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EDITORIAL

UN VISIONARIO, DOS ALUMNOS Y UN GUSANO:
EL PREMIO NOBEL 2002 EN MEDICINA

Este afo, la Academia Sueca de Ciencias otorgé el
Premio Nobel de Medicina o Fisiologia a Sydney
Brenner, John Sulston y a Robert Horvitz por su trabajo
iniciado hace mas de 40 afios a lo largo del cual se
demostr6 que el estudio genético del desarrollo del
neméatodo Caenorhabditis elegans representa un
poderoso modelo para descifrar muchos de los procesos
fundamentales de interaccidn celular que permiten forjar
tejidos y 6rganos complejos, en particular el proceso de
muerte celular por apoptosis.

Este trabajo se inicid en el Laboratorio de Biologia
Molecular del MRC en la Universidad de Cambridge en
Inglaterra en la década de los 60s, donde el Dr. Sydney
Brenner (ahora miembro del Instituto Salk para Estudios
Biol6gicos) inicié este tipo de estudios con este pequefio
nemdtodo que en su estado adulto mide un poco mas de
un milimetro con un estado hermafrodita y uno femenino
y con un ciclo de reproduccién de 3 dias y medio. Este
organismo es relativamente simple, ya que estd formado
por un poco més de 1000 células, sin embargo, suficien-
temente complejo para presentar la mayor parte de los
procesos de diferenciacion celular que permiten formar
un sistema nervioso y diversos procesos de
organogénesis compleja. El Dr. Brenner reconocié que
esta combinacidén de caracteristicas, de ser explotadas
adecuadamente por medio de estudios de
complementacién genética, podria ser de gran utilidad en
la identificacion del gene o grupos de genes responsables
de controlar estos procesos. Brenner propuso que si los
principios genéticos y moleculares que rigen la
morfogénesis y la organogénesis son generales, el
conocimiento que se pudiera desprender de este
nemitodo seria aplicable a organismos mas complejos,
como los vertebrados y por supuesto al humano. Una de
las contribuciones seminales del Dr. Brenner fue la
demostracién de que el tratamiento con mutigenos
puntuales como el etilmetanosulfonato (EMS), un agente
alquilante que produce mutaciones puntuales por inver-

sién (promueve el cambio de una G por una C) permite
la generacién de linajes de Caenorhabditis elegans con
deficiencias genéticas que podian servir como marcado-
res genéticos y que eventualmente, por medio de experi-
mentos de complementacidn, permitieron identificar
genes responsables de una gran variedad de procesos
celulares asociados a la diferenciacién y la formacién de
organos y tejidos. Ademas de haber reconocido el
potencial del modelo de Caenorhabditis elegans el Dr.
Brenner identificé una serie de genes clave en el desa-
rrollo del sistema nervioso.

Hacia el final de la década de los 60°s el Dr. John
Sulston (hoy miembro del Instituto Sanger, Wellcome
Trust en la Universidad de Cambridge en Inglaterra)
ingreso al grupo de trabajo del Dr. Brenner. El trabajo
del Dr. Sulston analizando el linaje celular que da origen
a diferentes neuronas demostrd, que todos los individuos
de Caenorhabditis elegans estin formados por el
mismo nimero de células y todas ellas tienen siempre el
mismo drbol genealdgico o linaje celular. El detallado
estudio que realizé el Dr. Sulston de los linajes
neuronales le llevo a identificar a un pequefio grupo de
células (131 en total), que siempre mueren en la misma
etapa del desarrollo del organismo. A este tipo de
muerte celular se le denomind muerte celular fisioldgica
por ocurrir de manera natural simpre en la misma célula
y en el mismo punto del desarrollo del organismo. Este
proceso de muerte resultd ser andloga a la muerte
celular que muchos otros embriélogos y bidlogos del
desarrollo habian identiftcado durante la metamorfosis en
las mariposas o en las ranas e incluso en vertebrados,
tales como la desaparicion de los conductos wolfrianos o
miilerianos durante la diferenciacién sexual. En afios
recientes el trabajo del Dr. Sulston ha continuado en la
direccion del andlisis del genoma de Caenorhabditis
elegans y el del genoma humano.

EL Dr. Robert Horvitz (hoy adscrito al Instituto Tecnolo-
gico de Massachussets) también se incorpor6 al grupo
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del Dr. Sydney Brenner a mediados de la década de los
70"s después de haberse graduado en Harvard y colabo-
r6 con el Dr. Sulston en la caracterizacion de los diferen-
tes linajes neuronales, familiarizindose con el sistema.
Al establecer su propio grupo de trabajo en el MIT,
continué caracterizando genes relacionados con el
control del desarrollo del neméatodo. Estos estudios le
llevaron a identificar un gen que al ser eliminado evitaba
que las células gue habfan muerto fueran removidas, lo
que permitia visualizar ficilmente a los nemétodos que
portaban esta mutacion a la que denomind deficiencia de
la muerte celular (cell death deficient: ced). Su grupo
identificé dos genes que al ser mutados generaban un
fenotipo similar, a los que denominaron ced-1y ced-2.
Este hallazgo permiti6 la identificacion de mas de 10
genes que participan en diferentes etapas de la muerte
celular fisiologica o muerte celular programada como le
denominé el Dr. Horvitz. Entre los genes mds relevantes
identificados por el grupo de Horvitz destacan ced-3 y
ced-9. El gen ced-3, que en Caenorhabditis elegans
resultd ser el primer gen que se enciende en le proceso
de muerte celular programada, es homdlogo a una gran
familia de proteasas dcidas que cortan después de un
residuo de dcido aspartico y que presentan en su sitio
activo un residuo de serina. A este grupo de proteasas
se les ha denominado caspasas y han sido reconocidas
como un importante brazo ejecutor de la muerte celular
programada y de la muerte por apoptosis, un concepto
acufiado por Kerr, Willies y Curie a principios de la

REB 21(4):227-228, 2002

década de los 707s. El gen ced-9 resulté ser el primero
de una familia de proteinas que interfieren con el progra-
ma genético de muerte celular, cuyo representante mas
importante en vertebrados es Bcl-2, identificado original-
mente por el Dr. Korsmeyer.

