
crecion de polipéptidos, polisaca-
ridos y drogas antitumorales, indi-
cando que la proteina NisT puede
estar involucrada en el transporte
de nisina.

Gen nisC

El producto de este gen es una
proteina de 414 residuos de amino-
dcidos con un peso molecular de
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SefalNisina .

b/ \

Regulacion

Procesamiento

i

Maduracion | : : @

Transportacion

Inmunidad

Figura 3. Esquema que representa el modelo de la biosintesis de la nisina. B= NisB,
C= NisC, T= nisT, I= NisI, P= NisP, R= Nis R, K= NisK, F= NisF, E= NisE, G= Nis G.

(Tomada de la referencia 5).

47.3 kDa, se ha sugerido que pue-
de tener un papel esencial en 1a mo-
dificacién enzimatica de prenisina,
con base a la homologia de genes
encontrados exclusivamente en
otros lantibidticos.

Gen nisl

La lipoproteina que codifica es de
245 residuos de aminodcidos con
una masa molecular de 27.8 kDa.
La expresién de nisl en cepas no
productoras sensibles a nisina, con-

Escudero Abarca B I 'y Sanchez Esquivel S

fiere resistencia a dichas cepas,
mostrando claramente que la pro-
teina Nisl estd involucrada en inmu-
nidad contra la nisina afadi-
da de manera ex6gena (6). Aunque
lanisina es la bacteriocina mds estu-
diada de las bacterias dcido lacticas
(BAL), poco se sabe acerca de la
inmunidad a nisina. La existencia de
mecanismos especificos de autopro-
teccion que contemplan la accion de
sus propios productos, es una ca-
racteristica comun en células pro-
ductoras de bacteriocinas.

Gen nisP

Da origen a una proteina de 682 re-
siduos de aminodcidos, correspon-
diendo a un tamafio molecular de
74 kDa. La proteina NisP es una
proteasa parecida a la subtilisina
(subtilisin-like) involucrada en el
procesamiento del péptido lider, lo
cual se ha comprobado in vitro. La
secuencia primaria de NisP muestra
que es sintetizada como un precur-
sor pro-NisP, el cual es madurado a
una proteina activa probablemente
mediante una proteasa o bien auto-
cataliticamente como sucede en la
familia de las serin proteasas.

Genes nisR y nisK

El gen nisP es seguido por dos mar-
cos de lectura adicionales, nisR y
nisK. El gen nisR codifica para un
polipéptido de 229 residuos con
una masa molecular de 26.7 kDa y
el gen nisK una proteina de 447 re-
siduos de aminodcidos, con un peso
molecular de 51.3 kDa. El gen nisR
empalma un marco de lectura con
otro del gen nisK.

Las proteinas NisR y NisK estdn
involucradas en la regulacién de la
biosintesis de la nisina. La proteina
NisK es muy parecida a la histidin
cinasa de sistemas regulatorios de
dos componentes, los cuales actian
como sensores de sefales en mem-
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branay la proteina NisR actda como
un regulador de respuesta. Parece
ser que la interaccion entre nisina y
la proteina NisK es responsable de
la autoregulacion de la biosintesis de
nisina mediante un mecanismo de
transduccion de sefales.

Genes nisF, niskE y nisG
Estos genes tienen su propio pro-
motor. El gen nisF codifica para una
proteina de 225 residuos de amino-
dcidos con una masa molecular cal-
culada de 24.7 kDa; el gen nisE,
una proteina de 242 ¢ 247 residuos
de aminodcidos y el gen nisG una
proteina de 214 residuos de amino-
dcidos con un peso molecular de-
ducido de 24.2 kDa. Estas protei-
nas intervienen en el transporte de
nisina y comparten una gran simili-
tud con los miembros de la familia
de los transportadores ABC. Ade-
mads del gen nisl, los genes nis EFG
pueden estar involucrados en la in-
munidad a nisina. La proteina NisG,
que es predominantemente hidro-
fébica, se cree que podria actuar en
forma similar a las proteinas de in-
munidad a colicina por la interaccion
con moléculas de nisina formadoras
de poros (7, 8).

4. BACTERIOCINAS DE CLASE
lA

Las bacteriocinas de la Clase Ila,
identificadas hasta ahora, contienen
entre 37 y 48 residuos de amino-
acidos y son considerablemente si-
milares entre ellas. Su clasificacion
se basa en la presencia de una se-
cuencia consenso YGNGV en el ex-
tremo amino, el cual se ha sugerido
que es parte de una secuencia de re-
conocimiento de un receptor unido
amembrana, y de su fuerte activi-
dad antilisterial. Otra caracteristica
es que su carga neta es positiva;
presentan un alto contenido de resi-
duos de aminodcidos con grupos io-
nizables, especialmente aminoAaci-
dos basicos y también residuos no
polares y pequefios aminodcidos
como glicina, la cual se cree que
confiere a estas bacteriocinas un alto
grado de libertad conformacional. El
dominio hidrofilico altamente con-
servado del extremo amino contras-
ta con el dominio hidrofébico y/o
anfifilico moderadamente conserva-
do del extremo carboxilo. Adoptan
estructuras parcialmente helicoida-
les en soluciones no acuosas. La
conformacién del extremo amino
contiene hojas beta y se estabiliza
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por un puente disulfuro entre dos
cisteinas. Estos residuos de cisteina
parecen estar presentes en posicio-
nes conservadas dando lugar a la
formaci6n un anillo de 6 miembros
que también es conservado en las
bacteriocinas de la clase I1a. De en-
tre las bacteriocinas de la clase [1a,
la pediocina PA-1/AcH, la entero-
cina A y ladivercina V41 son tinicas
en el sentido de que poseen un
puente disulfuro extra que involucra
un segundo par de residuos de cis-
teina. La presencia de puentes di-
sulfuro parece ser crucial para la ac-
tividad, particularmente de aquellas
bacteriocinas que poseen dos
puente disulfuro. Hasta la fecha, se
ha mostrado que las bacteriocinas
de la clase Ila son naturalmente
producidas sélo por bacterias 4ci-
do lacticas, a diferencia de otras
clases de bacteriocinas como los
lantibidticos (9).

La mayoria de los péptidos lider
comparten una secuencia consenso
y son del tipo doble glicina, en cuyo
sitio de procesamiento existen dos
residuos de glicina en su extremo
carboxilo. La actividad de ciertas
bacteriocinas de la clase IT depende
de la accion complementaria de dos

85p50I Bsp501  Bsp501 Bsp50I
(2822,2873) (6649)  (7248) (8285)
HindIl Sotl Bsp50l  Mindll HindTL Socl MindIIl
(1) (2134} \(arm {3470) (6210) (8104} / (8aT?)
l ] | 1 ] ' |
i T T T T T T T T 1 P
5 \ 2 3 4 5 6 4 8
» rbs rbs rbs rbs
pop A papB pop C popD l
v ;
Promotor Terminador

Figura 4. Representacion esquemdtica del pldsmido pSMB 74, mostrando varios sitios para endonucleasas de restriccion y los
cuatro con su promotor comiin y su terminador. Cada gen tiene un sitio independiente de union al ribosoma (rbs), y un codén
de terminacion. Los genes estdn separados por secuencias espaciadoras de longitud variable (modificado de la referencia 12).
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péptidos. Ambos poseen un lider
doble glicina y estan codificados en
genes individuales, aunque contiguos
y pertenecientes a un mismo ope-
ron. En algunos casos es necesa-
ria la presencia de ambos para que
exista actividad, como ocurre con la
lactococina G. En otros, aunque uno
de los péptidos posee cierta activi-
dad, ésta se ve dramdticamente au-
mentada por la presencia del se-
gundo, como sucede con la plan-
taricina S y la lactacina F. La fuerte
conservacion del péptido lider y
de la doble glicina en el sitio de
ruptura, sugiere que existe un me-
canismo general de procesamien-
to para la maduracion de las bac-
teriocinas.

4.1 Biosintesis de Pediocina
En contraste al operdn de nisina
que se localiza en un transposén in-
tegrado al cromosoma; el de pe-
diocina AcH (pap ) se localiza en
el plasmido pSMB74, con un ta-
maifo de 8.9 kb (Fig. 4). Sus de-
terminantes genéticos ocupan un
fragmento aproximado de 3,500
pb, que contiene cuatro marcos
abiertos de lectura, correspondien-
tes a los genes papA, papB, papC
y papD. Estos genes estdn dispues-
tos dentro de un mismo operon y
comparten un promotor comun
(entre 3137 y 3166 pb) y un ter-
minador rho-independiente (entre
6599 y 6636 pb). Cada gen tiene
un sitio de unién al ribosoma inde-
pendiente (rbs), codones de inicia-
cidn y terminacién y secuencias
espaciadoras entre ellos. Las tres
secuencias espaciadoras compren-
den de 23 a 98 pb, estando la mas
grande entre papC y papD. La
transcripcién del operdn origina
dos transcritos; el primero (1.2 kb)
cubre los genes pap ABC, mientras
que el segundo (3.5kb) abarca los
cuatro genes del operodn, es decir
papABCD (10, 11, 12).

Gen papA

Codifica para la proteina PapA de
62 residuos de aminodcidos, pre-
cursor de pediocina, a partir del cual
es removido un péptido de 18 resi-
duos de aminodcidos, que constitu-
ye la secuencia lider o péptido se-
fal. El péptido restante de 44 resi-
duos de aminodcidos es pediocina
AcH el cual presenta dos puen-
tes disulfuro entre 4 residuos de
cisteina.

Gen papB

La proteina PapB que codifica, es
de 112 residuos de aminoacidos y
se cree que confiere inmunidad a la
cepa productora. No es esencial
para la produccién de pediocina. Sin
embargo, también se han descrito
determinantes inmunogénicos en el
cromosoma de P. acidilactici PAC
1.0. La expresion incrementada de
este gen conduce a altos niveles de
inmunidad hacia la pediocina. Esta
proteina se asocia a la membrana
citoplasmica.

Gen papC

Sintetiza la proteina PapC de 174
residuos de aminodcidos que se une
amembrana y pertenece al grupo de
proteinas accesorias requerida para
la secrecion y transporte de pedio-
cina. También se especula que estd
involucrada en la formacién de ca-
nales. Es interesante sefialar que la
estructura de la Pap C es similar a la
proteina LenD, requerida ésta para
la secrecidn de lactococcina A, esto
sugiere que existe un mecanismo
comtn de secrecién para ambas
bacteriocinas.

Gen papD

El producto de este gen, es una pro-
teina accesoria, perteneciente al
grupo de transportadores de tipo
ABC, formada por 724 residuos de
aminodcidos. Cuando el gen papD
fue mutado se mostré que era esen-
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cial para el transporte de pediocina,
junto con la proteina PapC. PapD
es, ademads, capaz de procesar la
prepediocina. Cuando los genes
papA 'y papD son interrumpidos no
se observa la formacién de pedio-
cina. Se cree que el incremento en
PapD conduce a una maduracién y
translocacién mas eficiente de la
pediocina. El dominio N-terminal de
PapD se localiza hacia al citoplasma
y es responsable del procesamiento
de la prepediocina, que involucra
ruptura de la secuencia lider en el
sitio de procesamiento seguido por
la doble glicina (10, 13).

5. REGULACION Y TRANSPOR-
TE DE BACTERIOCINAS

5.1. Regulacion

La produccién de algunas bacte-
riocinas estd regulada transcripcio-
nalmente mediante un sistema de
transduccion de sefial que consta de
tres componentes: un sensor histidin
cinasa (HK), un regulador de res-
puesta (RR) y un péptido inductor
(FI) (Fig. 5). Los genes que codifi-
can estos tres componentes se
transcriben en una misma molécula
de ARNm y estan sujetos a un fené-
meno de autorregulacion mediado
por el péptido inductor y que de-
pende, en dltima instancia de la den-
sidad celular. En ocasiones el pépti-
do inductor es muy similar, pero no
idéntico, a la bacteriocina y carece
de actividad antimicrobiana.

5.2 Transporte

El transporte de la mayoria de las
bacteriocinas, asi como la remocién
del péptido lider, se efectia me-
diante sistemas de transporte espe-
cificos para la proteina ABC. Re-
cientemente se ha demostrado que
el transportador ABC cumple con
esta funcion dual, lo cual representa
una estrategia novedosa para la se-
crecién de proteinas bacterianas
L3,
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Figura 5. Diagrama propuesto para la produccién/regulacion de bacteriocinas de
la clase II. RR= Respuesta reguladora, HK= Histidin Cinasa, P= Fosfato, ABC=
Sistema transportador (modificado de la referencia 4).

El transportador puede ser codifi-
cado en el mismo operdn del gen es-
tructural de la bacteriocina o en un
operén cercano. Los transportadores
ABC desplazan una amplia variedad
de sustratos, como iones inorgéni-
cos, azdcares, aminoacidos, pépti-
dos y proteinas, a través de mem-
branas en procariotes y eucariotes.

Todos los transportadores de ti-
po ABC son homodimeros. Cada
componente del homodimero re-
quiere la funcién de dos dominios
proteicos diferentes que son: un do-
minio de unién de ATP, de aproxi-
madamente 200 residuos de amino-
4cidos localizados en la membrana,
de cara al citoplasma y un dominio
N-terminal hidrofdbico, integrado a
la membrana (normalmente forma-

do de 6 segmentos), que reconoce
y desplaza el sustrato a través de la
membrana citoplasmatica.

La energia necesaria para el des-
plazamiento de las bacteriocinas
proviene de la hidrolisis del ATP. No
se sabe como los transportadores
ABC reconocen su sustrato; proba-
blemente lo hagan a través de la
union del sustrato al dominio pro-
teolitico, de manera que los dos do-
minios proteoliticos del homodime-
ro se unen al precursor de bacte-
riocina. Posteriormente, la hidrdlisis
de 2 moléculas de ATP induce cam-
bios conformacionales en el trans-
portador que resultan en la ruptura
y desplazamiento de dos péptidos
simultineamente. Se ha demostra-
do que las mutaciones que afectan
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el residuo de glicina en la posicion 2
en el péptido lider de la lactacina F
y colicina V, resultan en la pérdida
de la secrecién de bacteriocina.
Ademds, esto indica que el residuo
conservado de glicina es parte de
ambos, del sitio consenso de ruptu-
ray de la sefial de exportacion para
la secrecidn de la bacteriocina (13).
Comparando la secuencia de
aminodcidos de siete transportado-
res ABC dedicados al desplaza-
miento de bacteriocinas contenien-
do el péptido lider doble glicina, con
otros, ha sido aparente una caracte-
ristica diferencial. Contienen una ex-
tension N-terminal de aproximada-
mente 150 residuos de aminoacidos
que constituye el dominio proteo-
litico encargado de escindir el pép-
tido lider de la bacteriocina. El
transportador ABC de lantibiticos
tales como nisina, con una secuen-
cia lider diferente al tipo doble
glicina, no tiene dicha extension.

5.3 Sistema sec-dependiente
Aunque la mayoria de las bacterio-
cinas se secretan empleando trans-
portadores ABC de dedicacion ex-
clusiva, recientemente se ha obser-
vado que algunas bacteriocinas de
la clase II (acidocina B, enterocina
31, divergicina A y enterocina P) no
poseen una secuencia lider del tipo
doble glicina, sino que son sintetiza-
das con una secuencia N-terminal ti-
pica de los péptidos sefial del tipo sec
y por lo tanto, acceden al sistema
de secrecion general de las células.

6. BIOSINTESIS MULTIPLE DE
BACTERIOCINAS

La produccién de bacteriocinas
multiples por un organismo es bas-
tante comun. En Carnobacterium
piscicola LV 17B se ha mostrado la
produccién de por lo menos dos
bacteriocinas diferentes, una codifi-
cada por un plasmido y las otras dos
por su cromosoma. Lactobacillus
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plantarum también produce multi-
ples bacteriocinas, dos de las cuales
se encuentran constituidas por dos
péptidos y otra por uno solo. Los
genes que codifican para las bacte-
riocinas mencionadas se encuentran
localizados en el cromosoma bacte-
riano.

PERSPECTIVAS

El conocimiento de la biosintesis,
mecanismos de transporte y estruc-
tura de las bacteriocinas, abre la
posibilidad de desarrollar nuevos
péptidos antimicrobianos, no s6lo

con mejores niveles de actividad si-
no también con una estabilidad ma-
yor en diferentes tipos de alimentos.
Por ejemplo, se ha observado un
incremento significativo en la activi-
dad de la pediocina PA-1 debido a
la sustitucion de un residuo de Glu
por Lys en la posicién once del pép-
tido. Por otro lado, la clonaci6én de
genes de bacteriocinas y su expre-
sién constitutiva, también serfan una
estrategia clave en la produccién de
las mismas. En cuanto a su despla-
zamiento a través de la membrana,
podria ser factible la produccién de
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bacteriocinas muiltiples a través del
sistema sec-dependiente en una bac-
teria lactica. Para ello seria necesa-
rio el reemplazo del péptido lider
por uno que contenga doble glicina.
Asimismo, las sefiales de expresién
podrian ser utiles para la sintesis y ex-
portacion de proteinas heterélogas
en bacterias dcido lacticas, como los
propios péptidos antimicrobianos,
basada en la similitud significativa que
comparten los péptidos lider y tam-
bién los transportadores de la mayo-
ria de las bacteriocinas de la clase la
y algunos lantibidticos. =
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CARACTERISTICAS Y FORMACION DE UN DOMINIO
TRANSCRIPCIONALMENTE ACTIVO EN EUCARIOTES™

Viviana Valadez Graham' y Félix Recillas Targa'

RESUMEN

La necesidad funcmnal de compactar al genoma de '

‘una célula cucariota en cromatina para contenerlo
dentro del niicleo restringe el acceso al ADN, de pro-
teinas que regulan la actividad genética. Tanto los nu-
cleosomas individuales como la organizacion del ge-
noma en estructuras mas complejas (como los cromo-
somas), limitan el acceso a factores de transcripcion y
en consecuencia reprimen la actividad genética. Es
necesario por lo tanto que exista un remodelaje regu-
lado de la cromatina que pe'r'rmta la accesibilidad de

las proteinas a sus secuencias blancoenel ADN y asi

selleve acabolac expresion eficiente y ordenada de un

gen. Para favorecer la expresion génica se ha pro-
puesto que los genes se encuentran organizados en

dominios dentro del genoma, los cuales son unidades
transcripcionales cuya expresion es regulada de ma-
nera independiente por elementos inherentes a ellos, y
cuya formacién proponemos que representa uno de

~ los primeros niveles de regulacién en células eucario-

tas a lo largo del desarrollo.

'PALABRAS CLAVE: Cromatina, nucleosoma, dominios,

sitios de hipersensibilidad a la DNasa I. LCR.
ABSTRACT
In higher eukaryotes the genome is packaged into a

 compact and repressive chromatin structure. To allow

small portion of the genome to be expressed in a given
cell-type, tissue or moment, it is necessary a series of
ordered chromatin remodeling events. On recent years it

is more generally accepted that eukaryotic genome is
_ organized into structural and functional discrete domains.
In the present work we propose that chromatin domain

formation represents one of the first steps in genome
remodeling influencing the control of gene activation.

KEY WORDS: Chromatin, nucleosome, domains, DNase
I hypersensitive sites, LCR.

INTRODUCCION

1 genoma de una célula eucariota

se encuentra asociado a protei-
nas llamadas histonas, las cuales
contribuyen a empaquetar el ADN.
Esta asociacién del ADN con pro-
teinas denominada cromatina, per-
mite que la informacion genética
pueda ser contenida dentro del nu-
cleo. Hasta hace algunos afios se es-
tudiaba a la estructura de la croma-
tina y la activacién transcripcional
como dos procesos biolégicos in-
dependientes, de hecho se pensaba

que la cromatina no jugaba un papel
esencial dentro de la regulacion
transcripcional y que su papel era
meramente estructural. Actualmen-
te se entiende que la activacion
transcripcional de los genes de cé-
lulas eucariotas, se encuentra inti-
mamente asociada a cambios en la
arquitectura de la cromatina. El em-
paquetamiento del ADN constituye
per se una estructura represora que
impide la transcripcion genética, pe-
0 que a su vez es capaz de remo-
delarse para permitir la expresion

*Recibido: 6 de febrero de 2001.

Aceptado: 17 de julio de 2001.

regulada de los genes. Este remo-
delaje en la cromatina favorece o
impide de manera regulada el en-
samblaje del complejo de inicia-
cién de la transcripcién asociado a
la ARN polimerasa Il en las regio-
nes promotoras de genes, repercu-
tiendo en la expresion de los mis-
mos. En un nivel mds elevado de
complejidad, la transcripcién de los
genes eucariotes es modulada ade-
mads por elementos distantes, es de-
cir, que se encuentran alejados de
las regiones promotoras de los mis-

1De:partamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Apartado Postal 70-242, C. P. 04510.
Meéxico D. F. Fax 5622-5630. Correo E: frecilla@ifisiol. unam.mx
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mos. Estos elementos en posicion
cis son sitios de unién a factores que
en cooperacion con diversos com-
plejos son capaces de regular la
transcripcion genética positiva o ne-
gativamente y posiblemente contri-
buyen también a la remodelacién de
la cromatina.

En el contexto de la cromatina,
estos sitios de union a factores se
encuentran en regiones que son hi-
persensibles al corte por nucleasas,
como por ejemplo la DNasa I. La
hipersensibilidad al corte por estas
enzimas correlaciona con una es-
tructura mds abierta o accesible de
la cromatina, lo que permite la unién
de diferentes factores de transcrip-
ci6n a sus secuencias blanco en el
ADN. En ocasiones, cuando los ge-
nes son activamente transcritos, esta
accesibilidad al corte por endonu-
cleasas puede extenderse por varias
kilobases pudiendo incluir a uno o
varios genes. A las regiones de la
cromatina que se encuentran abier-
tas en un tiempo y espacio determi-
nado del desarrollo celular se les ha
denominado dominios transcripcio-
nalmente activos.

En afios recientes se ha propues-
to que estos dominios tienen limites
bien definidos y la transcripcién del
gen o genes contenidos en ellos es
regulada diferencialmente a lo largo
del desarrollo por elementos situa-
dos dentro de estos limites. Existen
ademas, evidencias citoldgicas que
apoyan el concepto de dominios,
siendo la mds evidente lo que ocu-
rre durante la expresion genética en
los cromosomas politénicos de las
glandulas salivales de larvas de Dro-
sophila. Al observar al microsco-
pio los cromosomas politénicos, es-
tos presentan un patrén de bandas e
interbandas. En las bandas se en-
cuentran los genes, los cuales al ser
expresados generan una estructura
conocida como “puff”, 1a cual se ob-

serva como un ensanchamiento de
la banda representativo de un rela-
jamiento en la estructura de la cro-
matina. Cabe sefialar que estas es-
tructuras o “puffs” estdn acotados,
es decir, que no invaden bandas ad-
yacentes y que recientemente se ha
propuesto, contribuyen a la forma-
cién y mantenimiento de un domi-
nio transcripcionalmente activo. Asi
pues, se ha comprobado que en los
“puffs” existe un dominio que estd
siendo regulado y transcrito por ele-
mentos inherentes a él y que no in-
vaden otros dominios gracias a la
presencia de sus limites.

Ademais de las evidencias bio-
quimicas y citolégicas mencionadas,
existe actualmente un cimulo de
datos experimentales recientes que
apoyan el concepto de una organi-
zacion del genoma eucariote en do-
minios transcripcionalmente activos.
En estarevision se analizaran los ele-
mentos y mecanismos que regulan
la apertura y el cerrado de regiones
especificas en el genoma. De igual
manera se pondra de manifiesto que
el remodelaje de la cromatina es
esencial para la formacién de un do-
minio transcripcionalmente activo.
Se discutird primeramente aspec-
tos relacionados sobre las protei-
nas involucradas en la compacta-
cion de la informacion genética, en
segundo lugar se describirdn los
elementos de regulacién de la
transcripcion, posteriormente se
hara un andlisis detallado sobre los
limites de los dominios y por dltimo
se discutird la manera como co-
operan de manera coordinada to-
dos estos elementos para formar,
mantener y regular la expresion de
los genes contenidos en un domi-
nio. A su vez, se propone que la
formacion de un dominio represen-
ta probablemente uno de los nive-
les iniciales dentro de la regulacién
de la expresion genética.
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ESTRUCTURA DE LA CROMATINA
Para comprender como se forma un
dominio transcripcionalmente acti-
V0, es necesario entender el contex-
toen el cual el ADN esta estructu-
rado en forma de cromatina y su re-
lacién con el nicleo celular. Si se
extiende de manera lineal la molé-
cula de ADN contenida en el inte-
rior del nicleo de una célula euca-
riota, su longitud varia entre 2 y 4
metros; tomando en cuenta que el
didmetro del niicleo oscila entre 10
y 20 micras, se hace evidente que
debe existir un sistema de empaque-
tamiento que compacte el genoma
celular de manera que pueda ser
contenido dentro del niicleo. Para
empaquetar el ADN, la célula se
vale de unas proteinas llamadas his-
tonas las cuales forman un octamero
cilindrico sobre el cual el ADN es
enrollado para formar lo que se co-
noce como nucleosoma. El nucleo-
soma tiene un didmetro de 6.5 na-
noémetros (nm), el cual estd com-
puesto de un tetrdmero central for-
mado por dos copias de las histonas
H3 y H4, flanqueado por dos hete-
rodimeros de las histonas H2A y
H2B. Las histonas insertan residuos
de argininas en el surco menor del
ADN que estd en contacto con el
octdmero. Esta unién se estabiliza
gracias a los extremos amino-termi-
nales de las histonas, los cuales que-
dan expuestos por fuera del cilindro
de histonas y son ricos en residuos
de lisina. La abundancia en residuos
de lisina en los extremos amino-ter-
minales genera una carga neta posi-
tiva, la ctial interacciona con la car-
ganegativa del ADN estabilizando
launién del ADN al octamero de his-
tonas, de esta manera el ADN que-
da enrollado sobre el octdmero (1).
La estructura nucleosomal es
considerada como el primer nivel
estructural de empaquetamiento,
donde 146 pares de bases (pb) de
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ADN se enrollan en 1.65 vueltas al-
rededor del octdmero de histonas.
Los cilindros de histonas van posi-
ciondndose uno tras otro regular-
mente a lo largo del ADN, de ma-
nera independiente de secuencias
nucleotidicas especificas formando
una cadena de polinucleosomas co-
nocida como collar de perlas o fibra
de 10 nm.