Asi, el reconocimiento de que la muerte celular contribu-
ye al control de la formacién y organizacion de los
tejidos y érganos de los organismos pluricelulares la
coloca a la par con los fenémenos de proliferacién y
diferenciacion celular. Por ende, la comprension de cémo
se controla este proceso en Caenorhabditis elegans
permiti6 extrapolar este conocimiento al hombre y
comprender que la senescencia y algunos procesos
patolégicos como las enfermedades neurodegenerativas,
el SIDA y el desarrollo de tumores estan en parte
asociados a la disfuncion de los genes que controlan la
muerte celular fisioldgica. En conclusion, el premio
Nobel en Medicina o Fisiologia fue otorgado a estos tres
investigadores porque su trabajo, realizado en este
pequefo nemétodo, ha permitido comprender con mucha
mis claridad algunas de las enfermedades de mayor
importancia epidemiolégica en el humano y abrié la
puerta para el desarrollo de nuevas aproximaciones
terapéuticas, antes inimaginables.

Alejandro Zentella Dehesa
Instituto de Fisiologia, Celular
Universidad Nacional Auténoma de México
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MeTaBoLIsSMO ANAEROBIO EN EucarIOTES INFERIORES 1.
MiTOCONDRIAS ANAEROBIAS *

IRENE PaTRICIA DEL ARENAL MENAT, ALBERTO GuEvARA Frores’,
Auicia Cea Bonira' v José Epcarpo Escaminia Marvan?

RESUMEN

La produccién de ATP y el mantenimiento del equilibrio
redox en presencia de oxigeno son dos procesos aso-
ciados a la mitocondria. En algunos protozoarios y en
helmintos, estos dos procesos se realizan por una ruta
metabdlica llamada dismutacién del malato, que es una
via fermentativa conectada a una cadena de transporte
de electrones. Porque estas reacciones ocurren en au-
sencia de oxigeno, a las mitocondrias en donde se lle-
van a cabo se les denomina mitocondrias anaerobias.
Esta via tiene como principal producto al succinato,
que es la molécula a través de la cual se elimina el ex-
ceso de equivalentes reductores.

PALABRAS CLAVE: Dismutacion del malato, fumarato

ABSTRACT

When oxygen is present, the ATP production and the
redox equilibrium maintenance are two processes
associated to mitochondria. In some protozoa as well as
in helminths, these two functions are accomplished by
malate dismutation, a fermentative pathway linked to
an electron transport. Mitochondria using this pathway
are called “anaerobic mitochondria”. The main product
of malate dismutation is succinate, the molecule by
which electrons are eliminated.

KEY WORDS: Malate dismutation, fumarate reductase,
rhodoquinone, helminth, trypanosomatides.

reductasa, rodoquinona, helmintos, tripanosomdtidos.

INTRODUCCION

uchos procariotes y algunos
M eucariotes pueden funcionar en
ausencia de O,, o adaptar su metabo-
lismo energético a diferentes concen-
traciones de este gas.
Para funcionar sin O, como el aceptor
terminal de electrones, las coenzimas
reducidas tienen que reoxidarse por
otros procesos, para que el organis-
mo pueda mantener su balance redox
en ausencia de una respiracién
aerdbica. En organismos procarietes
el nitrato, el sulfato y el fumarato,
entre otros, pueden sustituir al oxige-
no y funcionar como aceptores ter-
minales de electrones (1).

En los organismos eucariotes que ha-
bitan ambientes carentes de O, la acu-
mulacion de cofactores reducidos se
evita por medio de la fermentacién sim-
ple, en donde la glucosa se oxida a
etanol o lactato. En el caso de algu-
nos protozoarios, de helmintos pardsi-
tos adultos y de ciertos organismos ma-
rinos inferiores, como los ostiones y
los mejillones, existe, ademads de la fer-
mentacion simple, una fermentacién
ligada a una cadena de electrones, lla-
mada dismutacién del malato (2). Esta
via se encuentra asociada a la mem-
brana plasmdtica en organismos
procariotes y a la membrana interna
de la mitocondria en organismos euca-

*Recibido: 14 de enero de 2002

Aceptado: 9 de julio de 2002

riotes que viven en medios en donde
la tensién de O, es baja. Por lo tanto,
lejos de considerar Gnicamente a las
mitocondrias como el organelo tipica-
mente aerobico, la presencia de la
dismutacién del malato en donde no
participa el oxigeno, permite denomi-
nar a estas mitocondrias como
anaerobias.

Morfolégicamente, en las mitocon-
drias anaerobias se observa una mem-
brana mitocondrial interna muy redu-
cida, un ciclo de Krebs no funcional,
una excrecion de dcidos organicos
reducidos y una baja actividad de los
complejos respiratorios 1T y TV (3).
Por ejemplo, en Ascaris suum no se

'Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. Apartado Postal 70-159. C.P. 04510, México D.E. Tel. 5623-2169 Fax 5616-2419.
Correo E: darenal @bg.unam.mx *Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM . Tel.5622-5627
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(1) Enzima malica
(2) Fumarasa .
(3) Complejo piruvato deshidrogenasa
(4) Acetil-CoA transferasa

(5) Succinil-CoA sintetasa

(6) Varias enzimas™*

OACETATO
NADH + H*
NAD*

MALATO

/ ACETATO
A
(5 SUCCINIL Co s, PIRUVATO
SUCCINATO /06
(4) NAD*
NADH + H*

ACETIL-CoA

FOSFOENOQLPIRUVATO

co, " f"' \*

MALATO

ca
PROPIONATO
NADH + H* * ‘

Del Arenal Mena IP, Guevara Flores A, Cea Bonilla A y Escamilla Marvin JE

GLUCOSA

el W EATE

PIRUVATO
ETANOL

NADH + He NAD

FUMARATO ,p co,

/
/

| SUCCINATO

Figura 1. Dismutacion del malato. El fosfoenolpiruvate que se produce en la glucélisis
genera malato citosélico, que entra a la mitocondria, en donde puede seguir dos
caminos: uno oxidative (=) que produce piruvato y NADH y otro reductivo que da
lugar a succinato. El NADH que se produce, es el sustrato donador de electrones de
la via reductora (----). En los sitios indicados con * se produce ATP a nivel de
sustrato; en ¥’ se produce ATP por fosforilacion oxidativa ; 1=, indica la participa-
cion del complejo I de la cadena respiratoria, ** varias enzimas: succinil-CoA
sintetasa, metilmalonil-CoA mutasa, metilmalonil-CoA epimerasa, metilmalonil-CoA

piruvato transcarboxilasa y succinil-CoA transfersa, RQ =

Jumarato reductasa.

logré detectar la actividad de la
citocromo oxidasa aa, (4).

DISMUTACION DEL MALATO
Cuando una molécula sigue dos cami-
nos metabdlicos, uno oxidativo y otro
reductivo, se dice que se dismuta. A
través de la dismutacion del malato,
algunos organismos pueden sobrevivir
en anaerobiosis. Esta via utiliza al
fumarato como aceptor terminal de los
electrones, generando succinato y
manteniendo asi el balance redox. Si
el oxigeno es la molécula a través de
la cual los organismos aerdbicos eli-
minan electrones, en condiciones
anaerobias, el succinato cumple esta
funcidn.

rodoguinona, FR =

Los organismos que se han adaptado
para funcionar en anoxia, utilizando la
dismutacion del malato, degradan a los
carbohidratos por la via glucolitica has-
ta fosfoenolpiruvato. A partir de este
tltimo compuesto, se sigue una via al-
terna a la de la glucdlisis, en la que el
fosfoenolpiruvato se carboxila forman-
do oxaloacetato que, a su vez, sc re-
duce a malato por una malato
deshidrogenasa citosdlica (Fig. 1). El
malato citosélico ingresa a la
mitocondria y se dismuta: en la via
oxidativa, el malato se descarboxila
oxidativamente generando NADH y
piruvato, el que, a su vez, da origen a
acetato; en el camino reductivo, el
malato, siguiendo el sentido contrario

del ciclo de Krebs, se deshidrata y
forma fumarato, que se reduce a
succinato, y que, al igual que el
acetato, es excretado al medio. Por
cada malato oxidado hasta acetato, se
generan dos moléculas de NADH, que
a su vez reducen a dos moléculas de
fumarato. La dismutacion del malato
puede generar, ademas de acetato,
otros productos finales como
propionato. En estas reacciones en
eucariotes anaerobios, se obtiene ATP
adicional al que se produce durante la
glucolisis (Fig. 1).

El NADH que se produce durante la
oxidacién del malato dona sus elec-
trones al fumarato a través del siste-
ma NADH-fumarato reductasa, lla-
mado asi porque esta formado por el
complejo I de la cadena de transporte
de electrones, una quinona y la
fumarato reductasa (Fig. 1) (3). En
Escherichia coli, existen dos NADH
deshidrogenasas: NADH-1 y NADH-2.
La NADH-1 (con 13 subunidades) es
el andlogo funcional del complejo [ de
los organismos superiores (que tiene
alrededor de 42 subunidades) y parti-
cipa en la reduccién del fumarato (5).
Aunque en eucariotes anaerobios se
ha descrito que es el complejo I el que
forma parte de esta via (3), queda
abierta la posibilidad de que una
NADH deshidrogenasa diferente sea
la que participe en este proceso.

La fumarato reductasa (FR) cataliza
la reaccion en el sentido contrario al
que funciona la succinato
deshidrogenasa (SDH), y aunque am-
bas enzimas pueden catalizar la oxi-
dacion del succinato o la reduccion del
fumarato in vitro, lo hacen con dife-
rente eficiencia. Por ejemplo SDH,
medida como Q,-reductasa, oxida a
succinato con una kcat de 87 sy redu-
ce fumarato con una kcatde 1.5 s'. En
tanto que la fumarato reductasa pro-
duce succinato con una keat 12.6 ve-
ces mayor a la de la oxidacidn (6).
De hecho, la FR es una enzima dife-
rente que sustituye a la succinato
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Figura 2. Comparacion entre la via aerobia (—) y la anaerobia (----) asociadas
a la cadena de transporte de electrones. Los mimeros indican el potencial redox

(mV) de los componentes.

deshidrogenasa (Fig. 2). La presencia
de dos enzimas diferentes, en ocasio-
nes, se ha considerado como un artifi-
cio, debido a que la SDH podria estar
trabajando en los dos sentidos. Sin em-
bargo, Christmas y Turrens (7), demos-
traron la existencia de dos enzimas di-
ferentes al tratar a la fraccion de mem-
branas totales de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi con KCl 300 mM.
Este tratamiento produjo la liberacién di-
ferencial de la FR, quedando en la mem-
brana solo la actividad de SDH, libre de
la actividad de fumarato reductasa.
Adicionalmente, estos resultados de-
mostraron que ambas enzimas estdn
presentes simultineamente en dicho pro-
tozoario. Lo anterior contrasta con lo que
sucede en E. coli, en donde las dos
enzimas se expresan en condiciones di-
ferentes, y mientras que la FR estd tni-
camente presente en células cultivadas
en anaerobiosis, la SDH sélo se expre-
sa en cultivos aerobios (1).

En Ascaris, otros dos productos impor-
tantes resultantes del metabolismo de los
carbohidratos son, ademadas del
propionato, el 2-metilbutirato (MB) y el
2-metilvalerato (MV), que se forman por
la condensacion de la acetil-CoA con la
propionil-CoA o por la condensacion de
dos moléculas de propionil-CoA, respec-

tivamente. Estas son también reaccio-
nes reductivas, en donde se reoxida el
NADH. MV y MB se encuentran como
ésteres en los huevos de Ascaris, en
donde se almacenan y se usan como
sustratos respiratorios durante esta fase
de su ciclo de vida (2).

LA FUMARATO REDUCTASA

La fumarato reductasa es una enzima
muy estudiada en las bacterias (8) y
en algunos helmintos como Ascaris
suum (9); en mamiferos no se ha re-
portado su presencia. Salvo en el caso
de las bacterias del género
Shewanella y de levaduras como
Saccharomyces cereviciae, enlas que
se le ha descrito como una enzima so-
luble, en las demdas especies es una
proteina membranal. En eucariotes in-
feriores se encuentra localizada en la
membrana interna mitocondrial y es
una enzima evolutivamente relaciona-
da con la SDH.