En el siguiente nivel de estruc-
turacion de la cromatina, la histona
H1, juega un papel tanto estructural
como de regulacion. Primero se to-
ma en consideracion la contribucion
de lahistona H1 a la estructuracion
de la cromatina, para posteriormen-
te presentar las evidencias de la par-
ticipacion de esta histona en la re-
gulacion transcripcional. La histona
H1 contribuye a la formacién de 1o
gue se conoce como cromatosoma,
el cual contiene al octdmero de his-
tonas, a la histona H1 y abarca 168
pb de ADN (20 pb mds por la in-
teraccion con la histona HI1). La
histona H1 se localiza en la region
internucleosomal e interacciona con
el ADN que entra y sale del nucleo-
soma (ADN de unién), tiene un pa-
pel estructural fundamental, ya que
contribuye a que la fibra de 10 nm
escale al siguiente nivel de compac-
tacion del ADN en cromatina: la fi-
bra de 30 nm o solenoide. La histo-
na H1 estabiliza la fibra de 30 nm al
fomentar contactos entre nucleoso-
mas adyacentes (2). Se han pro-
puesto varios modelos para expli-
car la formacion de la fibra de 30
nm y hasta la fecha el mas aceptado
es el que sugiere que la histona H1
coopera para formar una estructura
de hélice con 6 nucleosomas por
vuelta. Cabe sefialar que durante la
mayor parte del ciclo celular, la cro-
matina permanece empaquetada en
fibras de 30 nm de didmetro, aun-
que existen niveles mas complejos
de compactacion siendo el mds alto

el de los cromosomas, pero a la fe-
cha se desconocen los mecanismos
por los cuales se alcanzan los nive-
les mds elevados de estructuracién
y compactacion de la cromatina.

Cabe resaltar que la fibra de 30
nm es una estructura altamente
compacta y consecuentemente re-
presora. Anteriormente se pensaba
que la fibra de 10 nm era el molde
natural de la transcripcion, ya que
ésta constitufa una estructura lo su-
ficientemente abierta y accesible de
la cromatina sobre la cual el com-
plejo transcripcional podria realizar
su funcién. Sin embargo, las siguien-
tes evidencias sugieren que el molde
real donde ocurre el remodelamien-
to de la cromatina para una subse-
cuente activacion de la transcripcion
es la fibra de 30 nm:

—Las condiciones en las que se
hicieron los estudios in vitro utili-
zando la fibra de 10 nm como mol-
de de la transcripcion, no son las
mismas que existen en una célula in
vivo. De hecho en condiciones fi-
sioldgicas la fibra de cromatina tien-
de a compactarse al siguiente nivel,
en el cual se forman los llamados
“loops” o asas de solenoides, los
cuales se supone que se forman
cuando las proteinas que se unen al
ADN anclan la fibra de 30 nm a es-
tructuras nucleares juntdndolas, for-
mando de esta manera el cuello de
las asas. Cada asa de solenoides
contiene entre 20,000 a 80,000 pb
y alcanza una compactacion de has-
ta 400 nm. Diversos célculos teéri-
cos han estimado que cada cromo-
soma humano contiene aproximada-
mente 2600 asas.

—Si se realiza una estimacion ted-
rica del tamafio que abarca el ADN
descompactado es practicamente
imposible considerar a la fibra de 10
nm como el molde real de la trans-
cripcion debido a que en un mo-
mento dado de diferenciacién de la
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célula, los genes activos generarian
una descompactacion de la croma-
tina que impediria su inclusion den-
tro del nicleo. Ademas, en estudios
hechos por microscopia electronica,
se ha observado que una descon-
densacion por debajo del nivel de la
fibra de 30 nm, sélo ocurre entre
polimerasas que se encuentran en la
etapa de extension y cuando hay
una gran densidad de éstas. Cuan-
do las polimerasas terminan de ex-
tender y se encuentran lo suficiente-
mente alejadas de la region que es-
taba siendo transcrita, la estructura
de la cromatina regresa rapidamen-
te a la fibra de 30 nm (3). Esta ulti-
ma observacion explicaria la pre-
sencia de la histona H1 en dominios
que estan siendo transcritos ya que
su presencia ayudaria a un pronto
empaquetamiento de los genes re-
cién transcritos al nivel de la fibra de
30 nm (Fig. 1).

Una muestra adicional de la rele-
vancia de la histona H1 en estos ni-
veles de estructuracion es el efecto
que tiene la fosforilaciéon de Hl en 5
residuos de serina especificos, esta
fosforilacién ayuda a formar los cro-
mosomas durante la mitosis. En este
nivel, la compactacion llega hasta
1400 nm (Fig. 1). En cromatina de
novo, la histona H1 se encuentra
moderadamente fosforilada, a me-
dida que la cromatina madura, la
histona H1 se vuelve altamente fos-
forilada. La fosforilacion de H1 es
mayor en células que se dividen ra-
pidamente y menor en células que
no estan proliferando. Los niveles
de fosforilacién de la histona H1 son
menores en G1 y mayores en la fase
S del ciclo celular y en la mitosis; en
esta ultima, la fosforilacidn aumenta
especificamente durante la metafa-
se, que es cuando los cromosomas
se encuentran condensados. Asi-
mismo, la histona H1 esta presente
en una menor densidad y con un
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Molécula de ADN
desnudo

asas de
solenoides

/‘ Octamero de histonas

nucleosoma

Histona H1

Solenoide o fibra
de 30 nm

Cromosomas

Figura 1. Niveles de empaquetamiento del ADN. A) El ADN desnudo se enro-
lla en 1.6 vueltas alrededor del octamero de histonas para formar un nucleosoma.
B) En el siguiente nivel, los nucleosomas se van ordenando periddicamente a lo
largo de la fibra de ADN formando lo que se conoce como collar de perlas o fibra de
10 nm; al participar la histona HI, los contactos entre los nucleosomas se hacen
estables y se forma el solenoide o fibra de 30 nm. C) El siguiente nivel corresponde
a las asas de solenoides, las cuales se forman cuando la histona HI se fosforila, en
este nivel la compactacién llega hasta 400 nm, las P representan la fosforilacién de
la histona HI, después de este nivel todavia no se sabe como se llega a la
compactacion de los siguientes niveles hasta llegar a los cromosomas.

grado menor de fosforilacién en do-
minios transcripcionalmente activos.
Estos resultados han llevado a pen-
sar que existe una relacion directa
entre la fosforilacion de la histona
H1 y la compactacién de los cro-
mosomas. Sin embargo, en otros
sistemas donde la division es amito-
tica se ha encontrado que por el
contrario, la histona H1 se desfos-
forila y esto permite la condensacién
de los cromosomas. La fosforila-
cion de la histona H1 debilita la in-
teraccion de los extremos bdsicos
de la proteina al ADN, pero por
otra parte esta fosforilacion acentiia
la unién de la histona H1 ala cro-
matina. Dos de los ejemplos mds re-
presentativos de que la defosfo-
rilacion de la histona H1 contribuye

a la condensacién de los cromoso-
mas son los siguientes:

—En Tetrahymena la histona H1
se encuentra hiperfosforilada en cé-
lulas en interfase, y completamente
defosforilada cuando los cromoso-
mas se encuentran en el estado alta-
mente condensado.

—En las fases terminales del de-
sarrollo de eritrocitos de pollo, el
nicleo esta condensado en hetero-
cromatina, lo que ocurre debido a la
presencia de la histona H5 (homo-
logo de H1 en pollo). La histona H5
recién sintetizada estd altamente
fosforilada, pero cuando la croma-
tina del eritrocito se condensa, la
histona H5 se encuentra defosfori-
lada. Estos datos permiten pensar
que todavia existe una paradoja
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acerca de las funciones de la histona
H1 y sus modificaciones postraduc-
cionales como la fosforilacién y su
contribucion a la estructuracién de
un dominio.

Ademas de su importante papel
estructural, se ha propuesto que la
histona H1 puede actuar en la regu-
lacién transcripcional. La regulacién
mediada por la histona H1, se lleva
a cabo de diferentes maneras:

1) En sistemas experimentales in
vitro se ha demostrado que Ia his-
tona H1 se encuentra en intercambio
activo, es decir, que no permanece
siempre unida al ADN. Ademads, la
fosforilacién en sitios especificos de
esta histona correlaciona con un ni-
vel de empaquetamiento mds eleva-
do que el del solenoide durante la
mitosis. Se sugiere que la histona H1
podria actuar modulando la exposi-
cion de un sitio en el ADN a protei-
nas reguladoras. Al estar ausente la
histona H1, no existen contactos es-
tables entre los nucleosomas adya-
centes, por lo tanto se impide el si-
guiente nivel de empaquetamiento de
la cromatina manteniéndose una es-
tructura mds laxa, lo que permite
una mayor accesibilidad al ADN.

2) Recientemente, se han hecho
estudios in vitro en los cuales se ha
demostrado una interferencia esté-
rica entre los extremos amino-ter-
minales de la histona H1 y otras
histonas como la H3 impidiendo la
acetilacion de sus extremos amino-
terminales y por lo tanto que la cro-
matina se descompacte e interfiriendo
con launién de factores reguladores
de la estructura de la cromatina y de
la transcripcién genética.

Este conjunto de evidencias apo-
yan la idea de que el molde real de
la transcripcion es la fibra de 30 nm
o solencide y que la histona H1 jue-
gaun papel importante en la regula-
cién de la transcripcion de un domi-
nio (3).
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Hasta ahora se ha revisado la
manera como las histonas empacan
y organizan al ADN para que pueda
ser contenido dentro de una célula
en las distintas etapas del ciclo celu-
lar y es evidente que la estructu-
racion del ADN en cromatina genera
un obstdculo, por lo que ésta tiene
que ser remodelada para permitir la
regulacion de la expresion genética.
A continuacion se analizara la pre-
sencia de regiones en la cromatina,
las cuales son sitios accesibles para
la union de elementos que partici-
pan en la transcripcion y en su regu-
lacion.

SITIOS DE HIPERSENSIBILIDAD
En 1976 Weintraub y Groudine se
preguntaron si la estructura de la
cromatina en genes activos seria la
misma que en genes inactivos. Para
contestar a su pregunta, aislaron nu-
cleos de células eritroides de pollo
que expresan los genes de globinay
nticleos de células que no expresan
estos genes y los trataron con con-
centraciones crecientes de la nu-
cleasa pancredtica DNasa I, la cual
reconoce la doble hebra del ADN y
corta inespecificamente en zonas li-
bres de nucleosomas. Posterior-
mente, mediante una técnica de hi-
bridacion indirecta la cual actual-
mente ha sido reemplazada por el
“Southern blot”, determinaron la
magnitud de la digestion. Observa-
ron que en el ADN gendmico de las
células que expresaban los genes de
globina, la cromatina del locus tenia
un mayor grado de digestion, mien-
tras que el locus de globina de las
células que no expresaban los genes
era resistente a la digestion. Esto
hizo suponer que la estructura de la
cromatina se alteraba cuando un gen
es transcripcionalmente activo. Ac-
tualmente se sabe que la sensibilidad
al corte por la DNasa I correlaciona
con un relajamiento en la estructura

de la cromatina del locus de genes
activos, aunque el locus contintie
ensamblado en nucleosomas. Por lo
general en estas regiones los nu-
cleosomas se encuentran en menor
densidad. En 1979 Wu y Elgin reali-
zaron digestiones con DNasa | en
cromatina de nucleos de células de
Drosophila y encontraron en el
“Southern blot” bandas mds peque-
fias que los fragmentos originales
(4). A estas bandas se les denominé
sitios de hipersensibilidad al corte
por la DNasa I. Se propuso que es-
tos sitios correspondian a regiones
con una estructura alterada de la
cromatina, donde se observa un
mayor grado de digestion de la do-
ble cadena por parte de la DNasa I
y que podrian coincidir con elemen-
tos reguladores de la transcripcion
Actualmenie se sabe que estos si-
tios de hipersensibilidad son tipica-
mente, al menos dos ordenes de
magnitud mds sensibles al corte por
nucleasas que el resto de la cro-
matina y no deben confundirse con
la sensibilidad generalizada al corte
por nucleasas que presentan los
genes que estan siendo transcritos y
que puede extenderse por varias
kilobases (kb). Ademas, en estos
sitios los nucleosomas estan ausen-
tes o parcialmente ensamblados. Un
sitio de hipersensibilidad tipico con-
tiene sitios de unién para una varie-
dad de diferentes factores de trans-
cripcion. El aumento de la sensibili-
dad a nucleasas aumenta en estos
sitios por la ausencia de nucleo-
somas, el ensamblaje parcial de és-
tos o su desplazamiento, y por la
unién de un factor de transcripcion
que distorsiona a la cromatina favo-
reciendo su apertura en esa region o
enregiones adyacentes. Se ha pro-
puesto la posibilidad de que los fac-
tores de transcripcion y los nucleo-
somas compitan por la unién en un
lugar dado del genoma (como por
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ejemplo un promotor o un “enhan-
cer”), e induzcan la formacién y
mantenimiento de un sitio de hiper-
sensibilidad. El ejemplo mas claro
que apoya este modelo demuestra
que mutaciones en el sitio de unién
al factor GATA-1 en el ADN corre-
lacionan con una disminucion cuan-
titativa en la formacion del sitio de
hipersensibilidad. Por lo tanto se ha
propuesto que debe existir un pro-
ceso dinamico de interaccidn protei-
na-ADN, con elementos que remo-
delan a la cromatina y la formacion
de un sitio de hipersensibilidad (5).
Una constante para los sitios de hi-
persensibilidad a la DNasa L es que
coinciden, invariablemente, con ele-
mentos estructurales o de regulacion,
como por ejemplo, regiones delimi-
tadoras de un dominio, “enhancers”,
silenciadores y promotores.

En general se pueden dividir los
sitios de hipersensibilidad en 3 dife-
rentes tipos:

1) Los sitios especificos. Pue-
den aparecer antes de la transcrip-
cién y generalmente persisten inclu-
so al término de la misma, son tejido
especificos y a este tipo correspon-
den los promotores, “enhancers” y
silenciadores. Los promotores son
secuencias de ADN que se encuen-
tran generalmente de — 40 a + 40
nucledtidos relativos al inicio de la
transcripcidn, conocida también co-
mo regién “‘core”, a estos se unen la
magquinaria basal de transcripcion
que contiene a la ARN Polimerasa
11, factores generales de transcrip-
cidn y coactivadores. Los promo-
tore$ controlan la direccionalidad de
la transcripcion y responden a acti-
vadores o represores transcripcio-
nales que actian sobre ellos. Ade-
mas del “core”, existe una region
proximal que va de — 50 a — 200
que algunos han llamado el promo-
tor regulador. Esta regién, cuando
es clonada en multimeros cerca de
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un promotor, puede conferirle una
actividad de “enhancer”. Por su
parte los “enhancers” o aumentado-
res SOm Secuencias en cis que se en-
cuentran a una distancia relativa del
inicio de la transcripcion, tienen una
organizacion modular, es decir, que
son sitios de unién para mas de un
factor y son capaces de aumentar la
transcripcion de una manera inde-
pendiente de su orientacion. Los
modulos de los “enhancers™ desem-
pefan funciones especificas al acti-
var la transcripcion de un gen du-
rante una etapa del desarrollo de-
terminada, controlando los niveles
de expresion del gen (6). Igual que
los “enhancers”, los silenciadores
tienen una organizacion modular,
pero a diferencia de éstos, regulan
negativamente la transcripcion (7).

2) Los sitios constitutivos. La
presencia de estos sitios precede a
la activacién transcripcional y no
son tejido especificos, es decir que
en un mismo locus pueden estar
presentes en diferentes tipos celula-
res y su presencia es independiente
de la expresion genética. Estos si-
tios se han encontrado en algunos
casos enmarcando a un gen o grupo
de genes y se ha propuesto que co-
rresponden a los limites fisicos y fun-
cionales de los dominios transcrip-
cionalmente activos. Estos limites
sonregiones en el ADN que funcio-
nan como secuencias neutras, es de-
cir que no presentan actividad silen-
ciadora, promotora o de aumenta-
dor y por lo tanto no afectan la
transcripcion positiva o negativa-
mente. Estas regiones delimitadoras
bloquean o aislan la influencia de
elementos de regulacién de la trans-
cripcidn que se encuentran fuera del
locus al cual estdn flanqueando y se
ha propuesto que contribuyen al
mantenimiento de un locus activo.
A estas secuencias se les ha llama-
do “insulators” o delimitadores.

3) Las regiones de control de
un dominio o “Locus Control
Regions (LCR)”. Otro tipo de si-
tio de hipersensibilidad son los co-
munmente llamados LCRs, los cua-
les estan conformados por varios si-
tios de hipersensibilidad, y contie-
nen multiples sitios de unién para
activadores transcripcionales. La di-
ferencia entre los LCRs y los
“enhancers” es que los primeros ac-
tuan en una etapa previa a la trans-
cripcion de los genes haciéndolos
competentes para ser transcritos ya
que presentan una actividad tipo
“enhancer” y ademds, se ha propues-
to que contribuyen a la apertura de la
cromatina por diferentes mecanis-
mos. Otra caracteristica de los LCRs
que los diferencia de los “enhancers”,
es que estos estan usualmente mas
alejados de los genes que controlan,
en ocasiones hasta 16 kb. Mas ade-
lante se discutira sobre el papel de
los LCRs en el control de la trans-
cripcién dentro de un dominio.

Los LCRs son un conjunto de si-
tios de hipersensibilidad al corte por
la DNasa I, que corresponden a
elementos reguladores tejido espe-
cificos enel ADN y que fueron des-
critos primeramente en el locus [3-
globina de humano. El estudio de la
regulacion de estos genes es impor-
tante ya que la falta de expresion de
€éstos causa una enfermedad cono-
cida como talasemias que son una
clase de anemias muy severas. Di-
VErsos grupos encontraron, al estu-
diar el locus 3-globina de individuos
afectados por esta enfermedad, una
serie de supresiones rio arriba del
primer gen embrionario € del domi-
nio, las cuales disminuian dramati-
camente la expresion de todos los
genes del locus, aunque éstos estu-
viesen intactos. Este descubrimien-
to suponia la presencia de elemen-
tos de regulacion en laregion 5° del
locus. Al analizar la estructura de la
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cromatina de esta region en células
normales, encontraron una serie de
sitios de hipersensibilidad, a los cua-
les subsecuentemente se les llamé
“Locus Control Region” o LCR.
Ratones transgénicos que expresa-
ban niveles bajos de los genes glo-
bina, a los que se afadid el transgen
de laregion 5° no-codificante que
incluia al LCR, normalizaron los ni-
veles de expresion de los genes y
mantuvieron su especificidad a lo
largo del desarrollo observindose
ademds que la expresion de los ge-
nes era independiente del sitio de in-
tegracion (8). Esta observacion mo-
tivo estudios subsecuentes basados
en laidea de que los LCRs pudieran
contrarrestar los problemas de si-
lenciamiento de los vectores disefia-
dos para terapia génica. Pronto los
investigadores concluyeron que, en
efecto, los LCRs son titiles para este
fin, pero su intervalo de accidn es
restringido ya que su funcién es teji-
do especifica. Se han descrito LCRs
en el locus de B-globina de otros
vertebrados con diferente nimero
de sitios de hipersensibilidad (Tabla
I). A partir del descubrimiento del
LCR B-globina se han descrito LCRs
en otros loci como el de TCRo de
células T, en el locus CD2 en huma-
nos y en el locus de la lisozima de
pollo, entre otros (Tabla I).

Los LCRs se definen funcional-
mente por las siguientes caracteris-
ticas: 1) son capaces de conferir al-
tos niveles de expresion a un trans-
gen independientemente del sitio de
integracion (efecto de posicion) y
dependiente del niimero de copias
integradas del transgen. Esto signifi-
ca que en ausencia de un LCR, la
expresion de un transgen integrado
en un contexto cromatinico, estaria
sujeta a los efectos intrinsecos de la
estructura de la cromatina, causados
por los distintos sitios de integracién
(8). Por ejemplo, si el transgen se
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integra en o cerca de una region de
heterocromatina (que tiene una es-
tructura altamente compactada y
por lo tanto represora) como podria
ser un centromero o un telémero, su
expresi6n decaerfa a lo largo del
tiempo o nunca seria expresado, 2)
regulan la expresion genética duran-
te el desarrollo, y 3) contribuyen a
la apertura de la cromatina, para
permitir la transcripcion de los genes
del locus (9).

A pesar del gran nimero de in-
vestigaciones realizadas en labora-
torios de todo el mundo, en la ac-
tualidad aun se sabe poco acerca de
los mecanismos por los cuales los
LCRs influyen en la estructura de la
cromatina y la expresion de los
genes contenidos en un dominio. Sin
embargo, se han propuesto a la fe-
cha, cuatro modelos principales
para explicar la funcién de los
LCRs:

TABLA I

LOCUS O GENE

ORGANISMO

Gene CD2

Gene de la adenosina desaminasa
Genes de pigmentos visuales
Gene S100

Gene de la queratina 18

Gene del MHC clase IHLA G

Gene CD4

Locus /8 del receptor de células T
Gene de la apolipoproteina B
Locus E/C-I de la apolipoproteina

Gene de la cadena pesada de la B miosina

Genes C4A y B del complemento
Gene de la hormona del crecimiento
Locus de la cadena pesada Ig
Genes 1 y2dellgCuo

Gene HLA-B7 del MHC clase 1
Gene de la desmina

Gene CD34

Gene de la glicoporina

Locus A 5-VpreBi

Cadena pesada de la Inmunoglobulina i
Genes Iy 11 de la metalotioneina

Gene Ea del MHC clase 11

Gene de la tirosinasa

Locus B-globina o-fetoproteina

Genes de la calicreina

Gene de la proteina acidica de Whey
Gene de la aldolasa C

Gene LAP (C/EBP )

Gene de lalisozima
Locus B-globina

Gene de la B-lactoglobulina

> Humano

~
> Ratén
~
Rata
]' Pollo
Oveja

Ig = Inmunoglobulina, MHC = Complejo principal de Histocompatibilidad, LAP = leucina

amino peptidasa.
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1) “Looping”. En este modelo,
el LCR actuaria como un holocom-
plejo para estimular la transcripcion
de genes individuales dentro del
locus y alolargo del desarrollo. El
LCR se acercaria al promotor del
gen a activar formando un asa o
“loop”, reclutando toda la maquina-
ria de transcripcion. Se ha propues-
to un posible contacto entre el pro-
motor y el LCR mediada por inter-
acciones entre distintas proteinas
reguladoras y que son tejido y tiem-
po especificas (Fig. 2A) (10).

2) “Linking”. Sugiere la
cooperacion de varios factores en
trans, los cuales son expresados en
un estadio de diferenciacion especi-
fico y que serfan reclutados por el
LCR. Este modelo propone la for-
macién de una cadena o relevo,
mediada por factores que contribui-
ria a fomentar una estructura de la
cromatina favorable para la trans-
cripcién de un solo gene durante una
etapa determinada (Fig. 2B).

3) “Tracking”. Otro modelo
que apoya la hipétesis de que el
LCR contribuye a la apertura de la
cromatina, es el llamado “tracking”,
el cual propone un reclutamiento del
complejo de transcripcion y de di-
versos factores en el LCR y su pos-
terior encarrilamiento en la croma-
tina, desplazdndose a lo largo de
ésta con la ayuda de complejos de
remodelaje hasta llegar a los pro-
motores de los genes que seran ex-
presados. Este modelo no implica
que la polimerasa forzosamente
vaya transcribiendo, mds bien re-
presenta una forma de reclutamien-
to de la maquinaria de remodelaje
de la cromatina y como consecuen-
cia el acceso de la maquinaria trans-
cripcional (Fig. 2C).

4) Transcritos intergénicos.
Se ha identificado la presencia de
transcritos intergénicos, es decir, en
regiones no-codificantes en el do-
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minio 3-globina de humano. Se des-
conoce la funcién precisa de estos
transcritos intergénicos pero se ha
demostrado una correlacién directa
entre su presencia y la apertura de
la cromatina en el contexto del do-
minio. Esta apertura de la cromatina

A
“Looping™

W o

mediada por estos transcritos inter-
génicos favorece la expresion regu-
lada de los genes de manera indivi-
dual (Fig. 2D) (11,12).

Aunque hasta la fecha no se ha
podido demostrar del todo que el
LCR contribuye a la apertura de la

LCR + complejo
de transcripeién

B

Interacciones del
promotor con el
holocomplejo

“Linking” = ™\
W oy
LCR
C
Complejo
“Tracking” ?rii{;ictrjfpcién
l—*-—-b
Wi ~-- B
LCR

D

Transcritos Intergénicos

Wi

LCR

Transcritos intergénicos
——

Figura 2. Modelos propuestos para el funcionamiento del LCR. A ) “Looping”: en
este modelo, el LCR interactiia directamente con el promotor a través de contactos
mediados por el holocomplejo e interacciones con Jactores que se unen de manera
especifica a los promotores individuales. B) “Linking”: este modelo propone el uso
de proteinas que actiien en trans, o proteinas de relevo que interactiian directamen-
fe con otras proteinas del promotor, activindolo. C) “Tracking”: se propone que el
LCR sirve como una entrada para que el holocomplejo se encarrile en la cromatina
v se desplace hasta el promotor que va a ser activado. D) Transcritos Intergénicos: se
ha propuesto que el LCR contribuye a la apertura de la cromating, ya que se han
encontrado transcritos intergénicos a lo largo de los loci regulados por LCRs (fle-
chas en punteado) y estos transcritos son estadio ¥ tejido especificos.
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cromatina, estd claro que este ele-
mento es absolutamente necesario
para que la transcripcion de los ge-
nes de los dominios donde se ha
identificado, se lleve a cabo ade-
cuadamente,

A continuacion se analizaran las
caracteristicas de los sitios de hiper-
sensibilidad constitutivos, los que
corresponden a secuencias delimi-
tadoras de los dominios.