Tanto la FR como la SDH estdn com-
puestas por cuatro subunidades dife-
rentes en igual relacion molar: La
subunidad A (Fp) tiene un peso
molecular aproximado de 70 kDa y
FAD unido covalentemente; la
subunidad B (Ip) es de alrededor de
30 kDa y tiene tres centros Fe-S. Las
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subunidades A y B constituyen la par-
te catalitica de la enzima; son protef-
nas periféricas y estdn unidas a la
membrana interna mitocondrial a tra-
vés de dos subunidades hidrofobicas
denominadas C o cybL y D o cybS,
de 15y 13 kDa, respectivamente; es-
tas tltimas tienen unidos hemos de tipo
b, como grupos prostéticos.

Las subunidades A (Fp) y B (Ip) de
la SDH estan conservadas en diferen-
tes especies y relacionadas con las
mismas subunidades de la FR (10). In-
clusive, en Haemonchus contortus,
un nematodo pardsito del borrego, se
han reportado dos genes para la
subunidad Ip, uno perteneciente a la
FR y otro a la SDH, los que se expre-
san en diferentes etapas de su desa-
rrollo (11).

ADAPTACIONES A LA REDUCCION
DEL FUMARATO

En condiciones aerdbicas, la SDH se
encarga de oxidar al succinato y re-
ducir a la ubiquinona; ésta, a su vez,
dona sus electrones al complejo Il de
la cadena de transporte de electrones
y de aqui, al complejo IV, que es el
encargado de reducir al oxigeno.
Cuando en anaerobiosis estd presen-
te la FR, se ha visto que los complejos
Il y IV estdn parcial o totalmente in-
activos. Esto se corrobora por la in-
sensibilidad parcial o total del consu-
mo de oxigeno a inhibidores como la
antimicina, el CN"y la azida (12).
La interconversion del fumarato y del
succinato es posible gracias a que tan-
to la SDH como la FR acttan de ma-
nera reversible; sin embargo, en las
condiciones de la célula, interactian
con quinonas diferentes y, mientras que
la SDH utiliza a la ubiquinona, la FR
usa a la rodoquinona en eucariotes
inferiores (Fig. 2).

UBIQUINDONA VS RODOQUINONA

Como se menciond, los organismos que
reducen fumarato usan quinonas que
difieren de las ubiquinonas no sélo en
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Figura 3. Estructura de la ubiquinona (superior) y la rodoquinona. El E* de —65 mV de la rodoguinona le permite actuar como
donador de electrones en la reduccion del fumarato con la participacion de la fumarato reductasa. Ese mismo potencial hace
dificil que pueda recibirlos del succinato en una reaccion catalizada por la succinato deshidrogenasa; n representa el niimero de
unidades isopreno en la cadena lateral de las quinonas.

su estructura, sino también en que su
potencial redox es mds bajo (Fig. 3).
La rodoquinona en eucariotes
anaerobios es el componente encar-
gado de reducir al fumarato. Tiene un
potencial redox negativode —-63 mV,
similar al de la menaquinona (E° =-80
mV), que realiza esta misma funcién
en la mayoria de los procariotes que
tienen FR. La ubiquinona, que recibe
los electrones de la succinato
deshidrogenasa, tiene un potencial de
+100 mV, muy superior al del par
succinato/fumarato, de +30 mV. Por
lo tanto, Q. en condiciones fisioldgi-
cas, recibe facilmente electrones del
succinato por medio del complejo 1II,
pero no puede actuar como donador
en la reaccidén inversa; sélo la
rodoquinona, con un potencial menor,
tiene capacidad de hacerlo y, por lo
tanto, acttia como donador de electro-
nes en la reaccion de reduccién del
fumarato, catalizada por la fumarato
reductasa (Fig. 2).

Los datos anteriores sugieren que los
cambios a un metabolismo energético
anaerobio requirieron de la aparicidn
de quinonas con potenciales redox
mds bajos.

La rodoguinona esta presente en casi
todos los organismos eucariotes que
reducen fumarato; sin embargo, en el
caso de los tripanosomatidos, se ha
descrito una fumarato reductasa

membranal que no se encuentra aso-
ciada a quinonas (7); se sugiere que
ésta podria funcionar de forma simi-
lar a la NADH-fumarato reductasa
descrita en Saccharomyces cerevi-
siae, en donde ademds de soluble,
tampoco se asocia a quinonas.

En bacterias, la rodoquinona y la
menaquinona se han encontrado aso-
ciadas a la FR (13). Es interesante
mencionar que Bacillus subtilis, tiene
una succinato menaquinona reductasa
y, a pesar del bajo potencial de la
menaquinona, se sugiere que su reduc-
cion por la SDH requiere del gra-
diente protén motriz (14).

ALTERNANCIA DEL METABOLISMO
En helmintos pardsitos se ha estudia-
do con mads detalle la presencia de
estos dos complejos, en diferentes es-
tadios del ciclo de vida. Este es el
caso de Ascaris suum, un nematodo
pardsito del cerdo. Se sabe que es ne-
cesario el oxigeno para que en los
huevos fertilizados se desarrolle el
embridn y se llegue al segundo esta-
do larval, llamado L2. S6lo cuando el
hospedero ingiere los huevos
infectivos que contienen a las larvas
L2, éstas se desarrollan hasta llegar
al estado adulto y estdn en posibili-
dades de habitar en el intestino del
cerdo, en donde la tension de O. es
muy baja (0-30 mm Hg).

Durante la transformacién de la larva
L2 en el adulto, hay una transicién del
metabolismo aerobio hacia uno
anaerobio. Los citocromos b y ¢ dis-
minuyen en las mitocondrias del esta-
do adulto de Ascaris suim, compara-
tivamente con las del estado 1.2 (Ta-
bla I); la citocromo ¢ oxidasa aa, no
se detecta, lo que indica que los adul-
tos no tienen una cadena respiratoria
aerobia funcional.

Estos datos concuerdan con el conte-
nido de quinonas. La larva L2 tiene
ubiquinona (73.3 %) y rodoguinona
(26.7 %), mientras que en el adulto
solo esta presente la rodoquinona. La
relacion SDH/FR es también diferen-
te en las dos etapas, como se observa
en la Tabla 1. Estos datos indican la
presencia de un metabolismo aerobio
en la etapa larvaria y otro anaerobio
en el estado adulto (3).