LIMITES DE LOS DOMINIOS
Los genes activos e inactivos en el
genoma, existen en locus indepen-
dientes que tienen diferentes pro-
gramas de expresion durante el de-
sarrollo celular. Si tomamos en
cuenta que los sitios de hipersensi-
bilidad descritos anteriormente co-
rrelacionan con secuencias regula-
doras de la expresion genética y que
estos elementos actian sobre pro-
motores que se encuentran localiza-
dos a grandes distancias, es nece-
sario que existan elementos que
aseguren que estas regiones de con-
trol actien sélo sobre sus promoto-
res y no sobre promotores de otros
loci vecinos.

Los “insulators” son secuencias
que correlacionan con la presencia
de sitios de hipersensibilidad consti-
tutivos en el limite de los dominios y
se definen como secuencias neutras
que protegen a un dominio de los
efectos de la cromatina adyacente,
previniendo la promiscuidad entre
elementos de regulacién de otros
dominios y que contribuyen a formar
y mantener el locus abierto cuando
esta siendo transcrito (Fig. 3).

Los “insulators” fueron descritos
originalmente en los limites de los
genes divergentes heat-shock
(Hsp70), en el locus 87A7 de
Drosophila. Kellum y Sched] ana-
lizaron dos secuencias que correla-
cionaban con sitios de hipersensibi-
lidad constitutivos, estos elementos
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fueron nombrados scs y scs’ (del
inglés: “specialized chromatin stru-
ctures”), se hicieron construcciones
que llevaban al gen white controla-
do por un promotor minimo, y utili-
zando estas construcciones genera-

A

ron moscas transgénicas con un pa-
tron de color de ojos muy variable,
esto como consecuencia del efecto
de posicidn causado por el medio
ambiente de la cromatina en los dis-
tintos sitios de integracion. Al flan-
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Figura 3. Actividades Funcionales de los “insulators”. A) Los “insulators” son
capaces de mantener un dominio abierto protegiéndolo de la invasién de la
heterocromatina v de la promiscuidad con elementos de regulacién de dominios
adyacentes. B) Actividad de blogueo de “enhancer”, un “enhancer” actiia sobre su
promotor y lo activa, al colocar el “insulator” entre el “enhancer” y el promotor, se
bloquea el efecto del “enhancer” y por lo tanto el promotor no es activado. C)
Proteccion contra el efecto de posicion, al integrar un transgen al genoma, su
expresion depende del sitio de integracién y generalmente decae a lo largo del
tiempo, al flanquear el transgen con los “insulators”, se suprime el efecto de posi-
cidn, la expresion del transgen es homogénea y se mantiene a lo largo del tiempo.
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quear este gene con elementos scs,
el color de los ojos de las moscas
fue homogéneo; es decir, se supri-
mié el efecto de posicion (13). Asi
se demostré la primera caracteristi-
ca funcional de los “insulators’’: son
capaces de proteger a un transgen
del entorno cromatinico en el cual
se integre (Tabla II).

Otra caracteristica funcional de
los “insulators” fue demostrada
cuando se analizd a gypsy, un retro-
transposon de Drosophila. Esta se-
cuencia era capaz de bloquear la
accidn de un “enhancer” sobre su
promotor solamente cuando se lo-
calizaba entre el “enhancer” y el
promotor. Esta propiedad también
se demostré para scs'y scs’. En par-
ticular, el retrotransposén gypsy es
responsable de una gran variedad
de mutaciones que afectan genes a
lo largo del genoma de Drosophila.
Uno de estos genes es yellow, el
cual es un gen no esencial y su pro-
ducto estd involucrado en la pig-
mentacion de la cuticula de distintos
organos en la mosca de la fruta. La
expresion de este gen a lo largo del
desarrollo es controlado por una
serie de “enhancers” tejido especifi-
cos, los cuales se encargan de regu-
lar la expresion de yellow diferen-
cialmente durante el desarrollo y
pigmentar distintas estructuras de la
mosca. Los “enhancers” que con-
trolan la expresién de yellow en la
cuticula, alas y estructuras larvales
pigmentadas, estdn localizados en la
region 5’ relativa del gen. La inser-
cién de gypsy en la regién 5’ de
vellow entre el “enhancer’” que con-
trola la expresion del gen en la cuti-
cula y el que controla las estructuras
larvales, bloquea la interacci6n del
primero con el promotor del gen,
pero no afecta al “enhancer” larval
que se localiza mds préximo al pro-
motor, es decir, entre el transposon
y el gen (14). Un andlisis mds deta-
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TABLAIIL
ELEMENTO LOCUS ORGANISMO  BLOQUEO DE PROTECCION PROTEINA
ENHANCER CONTRAEFECTO ASOCIADA
DE POSICION
HMR-R HMR Levadura ND ND SMC, SMC3
HMR-L HMR Levadura ND ND ND
UASrpg Gene TEF2 Levadura ND ND Rapl
STARs Telémeros Levadura ND ND Tbflp, Reblp
Fab-7 Abdominal-B Drosophila + ND ND
Fab-8 Abdominal-B Drosophila + ND ND
Mecp Abdominal-B Drosophila ND ND ND
scs Gene hsp 70 Drosophila + + w5
scs’ Gene hsp 70 Drosophila + + BEAF-32
gypsy Transposon Drosophila + + Su(Hw), Mod(mdg4)
promotor eve Gene even-skipped Drosophila + ND GAGA
HS4 -globina Locus B-globina Pollo + + CTCF
sns Gene temprano de histonas  Erizo de mar + ND ND
HS2-6 TCRo/8-locus Dad-1 Humano + ND ND
BEAD-1 Locus TCRo/6 Humano + ND CICF
FHS Locus B-globina Pollo + - CTCF
DMD Locus H19/1gf2 Humano + - ND
Ars Gene de la arilsulfatasa Erizo de mar + + SpGCF1

ND: no detectada, +: si tiene esa actividad, —: carece de esa actividad.

llado de gypsy ha permitido identifi-
car laregi6n dentro del retrotrans-
poson que es responsable del blo-
queo de “enhancer”. Esta region
contiene una secuencia repetida de
8 nucledtidos que se encuentra flan-
queada por regiones ricas en ade-
ninas (A) y timinas (T). Cuando esta
secuencia es insertada en cualquier
lugar del extremo 5” de yellow, los
“enhancers” que estan rio arriba de
esta secuencia no tienen efecto al-
guno sobre el promotor, en cambio
los que se encuentran rio debajo del
octdmero repetido, siguen siendo
funcionales. Ademads, al colocar es-
tas secuencias flanqueando al trans-
gen white, se observé que lo prote-
gian contra el efecto de posicion. El
fenotipo de las mutaciones causadas
por gypsy, puede ser revertido al
mutar al gen “suppressor of hairy
wing” (Su(Hw)). La proteina del

mismo nombre se caracterizd como
un componente del “insulator”
gypsy. Su(Hw) tiene 12 dedos de
zinc, interacciona con las secuencias
repetidas dentro del retrotranspo-
son gypsy y cualquier mutacién en
el sitio de unién de esta protefna y
que como consecuencia impida su
unién al “insulator”, hace que el
efecto de bloqueo de “enhancer” se
pierda. Al realizar mutaciones en si-
tios diferentes a los que interaccio-
nan con gypsy en Su(Hw), se iden-
tific6 otro componente “modifier of
mdg4” (Mod(mdg4)), esta protei-
na carece de un dominio de unién al
ADN, es incapaz de unirse al “insu-
lator” gypsy in vitro, y se ha en-
contrado que colocaliza con la pro-
teina Su(Hw) y demostrado que in-
teracciona con esta proteina directa-
mente. En ausencia de Mod(mdg4),
el “insulator” pierde su unidirec-

cionalidad y adquiere propiedades
de silenciador, inactiva “enhancers”
rio abajo y rio arriba del sitio donde
se insert6. En resumen, gypsy tiene
dos componentes principales iden-
tificados hasta ahora: Su(Hw) y
Mod(mdg4), sin los cuales sus fun-
ciones de “insulator” se ven altera-
das. Por otra parte, recientemente
se han identificado proteinas que se
unenascsyascs’. A scs se une una
proteina codificada por el gene Zw5
y a scs’ se unen dos proteinas:
BEAF 32A y BEAF 32B. Se ha de-
mostrado que estas proteinas son
indispensables para la funcién de
bloqueo de “enhancer” y apoyan el
concepto de dominios, ya que se
han inmunolocalizado en los limites
de los “puffs” de los cromosomas
politénicos de las glandulas salivales
de las larvas de Drosophila. Los
casos de gypsy y de scs, scs’ no son
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los tnicos en que se asocian protei-
nas aun “insulator”, como se vera
también en los “insulators " de ver-
tebrados, se ha demostrado la aso-
ciacién de una proteina llamada
CTCEF (Tabla II).

El primer “insulator” descubierto
en vertebrados es el que delimita al
dominio 3-globina de pollo en su ex-
tremo 5° (15). En este locus se
identificé un sitio de hipersensibili-
dad constitutivo (5’HS4), que co-
rrespondia al sitio de hipersensibili-
dad 5’HS5 del mismo locus en hu-
mano y raton. Ademds, rio arriba de
este sitio de hipersensibilidad en el
locus de pollo, existe una estructura
de cromatina altamente compac-
tada, resistente a la digestion por
DNasa 1. Otra de las razones por
las que se pensé que el 5’HS4 pu-
diera definir el limite del dominio [3-
globina, es que hacia el extremo 3’
de este sitio de hipersensibilidad, se
identificaron otros sitios de hiper-
sensibilidad que corresponden al

LCR y este elemento s6lo actuaba
permitiendo la apertura de la cro-
matina hacia 3’ (que es donde se
encuentran los genes del locus) y no
hacialaregion 5° (donde estd la es-
tructura de la cromatina altamente
compactada). Posteriormente se
analizo este elemento y se descubrio
que presenta las caracteristicas fun-
cionales de los “insulators”, es de-
cir protege a un transgen del efecto
de posicién y es capaz de bloquear
la accién de un “enhancer” sobre su
promotor. Investigaciones recientes
han confirmado el concepto de do-
minio a partir del descubrimiento de
un segundo “insulator” en el costa-
do 3’ del mismo dominio, lo cual de-
muestra que este dominio se en-
cuentra enmarcado a ambos lados
por “insulators” (Fig. 4). La activi-
dad funcional del “insulator” 5’ del
gene B-globina pudo reducirse del
fragmento de 1.2 kb que contenia el
sitio de hipersensibilidad a un frag-
mento de tan sélo 250 pb al que se
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le llamo “core”, dentro de las 250
pb existe un fragmento de 42 pb que
es necesario y suficiente para la fun-
cién de bloqueo de “enhancer”. En
1999 Felsenfeld y colaboradores
identificaron y purificaron una pro-
teina que se unia a este sitio y se
comprob6 que esta proteina era
CTCF (CCCTC-binding factor).
Para caracterizar la funcién de
CTCEF se hicieron mutaciones en el
sitio de union de esta proteina al
“insulator” y se descubrié que una
menor afinidad de unién de este fac-
tor disminuia la capacidad del
“insulator” de bloquear la actividad
de un “enhancer” sobre su promo-
tor in vivo.

La proteina CTCF es altamente
conservada en vertebrados, es una
proteina de 82 kDa compuesta por
11 dedos de zinc y estd involucrada
en la activacion y el silenciamiento
transcripcional dependiendo del
contexto en que se encuentre. Se
han identificado sitios de union para

Dominio -globina de pollo

5'HS4 3’HS
- InsulatorL CR 0 BH B A 5 Insulator
D 16 kb de cromatina T —>
Re——RA AL B N AN BT
RF enhancer OR
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-+
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PROTECCION-EFECTO DE POSICION -

Figura 4. Esquema del dominio -globina de pollo. Se sefialan la posicién de los “insulators” 5’y 3’, a los cuales se une la
proteina CTCF y las diferentes actividades que presentan. I1S, sitio de hipersensibilidad; RF, gene del receptor del folato; OR,

gene del receptor olfatorio.
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CTCFenotros “insulators ” locali-
zados entre genes que se regulan de
manera independiente en vertebra-
dos. Por esta razon se ha sugerido
que la actividad de bloqueo de “en-
hancer” mediada por CTCF es un
componente funcional de los limites
de los dominios de los vertebrados
(16).

Una de las evidencias mds con-
tundentes de la relevancia de los
“Insulators ’y la participacion de
CTCF en laregulacion génica, es el
reciente descubrimiento de una ac-
tividad de bloqueo de “enhancer”
regulado por “imprinting” en el do-
minio /gf2/H19 enratén y humano.
En este dominio de mds de 100 kb,
el gen Igf2 se localiza a 80-90 kb
del gen H/9. Ambos genes compar-
ten dos “enhancers” localizados en
el extremo 3’ de los genes Igf2 y
H19 respectivamente. Evidencias
experimentales demostraron la pre-
sencia de una region localizada rio
arriba del gen H/9 (es decir, entre
los genes Igf2 y H19) con la capa-
cidad de ser metilada de manera di-
ferencial dependiendo del tipo de
alelo. A estaregion se le ha denomi-
nado regién de metilacion diferen-
cial (RMD), la cual se encuentra
metilada exclusivamente en el alelo
paterno. Trabajos realizados por el
grupo de Tilghman (1991) sugirie-
ron originalmente que la expresion
alelo especifico de estos genes estd
dada por un mecanismo de compe-
tencia entre los “enhancers” distales
y los promotores particulares a cada
gen. De esta forma se explicaba la
especificidad en la expresion mono-
alélica de cada gen del locus /gf2/
Hi9.

Recientemente un ciimulo de es-
tudios experimentales encabezados
por los grupos de Tilghman y Fel-
senfeld demostraron una actividad
tipo “insulator” en laregién RMD.
Esta actividad resulta ser regulada

por la interaccion del factor CTCEF,
cuya funcion es, en este caso, de-
pendiente de la metilacién. Para el
alelo paterno, donde sélo se expre-
salgf2, laregién RMD se encuen-
tra altamente metilada, lo cual impi-
de launién de CTCF y por lo tanto
no se presenta la actividad de blo-
queo de “enhancer”, permitiendo la
expresion de Igf2. Por el contrario,
en el alelo materno, donde sélo se
expresa H19, RMD no estd meti-
lado, lo cual permite la unién de
CTCEF. Esta unién contribuye a una
actividad de bloqueo de “enhancer”
la cual evita que los “enhancers” ac-
tiven a /gf2 y se concentren en la
regulacion y expresion de H/79, tni-
camente en el alelo materno (17).
Estas evidencias apoyan el concep-
to de dominios y la contribucién de
los “insulators ” en la estructura y
regulacion de los mismos.

Hasta la fecha no ha sido posible
determinar los mecanismos exactos
de las funciones de los “insulators”
y los modelos propuestos tienen una
estrecha relacion con el funciona-
miento propio de los “enhancers”.
Existen tres modelos propuestos
sobre como el “insulator” lleva
a cabo la funcién de bloqueo de
“enhancer’: 1) en el primero, llama-
do “looping”, se propone que el
“insulator” interrumpe los contactos
proteicos entre el promotor y el
“enhancer” (Fig. 5A), 2) en el se-
gundo modelo, llamado “tracking”,
se propone que al colocar al
“insulator” entre el “‘enhancer” y el
promotor, el “insulator” bloquea el
paso del complejo de transcripcién
impidiendo de esta manera la acti-
vacion del promotor; 3) otro mode-
lo propuesto es el llamado de blo-
queo estérico, en el cual, al colocar
al “insulator ” entre el “enhancer” y
el promotor, los factores proteicos
que se unen al “insulator” impedi-
rian la unién de los factores del “en-
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hancer”, pero hasta la fecha esto no
ha sido totalmente comprobado.
Anteriormente se habia propuesto
otro modelo llamado “Decoy” en el
cual se propuso que el “insulator”
titulaba los factores necesarios para
la actividad de los “enhancers” re-
clutdndolos y de esta manera se
inactivaba al “enhancer” (Fig. 5A).
Sin embargo, actualmente se tienen
varias evidencias experimentales
que van en contra de este modelo.
Experimentos realizados en
transfecciones transitorias con plds-
midos circulares y lineales mostra-
ron que los “insulators™ no alteran
en ninguna forma a los “enhancers”
y que su actividad de bloqueo es de-
pendiente de su posicién y requie-
ren de proteinas especificas para
realizarla. Aunque estos resultados
se inclinan mayoritariamente a que
el “enhancer” realiza su funcién por
medio del “tracking”, ya que el
“insulator” bloquea esta funcién
de manera mecdnica, a la fecha no
existe un estudio que favorezca a
uno de los modelos en particular.
Se menciond que la segunda ca-
racteristica funcional de los “insu-
lators” es proteger a un transgen del
efecto de posicion cuando se en-
cuentran flanquedndolo. En 1998
Pikaart y colaboradores demostra-
ron que el “insulator” 5’ del locus
B-globina de pollo es capaz de pro-
teger a un transgen del efecto de po-
sicion y de la desacetilacion y la
metilacion del locus que son sinéni-
mo de represion (18). Basados en
estos datos y en los de los “insula-
tors” de Drosophila, se propusie-
ron, entre otros, dos modelos sobre
como el “insulator” podria funcionar
para proteger a un dominio del
efecto de posicion: en el primero,
sugieren que el “insulator” funciona
como una barrera para el acceso de
los complejos de metilacion y des-
acetilacidn, quizds secuestrando
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Figura 5. Modelos propuestos para el funcionamiento de los “insulators”. A) Mo-
delos para la actividad de blogueo de “enhancer”. B) Modelos para la actividad de
proteccion contra el efecto de posicidn. Referirse al texto para mayores detalles.

desacetilasas de histonas e impi-
diendo que actien sobre el domi-
nio; en el segundo modelo, podrian
reclutar acetilasas de histonas en
mayor nimero que desacetilasas y
asi vencer las reacciones de des-
acetilacion que pudieran llevarse a
cabo en el locus al cual estén
flanqueando (Fig. 5B). Anterior-
mente se menciond que al integrar
un transgen en el genoma, su expre-
sion estd supeditada al entorno
cromatinico en el cual se integre. Si

el transgen se integra en una region
de heterocromatina, la expresion del
gen es silenciada, ya que la hetero-
cromatina invade al transgen, crean-
do una estructura represora la cual
impide su transcripcion (Fig 5B). De
este concepto se desprende otra
actividad de los “insulators”, que
pueden actuar como una barrera fi-
sica que impida la invasion de regio-
nes de heterocromatina al transgen
(19). Salta a la vista que dadas las
propiedades de los “insulators” se
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estd ante un novedoso tipo de ele-
mentos de regulacion que pueden
contribuir a evitar la variabilidad y
extincion en la expresion de genes
con fines terapéuticos (20) (Tabla
).

En conclusién, los “insulators”™
son elementos que ayudan a organi-
zar el genoma en dominios cromo-
somales al servir como limites entre
genes o [oci que se expresan dife-
rencialmente durante el desarrollo,
protegiéndolos de los efectos de la
cromatina adyacente (ya sea hete-
rocromatina o elementos de regula-
cion en loci adyacentes) y ayudan-
do a mantener los dominios abiertos
para que puedan ser transcritos.

Otros elementos que delimitan los
dominios, son las llamadas secuen-
cias de unién a la matriz nuclear
(“Matrix Attachment Regions o
Scaffold Attachment Regions,
MARs o SARs”), las cuales son
elementos en cis que estdn involu-
crados en la organizacion de los do-
minios estructurales asociados con
sitios de hipersensibilidad y que se
encuentran enmarcando regiones
que presentan una sensibilidad ge-
neralizada al corte por la DNasa .
A diferencia de los “insulators”™, no
todas las MARs confieren protec-
cidén contra el efecto de posicion, ni
tienen una expresion dependiente
del nimero de copias y la gran ma-
yoria no tiene funcién de bloqueo de
“enhancer”. Estas secuencias son ri-
casen Ay T, no tienen una secuen-
cia consenso y se identificaron co-
mo sitios de unién a la matriz nu-
clear; el ADN de estas regiones tie-
Ne un Surco menor mas angosto, es
propensa a desenrollarse y se dobla
con mayor facilidad. Estas secuen-
cias generalmente son reconocidas
por la histona H1 y por la topoiso-
merasa 1. Estas dos proteinas con-
tribuyen a compactar la fibra de cro-
matina en “loops” o bien forman
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heterocromatina, por el contrario,
otras proteinas como MATH-20y
HMG-IFI, se unen cooperativa-
mente a estas regiones y pueden
desplazar a las proteinas que indu-
cen la compactacion y de esta ma-
nera crear accesibilidad. Tres ex-
cepciones a esta regla son las en-
contradas en la MAR del locus de
lisozima de pollo, llamadas elemen-
tos A, las cuales se encuentranen 5’
y 3’ delimitando el locus. Estas
MARSs son capaces de proteger
contra el efecto de posicién y tienen
actividad de bloqueo de “enhancer”.
Otro ejemplo cldsico es el de las
MARs 5’ y 37 del gene humano de
la apolipoproteina B (apo B), éstas
solamente tienen actividad de pro-
teccion contra el efecto de posicion,
sin embargo no son capaces de blo-
quear a un “enhancer’”’. Existen otros
elementos MAR en el gen L de la
inmunoglobulina, éstos fueron en-
contrados flanqueando el “enhancer”
y el promotor del gene. Posterior-
mente se estudio el papel que juga-
ban estos elementos en la expresion
del gene L de lainmunoglobulina. Se
generaron ratones transgénicos los
cuales llevaban construcciones del
gene U con o sin las secuencias
MARSs, ademds, analizaron el efec-
to de la metilacién del ADN previo
ala transfeccion (en células en culti-
vo) en la actividad del gen U con o
sin las MARs. Encontraron que el
“enhancer” L es capaz de activar a
un promotor distal en transfecciones
estables en células en cultivo, pero
no en ratones transgénicos; sin em-
bargo, al estar en combinacién con
las MARs, el “enhancer” fue capaz
de activar al gen también en los ra-
tones transgénicos. Ademas, el
“enhancer’ en combinacién con una
MAR fue capaz de inducir accesibi-
lidad a una regién cromatinica. Las
secuencias MARSs fueron capaces,
ademads, de localizar al transgen a la

matriz nuclear y finalmente obtuvie-
ron un dato significativo e inédito en
el cual demostraron que las secuen-
cias MARs podian revertir la meti-
lacion del ADN, lo que evitaba la
represion genética. Sin embargo, las
MARs por si solas son incapaces de
ejercer estas funciones, por lo que
se propuso que la accién de las
MARSs era dependiente del “‘enhan-
cer” (21).

Ademads de las MARs, se ha de-
mostrado que en el genoma ocurren
naturalmente secuencias repetidas
ricas en A-T, las cuales presentan
algunas propiedades que pudieran
estar involucradas en la definicién
de dominios y a las cuales resulta
dificil atribuirles un actividad funcio-
nal. Por otra parte, también existen
secuencias repetitivas como la fami-
lia CR1 que ha sido localizada en
los limites de algunos dominios co-
mo en los extremos 5’y 3" del locus
B-globina de pollo, y se ha propues-
to que las repetidas de A y T junto
con las CR1 pudieran formar una es-
tructura diferente de cromatina que
contribuyera a delimitar el dominio.

Al analizar las propiedades de las
secuencias delimitadoras como
“Insulators” o las secuencias MARs,
se hace evidente la necesidad de
seguir estudiando estas secuencias
ya que forman parte fundamental
de la organizacién de los genes en
dominios transcripcionalmente ac-
tivos. A continuacion se revisard lo
relacionado con las interacciones
y la cooperacién de estos limites
para que los dominios puedan ser
regulados.

TERRITORIOS

Hace algtn tiempo se pensaba que
el nucleo era una estructura donde
la transcripcién, la duplicacién y to-
das las actividades de procesamien-
to del ADN, se llevaban a cabo en
cualquier lugar de éste. Actualmen-
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te se entiende que esto no puede ser
cierto ya que se sabe que el niicleo
tiene una estructura tridimensional y
que esta estructura se adapta a dis-
tintas circunstancias, como por
ejemplo en respuesta a diferentes ti-
pos de estrés o durante las distintas
etapas del ciclo celular para facilitar
las funciones celulares, nucleares y
de segregacion.,

En un niicleo en interfase, los cro-
mosomas estdn organizados en par-
ches llamados territorios cromoso-
males, los cuales, basados en mo-
delos propuestos por varios grupos,
sugieren que se encuentran separa-
dos por canales llamados dominios
intercromosomales. En esta etapa
del ciclo celular, los cromosomas
son altamente dindmicos y se ha vis-
to que los genes activos transcrip-
cionalmente se encuentran m4s cer-
ca de los canales intercromosomales
aledanos a la superficie de los terri-
torios y con una mayor superficie de
contacto con éstos. Se ha compro-
bado que los cromosomas se mue-
ven dentro de su territorio y se ha
propuesto que la explicacién a este
movimiento estd determinada por la
abundancia de factores involucra-
dos en el procesamiento, la trans-
cripeién y la duplicacién en focos
localizados aledafios a estos territo-
rios. Para explicar este concepto,
existe un ejemplo cldsico que de-
muestra el movimiento o recluta-
miento de genes a una region en las
c€lulas B de ratén que es rica en una
proteina llamada Ikaros. Esta pro-
teina es capaz de inactivar a los ge-
nes a través de su relocalizacién a
una regién centromérica de hete-
rocromatina. Mientras que los genes
que necesitan ser transcritos perma-
necen en zonas favorables del nu-
cleoplasma, Ikaros recluta a los
genes que deben ser reprimidos a
sitios de heterocromatina para inac-
tivarlos (22). Esta represion involu-



REB 2/(1): 21-40 Organizacién del genoma eucariote en dominios

cra el movimiento de loci especifi-
cos a un compartimiento nuclear
donde son silenciados activamente.

En levaduras se ha observado
que los complejos que participan en
el silenciamiento genético, particu-
larmente la familia de las proteinas
SIR, se localizan en los telémeros
cerca de la periferia nuclear donde
se encuentran en compartimentos.
Se han identificado por lo menos
dos proteinas que ayudan a que esto
ocurra, una de ellas es el complejo
Ku, el cual al ser mutado en cual-
quiera de sus dos subunidades im-
pide la posicién perinuclear del
telomero. Ademds, se ha demostra-
do que la represion de genes repor-
teros baja a medida que se alejan
de los telémeros (donde se encuen-
tran los complejos represores). Es-
tas evidencias apoyan y asocian el
concepto de territorios y dominios.
En Drosophila, se ha descrito un
modelo en el cual se asocian los
“insulators” y los elementos de res-
puesta Polycomb (Pc-G), estos ul-
timos involucrados en la represion
de genes pueden actuar en trans
para mediar la represion y lo hacen
a través de interacciones proteina-
ADN vy proteina —proteina con
miembros de la familia Polycomb en
zonas definidas dentro del nicleo.
Se ha propuesto que la organizacion
y actividad de los “insulators” es
influenciada por los elementos Pc-G
al establecer dominios subnucleares.
Corces y colaboradores han de-
mostrado una clara correlacion en-
tre la presencia del “insulator” gypsy
y una localizacién subnuclear cerca-
nay en la periferia del nucleo. Las
evidencias van mas alld dado que
demostraron que Su(Hw), el com-
ponente central de la accion del
“insulator” gypsy, colocaliza con una
alta frecuencia con la proteina lami-
nina, componente estructural de la
membrana nuclear (23).

Las evidencias mencionadas de-
muestran que en el nicleo debe
existir una organizacion tal que per-
mita la correcta regulacién de loci
independientes, facilitando el remo-
delaje de la cromatina, ya sea para
que se active o se reprima la trans-
cripcién en un momento determina-
do del desarrollo y que los limites
de los dominios son elementos im-
portantes para que esta organiza-
cién se lleve a cabo de manera mas
eficiente. Ademads, los nuevos datos
surgidos de estudios citologicos
apoyan la idea de la necesidad de
tener elementos estructurales, ya
sean membrana o matriz nuclear,
para el anclaje de secuencias que fa-
vorezca una topologia 6ptima y asi
llevar a cabo la expresion de los
genes contenidos en un dominio.
Actualmente se han hecho estudios
en los cuales se ha logrado compro-
bar que ademads de los ““insulators”,
los “‘enhancers” también contribuyen
a la organizacion de los dominios
dentro de un contexto cromosémico
relocalizandolos lejos de regiones
altamente represoras. A continua-
ci6n se presentan las evidencias.

RELOCALIZACION

Recientemente, dos grupos de in-
vestigacion independientes analiza-
ron la posibilidad de que los “en-
hancers” y LCRs contribuyan tam-
bién a la regulacion del dominio al
relocalizarlo lejos de regiones de
heterocromatina en el interior del
nticleo. En el primer trabajo se tomo
auno de los sitios de hipersensibili-
dad, especificamente el 5’HS2 del
locus B-globina humano, el cual an-
teriormente habia sido caracteriza-
do como un “enhancer” y en el que
se identificaron varios sitios de union
a factores transcripcionales como
GATA-1, NF-E2, AP1 y EKLE y
se realizaron mutaciones en sitios
especificos para la unién a estos fac-
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tores, aboliendo su unién. La meta
de este estudio era tratar de contes-
tar dos preguntas: primero, si la in-
terrupcién de la unidn de factores
abolia la actividad del “enhancer” y
segundo, si estas interrupciones
afectaban la localizacion subnuclear
de un transgen.

Se valieron de una técnica de re-
combinacién homdloga para inte-
grar a un transgen cuya expresion
era dirigida por el HS2 completo o
con las diversas mutaciones en los
sitios de unidn a factores, actuando
en una region cercana al centro-
mero. Visualizaron al transgen en
todos los casos mediante una técni-
ca de FISH (hibridacién in situ fluo-
rescente) y comprobaron su expre-
sion: cuando el “enhancer” se en-
contraba intacto, de una manera
estadisticamente significativa. de-
mostraron que el transgen era re-
localizado lejos del centromero y se
expresaba adecuadamente, lo que
no pasaba en presencia del “enhan-
cer” mutado. Concluyeron que se
requiere un “enhancer” funcional
tanto para suprimir el silenciamiento
genético como para relocalizar a un
gen lejos de la heterocromatina cen-
tromérica durante la interfase, y que
la supresion del silenciamiento re-
quiere de la relocalizacion del trans-
gen lejos de regiones de hetero-
cromatina (24).

Basados en estos resultados se
propuso un modelo en el cual los
factores que se unen al “‘enhancer”,
posiblemente actian reclutando y
translocando al transgen a compar-
timéntos nucleares o territorios don-
de existen factores y elementos ba-
sales de la transcripcion en grandes
concentraciones, por sus interac-
ciones con €stos. A su vez no se
descarta la posibilidad de que algu-
no de los factores del “enhancer”
reclute a complejos de acetilacion,
metilacion o de remodelaje de la
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cromatina completando el ciclo re-
gulador que lleve a la expresion re-
gulada de un gen.

En el segundo trabajo se analiz6
la posibilidad de que el LCR tam-
bién estuviese involucrado en la
apertura de la cromatina y en la ac-
tivacion transcripcional. El grupo de
Groudine se vali6 de lineas celulares
que tenian por un lado al LCR com-
pleto del locus B-globina (con los 5
sitios de hipersensibilidad) y por
otro la supresion presente en la
talasemia hispanica AHS1-HS5, y
una linea celular donde ellos gene-
raron una supresién mds pequefia
que abarcaba AHS2-5. Por medio
de FISH analizaron si la ausencia del
LCR afectaba a la localizacién del
locus y encontraron que la localiza-
cion en las lineas con el locus sil-
vestre y las que tenian la supresion
AHS2-5, se localizaban lejos del
centromero y tenfan a las histonas
H3 y H4 hiperacetiladas a lo largo
del locus (25). Estos datos indica-
ban que en realidad el LCR no era
necesario para la localizacién del
locus lejos de la heterocromatina
centromérica, ya que la linea celular
con la supresion parcial del LCR
(AHS2-5) también se localizaba le-
jos del centromero y ademas la sen-
sibilidad al corte por la DNasa I se
mantenia. Por otra parte, la hipera-
cetilacion de las histonas H3 y H4
es caracteristica de un locus P-
globina que estd abierto. Anterior-
mente, se habia pensado que ésta
era una caracteristica que dependia
del LCR, pero con les datos ante-
riores se demostré que el LCR no
€8 necesario para esta acetilacion,
por lo que infirieron que para la lo-
calizacion del locus lejos de la hete-
rocromatina centromérica mediaba
una estructura mas abierta y una hi-
peracetilacion generalizadas del
locus y que estas actividades eran
independientes del LCR. Por otro

lado, la acetilacion de H3 cerca del
LCR en el locus silvestre, que es
transcripcionalmente activo, es mu-
cho mayor cuando el LCR se en-
contraba intacto. Estos datos su-
girieron que el LCR no actia direc-
tamente en mantener una estructura
abierta de la cromatina, ni ayuda a
alejar al locus de entornos hetero-
cromdticos y por lo tanto represo-
res, mas sin embargo podria actuar
a otro nivel para regular la expre-
sion del locus.

Esto crea una controversia en
cuanto a lo que se conoce del LCR,
ya que en estudios realizados por
Proudfoot (1997) y de manera in-
dependiente por Fraser y colabora-
dores (2000), demostraron la pre-
sencia de transcritos intergénicos los
cuales son dependientes de la inte-
gridad del LCR (11, 12). Estos dos
grupos han propuesto que los trans-
critos intergénicos contribuyen a la
apertura de la cromatina, ya que se
encuentran presentes a lo largo del
locus, son estadio especificos y s6lo
se encuentran en células donde el
locus es expresado, es decir, célu-
las eritroides. Una de las explicacio-
nes de lo resultados que indican que
el LCR no es necesario para la
apertura del dominio, es que la re-
gulacion de la expresion del locus
se da en varias etapas y posiblemen-
te niveles, y que la combinacién de
los diferentes factores juega un pa-
pel importante para la regulacion del
locus. Actualmente se estan reali-
zando diversos estudios para resol-
Ver esta controversia.

MODELOS DE APERTURA Y CE-
RRADO DE DOMINIOS

Se ha establecido que la cromatina
no solamente funciona para ayudar
a contener al genoma dentro del nu-
cleo, sino también para reprimir la
actividad genética, se ha menciona-
do que esta estructura represora
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debe remodelarse para permitir la
expresion regulada de los genes. Se
ha visto que los elementos de regu-
lacion en cis contribuyen a la forma-
ci6n de una estructura mds abierta
de la cromatina, muchos de estos
elementos en cis, interactdan con
elementos proteicos para lograr este
objetivo. En esta parte de la revi-
si0n se tratard de explicar c6mo los
complejos de remodelaje, la aceti-
lacién y la desacetilacion de los re-
siduos amino-terminales de las his-
tonas, ademds de la metilacién, jue-
gan papeles importantes para la
apertura y el cerrado de la croma-
tina.

Los complejos de remodelaje
estdn compuestos por conjuntos de
proteinas capaces de desplazar o
disociar parcialmente un nucleoso-
ma, para que la regién donde se
encuentren posicionados pueda ser
mds accesible. Entre estos comple-
jos de remodelaje existen los que
son dependientes de ATP, entre es-
tos el mejor descrito es el comple-
jo SWI/SNF, el cual fue inicialmen-
te descrito en levadura y que ac-
tualmente se sabe que tiene homo-
logos en mamiferos; contiene una
subunidad llamada SWI2/SNF2
con actividades de ATPasa y heli-
casa de ADN. Un modelo propues-
to para la accion de SWI/SNF es
que este complejo puede encarri-
larse en el ADN y moverse a lo lar-
go de éste y asi desplazar a los nu-
cleosomas, aunque esta propuesta
no esta del todo aceptada. Un se-
gundo modelo propone que las his-
tonas H2A y H2B se desestabi-
lizan, se tiene evidencia que esta
desestabilizacion facilita el acceso
a factores de transcripcion al ADN
nucleosomal. Se ha encontrado
que este complejo es capaz de par-
ticipar en la unién de derivados de
un activador transcripcional GAL4
a sus sitios especificos en un mo-
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nonucleosoma reconstituido, de
una manera dependiente de ATP,
también alterar el patron de diges-
tién de un nucleosoma y cooperar
para interrumpir un arreglo de
nucleosomas preensamblados.

Otros complejos que utilizan ATP
son: RSC y NURF (del inglés “NU-
cleosome Remodeling Factor™).
RSC contiene varias subunidades
homoélogas a SWI/SNF y se ha vis-
to que contiene una actividad de-
pendiente de ATPasa capaz de alte-
rar la estructura nucleosomal in vi-
tro. CHRAC (“CHRomatin Acce-
sibility Complex’’) moviliza un arre-
glo nucleosomal y arregla los nu-
cleosomas en una espaciacion pe-
riddica. Se sabe que muchos de es-
tos complejos de remodelaje com-
parten subunidades, lo que implica-
ria un ahorro de energia para la cé-
lula, ademads se ha visto que existen
homologias de las actividades muy
conservadas entre estos complejos
en los diferentes organismos, lo que
indica su importancia.

Ademas de los complejos de re-
modelaje dependientes de ATP,
existen los que reclutan una activi-
dad de desacetilasas o acetilasas
de histonas. Anteriormente se dis-
cutio que los extremos amino-ter-
minales de las histonas quedan por
fuera del octimero rodeando a
la fibra de ADN y estabilizando la
unién de ésta con el octdmero. Es-
tos extremos amino-terminales de
las histonas son pequeflos, varian
entre 11y 15 residuos y sufren di-
ferentes modificaciones como
acetilacidn, fosforilacion, metila-
cién y ribosilacién que correlacio-
nan con una estructura mas abierta
o cerrada del dominio, entre otras
funciones. Los extremos amino-
terminales de las histonas del oc-
tdmero pueden ser modificados
reversiblemente por la acetilacion
de sus residuos de lisina, los cuales

interaccionan i6nicamente con los
fosfatos cargados negativamente
de la estructura del ADN. La ace-
tilacion de las histonas resulta en
una neutralizacion de la carga y co-
mo consecuencia una separacion
del ADN de las histonas, lo que le
permite al ADN nucleosomal ser
mas accesible a los factores de
transcripcion. La hiperacetilacion
de histonas en un dominio, se ha
correlacionado con regiones acti-
vas del genoma, mientras que las
regiones inactivas estan hipoace-
tiladas. Los niveles de acetilacion
dependen de complejos que tienen
actividad de acetiltransferasas o de
desacetilasas. Algunos de los acti-
vadores y coactivadores que tienen
actividad de acetiltransferasa, son
GCNS, p300/CBP y la TAF;250.
GCNS acetila la histona H3 en la
lisina 14 y a la histona H4 en las
lisinas 8 y 16 pero sorprenden-
temente se descubrié que GCN5
sOlo acetila histonas libres. Por su
parte, P/CAF (p300/CBP associa-
ted factor) interacciona con coac-
tivadores transcripcionales como
p300/CBP (CREB-binding pro-
tein) que es una acetiltransferasa,
la cual es capaz de acetilar a las
histonas libres o en el octdmero. P/
CAF acetila a las histonas libres
(H3 y H4) y a la histona H3 en el
octamero. Ademads, se sabe que
p300 y CBP interaccionan con nu-
merosos factores de transcripcion
como CREB, c-jun/v-juny Fos. La
TAFy1250 es parte del complejo de
TFIID y tiene una actividad de
acetiltransferasa, que acetila a H3
y a H4 en sus extremos amino-ter-
minales y se propone que gracias a
esta subunidad TFIID es capaz de
desestabilizar a los nucleosomas
que estdn en el nromotor, lo que
confiere al complejo de transcrip-
cion la habilidad de abrir una re-
gi6n de la cromatina sobre la cual
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estd transcribiendo (26). Dentro de
los complejos de desacetilasas de
histonas que se han identificado es-
td la HDAC-1 en humanos, Rpd3
en levadura y su homélogo en
Drosophila. Estos complejos se
asocian a represores que controlan
la proliferacién y diferenciacion ce-
lular como Mad(mxil)/Max, Sin3
VY XL

Otro sistema que es utilizado para
controlar el cerrado de un dominio
o de una zona amplia del genoma,
es la metilacién del ADN en dinu-
cledtidos CpG. la metilacion de ci-
tosinas en el carbono 5 de los dinu-
cleétidos es una caracteristica del
genoma de eucariotes. En vertebra-
dos, 60-90% de los CpG’s estan me-
tilados y los CpG’s que no estédn
metilados (cerca del 15% de todos
los CpG’s del genoma) se encuen-
tran en islas CpG. Se ha comproba-
do que la metilacion de regiones del
genoma provoca la pérdida de si-
tios de hipersensibilidad, y le con-
fiere al ADN resistencia a la diges-
tién por nucleasas. Este mecanismo
es independiente de secuencias es-
pecificas y es un sistema de expre-
sién global. El mecanismo molecu-
lar por el que la metilacion del ADN
reprime la transcripcion no es del
todo conocido, sin embargo existen
reportes que relacionan a la metila-
cién con la desacetilacion de his-
tonas. Una proteina que se une a
regiones metiladas es MeCP2, que
es capaz de interactuar con la cro-
matina de una manera dependiente
de la metilacién y recientemente se
ha comprobado que puede unirse a
componentes del complejo mSin3A/
HDAC. La asociacién entre MeCP2
y este complejo es muy clara, por lo
que se ha propuesto que unaregion
del genoma que esté metilada pue-
de ser silenciada por desacetilacion
dependiente de MeCP2 generando
un estado permanente de represion
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anivel de la estructura de la croma-
tina. El efecto del silenciamiento me-
diado por MeCP2, puede ser par-
cialmente revertido al utilizar un in-
hibidor de las desacetilasas como la
tricostatina A (TSA), lo que indica
que la acetilacién puede contrarrestar,
al menos en parte, el silenciamiento
de un gen. Otra forma de revertir el
silenciamiento por metilacion seria
el reclutamiento de desmetilasas; sin
embargo, hasta la fecha no se han
encontrado evidencias contundentes
de su existencia. La metilacion del
ADN no es necesariamente la pri-
mer causa de inactivacion de un
gene, podria ser un evento secun-
dario o haber mas de una manera
de inactivacion, lo que queda claro
es que estos diferentes mecanismos
(activadores y represores) actian
de una manera cuidadosamente re-
gulada para permitir la apertura o
cerrado de dominios en la croma-
tina.

Recientemente, los modelos que
se han propuesto acerca de la ma-
nera como los limites de los domi-
nios regulan la apertura y cerrado de
los mismos, relacionan a los “insu-
lators” y MAR’s con complejos de
remodelaje, metilacion y acetilacion/
desacetilacion. Felsenfeld propuso
que los limites actuarian reclutando
acetilasas y complejos de remode-
laje para crear una estructura mas
accesible del dominio. Reciente-
mente se han encontrado evidencias
enel “insulator” 5"HS4 3-globina de
pollo que indican la presencia de una
actividad de acetilasa de histonas, la
cual al parecer tiene direccionalidad.
Ademads, Felsenfeld propuso que
los limites eran capaces de bloquear
la accion de desacetilasas y metila-
sas para impedir que éstas actuaran
sobre el dominio y mantenerlo
abierto. Por otra parte, al reunir to-
dos los estudios acerca de los 1imi-
tes de los dominios (en particular de

los “insulators™), existen evidencias
que demuestran que las funciones de
estos limites dependen del contexto
cromatinico en el cual se encuentren,
es decir, la actividad de bloqueo de
“enhancer” estd destinada a evitar la
promiscuidad entre los elementos de
regulacion de dominios adyacente
como sucede en el caso del “insu-
lator” 3° del locus B-globina de po-
llo. Este “insulator” sélo presenta
actividad de bloqueo de “enhancer’”;
por el contrario, el “insulator”
5’HS4 del mismo locus presenta
ambas actividades (bloqueo de “en-
hancer” y proteccion contra el efec-
to de posicion). Se ha propuesto que
esto se debe a que rio arriba del “in-
sulator” se encuentra una regién de
heterocromatina y por lo tanto debe
de evitar que esta estructura repre-
sora invada el dominio (Fig. 4). Pero
no en todos los casos los “insula-
tors™ se han encontrado flanquean-
do un locus, también puede haber
“Insulators” que se encuentren de un
solo lado del locus o entre dos ge-
nes como el “insulator” del RMD
del locus H19/Igf2, o incluso locus
en los cuales no seria necesaria su
presencia.

Todas estas evidencias muestran
que el futuro del estudio de la regu-
lacion de la expresion genética se
verd intimamente relacionado con
aspectos tanto topolégicos, a tra-
vés de la formacién de dominios,
como con distintas localizaciones y
relocalizaciones de los dominios en
nuevos compartimientos subnu-
cleares.

CONCLUSIONES Y PERSPECTI-
VAS

El objetivo de esta revisién fue de-
finir las caracteristicas de un domi-
nio transcripcional, sus elementos
estructurales y de regulacion y la
manera como €stos colaboran para
la expresién especifica de los genes
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contenidos en ellos. El hecho de
que la cromatina sea una estructura
altamente represora, da relevancia
a la existencia de los elementos que
son capaces de remodelarla para
poder activar y regular la transcrip-
cion genética. Entre los elementos
que regulan la transcripcién revisa-
mos a los LCRs, “enhancers” y los
“insulators”. Estos tltimos tienen
especial y novedosa importancia ya
que son los encargados de delimi-
tar a los dominios, de cooperar con
distintos elementos para mantener
alos dominios accesibles y prote-
gerlos de los efectos de la croma-
tina adyacente. La organizacion del
genoma en dominios independien-
tes y la cooperacion de los elemen-
tos inherentes a ellos para su regu-
lacion especifica ha llevado a pro-
poner a los dominios como un pri-
mer nivel de regulacién de la ex-
presion genética.

Al parecer, las investigaciones a
futuro tienden a centrarse en dos ti-
pos de enfoques: en estudios cito-
légicos y estudios aplicables como
la terapia génica. En los primeros
se tendrd que dilucidar la relacién
entre los elementos de regulacion
de los dominios y los territorios
cromosomales, al parecer se pue-
de imaginar una relacién entre los
“insulators”, MARs, “enhancers” y
LCRs con larelocalizacion de los
dominios a sitios donde pueden ser
transcritos con mayor eficiencia y
topologicamente, lejos o cerca (se-
gln sea requerido) de regiones po-
tencialmente represoras dentro del
nucleo. Esto ayudaria a entender
mejor lo que hasta ahora ha per-
manecido como una caja negra: la
manera como la arquitectura del
nucleo favorece la formacién de
dominios y a tener una idea mas
clara de lo que ocurre realmente in
vivo en cuanto a la dindmica de la
regulacion de la expresion genética.
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Dentro de los estudios aplicables
estaria el andlisis de los “insulators™
y secuencias MARs como elemen-
tos con una importancia fundamen-
tal en la terapia génica. Como se
menciond, el “insulator’” 5’HS4 del
locus B-globina de pollo estd sien-
do utilizado para flanquear trans-
genes con resultados favorables.
Se puede decir que éste es un cla-
ro ejemplo de cémo los estudios
realizados en ciencia basica apoyan

ala ciencia aplicada en medicina.

Por ultimo, si se supone que la
formacién de un dominio es impor-
tante, queda claro que no basta so-
lamente con conocer las secuencias
codificantes para entender el fun-
cionamiento y regulacién del geno-
ma, y que esto debe ser tomado en
cuenta al realizar e interpretar los
resultados de proyectos tan ambi-
ciosos como la secuenciacion del
genoma humano.
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CITOCINAS Y ACTIVACION ENDOTELIAL®

RESUMEN

Las células endoteliales cubren la superficie interna de
los vasos sanguineos por lo que juegan un papel impor-
tante en la homeostasis de tejidos, fibrindlisis, coagula-
cion, intercambio sangre-tejido, regulacién del vasotono,
vascularizacion de tejidos normales y neoplasticos y en
la activacion y migracion de células sanguineas durante
procesos fisiologicos y patolégicos. Uno de los proce-
sos fisiol6gicos mas estudiado es la reaccion inflamato-
ria en la que las células endoteliales juegan un papel
importante al ser el primer blanco de las citocinas libe-
radas por células sanguineas. Cuando las células en-
doteliales son expuestas a citocinas, sus funciones basi-
cas se ven alteradas profundamente; estas alteraciones
involucran la expresion de genes y la sintesis de protei-
nas, proceso que requiere horas para desarrollarse y
que tienen un largo efecto temporal, un fenémeno co-
nocido como activacion endotelial. En esta revision
se analiza la activacion de las células endoteliales me-
diada por diversas citocinas, asi como las respuestas,
regulacion y efectos de esta activacion.

PALABRAS CLAVE: Endotelio, activacion endotelial,
citocinas.

Adriana Estrada Bernal’

ABSTRACT

Vascular endothelial cells cover the entire inner suface
of blood vessels, thus they play an important role in
tissue homeostasis, fibrinolysis, coagulation, blood-
tissue exchange, vasotonous regulation, vascularization
of normal and neoplastic tissues, and blood cell
activacion and migration during physiological and
pathological processes. One of the physiological
processes that have been most widely studied is the
inflammatory reaction in which endothelial cells play
an important role as targets of cytokines, secreted by
blood cells. When endothelial cells are exposed to
cytokines, their basic functions are profoundly altered.
These alterations involve gene expression and protein
synthesis so these processes need hours to develop
and have long term effects. All of these events are
involved in the process called endothelial cell activation.
In this review, it is analyze cytokine mediated endothelial
cell activation and the effects and regulation of this
activation.

KEY WORDS: Endothelial cell, activated endothelium,
cytokines.

INTRODUCCION
M as de 10" células endoteliales
recubren el interior de los va-
sos sanguineos cubriendo un drea de
mas de 1000 m>. Las células endo-
teliales no sélo forman la base es-
tructural de los vasos sanguineos,
sino que proveen una superficie no-
trombogénica para el flujo sangui-

neo y contribuyen a numerosas fun-
ciones metabdlicas incluyendo la
coagulacidn, fibrindlisis, control del
vasotono, presentacion de antigeno,
sintesis de factores de crecimiento y
laregulacion del trafico de células
circulantes (Fig. 1).

En un adulto sano el endotelio a
pesar de estar metabdlicamente ac-

*Recibido: 6 de febrero de 2001. Aceptado: 25 de septiembre de 2001.
'Departamento de Biologfa Celular, Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM, Apartado Postal 70-243, C. P. 04510,
México, D.F. Tel. 5622-5609, Fax 5622-5611. Correo E: aestrada@ifisiol.unam.mx

tivo se considera en estado de re-
poso porque su recambio es muy
bajo, a lo que se conoce como fe-
notipo constitutivo de las células
endoteliales (Fig. 2). Estas células
forman una poblacién celular hete-
rogénea que varia no s6lo en dife-
rentes Oorganos, sino también en va-
sos de distintos calibres dentro del
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Figura 1. Procesos fisiolégicos en los que participan las células endoteliales.

mismo organo. Pueden formar una
monocapa continua y fuerte en los
Organos donde realizan funciones de
barrera como en los pulmones o el
cerebro; o pueden formar una capa
discontinua con espacios intercelu-
lares o intracelulares (fenestrados).
A pesar de que su heterogeneidad
estructural es bien reconocida,
poco se sabe acerca de las molécu-
las que regulan el fenotipo consti-
tutivo.

El fenotipo activado inducido por
citocinas durante la inflamacién ha
sido el mas estudiado y por tanto el
mejor caracterizado (1). Cuando las
c€lulas endoteliales son activadas
por citocinas, sufren profundas alte-
raciones funcionales que involucran
respuestas inmediatas como la apa-
ricién de proteinas de membrana
previamente sintetizadas y almace-
nadas en vesiculas secretorias; sin
embargo, también existen respues-

tas mas lentas pero de larga dura-
ci6n como la induccion de la expre-
sion y sintesis de enzimas o de anti-
genos de membrana, evento que re-
quiere varias horas para desarrollar-
se completamente (Fig. 2).

Las células endoteliales son tanto
blanco como fuente de citocinas.
Estos mediadores polipeptidicos
solubles funcionan como sefiales de
comunicacion con leucocitos, y con
diferentes tejidos y érganos (2).