En algunos organismos marinos facul-
tativos (ostiones, mejillones) se ha de-
mostrado la presencia de dos tipos de
quinonas: La Q,, que transfiere elec-
trones en condiciones aerobicas cuan-
do la marea sube y los organismos son
bafiados por el agua, y larodoquinona,
que funciona cuando la marea baja y
el organismo bivalvo se cierra y reali-
za un metabolismo anaerobio. Estas
variaciones ocurren con una periodi-
cidad muy corta (seis horas aproxi-
madamente), por lo que la expresion
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TABLA 1

CUANTIFICACION DE LOS COMPONENTES RESPIRATORIOS EN
MITOCONDRIAS DE LARVAS (L2) Y DE ORGANISMOS ADULTOS
DE ASCARIS SUUM (DATOS TOMADOS DE LA REFERENCIA 9).

COMPONENTE L2 (O) ADULTO (O,)
(nmoles / mg de proteina)
Cith 0.440 0.190
Citcec, 0.370 0.036
Citaa, 0.150 ND
uQ, 0.330 ND
RQ, 0.120 1.900
Actividad especifica (Wmol min =" mg™")

Suce-UQ ** 0.065 0.136
FR** ! 0.074 2.720
SDH/FR 0.870 0.050

**]a actividad especifica de SDH fue medida como Succ-Q, reductasa y la de FR fue

medida a 550 nm por la oxidacion de metil-viologeno. ND = No detectada.

de los dos complejos es casi simulta-
nea (13).

En helmintos se han encontrado di-
ferentes poblaciones de mitocondrias
en un mismo organismo. Esto se debe
a que carecen de un sistema circula-
torio y de proteinas acarreadoras de
O.. La libre difusion del oxigeno cau-
sa la formacion de un gradiente de
este gas en los tejidos, lo que origina
que las mitocondrias aerobias se lo-
calicen en sus tejidos externos y las
anaerobias en los internos (4). Sélo
en muy pocos casos se han logrado
aislar mitocondrias de diferentes teji-
dos y cuantificar sus componentes
respiratorios (9). En la mayoria de los
organismos s¢ han estudiado las
mitocondrias totales, lo que da una
gran dispersion en los datos reporta-
dos con base en el porcentaje de
mitocondrias aerobias o anaerobias
en la preparacion.

Es interesante mencionar que en los
tripanosomadtidos, el metabolismo
energético tiene dependencia limita-
da de oxigeno y excretan moléculas
organicas reducidas (acetato y

piruvato principalmente) como pro-
ducto final de su metabolismo (14).
Por ejemplo, en las mitocondrias del
promastigote de Phytomonas (un
pardsito de plantas) no se encuentra
un ciclo de Krebs funcional y sélo
estan presentes la via para producir
acetato a partir de piruvato y una
oxidasa alterna, tipica de los
tripanosomadtidos (TAO), que recibe
electrones Unicamente de la glicerol
3-fosfato deshidrogenasa. Una situa-
cion similar ocurre en la forma san-
guinea de Trypanosoma brucei
(slender), que presenta una
mitocondria pequefia, con crestas es-
casas (15), que carece de las enzimas
del ciclo de Krebs y de los citocromos,
caracteristicas que comparte con las
mitocondrias anaerobias, aunque tie-
ne a la oxidasa alterna.

PERSPECTIVAS Y CONCLUSIONES

El estudio del metabolismo energético
de eucariotes inferiores nos ha permi-
tido establecer la presencia de
mitocondrias que funcionan en ausen-
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cia de oxigeno. Es necesario enten-
der a la mitocondria como un organelo
con diversidad funcional, en el que el
metabolismo ha evolucionado para
adaptarse a concentraciones diferen-
tes de oxigeno y a las diversas nece-
sidades que estos organismos tienen
durante su ciclo de vida. La
dismutacién del malato es la via
anaerobia mas estudiada en los
eucariotes inferiores y de la que se
tiene, por lo tanto, informacién mas
completa.

Otro aspecto interesante es la carac-
terizacion de enzimas o procesos
metabdlicos exclusivos de pardsitos,
que abre la posibilidad del desarrollo
de farmacos dirigidos contra €ste, sin
afectar al hospedero. Este podria ser
el caso de la fumarato reductasa que,
aunque estd ampliamente representa-
da en bacterias y organismos inferio-
res, no se ha descrito en organismos
superiores.,
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MECANISMOS MOLECULARES DE LA REGULACION
DE LA MUERTE APOPTOTICA™

Andrea Caballero Benitez y Julio Moran Andrade

RESUMEN

La muerte apoptodtica es un evento natural que tiene lu-
gar durante el desarrollo embrionario y es parte de un
proceso de eliminacion de células en organismos madu-
ros, presentandose también en diversas patologias como
en el caso de enfermedades neurode-generativas. Las
células apoptdticas presentan una serie de cambios
morfoldgicos y bioquimicos que resultan de una serie de
eventos controlados genéticamente. En el nemétodo
Caenorhabditis elegans se han identificado mas de 10
genes que regulan la muerte apoptética observada du-
rante el desarrollo de este organismo. Para 3 de estos
genes se han identificado homélogos en mamiferos: los
genes proapoptoticos ced-3 y ced-4 y el gen antiapoptotico
ced-9. En mamiferos, los homdlogos de ced-3 y ced-9
son proteasas miembros de la familia de las caspasas y
Bcl-2, respectivamente, mientras que ced-4 corresponde
a la proteina proapoptética Apaf-1 que recluta caspasas
al complejo de muerte. Las caspasas son componentes
clave del proceso apoptético y forman parte de una cas-
cada proteolitica responsable de la degradacién de pro-
teinas celulares especificas. También existen moléculas
que inhiben la muerte apoptética por mecanismos distin-
tos a los que sigue ced-3 y Bcl-2, como las proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAPs), caracterizadas primero
en baculovirus de insectos, habiéndose ya identificado sus
homélogos en mamiferos. Se sabe que estas proteinas
interactian con las caspasas inhibiendo su activacién a
diferentes niveles. La caracterizacidn de proteinas como
las TAPs, asi como el estudio de sus mecanismos de ac-
cién han permitido conocer los elementos reguladores de
la apoptosis, lo que abre la posibilidad de nuevas estrate-
gias terapéuticas para algunas patologias.

PALABRAS CLAVE: caspasas, proteinas inhibidoras de
apoptosis, muerte celular programada, moléculas
reguladoras.