De ahi la importancia de definir
las citocinas que determinan la acti-
vacion endotelial, asi como su res-
puesta y la regulacion de la misma
dependiendo de las diferentes sefia-
les extracelulares a las que sean ex-
puestas. En esta revision se analiza-
rd la fenomenologia de la activacion
endotelial por citocinas, enfatizando
la produccién y la accién de varios
mediadores (como quimiocinas), asi
como algunas bases moleculares

para la activacion endotelial y la im-
plicacién fisioldgica de la activacion.

CITOCINAS

En la fase efectora de la respuesta
inmune participan linfocitos T esti-
mulados por antigeno, los cuales se-
cretan mediadores proteicos que
activan varias poblaciones celulares
reclutindolas al sitio de lesion. La
mads notable de estas poblaciones es
la de los fagocitos mononucleares
que pueden secretar un segundo
grupo de proteinas que estdn en po-
sibilidad.de influenciar la reaccion
inmune. Estos derivados de linfo-
citos y fagocitos mononucleares fue-
ron llamados linfocinas 0 monocinas
respectivamente. Posteriormente, se
descubrié que células que no for-
man parte del sistema inmune eran
capaces de secretar estas mismas
proteinas y su nombre cambié a
citocinas.
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Figura 2. Fenotipo constitutivo y activado de las células endoteliales. Representacién de las funciones que realiza el endotelio
cuando se encuentra en estado quiesciente (constitutivo) o activado.

Sibien es cierto que no existe una
definicion rigurosa para que una pro-
teina sea considerada citocina, ésta
tiene que cumplir con ciertas carac-
teristicas minimas: 1) debe mediar
algun aspecto de la reaccién infla-
matoria; 2) debe ser liberada como
parte de la respuesta inmune a anti-
genos; 3) una citocina frecuente-
mente causa la secrecion de una se-
gunda citocina por su célula blanco
y asi sucesivamente y, 4) citocinas
individuales que regulan la actividad
de otras citocinas en la misma célula
blanco. Las interacciones entre cito-
cinas pueden ser inhibitorias, aditivas,
sinérgicas o pueden resultar en efec-
tos nuevos no observados con cada
una de las citocinas individuales. Asi
que, el efecto preciso de una cito-
cina serd determinado por el con-
texto celular en el que actia (3).

Las citocinas no siempre son se-
cretadas; en algunos casos pueden
ser expresadas en la superficie de la
célula estimulada. Sin embargo, se-
cretadas o expresadas en la superfi-
cie, comparten un modo de accion:
se unen a receptores especificos en
la superficie de su célula blanco. Las
citocinas no tienen actividad enzi-
madtica ni una reactividad quimica
como las de otras proteinas, pero a
través de la activacion de sus re-
ceptores alteran el comportamien-
to de la célula blanco; en este sen-
tido, las citocinas son similares a las
hormonas. La célula blanco de las
citocinas puede ser la célula de ori-
gen (acciones autocrinas) o pueden
ser células cercanas (acciones pa-
racrinas).

En general, existen tres tipos de
respuestas independientes del en-

dotelio que pueden estar relaciona-
das con las citocinas. En el primer
tipo de respuesta, las células endo-
teliales pueden ser lesionadas du-
rante la respuesta inmune, por ejem-
plo, el rechazo a érganos transplan-
tados parece ser principalmente una
respuesta inmune en contra de las
c€lulas endoteliales extranas. En este
contexto, es posible que la lesion
endotelial sea resultado directo no
soOlo de la destruccién por el sistema
de complemento y células T citotd-
xicas, sino que también resulta de la
union de citocinas a sus receptores
en la célula endotelial. En el segun-
do tipo, las células endoteliales pue-
den migrar, proliferar y formar nue-
vos vasos (4), proceso conocido
como angiogénesis, la cual es un
componente clave de la remodela-
cion de tejido que acompana la in-
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flamacién crénica y existe evidencia
de que ciertas citocinas pueden ini-
ciar este proceso; una situacion and-
loga ocurre durante la angiogénesis
de tumores. Y en el tercer tipo, las
células endoteliales pueden adquirir
la capacidad para realizar nuevas
funciones sin la evidencia de lesion
o de division celular; este proceso,
al que se le ha llamado activacion,
es el resultado de cambios cuantita-
tivos y cualitativos de ciertos pro-
ductos génicos y es una de las res-
puesta a citocinas mejor estudiadas
(3, 5).

Siendo que la activacion es defi-
nida como un cambio de capacida-
des y funciones, se podria decir que
existen distintos estados de activa-
cion. De hecho, la distincion entre
los estados de activacion, lesion y el
estado de proliferacién puede ser
artificial y ciertamente no excluyente
(3).

ACTIVACION ENDOTELIAL POR
CITOCINAS

Las citocinas mas estudiadas han
sido el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) vy la interleucina 1
beta (IL-1B), ambas son produ-
cidas por macréfagos activados
y son reguladoras pleiotropicas de
la inflamacion. El efecto de estas
citocinas sobre el endotelio es muy
semejante, de ahi que se presenten
juntos.

interlencina-1 beta (IL-1B) y
factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-o)

En su estado basal, la membrana
endotelial presenta una superficie
anticoagulante que se mantiene por
varios mecanismos: la expresion del
anti-coagulante sulfato de heparan
que cataliza la via de la trombina Iil
y la expresion de trombomodulina y
la secrecion de proteina S, las que
cataliza la via de activacién de la

proteina C. Adicionalmente, las cé-
lulas endoteliales inhiben la agrega-
cién de plaquetas al sintetizar pros-
taciclinas (prostaglandina, I , PGI»)
y al catalizar la conversion de la
adenosin difosfato (activador de
plaquetas) a adenosina (inhibidor de
la agregacion de plaquetas) (6).

El tratamiento con IL-1f y el
TNF-o induce a las células endo-
teliales a sintetizar y expresar en su
superficie el factor tisular (TF), ad-
quiriendo la capacidad de unir el
factor VIla e iniciar la cascada de
coagulacion (Fig. 3). Este efecto es
transitorio con un pico en la expre-
sion del TF entre las 4 y 6 h después
del estimulo inicial con la citocina.
Consecuentemente, la IL-13 y el
TNF-o causan la pérdida de la ex-
presion de trombomodulina y con
ella la capacidad para catalizar la via
activada de proteina C (7).

LalIL-1By el TNF-o pueden re-
gular otras vias para la hemostasis:
1) pueden influenciar la funcién de
las plaquetas estimulando la sintesis
de PGI, llevdndolas por arriba de
los niveles basales; 2) inducir la ex-
presion del factor Von Willebrand,
que funciona como ligando para la
adhesion de plaquetas a la pared del
vaso; 3) la célula endotelial puede
iniciar la lisis de codgulos de fibrina
catalizando la activacién del plasmi-
négeno a plasmina (la enzima fibri-
nolitica) y 4) el endotelio puede sin-
tetizar activador tisular de plasmi-
négeno (t-PA) tipo uroquinasa (u-
PA)y el inhibidor del activador de
plasminégeno (PAI-1) (8) (Fig. 3).

El segundo proceso endotelial
regulado por la IL-1p y el TNF-o
es lainflamacién. Uno de los even-
tos tempranos de esta respuesta es
el reclutamiento local y la activacion
de leucocitos circulantes en el sitio
lesionado. El primer paso en el re-
clutamiento es la adhesién de leu-
cocitos al endotelio de las vénulas

Estrada Bernal A

postcapilares. Ambos tipos celula-
res, tanto los leucocitos como las
células endoteliales, contribuyen al
aumento en la adhesion.

En su estado basal, las células
endoteliales no son adhesivas para
leucocitos, sin embargo, cuando
los macréfagos activados liberan
citocinas, en particular la IL-1B y/
o el TNF-o inducen que la mem-
brana apical que ve hacia el lumen
de los vasos, se vuelva adhesiva
para neutréfilos, eosinofilos, baso-
filos y monocitos (9). Este aumen-
to en la capacidad adhesiva de los
leucocitos es transitorio, por ejem-
plo, para neutr6filos la adhesion
maxima es entre las 4-6 h para
después declinar.

Basado en diversos experimen-
tos realizados in vivo e in vitro se
ha propuesto un modelo que expli-
ca el aumento en la adhesion de leu-
cocitos a las células endoteliales, el
cual propone que la IL-1B y/o el
TNF-a inducen un aumento en la
expresion de moléculas receptoras
sobre la membrana de las células en-
doteliales. Por su parte, los leuco-
citos expresan en sus membranas
contrareceptores a estas moléculas
de adhesion inducida por la IL-1(3
y/o el TNF-o.. Algunas de las prin-
cipales moléculas expresadas por las
células endoteliales que participan
en este proceso son las moléculas
de adhesion intercelular: selectina-E
(la cual participaen el “rolling” o ad-
hesién suave), la molécula de adhe-
sion intercelular-1 (ICAM-1) y la
molécula de adhesién de células
vasculares (VCAM-1) (que partici-
pan en la adhesion firme previa a la
transmigracion de la monocapa en-
dotelial) (Fig. 4). Ademas del au-
mento en adhesién, la IL-1B y el
TNF-o promueven en la célula en-
dotelial la produccién de factores
activadores de leucocitos como el
factor activador de plaquetas e in-
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Figura 3. Regulacidn de la hemostasis. Vias de coagulacién y anticoagulacién en las que participan las células endoteliales,
participando asi en la regulacion de la hemostasis de los vasos sanguineos.

cluso de citocinas, como el mismo
TNF-aolalL-1p, el factor estimu-
lador de las colonias de macréfagos
y granulocitos (GM-CSF), y las in-
terleucinas IL-6 (10) e IL-8. Tam-
bién se induce la sintesis de quimio-
atrayentes para leucocitos como la
proteina quimiotéctica de monocitos
1 (MCP-1).

Todos estos cambios en la expre-
sion inducida por la activacién con
laIL-1B y el TNF-0 van acompa-
flados de cambios en la morfologia
de las células endoteliales debido a
la pérdida de fibronectina en la 14-
mina basal, a una rapida reorganiza-
cién de la actina citopldsmicay aun
cambio en las interacciones fisicas

entre las células endoteliales, que
pasan de un endotelio adoquinado a
un arreglo fibroblastoide que facilita
la diapédesis de leucocitos. Estos
cambios son graduales y estan rela-
cionados con una disminucién en el
volumen celular (11).

Dadas las similitudes entre la IL-
1By el TNF-a se ha querido anali-
zar larelacién que existe entre es-
tas dos citocinas; habria que acla-
rar que el TNF-a y la IL-1f no
compiten por los mismos recep-
tores de membrana, de hecho el
TNF-a no actia por induccién de
IL-1, sino que cada una tiene su
via de transduccién propia que me-
dia sus efectos sobre la célula en-

dotelial. En algunos casos la IL-1
y el TNF-o funcionan como me-
diadores secundarios o amplifi-
cadores de las respuestas bioldgi-
cas a endotoxinas derivadas de bac-
terias gram-negativas. Estas endo-
toxinas actdan directamente sobre
la célula endotelial y muestra un es-
pectro de actividad similar al pre-
sentado paralaIL-1f o el TNF-o.
Sin embargo, la endotoxina induce
la expresion endotelial de IL-1-3,
por lo que existen al menos tres
grupos independientes de estimu-
los que actuan directamente con
actividades biol6gicas sobrelapa-
das encima del endotelio: IL-1f,
TNF-o.y endotoxina (3).
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Figura 4. Moléculas de adhesion endotelial. Moléculas de adhesion expresadas por las células endoteliales que participan en
la adhesion y extravasacion de leucocitos a los sitios de inflamacion.

Tanto el TNF-o como la IL-13
inhiben la proliferacion endotelial
(12) y promueven la migracién de
células de microvasculatura (13) en
un modelo de angiogénesis in vitro.

En las células endoteliales se en-
cuentran presentes la 6xido nitrico
sintasa (NOS) tipo II (inducible,
isoforma dependiente de calcio) y la
tipo ITI (constitutiva, isoforma espe-
cifica de las células endoteliales) las
cuales catalizan la conversion de ar-
ginina en citrulina y 6xido nitrico
(NO). Ambas enzimas producen
una cantidad de NO que especifi-
camente participa en la regulacion
del vasotono, la tipo III mantiene el
control mientras las células se en-
cuentran en el fenotipo constitutivo
y la Il durante procesos inflamato-
rios. Las citocinas proinflamatorias
(TNF-o, IL-1p) aumentan la acti-
vidad de la NOS tipo Il y por lo tan-
to la sintesis de NO. El NO produ-
cido por las células endoteliales fun-
ciona de una manera tanto autocrina
como pardcrina. Por ejemplo, la al-
teracion en los niveles de NO en el

endotelio tiene como primer blan-
co la misma célula endotelial oca-
sionando que ésta modifique sus
propiedades bioldgicas. La inhibi-
cion de la produccion basal de NO
(NOS tipo II) por analogos compe-
titivos de arginina aumenta la adhe-
sién de leucocitos a la superficie de
la célula endotelial. De hecho, el tra-
tamiento de células endoteliales con
donadores de NO disminuyen la ex-
presién de VCAM-1, ICAM-1,
selectina-E, IL-6, MCP-1, IL-8 y
M-CSF que han sido inducidas por
IL-1pB, IL-4, TNF-o o LPS (14).
Sin embargo, el NO no sélo tiene
efectos intracelulares sino también
participa como instrumento en la
respuesta de las células endoteliales,
por ejemplo: se ha demostrado que
existe muerte de Shcistosoma
mansoni dependiente de NO cuan-
do las células endoteliales han sido
activadas con IFN-y, IL-18 o
TNF-q. También se ha observado
que aumenta la movilidad de células
endoteliales, es angiogénico in vivo
y durante el choque séptico el NO

producido por las células endote-
liales coopera en la patogénesis de
la funcion contrictil del miocardio
(14).

Existen diferencias entre los efec-
tos mediados por el TNF-cuy por la
IL-1f, siendo el mas importante que
el TNF-a induce un aumento en la
expresion de antigenos MHC clase
[(15), accién que no presenta la IL-
1B. Este efecto, que gradualmente
alcanza un méaximo entre los 4-6
dias, es precedido por un aumento del
ARNm de MHC. Este aumento pue-
de ser bloqueado por inhibidores de
la sintesis de proteinas sugiriendo la
participacion de una sefial intermedia.

Otra gran diferencia es que el
TNF-o activa a los neutr6filos mien-
tras que ta IL-1f no lo hace, por lo
que el TNF-o puede producir ad-
hesion de neutréfilos por acciones
directas sobre el endotelio e indirec-
tas al activar a los neutréfilos incre-
mentando la adhesién (16).

Adicionalmente, el TNF-cot indu-
ce la expresion del factor de creci-
miento de plaquetas (PDGF), que
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funciona como quimioatrayente y
como mitdégeno para las células del
estroma colaborando en la forma-
cién de nuevos vasos.

IFN-y

El interferén-y (IFN-v) hasta el mo-
mento es la tnica citocina que se
conoce que habilita a las células en-
doteliales para producir antigenos
MHC clase II (13), cuya expresion
le confiere a la célula endotelial la
capacidad de presentar antigenos a
las células T CD4*.

El interfer6n-yinhibe la prolifera-
cién endotelial y produce cambio
morfoldgicos similares a los que se
observan con el TNF-o.o conlaIL-
1. También induce selectivamente
la adhesion de linfocitos sin aumen-
tar la adhesion de otras poblaciones
de leucocitos. Sin embargo, el tra-
tamiento con IFN-vy no afecta las
funciones endoteliales de coagula-
cién ni tampoco las de la inflama-
cion severa.

Otra caracteristica importante
del IFN-yes su capacidad de mo-
dular los efectos inducidos por el
TNF-o. Las interacciones de las
distintas formas de [FN con TNF-
o son de interés bioldgico y clini-
co, ya que normalmente son pro-
ducidas de una manera coordinada
en las células T activadas. En célu-
las en-doteliales, el interferén ac-
tia sinérgicamente con el TNF-o
para alterar la morfologia epitelioi-
de promoviendo una apariencia fi-
broblastoide. El sinergismo tam-
bién se manifiesta en la induccion
de la expresion de ICAM-1 y del
antigeno MHC clase 1 (17).

IL-6

Algunos estimulos inducen la pro-
duccion de grandes cantidades de
IL-6 en células endoteliales, entre

estos se encuentran: la IL-1f, el
TNF-o, la IL-4, la IL-3, la oncos-

tatina M, laIL-17, agentes infeccio-
sos y sus productos, asi como la
hipoxia.

Estudios hechos con cultivos pri-
marios de células endoteliales hu-
manas (HUVECSs) concluyen que
ésta citocina no afecta las funciones
del endotelio; sin embargo, existen
indicios de que esta citocina partici-
paen la angiogénesis y la vasculari-
zacion de tumores (2).

IL-10

LaIL-10 es un estimulo débil para
la expresion de quimiocinas o de IL-
6 en células endoteliales inmortali-
zadas, sin embargo, el tratamiento
con IL-10 amplifica la accién de la
IL-1B y del TNF-c.

Se ha reportado que laIL-10 in-
hibe la presentacién de antigeno por
células endoteliales derivadas de la
microvasculatura dérmica, mientras
que en células endoteliales deriva-
das de la vena umbilical induce la
sintesis de tetrahidrobiopterina (18),
un cofactor en la sintesis de éxido
nitrico. En células endoteliales irra-
diadas con UV, la IL-10 induce
muerte por apoptosis, misma que es
amplificada por lipopolisacarido
(LPS). LaIL-10 también amplifica
la induccion de moléculas de adhe-
sion promovida por IL-10 (19).

iL-4

LaIL-4 esun factor de crecimiento
y diferenciacion de leucocitos al que
recientemente se le ha reconocido
como un modulador de células en-
doteliales. Esta citocina induce la
expresion del activador de plasmi-
négeno tipo uroquinasa (u-PA) en
células de la microvasculatura, pero
no en la macrovasculatura. La [L-4
tiene efectos antagénicos ligados a
la capacidad adhesiva del endotelio;
si bien induce selectivamente la ex-
presion de VCAM-1, por otra par-
te inhibe la expresion de ICAM-1y
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de selectina E. Sin embargo, a pe-
sar de que la adhesion de leucocitos
requiere normalmente de las tres
moléculas (VCAM-1, ICAM-1 y
selectina-E) la exposicion de células
endoteliales a [L-4 resulta en un au-
mento en la union de linfocitos pero
no de neutrofilos.

Finalmente, la IL-4 es un induc-
tor débil de IL-6 y MCP-1 y ampli-
fica la produccién de estos media-
dores junto con otros estimulos (2).

Factor de crecimiento trans-
formante-B (TGF-)

La principal accion biolédgica del
factor de crecimiento transforman-
te- (TGF-P) es la inhibicidn de la
proliferacion de las células endote-
liales. A pesar de su efecto antipro-
liferativo, se ha demostrado que el
TGE-P tiene un efecto angiogénico
in vivo, sin embargo, no se sabe si
este efecto es directo o via otros tipos
celulares como los macréfagos (20).

CONCLUSIONES

En esta revision se resumieron las
funciones endoteliales mediadas por
citocinas, la mayoria de las cuales
se conocen como el proceso de ac-
tivacion endotelial. Las células en-
doteliales, mucho tiempo considera-
das como una capa celular pasiva,
tienen un papel activo en el encendi-
do y regulacion tanto de la reaccion
inmune como en la reaccion infla-
matoria. La variedad de respuestas
presentadas por las células endote-
liales por efecto de las citocinas es
una demostracion dramatica de la
plasticidad de las células endote-
liales. Estudios recientes como los
mencionados durante la revision de-
muestran que apenas se comienza el
estudio de las bases moleculares de
la activacién endotelial por citocinas
al tratar de identificar los factores de
transcripcion y los elementos regu-
latorios que estdn involucrados en la
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induccidn o en la inhibicién de la ex-
presion de genes. Sin embargo, el
punto central a cerca de la especifi-
cidad de la respuesta del endotelio
a expresar ciertos genes aun se des-
conoce.

Otro punto del cual atin se desco-
noce es la heterogenidad de las célu-
las endoteliales. El endotelio vascular
es muy heterogeneo en términos de
morfologia, expresion de marcado-
res y funcién. La heterogeneidad es
evidente en multiples niveles y surge
del andlisis al comparar endotelio de
venas de alto calibre con venas de
bajo calibre, al comparar el lecho

vascular de distintos organos y al
comparar células endoteliales del mis-
mo 6rgano. Esta heterogeneidad in-
cluye larespuesta a citocinas asi co-
mo también la produccion de las mis-
mas. La fenomenologia de 1a hetero-
geneidad de las células endoteliales
es compleja, sus bases moleculares
y la base conceptual que la describa
no ha podido ser establecida.

La produccién y accién de las
citocinas a nivel de las células endo-
teliales es un determinante importan-
te en una gran variedad de patologias
humanas. La produccién de molé-
culas por las células endoteliales y

Estrada Bernal A

su liberacién a la circulacion necesi-
ta ser evaluada cuidadosamente en
estudios clinicos que se disefan ac-
tualmente. La identificacion de la
expresion selectiva en distintos le-
chos vasculares proveen de blancos
moleculares para la terapia y el diag-
nostico de diversas patologias, lo
cual, junto con el reconocimiento
del importante papel de las células
endoteliales en diversos desérdenes
humanos proveen un marco con-
ceptual para la investigacion de nue-
vas herramientas de diagnoéstico y
para el desarrollo de nuevas estra-
tegias terapeuticas. %
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TELOMEROS Y TELOMERASA
SLLAVES DE LA INMORTALIDAD CELULAR®

.RESUMEN

Los telémeros son la parte temnnal de los cromo-

somas cuyo ADN contiene una secuencia rica en
guaninas que se encuentra altamente conservada. Su
funcioén es la de estabilizar el genoma eucariético evi-
tando que los cromosomas se fusionen o recombinen,
y al parecer regula el nimero de duplicaciones que

puede tener una célula. Esto ha llevado a proponer
que el acortamiento de los telémeros determina que
se detenga el crecimiento celular y comience la se-

nescencia. Para prevenir esto tiltimo, existe una en-
zima denominada telomerasa, que se encarga de re-

- generar a los telomeros y mantenerlos intactos en las
células germinales; ademds, se ha observado que las
células inmortalizadas, ya sea mediante la acci6n de

agentes virales o la activacién de oncogenes, contie-
nen una alta concentracion de telomerasa y no pre-
sentan acortamiento de sus telémeros. De ahi el in-
terés que ha surgido sobre el estudio de los telémeros
y su posible relacién con el envejecimiento celular y
el cincer. '

._ PAMBRAS . CI.A‘/E:- Tel6meros,

- senescencia celular, ciclo celular, envejecimiento.

Mina Konigsberg Fainstein'

telomerasa,

ABSTRACT

Telomeres are the terminal part of the chromosomes,
they are composed of a highly conserved guanine-rich

~sequence repeats. The function of telomeres is to
~ stabilize the eukaryotic genome avoiding chromosomal

fusion or recombination. They seem to regulate the

 cellular population doublings. This has lead to propose
- that the shortening of the telomeres conveys to cellular
‘arrest and cellular senescence. Telomerase is an
enzyme that regenerates the telomeres and maintains

them intact in germinal cells; besides, it has been shown

that immortalized cells have a high concentration of

telomerase and they do not shorten their telomeres. That
is why a great interest has raised in studying telomeres
and their relationship with cellular aging and cancer.

KEY WORDS: Telomeres,

telomerase, cellular

~ senescence, cell cycle, aging.

INTRODUCCION

1 interés por el estudio de los

telémeros se inicia hace aproxi-
madamente 50 afios con trabajos
que los genetistas Herman Muller
(1) y Barbara McClintock (2) de-
sarrollaron en los cromosomas de la
mosca de la fruta (Drosophila) y la
planta del maiz respectivamente.
Sus estudios muestran que cuando
se pierden los extremos de los cro-
mosomas, estos tienden a unirse y

forman agregados inestables, mien-
tras que los cromosomas que man-
tienen sus extremos integros no se
fusionan. Esta observacion los llevé
a concluir que la parte terminal de
los cromosomas tiene la funcién es-
pecifica de mantener su estabilidad
estructural y evita las fusiones entre
ellos, por lo que llamaron telémero
(del griego telos- final) a la seccion
terminal del cromosoma. Afios des-
pués, Blackburn (3) trabajando con

*Recibido: 13 de febrero de 2001. Aceptado: 25 de septiembre de 2001.

el protozoario ciliado Tetrahymena
thermophila, demostro que los te-
lémeros estdn formados por se-
cuencias repetidas ricas en guani-
nas. Gracias a las técnicas de biolo-
gia molecular, ahora se sabe que el
ADN telomérico estd formado por
secuencias repetidas altamente con-
servadas, que en vertebrados con-
sisten en la secuencia TTAGGG. El
numero de copias de esta secuencia
varia dependiendo de la especie. En

Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa, Apartado Postal 55-535,
C. P. 09340, México, D. F. Tel. 5804-4732. Fax 5804-4727. Correo E: mkf@xanum.uam.mx
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humanos es alrededor de 3-15 kilo-
pares de bases (kpb) mientras que
en ratones es de 30 a 100 kpb (4).

Estudios recientes de microsco-
pia electrénica han demostrado que
los telémeros no tienen una estruc-

a. Formacion del asa t°
Centromero

Telomero expuesto

tura lineal sino que terminan en una
especie de asa que se conoce como
“t-loop” (6), que se forman por la
insercion del saliente 3’ del ADN
telomérico dentro de la parte de
doble cadena del telémero (Fig.1).

"t loop"
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Figura 1. Asato “tloop”

75-200 nucleotidos
cadena sencilla de ADN

. a) Formaciondel asat o “t loop”. Esquema especulativo

de una posible formacion de la “t loop” basada en las actividades bioquimicas in
vitro de TRF1y TRF2. b) “t loop”. La estructura del ADN en la parte terminal de los
cromosomas de mamiferos forman una invaginacion o asa llamada “t loop”.
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Se ha sugerido que este arreglo es
bésico para la proteccion y la dupli-
cacion de los telémeros y por ende
la integridad de los extremos de los
cromosomas. Para estabilizar y re-
gular la estructura funcional del te-
l6mero, se han descrito una serie de
proteinas que estdn asociadas al
ADN telomérico formando un com-
plejo, a las que se conoce como
proteinas teloméricas y de las que
se hablard mis adelante (5).