ABSTRACT

Apoptosis is a normal event in the embryonic development
as well as part of the elimination of cells in mature
organisms, present also during several pathologies like
neurodegenerative and autoimmune diseases were this
process becomes activated. Cells undergoing apoptosis
show characteristic morphological and biochemical changes
resulting from the activation of a set of genes. In the
nematode Caenorhabditis elegans programmed cell death
is controlled by more than 10 different genes, among them
ced-3, ced-4 and ced-9 have a critical role in cell death
during development of this organism. Their homologous
protein products in mammals are proteases belonging to
the family of caspases, the adaptor protein Apaf-1 and the
protooncogene Bcl-2 family, respectively. Caspases are
key elements in apoptotic death, being responsible for the
processing and degradation of cell proteins. Other elements
in this process are regulators of cell death like the inhibitors
of apoptosis proteins (IAPs), initially characterized in insect
baculovirus and for whom mammalian homologous have
beenidentified. IAPs seem to inhibit caspases by interacting
directly or indirectly through adaptor proteins, which are
required for the recruitment of caspases and their activation.
The identification and characterization of IAPs, as well as
the understanding of their mechanisms of action could open
new therapies for different pathologies.

KEY WORDS: apoptosis, signaling pathways, regulators
molecules.

INTRODUCCION

I_a muerte celular programada o
apoptosis es un proceso bioldgico

muy conservado a lo largo de la esca-

la evolutiva, el cual se asocia a la eli-

minacion de células para el manteni-
miento de la homeostasis del organis-
mo bajo distintas condiciones fisiol6-
gicas, como el desarrollo embrionario.
La apoptosis también juega un papel
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Aceptado: 9 de julio de 2002

critico en el origen y la evolucion de
ciertas patologias como enfermedades
autoinmunes y algunos procesos
neurodegenerativos. La apoptosis se
caracteriza por una serie de cambios
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morfoldgicos y bioquimicos tales como
la fragmentacién internucleosomal del
ADN, condensacion de la cromatina,
encogimiento celular y la formacién de
cuerpos apoptoticos y la aparicion de
fosfatidilserina en la ldmina externa de
la membrana celular, entre otros. En
los tltimos afios se han identificado una
gran cantidad de moléculas que parti-
cipan en este fendmeno y que regulan
este proceso a diferentes niveles.

La muerte apoptdtica es un proce-
so complejo que requiere de la activa-
cion de varias seflales y mecanismos
de regulacion, los cuales involucran la
participacion de una serie de molécu-
las con accidn proapoptética como en
el caso de los miembros de la familia
de las caspasas, asi como
antiapoptéticas como algunos de los
miembros de la familia del Bel-2 y las
proteinas inhibidoras de apoptosis
(IAPs). La caracterizacion de los
genes ced-3, ced-4 y ced-9 en el
nematodo Caenorhabditis elegans ha
permitido entender el proceso de muer-
te celular programada con mayor de-
talle. Los productos protéicos de ced-
3 y ced-4 inducen muerte celular, en
tanto que el producto protéico de ced-
9, la inhibe. El homdlogo en mamife-
ros de ced-4 es Apaf-1, una molécula
que funciona como proteina
adaptadora, mientras que los miembros
de la familia del Bcl-2 son los
homologos de ced-9 (1). El primer
homologo identificado de ced-3 fué
ICE, una proteasa de cisteina
involucrada en el procesamiento de la
prointerleucina b (2). Recientemen-
te se han identificado diferentes
proteasas que median muchos de los
eventos bioquimicos que ocurren en la
muerte apoptdtica. Estas proteasas se
conocen actualmente como caspasas
y se sabe que su activacion ocurre de
manera secuencial y especifica.

Una gran variedad de eventos ge-
nerados durante el proceso apoptético
se producen en la mitocondria, inclu-
yendo alteraciones en el transporte de

electrones, la fosforilacion oxidativa y
la produccion de ATP, asi como la li-
beracion de moléculas proapoptéticas
y su interaccién con otras proteinas
como algunos miembros de la familia
del Bcl-2.

Muchos eventos relacionados con
Ia regulacion del proceso apoptético
ligados a la mitocondria parecen estar
mediados por las proteinas
antiapoptéticas Bcl-2 y su homélogo
Bel-x, (Bel-x large). Por ejemplo, la
muerte apoptética inducida por
isquemia o hipoxia se inhibe tanto por
Bcl-2 como por Bcel-x,. En
mitocondrias aisladas, estas proteinas
aumentan la liberacion de protones de
la mitocondria y aumentan la capaci-
dad de amortiguar el Ca> mitocondrial
(3). Se piensa que estas proteinas
antiapoptéticas podrian modificar el pH
del espacio intermembranal, provocan-
do asi un aumento en la velocidad de
extrusion de protones de la
mitocondria.

Algunos estudios recientes han de-
mostrado que la activacion de algunas
caspasas depende de la liberacién del
citocromo ¢ de la mitocondria al citosol
(4). Se ha propuesto que el citocromo
¢ liberado forma, junto con Apaf-1y
la procaspasa-9, un complejo
multiproteico que se denomina
apoptosoma y que es responsable del
procesamiento de la procaspasa-9 a
su forma activa, la cual puede activar
a su vez a otras caspasas. Las conse-
cuencias de la liberacién del citocromo
¢ podrian depender del tipo celular. En
este caso, ademas de la activacion de
caspasas, el citocromo ¢ remanente
en la mitocondria podria acoplarse al
sitio de unidén de alta afinidad del
citocromo b-c y a la citocromo ¢
oxidasa para mantener el transporte
de electrones. Bajo estas condiciones,
el consumo de oxigeno y la produc-
cion de ATP derivadas de la
fosforilacién oxidativa podrian mante-
nerse sin abatirse, mientras que las
caspasas activadas podrian atacar
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proteoliticamente sustratos citosdlicos
y nucleares llevando a la célula a la
muerte apoptotica. Por otro lado, en
aquellas células con niveles altos de
inhibidores endégenos de caspasas, la
liberacion del citocromo ¢ podria aso-
ciarse a otras alteraciones como una
disfuncion en la cadena transportado-
ra de electrones e incrementos en los
niveles de Ca* libre y de radicales li-
bres, lo que podria llevar a la célula a
una muerte necrdtica. Recientemen-
te se ha considerado al citocromo ¢
como un marcador de muerte
apoptoética (5)

El factor inductor de apoptosis
(AIF), otra proteina que también es
liberada de la mitocondria, se transloca
al nicleo como resultado de un esti-
mulo apoptético. Aunque los mecanis-
mos de accién del ATF adn son
controversiales, este factor induce
condensacion de cromatina y frag-
mentacion de ADN en niicleos aisla-
dos y es capaz de inducir liberacién
de citocromo c y la activacién de
procaspasa-9. En algunos estudios se
ha visto que su accién es bloqueada
por inhibidores generales de caspasas,
sugiriendo la posibilidad de que el AIF
sea otra caspasa capaz de procesar
procaspasas; sin embargo, otros estu-
dios han demostrado que ninguno de
los efectos del AIF se ven afectados
por inhibidores de caspasas, lo que
apoya la idea de que el AIF sea un
efector mitocodrial de muerte
apoptoética independiente de caspasas.
La secuencia de aminodcidos de AIF
posee una estrecha homologia con
oxidorreductasas de organismos
vertebrados y bacterias, sugiriendo un
papel como oxidorreductasa
mitocondrial y efector de muerte in-
dependiente de caspasas.

La mitocondria es también una
fuente importante de produccién de
aniones superéxido. Durante la trans-
ferencia de electrones, se estima que
de 1 a 5% de los electrones de la ca-
dena respiratoria participan en la for-
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macion de especies reactivas de oxi-
geno (ROS). El contenido de
superdxidos y la peroxidacién de
lipidos se incrementa durante la
apoptosis; atin no es claro si la gene-
racion de ROS es una sefial de inicio
0 una consecuencia del proceso
apoptoético. El colapso del potencial de
la membrana interna de la mitocondria
se considera un evento importante
dentro del modelo general de
apoptosis. Este proceso lleva a la aper-
tura de un canal de alta conductancia
conocido como el poro de transicién
mitocondrial (PTM). La apertura de
este canal disiparia el gradiente de
protones a través de la membrana in-
" terna, lo que desacoplarfa la cadena
respiratoria y favoreceria la liberacion
del citocromoc del espacio intermem-
branal de la mitocondria hacia el cito-
plasma. Sin embargo, algunos estudios
indican que la liberacién del citocromo
¢y la activacion de las caspasas ocu-
rre antes de que se detecte la pérdida
del potencial de membrana mito-
condrial, esto implica que el PTM po-
dria aparecer en eventos posteriores
ala activacion de las caspasas media-
da por el apoptosoma.

Familia de ICE/Ced-3 (Caspasas)
Las caspasas son proteasas de cisteina
con una preferencia absoluta de resi-
duos de aspartato en las posiciones P1
para el procesamiento proteolitico del
sustrato. Hasta el momento se han
descrito 14 caspasas, las cuales, a
excepcion de la caspasa-9, compar-
ten una secuencia homéloga con ced-
3 incluyendo el sitio catalitico con el
pentapéptido QACRG (Fig. 1A). Es-
tas proteasas se sintetizan como
zimOgenos precursores con muy poca
actividad catalitica, estan constituidas
por un prodomino en la regién N-ter-
minal y 2 regiones que al fraccionarse
generan dos subunidades cataliticas.
En el zim6geno el prodominio es alta-
mente variable en longitud y secuen-
ciay estd involucrado en la regulaciéon

de la activacién de la proenzima. Las
subunidades producidas se asocian
con los fragmentos de otra caspasa
para formar un tetrdimero cuyos sitios
cataliticos funcionan de manera inde-
pendiente (Fig. 1B). Estas proteasas
se activan cuando sufren un procesa-
miento proteolitico en residuos de Asp
que puede estar mediado por otras
proteasas o incluso puede ser
autocatalizado, inducido bien por mo-
léculas que funcionan como
activadoras del procesamiento del
zimoégeno a enzima activa, o bien, por
la remocién de moléculas inhibidoras.

La familia de las caspasas se ha
dividido en 3 subfamilias: la subfamilia
de la caspasa-1 dentro de la cual se
encuentran la caspasa-1 (ICE),
caspasa-4 (ICErel-III, TX, ICH-2),
caspasa-3 (ICErel-II, TY), caspasa-
11 (Ich-3), caspasa-12, caspasa-14
(MICE); la subfamilia de la caspasa-
2 representada por la propia caspasa-
2 (Ich.1); y la subfamilia de la
caspasa-3 que incluye a la caspasa-8
(FLICE, MACH, Mch5), caspasa-9
(ICE/LAP6, Mch6), caspasa-10
(FLICE2, Mch4) caspasa-3 (Yama,
CPP32, apopaina), caspasa-7 (ICE/
LAP3, Mch3, CMH-1), caspasa-6
(Mch2). Existe una clasificacion alter-
na que se basa en el tamaifio del
prodominio. Las caspasas con gran-
des prodominios, como las caspasas-
2,-8 y-9, funcionan como iniciadores
de seflales que se encuentran al prin-
cipio de cascadas proteoliticas, mien-
tras que las que presentan un
prodominio pequefio, como las
caspasas-3, -6 y —7, se localizan de-
bajo de las caspasas iniciadoras y fun-
cionan como proteasas efectoras que
rompen principalmente sustratos
proteicos en nicleoy citoesqueleto (6).

Muchas proteinas del citoesqueleto
son sustratos potenciales de varias
caspasas. Un sustrato importante de la
caspasa-3 es la gelsolina, una protefna
reguladora que lleva a cabo multiples
funciones en citoesqueleto. Se ha de-
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mostrado el rompimiento de esta pro-
tefna durante la apoptosis in vivo, asi
como su rompimiento por accion de la
caspasa-3 in vitro. La ldmina A, una
proteina constitutiva de los filamentos
internos del ndcleo celular es un
substrato potencial de la caspasa-6, la
cual puede ser procesada y activada
por maltiples estimulos. La a-espectrina
no eritroide, también llamada a-fodrina,
se rompe por caspasa-3 durante la
muerte apoptética de células granulares
de cerebelo. Se ha demostrado en mo-
delos in vitro que uno de los sustratos
mejor caracterizados de las caspasas
es la proteina nuclear PARP (poli-
(ADP) ribosa polimerasa), una enzima
involucrada en la reparacion del ADN
(7). Algunos estudios indican que la
caspasa-3 interactua con varias protei-
nas citopldsmicas para generar la frag-
mentacion del ADN nuclear. El factor
de fragmentacion del ADN (DFF), es
una molécula citosdlica mediadora de
este proceso (4). Este factor estd cons-
tituido por 2 subunidades de 40 y 45
kDa, esta dultima puede
proteoliticamente procesada por la
caspasa-3. Una vez que la subunidad
de 45 kDa se ha procesado y es acti-
vada, se requiere para el rompimiento
de substratos nucleares tales como
PARP y ldmina B; sin embargo. no es
necesaria para la fragmentacion del
ADN nuclear, la cual puede estar me-
diada principalmente por nucleasas de-
pendientes de Ca*/Mg**.