FUNCIONES DEL TELOMERO Y
EL PROBLEMA DE LA DUPLI-
CACION DE LOS EXTREMOS DE
LOS CROMOSOMAS
Al telémero se le han adjudicado
por lo menos tres funciones primor-
diales. La primera, como ya se men-
ciond antes, es la de mantener la es-
tabilidad del genoma eucariético al
proteger la parte terminal de los cro-
mosomas para que no se fusionen
entre ellos, no se recombinen y evi-
tar su degradacién. En segundo lu-
gar, los telémeros funcionan como
una especie de anclaje de los cro-
mosomas, ya que los posicionan y
los mueven durante varias etapas del
ciclo celular tanto mitético como
meidtico. Por tltimo, se ha les ha
conferido una funcién reguladora, ya
que se propone que determina el
mimero de replicaciones que puede
tener una célula a lo largo su vida.
En los afios 70’s Olovnikov (7)
planteé el problema “de la duplica-
cion celular en los extremos o de
la duplicacion terminal”, que se
refiere a lo siguiente: laenzima ADN
polimerasa es una proteina unidirec-
cional que copia la secuencia del
ADN siempre y cuando pueda po-
sarse primero sobre una secuencia
modelo del ADN. Sin embargo, en
los cromosomas lineales, no se pue-
den copiar las bases del extremo 3’
puesto que la polimerasa estd posa-
da sobre el extremo del ADN del
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borde del cromosoma por lo que no
existe un templado para iniciar el
proceso. Para tratar de explicar lo
anterior, el lector puede imaginar a
una persona pintando un cuarto to-
talmente cerrado; cuando ésta haya
terminado de pintarlo, s6lo le queda-
ra el pedazo de suelo en el que se
encuentra parado, impidiéndole con-
tinuar. Para resolver el problema, la
solucién encontrada por la célula fue
la de eliminar el tltimo fragmento del
cromosoma. De esta manera, cada
vez que la célula se replica pierde un
segmento de ADN telémerico.

A primera vista parece que una
solucién tan radical como eliminar
un segmento de cromosoma en cada
ciclo de replicacién, més que bene-
ficiar ala célula, a la larga terminaria
por alterar la informacion genética.
Sin embargo, la parte del cromoso-
ma que se elimina siempre corres-
ponde al telémero y nunca abarca la
parte del cromosoma que tiene in-
formacion vital para la célula.

Se ha establecido (8) que la ma-
yoria de las células somdticas se di-
viden de manera finita. Se ha deno-
minado senescencia celular o se-
nescencia replicativa al proceso que
limita la capacidad de division celu-
lar. Este fenémeno fue descrito por
Hayflick hace mds de 30 afios en
cultivos primarios de fibroblastos
humanos, de ahi que el limite de Hay-
flick o etapa 1 de mortalidad (M1),
se refiera al momento en el que las
células dejan de dividirse e inician
su etapa de senescencia (Fig. 2).
Desde entonces se han estudiado
muchos tipos celulares de diferentes
especies de animales y se ha deter-
minado el limite replicativo en cada
caso. Asimismo, se ha reportado
que in vivo el fenémeno de senes-
cencia replicativa se lleva a cabo de
una manera similar a la que se des-
cribié para cultivos primarios, por lo
que en un tejido in vivo pueden

10-15—
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Figura 2. Representacién esquemdtica de los eventos ocurridos en el crecimiento
celular in vitro. La figura muestra la relacién que existe entre la longitud de los
telémeros, la actividad de la telomerasa y la proliferacion de las células en cultivo.
Las células con una actividad positiva (+) de la telomerasa mantienen sus telomeros
estables y por lo fanto siguen proliferando en el cultive. Las células cuya actividad
de la enzima se encuentra disminuida (—) tienden a acortar sus telomeros hasta
llegar al limite M1 donde detienen su duplicacion. Las células que logran pasar de
M1 continiian con su proliferacién pero son susceptibles a un blogueo final hacia
la inmortalidad después de un nimero finito de duplicaciones, a este punto se le
conoce como etapa de crisis M2. Estos sitios de regulacién proliferativa (“check-
points”) llamados M1 y M2, pueden ser superados por la accidn de diversos
oncogenes virales (§V40, E6/E7) que hacen que las células contintien con su proli-
feracion. En algunos casos las células logran superar la crisis de M2, vuelven a
activar a la telomerasa (++) y se convierten en inmortales.

convivir células con senescencia y
pre-senescencia al mismo tiempo.

La senescencia replicativa es
particularmente determinante en cé-
lulas humanas ya que, en contraste
con algunas especies de roedores,
las células humanas rara vez se in-
mortalizan de manera espontanea,
es decir, pocas veces fallan que pre-
senten senescencia.

Con respecto al fenotipo que
presentan las células con senescen-
cia, puede decirse que estas células
son viables, metabdlicamente acti-
vas e incluso responden a sefiales
del medio ambiente. Es importante
aclarar que la senescencia replicati-
vano es muerte celular programada

o0 apoptosis, de hecho, las células
senescentes son mas resistentes a la
muerte apoptética que las presenes-
centes. Existen otras dos caracteris-
ticas que distinguen a las células se-
nescentes. Una de ellas es que dichas
células son incapaces de proliferar en
respuesta a mitdgenos fisioldgicos: la
otra es que las células senescentes
presentan cambios especificos en sus
funciones metabdlicas (9).

Pero, ;qué es lo que le indica a
una célula el momento en que debe
entrar en senescencia? La respuesta
exacta a esta pregunta atin no se
sabe, sin embargo se ha propuesto
que el acortamiento de los telome-
ros conlleve a la activacion de multi-
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ples y diversos mecanismos de se-
flales. Algunas de las hipotesis que
se han planteado para explicarlo son
las siguientes:

a. Un telomero corto puede
desencadenar una senal que
sea interpretada por la célula
como dano al ADN

Esta hipétesis sugiere que un tel6-
mero criticamente corto pueda indu-
cir ala célula a detener su ciclo celu-
lar para entrar en un estado de revi-
sion de dafio al ADN (“‘checkpoint™).
Una vez detenido el ciclo celular, la
c€lula seria incapaz de reparar el
dafio y reiniciar el ciclo por lo que
entraria en senescencia. Se ha repor-
tado que en levadura, la eliminacion
de un telémero causa detencién del
ciclo celular via una respuesta de
dano al ADN (Fig. 3a). Un proble-
ma de esta hipétesis es que la deten-
cién en la proliferacién en levadura
es transitoria, mientras que la deten-
cién en la proliferacién en las células
con senescencia de mamifero es irre-
versible. Ademas, los niveles de la
proteina p53 (que se relaciona con la
respuesta al dafio al ADN en mami-
feros), no siempre se encuentran au-
mentados en células con senescencia.

b. Los telomeros mantienen se-
cuestrados algunos factores
de transcripcion que modulan
Ia expresion de ciertos genes

Se propone que conforme los telo-
meros se acortan, ciertos factores
de transcripcién que estdn unidos a
€l, se liberen y sean capaces de unir-
se a sitios intragendémicos donde
puedan actuar reprimiendo o acti-
vando genes que regulen la progre-
sion del ciclo celular y el manteni-
miento de las funciones diferencia-
das (Fig. 3b). Un mecanismo similar
se ha reportado en levaduras donde
algunas proteinas asociadas al tel6-
mero (Rap 1 o Sir 2, por ejemplo)

pueden secuestrar ciertos factores
de transcripcién que, cuando no es-
tan secuestrados, actian inhibiendo
genes en sitios no-teloméricos del
ADN. A este fendmeno particular
se le llama silenciamiento, ya que
cuando estos factores se unen a sus
secuencias gendémicas correspon-
dientes, las apagan o silencian. La
hipétesis anterior resulta atractiva
para explicar la complejidad del fe-
notipo que ocasiona senescencia, sin
embargo no existen hasta el momen-
to datos moleculares en células de
mamifero que sustenten esta idea.

c. La estructura heterocroma-
tica del ADN cerca del telome-
ro mantiene reprimidos genes
regulatorios

Una estructura heterocromatica es-
pecifica y particular en estos sitios,
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podria reprimir genes involucrados
con la detencidn del ciclo celular o
la alteracion de algunas funciones di-
ferenciadas, el acortamiento de los
teldmeros modificarfa la este tipo de
estructura de la heterocromatina,
liberando a los genes de la repre-
sion (Fig. 3c). Este fendmeno tam-
bién se ha observado en las leva-
duras y se conoce como efecto de
posicién del telomero (TEP). Sin
embargo, poco es lo que se sabe
sobre la identidad de los genes
sensibles al acortamiento de los
telémeros (“telomere shortening-
sensitive genes”, TSSG) y no hay
mucha evidencia a este respecto en
mamiferos (9, 10).

Por otro lado, y de manera muy
interesante, se ha reportado que
los cromosomas con telomeros de
una longitud normal pero que ca-

Respuesta a dano

© unidad telomérica

&P Factores de franscripcion o silenciamiento

@ Genes sensibles al acortamiento de los telomeros, TSSG

Proteina represora de TSSG
s ADN no telomérico

* sobreel ADN —

A sitios no
teloméricos

Transcripcién
de TSSG *

Inhibicién en |
ncae) S
el crecimiento

Diferenciacion
alterada

Figura 3. El acortamiento de los telémeros como sefial inductora del fenotipo
senescente. a) Un telomero corto puede interpretarse como un rompimiento o daio
al ADN y desencadenar una respuesta de reparacién como dafio genémico. b) Los
telémeros mantienen secuestradas o almacenadas proteinas cuya funcion es acti-
var o reprimir la expresion de genes involucrados con la continuidad del ciclo
celular y de las funciones relacionadas con su diferenciacién. c¢) Cuando los
telomeros estdn integros, los genes que se ubican cerca de los ellos (TSSG) se
encuentran en un estado silenciado o reprimido por la estructura que presenta la
heterocromatina. Al acortarse los telomeros, la estructura de la heterocromatina
cambia y los genes pueden ser activados.
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recen de algunas de las proteinas
teloméricas (TRF1 y TRF2) son
incapaces de formar la estructura
de asa (“t-loop™) por lo que se fu-
sionan unos con otros y entran en
senescencia de manera precoz. Lo
anterior ha llevado a pensar a cier-
tos investigadores, que la longitud
del telémero por si misma, no es
lo tnico que determina la deten-
cion del ciclo celular. La presencia
de la estructura “t-loop” y su mo-
dificacion o desaparicion resulta-
do del acortamiento de los telo-
meros, son factores importantes
dentro del fenémeno, explicado
por cualquiera de las hipotesis an-
teriores. La pérdida de la es-
tructura de asa podria ser regis-
trado por la célula como una sefial
de dano al ADN. Por otro lado,
esa misma carencia en la estructu-
ra podria liberar los factores de
transcripcion unidos a las protei-
nas teloméricas o modificar la es-
tructura de la cromatina desinhi-
biendo a los TSSG.

REGULACION DE LA LONGITUD
DE LOS TELOMEROS

Se supone que a lo largo del arti-
culo el lector se ha preguntado si
cada vez que las células se dividen
se acortan los telémeros, ;cémo
es que inicialmente las células par-
ten de telomeros largos o enteros?
Esto nos remonta a la etapa de fe-
cundacion, en la cual los évulos y
los espermatozoides deben poseer
telémeros enteros, pues el 6vulo
fecundado, es decir el cigoto, es
la primera célula de un nuevo ser
de la cual partirdn todas las demads
células y necesita, por lo tanto,
tener también sus telémeros
integros.

Hasta el momento, se conocen
tan solo tres tipos celulares que no
presentan senescencia, es decir,
que no acortan sus teldmeros y por

lo tanto tienen una vida replicativa
inmortal. En primer lugar se en-
cuentran precisamente las células
germinales, que mantienen largos
sus telomeros de manera indefini-
da; en segundo lugar estdn las cé-
lulas tumorales; y por ultimo se en-
cuentran algunas células troncales
(“stem cells”) que se ha considera-
do tienen la capacidad de dividirse
indefinidamente.

Pero, ;como mantienen largos
sus telémeros? Para regenerar o
estabilizar los teldmeros, se han
descrito tres formas diferentes de-
pendiendo del tipo de organismo
del que se trate y de las circunstan-
cias particulares segun las necesi-
dades de la célula (10). El primer
caso se ha descrito en levaduras,
en donde la extensién de los te-
l6meros puede ocurrir por recom-
binacién homologa del ADN telo-
mérico no reciproco entre telome-
ros de cromosomas homologos o
heter6logos. Otro caso es el de
Drosophila melanogaster, en el
cual el ADN telomérico se alarga
por la transposicién de retrotrans-
posones especificos (HeT-A y
TART) al final de cada uno de los
cromosomas. Los estudios realiza-
dos en los cromosomas humanos,
muestran que el alargamiento de
los telomeros esta dado por la sin-
tesis de nuevo ADN en los extre-
mos de los cromosomas gracias a
la accion de la enzima telomerasa
de la cual se hablard mds adelante.
Cabe mencionar que evolutiva-
mente, el mecanismo mas conser-
vado para mantener a los telome-
ros es por medio de la telomerasa.

Lo anterior deja entrever que la
longitud de los telémeros durante
el desarrollo de un organismo eu-
cariote estd dada por un equilibrio
muy sutil y dindmico entre el acor-
tamiento del telémero, dado por el
nimero de duplicaciones celulares,
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y suregeneracién por medio de la
telomerasa. Una acortamiento ex-
cesivo de los telémeros podria lle-
var a una senescencia prematura,
mientras que una actividad desme-
surada de la telomerasa dard como
resultado una serie ininterrumpida
de divisiones celulares que podrian
llevar a la célula a la inmortaliza-
cion. Recordemos que las células
en cultivo tiene una capacidad re-
plicativa limitada; sin embargo, si
estas células son transformadas
por algun oncogene como SV40
T-Ag o HPV E6/E7, pueden conti-
nuar su crecimiento hasta llegar a
una segunda etapa de blogueo en
la proliferacién llamada M2 o crisis
(Fig. 2). Las células que logran so-
brevivir a la etapa de crisis son sus-
ceptibles de inmortalizarse, este
evento se observa en las células
cancerosas. Esta etapa se caracte-
riza por una pérdida en la regula-
cion del ciclo celular, en donde se
presenta inestabilidad genomica, se
pueden formar tumores metasta-
sicos in vivo y tipicamente la lon-
gitud de los telémeros se mantiene
estable (12). Al llegar a este perio-
do, muchos de estos telomeros han
llegado a la etapa de telomeros
cortos, y la telomerasa evita un
acortamiento mayor. Todavia no
queda claro si la telomerasa es ca-
paz de alargar los telémeros una
vez que ya estdn estabilizados a una
longitud particular.

TELOMERASA Y MANTENIMIEN-
TO DE LOS TELOMEROS

La actividad enzimadtica de la telo-
merasa es la de una enzima trans-
criptasa reversa poco comdun,
puesto que contiene su propio tem-
plado de ARN y se encuentra uni-
da a varias proteinas, algunas de las
cuales ya han sido caracterizadas.
La fracciéon de ARN es esencial
para la funcién enzimdtica y se le
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ha denominado TER o TR (telo-
merasa RNA). El gen para TER se
ha clonado para mas de 20 espe-
cies de protozoarios ciliados, pa-
ra las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Kluyveromyces lac-
tis, para ratones y para humanos
(13). Todos estos ARNs contienen
la secuencia complementaria para
aproximadamente 1.5 repeticiones
del ADN telomérico y actian como
templado para el alargamien-
to de los telémeros. EI ARN de la
telomerasa humana (hTER) tiene
445 nucleétidos de los cuales 11
funcionan como templado con la
secuencia (5S’CUAACCCUAAC-
3113

Ademads de la subunidad del
templado TER, el sitio activo de la
telomerasa contiene a la subunidad
TERT que es precisamente la
transcriptasa reversa, y en huma-

nos se denomina hTERT (“human
telomerase reverse transcriptase”)
(Figs. 4y 5). Sin embargo, los ex-
perimentos de reconstitucién de la
telomerasa han evidenciado que la
actividad de la enzima depende,
ademas de lo anterior, de la pre-
sencia de dos proteinas chapero-
nas, que aparentemente son esen-
ciales para el ensamble de la enzi-
ma in vivo, aunque su papel en la
funcién catalitica es atin contro-
vertido. Una gran parte del trabajo
con telomeros se ha realizado en
Tetrahymena thermophila, por lo
que las primeras proteinas asocia-
das al telémero que se describie-
ron fueron las proteinas p80 y p95
de este organismo. En mamiferos
se ha descrito a la proteina relacio-
nada con p80 llamada TEP1 y en
levadura las proteinas Est 1p y Est

3p (13).

MODELO DE TELOMERASA HUMANA

TTAGGGTTAGGG

ADN
Telomerico

CAAUCCCAAUC

Protefgus
telomericas

Figura 4. Telomerasa de mamifero. Se muestra una representacion del centro
catalitico altamente conservado de la telomerasa y las proteinas accesorias especi-
ficas de mamifero. La enzima contiene su propio templado de ARN que posee la
secuencia complementaria para aproximadamente 1.5 repeticiones de ADN telo-
mérico (TR). Se encuentra representado un fragmento del templado para humanos
denominado hTR. La subunidad hTERT es la transcriptasa reversa en humanos y es
la que se encarga de retrotranscribir el ADN telomérico a partir de h'TR. TEP 1 es la
proteina 1 asociada a la telomerasa y se une a cadenas sencillas de ADN, mientras
que p23 v hsp90 son proteinas accesorias del complejo enzimdtico.

55

Se ha sugerido que las proteinas
teloméricas TRF1 y TRF2 (asi co-
mo su analogo en levadura Rap 1),
actian como represores de la telo-
merasa, puesto que su sobreex-
presién en una linea celular inmor-
talizada causé el acortamiento gra-
dual de los telémeros. TRF1 y
TRF2 promueven la asociacion de
dos cadenas de ADN, lo cual con-
tribuye a estabilizar la estruc-
tura telomérica de “t-loop”, impi-
diendo el acceso de la telomerasa
al telomero.

Laidentificacion de otra proteina
llamada tankirasa ha favorecido el
conocimiento de la modulacién de
la actividad de la telomerasa. La
tankirasa tiene la capacidad de
auto-ribosilarse y a la proteina
TRF1 invitro. Esta actividad inhibe
launién de TRF1 al ADN teloméri-
co. Por esto, se sugiere que la tan-
kirasa podria remover a TRF1 in
vivo y permitir el acceso de la telo-
merasa al telémero (13).

Por otro lado, experimentos re-
cientes con S. cerevisiae han de-
mostrado la conexion entre el man-
tenimiento del telémero y las pro-
tefnas involucradas en la reparacién
del ADN. Un ejemplo de ellos es
el de una proteina muy conservada
en la evolucién llamada Ku que se
requiere para la reparacion de ca-
denas dobles de ADN. Ku es en
realidad un heterodimero de dos
proteinas: Ku 70 y Ku 86, que son
necesarias la funcién de unir seg-
mentos finales no homdélogos
(“non-homologous end joining”,
NHE). Se ha demostrado que las
levaduras que carecen alguna de
estas subunidades, pierden 60% de
sus repeticiones teloméricas, asi
como su capacidad silenciadora.
Asimismo se sabe que la induccién
de dafio al ADN promueve la mo-
vilidad del heterodimero Ku en le-
vadura desde su posicion en los
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Figura 5. Mantenimiento de los telémeros. La enzima telomerasa es un transcripta-
sa reversa que alarga y mantiene a los telomeros. Posee su propio templado para
sintetizar el ADN telomérico. En el caso de la telomerasa humana (hTER), el seg-
mento de ARN contiene 445 nucledtidos de los cuales 11 funcionan como templado
con la secuencia (5'-CUAACCCUAAC-3’). Asimismo, en el sitio activo de la
telomerasa se encuentra la subunidad TERT que es precisamente la transcriptasa
reversa. En humanos se denomina hTERT (human telomerase reverse transcriptase)
v es la que se encarga de alargar el telémero.

telémeros hacia los sitios donde hay
rompimientos de cadena doble, su-
giriendo una relacion entre la repa-
racion del ADN y las proteinas te-
loméricas. En mamiferos también
se ha reportado que la proteina Ku
se asocia a las secuencias telomé-
ricas y se ha sugerido que en este
caso su funcién sea la de proteger
al telémero tanto de la degradacion
nucleotidica como de la recombi-
nacion (14). Lo interesante es que
al parecer Ku estd involucrada en
el mantenimiento de la estructura
del telémero por un mecanismo
distinto al de la telomerasa; sin em-
bargo, los mecanismos exactos ain
estin por esclarecerse.

LA TELOMERASA Y SU RELA-
CION CON EL ENVEJECIMIENTO
La informacion reciente con respec-
to alos telémeros y su funcién obli-
gan necesariamente a relacionarlos

con la regulacién de la vida de las
células y con el envejecimiento. Se
ha sugerido que una parte importan-
te del deterioro funcional que se ob-
serva durante el envejecimiento sea
producto del metabolismo alterado
de las células con senescencia que
se ha acumulado alo largo de la vida
de un organismo. Especialmente
porque las células con senescencia
no se dividen ni se mueren por
apoptosis, por lo que no pueden ser
reemplazadas. A esto se le conoce
como la teoria telomérica del enve-
jecimiento. Por afios se especul6 so-
bre la posibilidad de aumentar la
longevidad celular mediante la in-
sercion de telomerasa exégena. Fi-
nalmente esto fue posible en los fa-
mosos experimentos de Woodring
Wright y colaboradores (15), que
lograron transfectar el gen de la te-
lomerasa a fibroblastos humanos.
Como se esperaba, la enzima rege-
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nero los telémeros y, al no acor-
tarse, las células no entraron en se-
nescencia.

Actualmente, no cabe duda de
que los telémeros estan relaciona-
dos con la proliferacion celular, sin
embargo, ain quedan muchas dis-
crepancias por resolverse como
para afirmar que este sea el unico
mecanismo que explica el envejeci-
miento. En primer lugar, hay que re-
cordar que no todas las células del
organismo se dividen, ya que exis-
ten tanto las células postmitoticas
como las premitdticas. Las premi-
téticas son las células que estdn en
continua divisién celular y pueden
llegar en cierto momento a entrar en
senescencia; mientras que las post-
mitéticas son todas aquellas células
que una vez alcanzado un cierto ni-
vel de diferenciacion, no vuelven a
dividirse mds, como por ejemplo las
neuronas y ciertas células muscula-
res, por lo que estas células no se-
rian susceptibles a la regulacion te-
lomérica (por lo menos como se ha
planteado hasta este momento). Es-
to es interesante, puesto que una
gran parte de las patologias asocia-
das ala vejez se relacionan con fa-
llas o deterioros en el sistema ner-
vioso central y muscular, de manera
que dichos sistemas deben tener al-
gun otro tipo de regulacién como
pudiera ser por ejemplo un meca-
nismo m4s determinante hacia la
muerte por apoptosis.

Aun cuando algunos cientificos
piensan que pudiera existir un gen
maestro_que regule el proceso de
envejecimiento, este fenémeno es
tan complejo que debe ser regulado
por una diversidad de genes y pro-
teinas, que ademads se vean afecta-
dos por factores ambientales. De
esta manera, una sola hipétesis co-
mo es la telomérica, es insuficiente
para entender y explicar como se
lleva a cabo el envejecimiento.
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LA TELOMERASA Y SU RELA-
CION CON EL CANCER

Por otro lado, se sabe que las cé-
lulas de un organismo tienen dife-
rentes tiempos de proliferaciéon y
que muchas veces conviven dentro
de un tejido células con senescen-
cia con otras células que se estdn
dividiendo. De hecho se ha pro-
puesto (9) que el mecanismo de
senescencia celular estd mas rela-
cionado con una posible proteccion
contra el cancer, en los organismos
jOévenes, que con un mecanismo in-
tegral de envejecimiento. Esto es
muy interesante, ya que como se
menciond, se ha reportado que en
las células tumorales los niveles de
telomerasa incrementan. Actual-

1.  Muller H J (1938) The remaking of chromosomes. 9.

Collecting Net /3:181-195.

mente se estidn efectuando investi-
gaciones con fines terapetiticos pa-
ra tratar de bloquear a la telo-me-
rasa y acortar los telomeros de las
células cancerosas (12).

PERSPECTIVAS

Las investigaciones en torno a la
enzima telomerasa y a le estructura
del telémeros siguen siendo de gran
interés para la comunidad cientifica
puesto que todavia hay muchas in-
cOgnitas por resolver, tanto en lo
que respecta a la estructura como
a la funcion de los mismos, asi co-
mo su relacion con la regulacion de
la proliferacion celular y los feno-
menos como el cancer, el envejeci-
miento celular y la apoptosis.
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PROBLEMA BI0QUIMICO
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TEMA: Cinética enzimatica. Inhibidores fuerte- un inhibidor fuertemente unido. Se determinaron las
mente unidos (pseudo-irreversibles). velocidades iniciales de reduccidn de citocromo c tras
incubar a distintos tiempos al complejo bc, purifica-
La estigmatelina es un inhibidor del complejo bc, do (1 nM) en presencia de distintas concentraciones
(quinol: citocromo ¢ oxidorreductasa) mitocondrial. de estigmatelina y quinol, de acuerdo con la siguiente
Su K, es inferior a 0.1 nM, por lo que se le considera tabla:
Tiempo Velocidad inicial
(s) (nmol citocromo ¢ reducido(nmol bc,) " (s)™)
Quinol (UM)
5 10 20 40
Estigmatelina (nM)
1& 225 [ 30 20 30 40 30 45 60 40 60 80
0 70 70 70 110 | 110 {110 | 150 | 150 |150 | 185 | 185 | 185
5 55.6 [ 49.6 | 44.1 | 857 | 75.6 | 66.7 | 111 095.6 | 823 |152 | 137 | 124
10 442 | 35 279 | 66.7 |52 40.5 | 82.3 | 61 452 | 124 102 | 83.1
15 35.1 [ 249 | 176 |52 35.7 | 245 |61 389 | 248 101 [752 | 55.7
23 243 | 142 | 8.3 348 | 19.6 |11 37.7 | 189 |95 737 1465|294
30 17.6 | 8.8 4.4 245 | 11.6 |55 248 | 10.1 | 4.1 55.7 [ 30.6 | 16.8

Calcular la constante de velocidad de unién de la estigmatelina (k,,), y el tipo de inhibicién de este compuesto con
respecto al quinol.
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METABOLISMO DEL GLUCOGENO
[2 . " '
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ﬁ

|6 Acciéndelashormonasquein- 9 Enzima que cataliza el paso de
RIZONTALES ducen la degradacién del gluco- glucosa-1-fosfato a glucosa-6-

R P L L geno. fosfato.
Enfermedad de ;hay glu- 7 Unién presente en diy polisa- 11 Hormona hiperglucemiante y

cogenosis debida a la deficien-
ciade amilo alfa-1,4-glucosidasa
La adrenalina la activa, por su
accion el ATP forma un nucleo-
tido ciclico.

8

caridos, participan los carbonos
1-4y 1-6.

Hormona que se libera cuando
disminuyen los niveles de gluco-
saen sangre.

glucogenolitica que se libera en
estados de estrés.

12 Nombre trivial de la alfa-1,6-
glucosidasa.

15 La glucdgeno sintasa capta glu-
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17

19

23

24

25

26

29

31

cosa que estd unida a este nu-
cleétido difosforilado.
Glucogeno ,eslaen-
zima que libera glucosa- 1-fos-
fato del polisacarido.

Via catabdlica, activada cuando
su enzima reguladora se fosforila
por una cinasa AMPc depen-
diente.

Organo en el que el producto fi-
nal de la glucogendlisis es glu-
cosa-6-fosfato.

Enzima que puede activar tanto
ala fosforilasa cinasaen la glu-
cogendlisis como ala glucégeno
sintasa en la glucogénesis.
Junto con el mecanismo de la
sintesis del glucégeno, regula el
nivel de glucosa en la sangre.
Enfermedades ocasionadas por
el almacenamiento de glucogeno.
Tipo de misculo donde se alma-
cena principalmente el glucogeno.
Via estimulada por la insulina
que activa a la proteina fosfa-
tasa 1.

32

33

34

Actividad fisica que estimula la
glucogenalisis.

Enzima que traslada un bloque
de residuos glucosilo de una ra-
ma a otra del glucogeno.
Hormona que estimula la sinte-
sis de glucégeno tanto hepatico
como muscular.

. VERTICALES

10

13

Derivado fosforilado de la vita-

mina B6, participa en la fosfo-
rélisis del glucogeno.

Proteina reguladora del tamafio
de los granulos de glucogeno.
Nucleétido que en su forma ci-
clica activa a la proteina cinasa
tanto el la sintesis como en la
degradacién del glucégeno.
Nucleétido trifosforilado nece-
sario para la incorporacion de
glucosa al glucgeno.

Enzima que hidroliza glucosa-6-
fosfato, presente en el higado pero
ausente en musculo y cerebro.

14

16

SaldafiaBalmoriY

Forma en la que se libera el mo-
nosacérido después de la fosfo-
rolisis.

Mecanismo de inactivacion de
la gluc6geno sintasa al pasar de
laformaaalab.

18 Manera en la que se encuen-

20

21

22

27

28

30

tra la glucosa-1-fosfato luego
de desprenderse del glucoge-
no, esto le impide salir de la
célula.

Escision de un enlace mediado
por el ortofosfato.

Enzima que por hidrélisis del
pirofosfato forma dos molécu-
las dcido fosforico.

Se presenta cuando no hay sufi-
ciente degradacion del glucoge-
no hepdtico.

I6n cuya presencia en el citosol
activa a la fosforilasa cinasa y
estimula a la glucogenolisis.
Forma en la que se almacena la
glucosa en musculo e higado.
Aminoécido precursor de la
adrenalina.
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BI0QUIMICO

La unién de un inhibidor (I) a una enzima (E) puede
representarse de la siguiente manera:

< (D),
k
off
donde k,, es la constante de velocidad de unidn del
inhibidor, y k¢ es la constante de velocidad de libera-
cién. Considerando que el valor de K para la estig-
matelina es muy pequefio (<0.1 nM), k¢ puede des-
preciarse. Entonces, la ecuacion de velocidad de unién
del inhibidor es:

y = ko, [E] [1] 2

Considerando que [/] >> [E], de manera que [/] per-
manece constante durante el curso temporal de union del
inhibidor, la ecuacién anterior puede expresarse como:

v=Fk*[E] 3),
donde
k¥ = kon (1] (4)
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A medida que el inhibidor se une, el cambio en la
concentracion de enzima activa [E,] en funcién del
tiempo se expresa como:

—d[E,}/dt = k*[E,] (5)

Laintegracion de esta tltima ecuacion con respecto a
[E,] entre los tiempos 0 y 7 resulta en la siguiente ex-
presion:

In ([E,],/[EJo) = —k* ¢ ©)

La concentracion de enzima activa puede seguirse
midiendo la velocidad inicial de la reaccién, como se
muestra en la tabla de datos. Podemos entonces sus-
tituir la velocidad inicial al tiempo cero (vy) en lugar
de [E,], y la velocidad inicial a cada tiempo de incu-
bacion (v,) en vez de [E, ], en la ecuacion 6.

Por lo tanto, se grafica In(v,/v;) contra tiempo to-
mando los valores de la tabla de datos, y con una re-
gresion linear se obtiene la pendiente para cada con-
centracion de inhibidor, la cual corresponde a —k*.
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A continuacién se grafican los valores de £* obteni-
dos de las pendientes contra la concentracién de
inhibidor para cada concentracién de quinol. De acuer-
do con la ecuacion 4, la pendiente de cada una de las
rectas obtenidas corresponde al valor de &k, para
cada concentracion de quinol.

[Quinol]
. (uM)
m 5
0.125 e 10
A 20
0.100 1 v 40
v—A 1
‘v 0.0754
S
X
0.050
0.0254
0.000 T T T T T T r T Y

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Estigmatelina (nM)

Puede observarse que la pendiente (es decir k)
cambia en funcién de la concentracién de quinol, lo
que excluye un tipo de inhibicién no competitiva por
parte de la estigmatelina respecto al quinol. Esto ade-
mds indica que para cada concentracién de quinol, la
pendiente que se obtiene corresponde en realidad a
una constante de velocidad de union aparente (k” ),
cuya definicion depende de si la estigmatelina es un
inhibidor de tipo mixto o competitivo.

Al graficar el inverso de k”, contra la concentra-
cion de quinol es posible distinguir entre una inhibi-
ci6n competitiva y una inhibicién mixta. En el caso de
la competitiva, existe el complejo enzima-sustrato
[ES], que se define a partir de su constante de diso-
ciacion (K,):

K, =[E][SI[ES]:

[ES] = [E][SV/K; (7
También existe el complejo enzima-inhibidor [EI],
cuya formacién en este caso se considera irreversible
por tratarse de un inhibidor fuertemente unido, por lo

que se define basdndose en la ecuacién 1 como:

[El] = ko, [E]M] )

CovianR

La fraccion de enzima acomplejada con inhibidor
[EI]con respecto a la enzima total [E]; se define
como:

kon [E][T]

[E) _
Eh ) ko B+ B ©)

S

Eliminando [E] y dividiendo numerador y denomina-
dorentre k se llega a la expresion:
S \
[El WL+[I]+ [S] (10)
k kOI‘l KS

on

Al factorizar en el denominador obtenemos:

(E]] _ m
[Elr 1 [, [S] 1] (11)
kon KS

Otra manera de expresar la ecuacién 11 es:

[E] [0
[E]T 717 . [I] {12}
K on
donde:
1 1 1
k on kon Kskon

Esta expresion (ec. 13) corresponde a la ecuacion de
una recta, donde el inverso del valor de la ordenada
al origen corresponde a la constante de velocidad de
unién real del inhibidor (en ausencia de sustrato), y

el intercepto en el eje de las abscisas corresponde a —
K.
En una inhibicién de tipo mixto existe, ademds de
[ES] y [EI], la especie enzima-sustrato-inhibidor
[ESI), en cuya definicién se contempla un factor o.
que describe el cambio en afinidad por el sustrato en
presencia de inhibidor y viceversa. Una deduccién
semejante a la mostrada en las ecuaciones 7 a 13
para una inhibicion mixta resulta en la siguiente defi-
nicion:
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| 1 ) 1000 ]
11 ] "
G st ] e § T TR (14) g
kron kon 1+ _[S_] [kon Ks + [S_] 800 - //
oKy o
&
X 6004
—
La ecuacion 14 muestra que al graficar el inver- L n

so de k”,, contra el sustrato, la pendiente no es 400 -
una constante, sino una funcion del propio sustrato,
de manera que cuando [S] >>K| la pendiente ten-

-K ]
derd a cero. \ y e T 1/k,
r / T al
-10

T Y T T

Una inhibicién mixta, por lo tanto, resulta en una

hipérbola que no parte del origen. Ver grificade la 0 10 20 30 40
derecha, donde se muestran los datos del presente Quinol (uM)
gjercicio.
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Lalinearidad en la grifica indica que la estigma-
telina es un inhibidor competitivo pseudoirreversi- 1. Cardemil E (1987) Kinetics of the chemical
ble respecto al quinol. La constante real de velocidad modification of enzymes. En: Chemical modifi-
de unién del inhibidor (k,,) result6 ser de 4.7 x 10° cation of enzymes: active site studies. Editor
M-1s71, y el valor de K| para el quinol fue de 11.7 Eyzaguirre J. John Wiley and Sons, New York, pp.
UM. 23-34.
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INFORME DE LA SEMANA DE LA EDUCACION Bloquimica 2001
(XXVIII TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA Y
IX CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BloqQuimica, A.C.)

La Semana de la Educacién Bioquimica 2001 se realizo
en las instalaciones de la Ciudad Universitaria de la
UNAM, del 1 al 5 de octubre de 2001. Durante la inau-
guracién del programa académico de la Semana de la
Educacién Bioquimica 2001, el Dr. Alejandro Cravioto,
director de la Facultad de Medicina de la UNAM, des-
tacé la importancia de mantener este tipo de actividades
que han permitido una comunicacién directa entre los
académicos involucrados en la generacién de conoci-
mientos, los responsables de transmitirlos y los que dise-
fian e instrumentan estrategias docentes, proceso en el
cual todos los participantes resultan beneficiados. El
Comité Organizador del Taller estuvo conformado por
los doctores Alicia Cea Bonilla, Patricia del Arenal
Mena, Juan Pablo Pardo Vizquez, Enrique Pifia Garza
y Marco Antonio Judrez Oropeza, mientras que el Co-
mité Organizador del Congreso estuvo constituido por
los doctores Alicia Cea Bonilla, Patricia Torres Durdn y
Marco Antonio Judrez Oropeza, todos ellos del Depar-
tamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina,
UNAM.

Los trabajos preparativos para la Semana de la Edu-
cacion Bioquimica iniciaron en enero de 2001. La difu-
sion del programa de la Semana de Educacién Bioquimi-
ca se realizé mediante carteles, anuncios en la Gaceta
de la UNAM y en el Boletin de Educacién Bioquimica,
correo postal, electrénico y via telefénica. Se convocé a
profesores y estudiantes de la Bioquimica y materias
afines, de diversas instituciones de Educacion Media
Superior y Superior, tanto del Distrito Federal como del
interior de la Republica. Se registré la asistencia y parti-
cipacién de 116 estudiosos de la Bioquimica: 72 proce-
dentes del Distrito Federal, uno de Israel y 43 del inte-
rior del pais. El nimero de asistentes de los diferentes
estados fue el siguiente:

Campeche 1 Michoacéan 2
Chiapas 1 Morelos 3
Chihuahua 3 Nuevo Ledn 5
Colima 1 Puebla 11
Edo. de México 3 Querétaro 2
Guerrero 1 Sinaloa 1
Hidalgo 1 Sonora 2
Jalisco 1 Tamaulipas 4

Yucatin 1

Adicionalmente, asistieron sin registrarse mas de 20
profesores y/o estudiantes, los cuales solamente perma-
necieron en las sesiones de trabajo durante uno o dos
dias, en funcién de su disponibilidad de tiempo y de su
interés particular por algunas conferencias.

El programa de la Semana de la Educacién Bioqui-
mica estuvo estructurado en tres tipos de sesiones: las
matutinas, que versaron sobre temas de actualizacion y
se presentaron en la forma de conferencias magistrales;
las vespertinas, que abordaron aspectos teiico-practi-
cos de la construccién de material diddctico hipertextual
como herramienta de apoyo al proceso de ensefianza-
aprendizaje, y finalmente, la sesién de carteles del IX
Congreso de la Asociacién Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A.C., en la que se presentaron los trabajos
de investigacion docente de diversos grupos de profeso-
res. En ellos se abordaron temas de evaluacion de alum-
nos, de profesores y de metodologias de la ensenanza
media superior y superior, tanto del drea médica como
de la quimica y la biolégica, asi como también se presen-
taron modelos didacticos de apoyo a la ensefianza (mé-
todo quiromantico, investigacién formativa, multimedia
del ciclo cardiaco, pdgina Web de Bioquimica y curso de
Bioquimica por internet). La presentacion formal de los
carteles se realizo durante la primera tarde de la Sema-
na de la Educacion Bioquimica 2001, pero para una ma-
yor difusion del trabajo de investigacion docente, los car-
teles permanecieron durante 3 dias consecutivos.

Los temas y ponentes de las sesiones de la Semana
de la Educacion Bioquimica fueron los siguientes:

—Avances y retrocesos en el estudio del origen de la
vida. Dr. Antonio Lazcano Araujo, de la Facultad de
Ciencias de la UNAM.

—Genes y genomas. Dr. Victor Valdés Lépez, de la
Facultad de Ciencias de la UNAM.

—Biologia genémica computacional, aplicada a la re-
gulacién de la transcripcion. Dr. Gabriel Moreno Hagel-
sieb y Dr. Julio Collado Vides, del Centro de Investiga-
cion sobre Fijacion de Nitrogeno, UNAM.

—Regulacién por 6xido-reduccién: papel esencial en
la iniciacién del crecimiento celular. Dr. Carlos Gitler,
del Weizmann Institute of Science, Israel.

—Fisiologia celular y molecular de canales ionicos. Dr.
Marcelino Cereijido y Dra. Jacqueline Moreno, ambos
del CINVESTAYV, IPN.
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—Alteraciones Bioquimicas en la enfermedad de
Alzheimer. Dra. Clorinda Arias, del Instituto de Investi-
gaciones Biomédicas, UNAM.

—Control del volumen celular en células nerviosas: fi-
siologia y patologia. Dra. Herminia Pasantes, del Insti-
tuto de Fisiologia Celular, UNAM.

—~Ruta secretoria y Entamoeba histolytica. Dr. Ale-
jandro Alagén, del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

—Regulacién de la transcripcién por hormonas este-
roides sexuales. Dr. Antonio Cerbon y Dra. Adriana
Mendoza, ambos de la Facultad de Quimica, UNAM.

—Escherichia coli patégena, causante de infeccién
intestinal. Dr. Carlos Eslava y Dr. Alejandro Cravioto,
ambos de la Facultad de Medicina, UNAM.

—Metaloproteinasas de matriz extracelular, un delica-
do equilibrio entre dafio y reparacién. Dra. Annie Pardo,
de la Facultad de Ciencias, UNAM.

—El componente genético de la diabetes mellitus tipo
2. Dra. Teresa Tusie Luna, del Instituto de Investigacio-
nes Biomédicas, UNAM.

—Estrategias docentes en medicina. Lic. Ménica Ra-
mirez, de la Facultad de Medicina, UNAM.

~El aprendizaje basado en la solucién de problemas
(ABP), una estrategia para la ensefianza de la Bioquimi-
ca. Experiencia en la Escuela de Medicina del ITESM.
Dr. Enrique Martinez Gémez, del Instituto Tecnolégicoy
de Estudios Superiores de Monterrey.

—Quimica bésica para estudiantes de carreras “no qui-
micas”. Dra. [sabel Raygoza y Mtra. Irma Delfin, de la
UAM-Azcapotzalco y de la ENEP-Iztacala, respectiva-
mente.

—La construccién de material diddctico hipertextual
como herramienta de apoyo al proceso ensefianza-apren-
dizaje. Dr. Joel Reyes Méndez, de la UAM-Xochimilco.

Como ha sido costumbre, los ponentes disertaron so-
bre el tema de su presentacion desde un enfoque bdsico,
general e integral, hasta llegar a los aspectos mas rele-
vantes y de frontera, los que habitualmente sélo se en-
cuentran en las publicaciones especializadas mds recien-
tes. Al final de cada presentacion, los profesores y estu-
diantes asistentes tuvieron la posibilidad de que sus du-
das fucran aclaradas por los ponentes, lo que permitio,
en muchas ocasiones, un intercambio fructifero de ideas
y conocimientos.

Las sesiones tedrico-practicas sobre la construccion
de material didactico hipertextual permitieron que, tanto
los profesores con poca experiencia en el uso de esta
herramienta metodoldgica, como aquellos ya versados,
pudieran disefiar sus propias paginas web, asi como el
evaluar la conveniencia didactica del contenido de la
propia pagina.

El tema de cada ponencia se redacté a manera de
monografia. Como ha sido norma y tradicion, todas las
monografias fueron arbitradas por el Comité Editorial
del Mensaje Bioquimico y posteriormente publicadas en
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su volumen XXV, el cual fue distribuido oportunamente
a todos los participantes de la Semana de la Educacién
Bioquimica 2001.

El programa de actividades académicas de la Sema-
na de la Educacién Bioquimica 2001 fue clausurado por
la Dra. Ana Maria Lopez Colomé, Jefa del Departa-
mento de Bioguimica de la Facultad de Medicina,
UNAM, quien agradeci6 la participacién entusiasta de
los asistentes, asi como de las autoridades universita-
rias, en particular del Dr. Alejandro Cravioto, por las
facilidades proporcionadas para la realizacion de la Se-
mana de la Educacién Bioquimica 2001.

Finalmente, se realizd la sesién de negocios de la Aso-
ciacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C.
En ella se discutieron aspectos relacionados con los es-
tatutos de la Asociacién y se sugirid elaborar una pro-
puesta de modificacién de ellos. También se propusieron
alternativas para impulsar las actividades Académicas
en los diversos Estados de la Repiiblica. Por otra parte,
se comentd la conveniencia de cambiar el nombre del
Boletin de Educacién Bioquimica por el de Revista de
Educacion Bioquimica, el cual responde a la madurez
alcanzada por nuestra publicacidn.

Con relacién a la evaluacion de la Semana de la Edu-
cacion Biogquimica 2001, los asistentes opinaron sobre la
suficiencia y oportunidad de la informacion recibida para
anunciar el programa de actividades, sobre la duracién
del evento y de las sesiones, asi como sobre el interés
que les generd cada ponencia para seguir estudiando
dicho tema, el conocimiento que les incrementé y la apli-
cacién que tendra dicho conocimiento dentro de sus ac-
tividades docentes.

De las encuestas recibidas (36), se obtuvieron los si-
guientes datos:

Los participantes fueron académicos de las Escuelas
o Facultades de Medicina, Quimica, Odontologia, Agro-
nomia, Biologia, Enfermeria, Nutricién, Biotecnologia,
Zootecnia y Farmacia.

Mientras que el 60% de los participantes ha asistido
menos de 6 veces a la Semana de la Educacién Bioquimi-
ca, el 40% restante ha participado en mas de 6 ocasiones.

E180% de los participantes opinaron que la informa-
cién del programa académico de la Semana de la Edu-
cacién Bioquimica fue recibida en forma oportuna y su-
ficiente. g

El 80% de los asistentes considerd que la duracion
del evento y de las sesiones fue adecuada.

Académicos de Chapingo, Jalisco, Hidalgo, Guerrero
y D.F. (UAM-X, UNAM-Fac. de Ciencias) mostraron
interés en llevar a sus Escuelas o Facultades la sede de
la Semana de la Educacién Bioquimica en un futuro
préximo.

La opinién de los participantes con relacién al interés,
conocimiento y aplicacién de los temas presentados se
presenta en las siguientes figuras.
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Ruta secretoria y Entamoeba histolytica Regulacion de la transcripcion por hormonas
esteroides sexuales
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El componente genético de la diabetes Estrategias docentes en Medicina
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El ABP, una estrategia para la ensefianza
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Por cambios de tltima hora, dos de las ponencias pro-
gramadas inicialmente no pudieron llevarse a cabo, la
del Dr. Mauricio Montal “Mitocondria y apoptosis™ y la
del Dr. José Moreno “Transporte intracelular de protei-
nas’’; no obstante, en el volumen XXV del Mensaje
Bioquimico estdn publicadas las monogratias de sus res-
pectivos temas. La ponencia del Dr. Carlos Gitler “Re-
gulacidn por éxido-reduccidn-papel esencial en la inicia-
cion del crecimiento celular” y la ponencia de la Dra.
Herminia Pasantes “Control del volumen celular en cé-
lulas nerviosas: fisiologia y patologia”, no aparecen pu-
blicadas en el Mensaje Bioquimico por la razén antes
mencionada.

Por ltimo, es necesario reconocer que en esta oca-
8160n, la Secretaria de Educacién Piblica (SEP), a través
de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimi-
ca, A.C., brind6 su apoyo al Comité Organizador de la

regular
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Semana de la Educacién Bioquimica 2001 para que un
mayor nimero de profesores, procedentes de Universi-
dades e Institutos de Educacién Superior del interior de
la Republica pudieran compartir los frutos de las activi-
dades de esta semana de trabajo. Ademads, aunque fi-
nalmente no se requirio, la Academia Mexicana de Cien-
cias (AMC) y la Fundacion México-Estados Unidos
para la Ciencia (FUMEC) ofrecieron su apoyo econd-
mico. No olvidamos las facilidades que nos proporciona-
ron en todo momento las autoridades y funcionarios de
la UNAM: Dr. Alejandro Cravioto, Director de la Facul-
tad; Dra. Ana Maria Lopez Colomé, Jefa del Departa-
mento de Bioquimica de la Facultad, y Dra. Irma Bernal
Lugo (Depto. de Quimica, Facultad de Quimica), entre
otros. A todos ellos, nuestro mds reconocido y sincero
agradecimiento. En esta semana académica también con-
tamos con la colaboracion de las siguientes empresas,
a las cuales les agradecemos sinceramente: Sigma-Al-
drich, Accesolab, Limusa y McGraw Hill Interameri-
cana. También, reconocemos el apoyo brindado en todo
momento por la Sociedad Mexicana de Bioquimica.
Gracias a la participacion de los ponentes y asistentes,
el Comité Organizador de la Semana de la Educacion
Bioquimica seguird retroalimentandose para ofrecer
cada vez mejores programas de actividades, acordes
con el desarrollo de la Bioquimica.

El Comité Organizador de la

Semana de la Educacién Bioquimica 2001:
Dra. Irene Patricia del Arenal Mena

Dra. Alicia Cea Bonilla

Dra. Patricia V. Torres Durdn

Dr. Juan Pablo Pardo Vizquez

Dr. Enrique Pifia Garza

Dr. Marco Antonio Judrez Oropeza
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PREMIO DE LA UNESCO PARA 1A
DOCTORA ANA MARIA LOPEZ COLOME

La Dra. Ana Maria Lépez Colomé, Jefa del Depar-
tamento de Bioquimica de la Facultad de Medicinae
investigadora del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM, fue designada como una de las cinco mujeres
que este afio obtuvieron el Premio L'Oréal-UNESCO
para las Mujeres en la Ciencia. El premio obtenido por
la Dra. Lopez Colomé fue instituido por la Compaiiia
L’Oréal con el apoyo académico de la UNESCO hace
cuatro afios y se concede anualmente a una investiga-
dora por region geografica: Africa, América del Norte,
Asia-Pacifico, Europa y Latinoamérica.

El jurado que otorgd el Premio estd constituido por
investigadores distinguidos de diferentes paises del
mundo y es presidido por el profesor Christian de
Duve, Premio Nobel de Medicina en 1974. En esta
ocasion la entrega de premios a estas cinco investiga-
doras se realiz6 el 6 de marzo del presente afio en la
sede de la UNESCO en Paris, Francia.

Durante 30 afos la Dra. Lépez Colomé se ha de-
sarrollado en el campo de la investigacion cientifica.
Inicialmente su principal interés fue el conocer cémo
se realiza la transmisién de la informacién entre las
c€lulas nerviosas tomando como modelo a la retina,
ya que se consideraba mads facil estudiar este fend-
meno en un sistema relativamente sencillo y accesible
como la retina, cuando se compara con otras regio-
nes del sistema nervioso.

Posteriormente su investigacion se ha dirigido al es-
tudio relacionado con el funcionamiento de la retina
misma, ya que ha encontrado que muchos de los me-
canismos basicos de ésta, difieren considerablemente
de los del cerebro. Su trabajo estd enfocado en cono-
cer como las células nerviosas de la retina transmiten
los impulsos luminosos que reciben del exterior hacia
el cerebro, donde se integran en forma de imdgenes.
Los fotorreceptores de la retina transforman los esti-
mulos luminosos que reciben del exterior en una seiial
quimica —la liberacion del neurotransmisor glutamato—
que excita a una cadena de células para que finalmente

los impulsos nerviosos desemboquen en la corteza 6p-
tica del cerebro. Una de las contribuciones de la Dra.
Ldpez Colomé en colaboracién con su grupo de trabajo,
es la caracterizacion de los receptores del glutamato
mediante los cuales se transmite el impulso nervioso
excitador de laretina y con ello contestar algunas pre-
guntas a saber: ; como son estos receptores?, ; cudles
son los agentes activadores e inhibidores que los regu-
lan?y ;qué reacciones se desencadenan en la célula
porque el glutamato se une a dichos receptores?

A través de la caracterizaci6n de los receptores de
glutamato, las vias intracelulares acopladas a su acti-
vacion y las consecuencias de la misma sobre la ex-
presion de genes especificos, la Dra. Lépez Colomé
no solo ha demostrado que estos mecanismos difieren
de los del sistema nervioso central, sino que ha funda-
mentado la posibilidad de que las células gliales de 1a
retina (células de Miiller) pudieran modular 1a neuro-
transmision excitadora, llevada a cabo por las neuro-
nas, en este tejido.

El trabajo de la Dra. Lépez Colomé estd orientado
a la generaci6n del conocimiento que puede ser de
utilidad para otras especialidades y de esta manera
participar en el esclarecimiento de algunas patologias:
al mismo tiempo la Dra. Lépez Colomé contribuye
con la Universidad Nacional Auténoma de México
en la formacién de estudiantes tanto de licenciatura
como de posgrado, asi como de investigadores en su
laboratorio.

El premio obtenido por la Dra. Ana Maria Lépez
Colomé nos llena de orgullo a los miembros del De-
partamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina
y ala Universidad Nacional Auténoma de México.

Leonor Fernandez Rivera-Rio y

Yolanda Saldafia Balmori

Departamento de Bioquimica,

Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Autonoma de México
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PRESENTACION DE LA
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

Este nimero es de especial importancia para el comité
editorial del hasta ahora llamado Boletin de Educacion
Bioquimica, ya que a partir de esta fecha se convierte
en la Revista de Educacién Bioquimica (Rev Educ
Bioq) con las abreviaturas de REB. Es éste, un pequefio
cambio, en apariencia, pero es en realidad muy im-
portante, ya que representa la consolidacién del es-
fuerzo editorial que a través de 20 anos han realizado
27 editores, que han trabajado con total entrega y de-
dicacion, en distintas circunstancias, bajo distintas pre-
siones y en muy diversas condiciones, pero siempre
bajo un mismo criterio y buscando cumplir los mas al-
tos objetivos de la revista: La enseflanza de la bioqui-
mica y la difusién de los conocimientos.

Este paso nos permite entrar a la siguiente etapa de
la revista con un espiritu renovado, conservando una
importante y valiosa herencia e integrando nuevos con-
ceptos que exige la ensefianza actual de la bioquimica.
Aun cuando estamos satisfechos por esta etapa, que
ahora vive larevista, no es suficiente y seguimos traba-
jando para realizar los cambios que dicta la nuevareali-
dad, que cada vez es més evidente y que impone nuevos

enfoques en la ensefianza, en la investigacion, en la bio-
quimica, en la medicina, en las ciencias, en las artes y
en la educacion. Esta también es una oportunidad para
renovar los compromisos adquiridos por el comité edi-
torial de la ahora REB y los tomamos con una gran
responsabilidad y deseos de servicio, como ha carac-
terizado a los comités editoriales que nos antecedieron
y que seguramente serd la norma que perdure en los
siguientes.

En este contexto hemos pedido a la Dra. Yolanda
Saldafia, actualmente editora de larevista y editora fun-
dadora de la misma, que nos exprese algunas ideas al
respecto de esta celebracion que compartimos con
nuestros lectores. Asimismo, anexamos al final una lista
de los editores que han formado parte de los diferentes
comités editoriales a lo largo de estos 20 afios, para
rendir asi un pequefio pero significativo reconocimien-
to a su desinteresada labor.

Dr. José Victor Calderdn Salinas,
Editor en Jefe

BOLETIN Y REVISTA DE EDUCACION BI0oQuiMICA
(BEB-REB)

En marzo de 1982 se inici6 la publicacién trimestral
del Boletin de Educacion Bioquimica (BEB), un 6rga-
no de comunicacion, difusion y servicio entre los que
nos dedicamos a la bioquimica; el cuerpo editorial fue
constituido por un grupo de profesores de bioquimica
con representacion de algunas instituciones educativas:
del Instituto Politécnico Nacional, la Escuela Nacional
de Ciencias Bioldgicas y el Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados; de la Universidad Nacional
Auténoma de México, las Facultades de Quimicay
Medicinay los Institutos de Investigaciones en Fisiolo-
gia Celular y de Investigaciones Biomédicas, y el Insti-
tuto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”.

El BEB surge como un reclamo de algunos profeso-

res de bioquimica de universidades del interior del pais
ya que desde 8 afios atras, el Departamento de Bio-
quimica de la Facultad de Medicina de la UNAM les
habia estado convocando anualmente al Taller de Ac-
tualizacion Bioquimica y los profesores asistentes a tal
reunion instaron repetidamente en que ellos necesita-
ban una comunicacién mas frecuente que la que el De-
partamento de Bioquimica les ofrecia. Desde su cons-
titucion el BEB es un 6rgano independiente que se echa
a andar s6lo con la voluntad de los que trabajamos en
su elaboracion, sin apoyo oficial institucional pero con
mucho entusiasmo. El Dr. Enrique Piiia, principal pro-
motor del BEB, logré conseguir apoyos econdémicos
dentro de la UNAM vya sea del Departamento de
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Bioquimica de la Facultad de Medicina, de la Direc-
¢ion de la Facultad de Medicina, de 1a Secretaria Ge-
neral de Rectorfa, de la Coordinacién de Investigacién
Cientifica y del Sistema de Universidad Abierta.

No todo el tiempo corrimos con tan buena suerte,
vinieron tiempos dificiles, pero logramos sacarles pro-
vecho ya que eso fue la razén que nos obligé a pensar
en generar nuestros propios recursos y asf el 18 de
agosto de 1989 se declara fundada la Asociacién
Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. en don-
de el 6rgano de comunicaci6n es el Boletin de Educa-
cion Bioquimica.

Independientemente de otras actividades a las que
la Asociacion estd comprometida como es el organizar
el Congreso Anual, conectar a profesores de las dife-
rentes universidades, servir a aquellos asociados que
requieren alguna informacién para un mejor servicio
docente, difundir noticias de las actividades relaciona-
das con nuestra disciplina, etc., el BEB es el represen-
tante trimestral de nuestra Asociacion.

Sin entrar en competencia con revistas internacio-
nales de investigacion el BEB ha sido desde su inicio,
una publicacién especializada con articulos originales y
con ello cumple su aspiracién de servir de vehiculo de
difusién y comunicacién; funcién que por 20 afios ha
venido desarrollando entre aquellos que han respondi-
do al llamado y todos los que hemos trabajado en este
proceso en el cual creemos, al cual queremos y que
sabemos que es util.

Eltrabajo de edicion realizado durante sus primeros
20 afios se resume en la siguiente lista

NOMBRE ANO
Guillermo Alvarez Llera 1984-marzo 1987.
José Victor Calderdn Salinas 1996-1a fecha.

Alfonso Cérabez Trejo 1982-1993.
Guillermo Carvajal Sandoval 1982-1994,
Edmundo Chavez Cosio 1995-1998

2000-1a fecha
1982-jun. 1993.
1982-marzo 1987.
1989-1998.

Socorro C. Duran Vargas
Alberto Hamabata Nishimuta
José Antonio Holguin Hueso
Albert Huberman Wajsman
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Marco Antonio Judrez Oropeza 2000-la fecha.

Carlos Larralde Rangel 1989-1993.

Jests Manuel Le6n Cazares 1982-1999.

Federico Martinez Montes 2000-sept. 2000 y
2002-1a fecha.

Jaime Mas Oliva 1993-1998

Graciela Meza Ruiz sept. 2000-1a fecha.

Fernando Montiel Aguirre 1995-jun. 2001.

2000-1a fecha.
Jun. 2001-la fecha.

Rafael Moreno Sanchez
Rosario A. Mufioz Clares

Enrique Pifia Garza 1982-1993.
Jorge Joel Reyes Méndez 2000-1a fecha.
Manuel L. Robert 1982.

Emilio Rojas del Castillo 2000-1a fecha.
Rocio Salceda Sacanelles sept. 2000-1a fecha.
Yolanda Saldafia Balmori 1982-1a fecha.
Sergio Sanchez Esquivel 1982-1999.

Sadl Villa Trevinio 1982-marzo 1983.

Alejandro Zentella Dehesa 1995-1a fecha.
Nota: Cuando no se menciona el mes de inicio es mar-
zo y el de término es diciembre.

La evolucion y madurez que se ha logrado a través
del tiempo, del trabajo de los diferentes participantes,
del nimero y calidad de los articulos que son sujetos
al trabajo editorial, nos ha encaminado dentro el pro-
ceso natural de la evolucién (Saldafia de Delgadillo Y.
Historia natural del BEB. BEB 10(14):29-30,1991) a
un cambio tanto del titulo como de la presentacién
de nuestro érgano de comunicacién, a partir de marzo de
2002 el Boletin de Educacién Bioquimica (BEB)
se torna Revista de Educacién Bioquimica (REB).

Actravés de estas lineas nos dirigimos a los lectores
de la Revista de Educacion Bioquimica para pedirles
nos hagan llegar sus comentarios acerca del trabajo
que realizamos, sus opiniones ayudardn a reforzar
nuestro deseo de servir o en su caso a corregir la ruta.

Yolanda Saldafia Balmori,
Editora Fundadora
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CONVOCATORIA

REGISTRO DE CANDIDATOS PARA OCUPAR LA PRESIDENCIA
DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C., DURANTE EL BIENIO 2002-2004

Con base en el Articulo Noveno de los Estatutos de la Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A.C., el Consejo Directivo de la Asociacién convoca a sus asociados a postular candida-
tos para ocupar la Presidencia de la Asociacion durante el bienio 2002-2004, a partir de septiembre
de 2002.

Los asociados numerarios deberdn postular por escrito a sus candidatos y cada candidato pos-
tulado deberi entregar la siguiente documentacion:

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

Las cartas de postulacién de los Asociados y la documentacién de cada candidato deberdn ser
entregadas en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, UNAM, antes del lunes 15
de julio de 2002. Los documentos requeridos podran ser entregados personalmente o enviados por
correo postal. El envio de la documentacién por medios electronicos (fax o correo electrénico)
sélo tendri validez hasta recibir los documentos originales.

Con base en el Articulo Décimo segundo de nuestros Estatutos, el proximo Presidente sera
clegido de la lista de candidatos generada por el Consejo Directivo de la Asociacién. La eleccion del
nuevo Presidente se llevara a cabo durante la reunién de negocios del X Congreso de la Asociacion
Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., programada para agosto de 2002.

Ningtn candidato podra ser registrado después del 15 de julio de 2002, después de lo cual el
Consejo Directivo analizard todas las propuestas para generar una lista de candidatos elegibles, mis-
ma que presentard durante la sesion regular de negocios de la Asociacion, que se realizard en agosto
durante el X Congreso de la Asociacion.

Entrega de documentos: Sra. Marivel Rojas Garcia. Departamento de Bioqﬁinljca, Facultad de Medi-
cina, UNAM. Apartado Postal 70-281, 04510, México, D.F. Correo E: beb@bgq.unam.mx Tel.: 5623-
2170, Fax: 5616-2419

Consejo Directivo de la
Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C.
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SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUIMICA 2002

XXIX TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA
X CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
~ DE PROFESORES DE BIoQuiMICA, A.C.

Del 27 al 30 de agosto de 2002.

~ Enlasinstalaciones de la Facultad de Medicina, UNAM
Ciudad Universitaria, México, D.F.

Departamento de Bioquimica, Asociacion Mexicana de
Facultad de Medicina, UNAM Profesores de Bioquimica, A.C.

~ Visite nuestra pagina: http://laguna.fmedic.unam.mx/%7Eevazquez/tab/

CUOTAS DE INSCRIPCION A LA SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUIMICA:

‘Antes del 30 de mayo $350.00 M.N. Inscripci6n posterior al 30 de mayo $500.00 M.N.
~ Profesores que pertenecen a la AMPB, A.C. y estudiantes $350.00 M.N.
Se recuerda a los miembros de la AMPB, A.C. que la renovacién de su membresia

(2002) es de $150.00 M.N.

- MAYORES INFORMES: Srita. Rosa Ma. Lopez para el XXIX TAB y con Marivel
~ Rojas para el X Congreso. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
UNAM. Tel.: 01(55) 56-23-21-75. Fax: 01(55) 56-16-24-19. Horario de oficina.
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SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUIMICA,
AGOSTO DE 2002

Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, UNAM

Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A.C.

Programa de Actividades
Se llevara a cabo en las Instalaciones de la Facultad de Medicina, UNAM

HORA MARTES MIERCOLES JUEVES VIERNES
27 28 29 30
9:00 Dr. Wilhelm Hansberg Dr. Alejandro Dr. Arturo Rojo
Fernandez-Velasco
a UAM-Iztapalapa
IFC, UNAM Fac. Med., UNAM
1045 Simulacién del
Biologia de las especies Enfermedades reconocimiento entre
reactivas de oxigeno relacionadas con el proteinas y moléculas
plegamiento de proteinas pequeiias. Aplicacion al
disefio de firmacos
RECESO
11:00 Dra. Nancy Carrasco Dr. Julio Reyes Leyva | | Dr. Salomén Bartnicki
?2. 45 Albert Einstein College | | Depto. de Inmunologia sargla
: of Medicine, Nueva York| | Unidad Biomédica de | | Centro de Inv. Cientifica
Oriente. IMSS, Puebla | | ¥ de Educacién Sup.,
La zaga del transportador Ensenada, B. C.
de yodo: de la Mecanismos moleculares . o
identificacién molecular a de la patogenia viral Importancia d‘e la‘bloﬁsma
sus aplicaciones clinicas en la morfogénesis de los
hongos
RECESO
13:00 Dr. Salomén Bartnicki
a Garcia
14:30 Congreso Congreso —
AMPB, A. C. AMPB, A. C. g
Taller de demostracion
Modelos cibernéticos para
simular el desarrollo celular
COMIDA
16:00
a INSCRIPCIONES
17:30 TALLER SOBRE EDUCACION A DISTANCIA
17:45 Dr. Xavier Soberon Dr. Manuel Aguilar. UAEM
a IBT, UNAM
20:00 . L. . , ..
La ingenieria genética y Imagenes del conocimiento
sus campos de aplicacion:
la biocatalisis y la
industria quimica limpia
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ASOCGIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, A.C.

X CONGRESO

SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUIMICA 2002 (27 al 30 de agosto de 2002)
Facultad de Medicina, U.N.A.M. Ciudad Universitaria, México.

OBJETIVO:

El Congreso de la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica,
A.C., tiene como objetivo el que los profesores de Bioquimica y dreas
afines de las licenciaturas y posgrados del pais tengan un foro en donde
puedan compartir sus experiencias, propuestas y trabajos de
investigacién docente, en un ambiente critico y académico.

PARTICIPANTES:

Se invita a profesores, instructores de laboratorio y estudiantes de
bioquimica y dreas afines, de diferentes carreras de licenciatura y posgrado
del pais, asi como a investigadores de distintas dreas interesados en la
ensefianza. Se aceptard un maximo de dos trabajos por ponente.

TEMAS:
Las presentaciones deberdn ser incluidas dentro de los siguientes temas:

— Andlisis sobre la efectividad y/o aplicacion de planes de estudios yaen

marcha. ’

— Aplicacion de sistemas de ensefianza mediada por computadora.

— Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion.

— Estudios poblacionales sobre indices de aprobacién y/o desercidn.

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

— Instrumentacidn y/o innovacion de practicas de laboratorio.

— Otros: experiencia docente, presentacion o comentarios de planes de
estudio, exdmenes y otros instrumentos de evaluacion, el uso de técnicas
motivacionales y/o material didédctico y juegos empleados en clase,
propuestas diddcticas de la aplicacién de temas de investigacién de
estudiantes de posgrado.

Los restimenes deberdn ser escritos con letra Times New Roman de
10-12 puntos, con una extension méaxima de una hoja cuartilla, a espacio
sencillo y con 2.5 cm de margen por lado. Se debera especificar: titulo
(a mayiisculas), autores y adscripcién, introduccién, objetivo, hipétesis
y/o justificacién, métodos y/o técnicas empleadas, resultados, discusion
o aplicacién diddctica y conclusiones. El resumen podrd tener un
esquema, figura o tabla. Le pedimos cuidar su presentacién y ortografia,
pues los resiimenes serdn publicados en las memorias que se elaborardn
en ocasién del X Congreso tal y como se envien. El original de su
trabajo, el cual no deber4 tener borrones ni tachaduras, se enviara sin
doblar, junto con tres copias por correo postal. No se aceptan envios
por Fax. Se sugiere que la presentacién del resumen se apegue al
siguiente ejemplo:

INFLUENCIA DE LA EDUCACION MEDIA SUPERIOR SOBRE
EL INDICE DE APROBACION DEL CURSO DE BIOQUIMICA.
(renglén libre)

José Luis Vizquez Esquivel, Marfa Angélica Lopez Ferndndez, Anto-
nio Martinez Colin. Universidad Independiente de Santa Cruz, Depar-
tamento de Evaluacion Educativa. México, D.F., 04510, México.
(rengldn libre)

RESUMEN....

Favor de enviar hoja de registro, originales del resumen y tres copias de
cada uno de ellos a la Sra. Marivel Rojas Garcia, Apartado Postal 70-
281, Cédigo postal 04510, México, D. F, MEXICO.

Fecha limite para la entrega de resimenes:

21 de junio de 2002.

ORGANIZADORES:

Dr. Marco Antonio Juirez Oropeza
Correo Electrénico: majo@servidor.unam.mx
y majo@bg.unam.mx

M. en C. Patricia V. Torres Duran
Correo Electrénico: pati @bq.unam.mx

M. en C. Alicia Cea Bonilla
Correo Electrénico: aliciac @servidor.unam.mx y
acea@bg.unam.mx

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.
Apartado Postal 70-159, 04510 México, D. F.
Teléfono: 01(55)5623-2169 y 01(55)5623-2178 y Fax: 01(55)5616-2419

INFORMES:
Marivel Rojas Garcia, Correo Electrénico: beb@bg.unam.mx
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.

Apartado Postal 70-281, 04510 México, D. E,, Teléfono: 01(55)5623-2170, Fax: 01(53)5616-2419

http://laguna.fmedic.unam.mx
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X CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.

FORMA DE REGISTRO

DATOS PERSONALES
NOMBRE(S) APELLIDOS

MIEMBRO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA:

SI NO

TIEMPO COMPLETO
NOMBRAMIENTO MEDIO TIEMPO
POR HORAS

CARRERA EN LA QUE IMPARTE
BIOQUIMICA O MATERIA AFIN

ADSCRIPCION
UNIVERSIDAD
FACULTAD O ESCUELA DEPARTAMENTO

DIRECCION
CALLE Y NUMERO
COLONIA CIUDAD

ENTIDAD FEDERATIVA CODIGO POSTAL (Apartado Postal)
TELEFONO: FAX:

CORREO ELECTRONICO:

TRABAJOS ENVIADOS AL CONGRESO

NUMERO DE RESUMENES ENVIADOS:
Andlisis sobre la efectividad y/o aplicacién de planes de estudios ya en marcha
Aplicacion de sistemas de ensefianza mediada por computadora
Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion

Estudios poblacionales sobre indices de aprobacién y/o desercion
Desarrollo de modelos bioquimicos y/o fisioldgicos para la docencia
__ Instrumentacion y/o innovacion de précticas de laboratorio
__ OTROS:
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INVITACION

Estimado Profesor
PRESENTE

Por medio de la presente nos dirigimos a usted para invitarlo a participar en la Semana de Educacion
Bioquimica 2002. Esta actividad se desarrolla anualmente en las instalaciones de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México, en México D.F., y este afio estara consti-
tuida por el XXIX Taller de Actualizacion Bioquimica y el X Congreso de la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A.C.

Los ponentes en este evento son prestigiados investigadores mexicanos que laboran tanto en
Instituciones nacionales como del extranjero y participaran impartiendo una platica de excelencia en
espafiol sobre innovadores temas bioquimicos. En esta ocasion, ademds, un experto impartira un ta-
ller sobre educacién a distancia, para aprender a utilizar herramientas novedosas en la ensefianza de
nuestra disciplina.

Por otra parte, queremos hacer de su conocimiento que dado que el Taller sobre Educacion a
Distancia se impartird en un aula de cémputo, habra un cupo limitado de participantes, por lo que 1o
exhortamos a inscribirse a la brevedad posible.

Para consultar el programa, los costos del evento, asi como las fechas e informacion su-
plementaria, tenemos una pédgina electrénica a su disposicién en la siguiente direccion
(http://laguna.fmedic.unam.mx/%7Eevazquez/tab/ ).

Esperando contar con su asistencia a este evento, quedamos de usted

Por el comité organizador

Dr. Edgar Vazquez-Contreras.

e-mail: comitetab@.bg.unam.mx
http://laguna.fmedic.unam.mx/%7Eevazquez/tab/

INFORMES:

Srita. Rosa Ma. Lopez

Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina, UNAM Tel. 01(55) 56-23-21-75.
Fax: 01(55) 56-16-24-19. HORARIO DE OFICINA.
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FORMA DE ACTUALIZACION DE MEMBRESIA A LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.

Nombre completo:

Asociado: NUMERARIO ESTUDIANTE
Cuota cubierta: $300.00 $150.00
Nombramiento:

Profesor de Bioquimica: SI NO D
Otra materia:

Carrera en la que imparte clase:

ADSCRIPCION

Departamento:

Facultad o escuela:

Universidad:

DIRECCION DE LA INSTITUCION

Calle y mimero:

Colonia:

Ciudad o estado:

Cddigo postal: Apartado postal:
Teléfono: ( ) - - , Fax: ( ) - -

Correo electronico:

DOMICILIO PARTICULAR

Calle y niimero:

Colonia:

Ciudad o estado:

Cédigo postal:
Teléfono: ( ) - -

Correo electronico;
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CORRESPONSALES DE I.A
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

Si eres miembro de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C o suscriptor de la REB
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 adscritos a
las Instituciones de Educacion Superior en todos los
estados de la Reptiblica, asi como en lugares de Centro
y Sudamérica, Espaiia y otros sitios en donde la REB
sea leida.

También nos interesa conocer y publicar las noticias
més significativas que en nuestro campo ocurran en los
diferentes lugares, ya sean seminarios, cursos, congre-
sos, talleres, publicaciones, etc.

En el documento Normas del Comité Editorial, que
es el que nos rige, hay un apartado para esta actividad,
mismo que a continuacion se transcribe:

5. DE LOS CORRESPONSALES

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

5.b) Uno de los editores se encargard de la
coordinaci6n de los corresponsales y de la comu-
nicacion con ellos para lograr que los objetivos se
cumplan. El puesto serd rotatorio y se cambiara
cada dos o cuatro afios, de acuerdo con el Comité
Editorial.

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

5.d) La discusion del ingreso de un correspon-
sal deber4 realizarse después de que el Coordinador
de Corresponsales haya circulado la informacién
correspondiente y con la asistencia en pleno del Comité
Editorial.

5.e) Paraser aceptado, el candidato deber4 contar
con la aprobacién por consenso de los miembros del
Comité Editorial.

5.f) En caso de ser admitido, se le hard una
invitacion formal a la que se anexardn estas normas.
Iniciard sus actividades como corresponsal, al recibir el
Editor en Jefe la aceptacion escrita del candidato.

5.g) El Comité Editorial dard 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 através del Coordinador de Corres-
ponsales de al menos una contribucién propia o de
su comunidad al afio y de las noticias relevantes de su
localidad o regién.

5.1.b) Mantenimiento del archivo de los suscriptores
de 1aREB de su localidad y comunicacién inmediata de
los cambios en él.

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

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

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

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

Yolanda Saldafia Balmori
Coordinadora de Corresponsales de la REB.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

La REB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de dreas afines.
Est4 dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacién de los trabajos se ajuste a sus lectores y sea clara
y explicita. Seran bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revisién y otras comunicaciones. Se solicita a los
autores que revisen algunos de los ltimos niimeros de esta publicacién para que vean estilo, tipos de abreviaturas, etc., asi como
que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

D

2)

3)

4)

5)

L. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco para computadora, escrito
en los procesadores de textos “Winword” o “Word-perfect”,
con una extension mdxima de 15 cuartillas a doble espacio (27
renglones por cuartilla y 70 caracteres por rengldn). Este debera ir
acompafiado 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, ciudad,
estado, pais, teléfono, fax y correo electrénico en caso de tenerlos.
Debe incluirse cuatro renglones més 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 espaiiol y uno en inglés,
de mis o menos diez renglones, que irdn seguidos por conjuntos
de tres a seis palabras clave.

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

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricién y participacion en la prevencién de ciertas
patologias. Bol Educ Bioq 74:12-17.

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

Los articulos en libros deberdn citarse de la siguiente forma:

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

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

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

Se aceptardn como maximo seis ilustraciones, figuras mds tablas,
las cuales deberin estar dibujadas sobre papel albanene con
tinta china o bien impresiones liser o presentarse como
fotografias en blanco y negro sobre papel brillante, cuya

6)

7

1y

3

4)

localizacién deberd estar sefialada en el texto. La limitacién en el
nimero de figuras, de tablas y de referencias, obliga a los
autores a que se seleccionen aquellas que sean realmente
importantes e informativas. Las figuras se deberdn numerar con
ardbigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los pies de
figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte. Se deberd
considerar que las figuras y las tablas se reducirdan de tamario,
aproximadamente a la mitad o a un cuarto de las dimensiones de
una hoja carta; las letras y niimeros mds pequefios no deben ser
menores a los dos milimetros. Las tablas se deberdn presentar
conforme alguna de las publicadas en los niimeros de 1999. En
caso de emplear figuras previamente publicadas, deberd dérsele
el crédito correspondiente u obtener el permiso para su
publicacién. Las figuras dentro del texto deberdn mencionarse
con minusculas, la palabra entera y sin paréntesis; cuando se haga
referencia a ellas deberd citarse asi (Fig. X) numerdndolas con
ardbigos. Las tablas siempre llevardn la inicial a maytiscula v se
numeraran con romanos.

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

Se recomienda revisar los niimeros recientes para familiarizarse
con el estilo de la revista.

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado;
desde resimenes 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 madximo de dos referencias incluidas entre
paréntesis en el texto segin el inciso I-4. En caso de que se
Jjuzgue necesario se podrd incluir una figura o una tabla, de acuerdo
con las caracteristicas que se indican en el inciso I-5.

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

El disco y las tres copias de los manuscritos se deberin
enviar a la Revista de Educacién Bioquimica, Apartado Postal
70-281, México 04510, DF o bien por intermedio del
corresponsal de la REB en su localidad.
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