La activacion de las caspasas ini-
ciadoras como las caspasas-8 y -9,
requiere de la participacién de molé-
culas acopladoras especificas, un me-
canismo cominmente observado en
las proteasas en general; esta unién
estd mediada por al menos dos estruc-
turas «motivo» distintas que residen
tanto en el prodominio de las caspasas
como en la molécula reguladora co-
rrespondiente (Fig. 2A y 2B). Por
ejemplo, la activacion de la caspasa-8
requiere de su asociacién con la pro-
teina adaptadora FADD (Fas-

Ser
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Figura 1. Funcion v estructura de los miembros de la familia de las caspasas. A. Las
caspasas han sido identificadas desde organismos tales como el nemdtodo
Caenorhabditis elegans hasta el hombre. Aqui se muestran 13 de las 14 caspasas
caracterizadas hasta el momento, las cuales tienen un papel importante tanto en la
muerte apoptotica como en la respuesta inflamatoria. B. Las caspasas activas se
componen de una subunidad grande (~20 kDa) y una pequeiia (~10 kDa), cada una
de las cuales contribuye estructuralmente a la formacion del sitio activo. Al igual
que otras proteasas, las caspasas se sintetizan como precursores o zimogenos que
sufren un procesamiento proteolitico para activarse. El dominio N-terminal que es
altamente variable en longitud (de 23 a 216 aminodcidos) v secuencia, estd
involucrado en regular la actividad de la enzima (modificado del6)

Associated Protein with Death
Domain) a través de un dominio de
interaccion proteica denominade DED
(Death Effector Domain), en tanto que
la activacidn de la caspasa-9 involucra
la formacién de un complejo con
Apaf-1 a través de otro dominio de
interaccion proteica, CARD (Caspase
Recruitment Domain) (Fig. 2B). La
caspasa-9 parece requerir de multiples
factores para activarse que incluyen
a Apaf-1 y al citocromo ¢. Hay evi-
dencias que indican la existencia de
vias apoptoéticas que dependen de
ambas caspasas, in vivo e in vitro. El
gen de la caspasa-9, también genera
dos isoformas por procesamiento al-
ternativo del transcrito primario.

Se ha propuesto que los zimégenos de
las caspasas estdn latentes en las células

en forma de mondmeros y en complejos
que impiden su autocatalisis, y que las mo-
léculas reguladoras permiten que dos o
mas caspasas precursoras estén proxi-
mas unas a otras, permitiendo asi su acti-
vacion autocatalitica. El efecto de estas
proteinas reguladoras puede ser directo
oindirecto, removiendo alguna molécula
inhibidora. En el caso de la activacién de
las caspasas efectoras, existen eviden-
cias experimentales que apoyan el mo-
delo de una cascada proteolitica media-
da porla activacion de los zimégenos (Fig.
2) inducida por otras caspasas. Una se-
fial proteolitica lleva a la activacion de una
caspasa iniciadora que a su vez procesa
y activa a las caspasas efectoras, de ah{
que diferentes sefiales apoptoticas induz-
can los mismos cambios bioquimicos y
morfoldgicos.
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Familia de Ced-9/Bcl-2.

En mamiferos, el proto-oncogen bcl-
2 es funcional y estructuralmente ho-
mologo a Ced-9 de C. elegans. Bcl-
2 fue inicialmente identificado como
un gen asociado al desarrollo de
leucemias granulociticas de células
B, de donde deriva su nombre (B-
cell leukemia gene 2). Existen dos
clases funcionalmente diferentes de
proteinas relacionadas con Bcl-2: las
proteinas antiapoptoéticas como Bel-
2, Belx,, Bel-w, NR-13, Al, Boo y
Mcl-1y los moléculas proapoptdticas
que incluye a Bax, Bak, Bcl-x2, Bad,
Bid, Hrk, Bim y Bok/Mtd (Fig. 3) (8).
En la estructura de estas proteinas
se han identificado 4 dominios 0 mo-
tivos muy conservados que se cono-
cen como regiones de homologia con
Bcl-2, denominados “Bcl-2 homology
regions”, BH1, BH2, BH3 y BH4.
Estas secuencias son responsables
en gran parte de la homo y hetero
dimeri-zacidn, caracteristica comtin
entre los miembros de la familia. La
proteina Bcl-2 esta asociada a es-
tructuras membranales del nicleo,
reticulo endopldasmico y membrana
externa mitocondrial, al igual que el
resto de los miembros de la familia,
aunque recientemente se ha encon-
trado que una porcién de Bax puede
encontrarse en la fraccidn soluble
celular. Algunos estudios indican que
Bax se redistribuye del citosol a
mitocondria después de la induccién
de la apoptosis y que esta proteina
sufre un cambio conformacional
adoptando una estructura en ¢-héli-
ce anfipatica que se une con gran afi-
nidad a Bel-x,, a través de interac-
ciones hidrofébicas y electrostaticas.
La regiéon BH3 en algunos de los
miembros proapoptoticos de la fami-
lia, tales como Bax y Bik, promueve
la interaccidn de estas proteinas con
Bcl-x, neutralizando la funcién
antiapoptética de Bel-x; y favore-
ciendo la muerte apoptética .
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Figura 2. Cascada de activacion de caspasas y su posible regulacién en células
apoptdticas. A. En la apoptosis, las caspasas son las responsables directas del procesa-
miento proteolitico de proteinas nucleares y de citoesqueleto, que lleva al desensamblaje
celular. Ellas son también responsables de regular los eventos iniciales de la muerte
apoptdtica. Diferentes sefiales proapoptoticas inducen la activacion de caspasas ini-
ciadoras, las cuales a su vez inducen la activacion de las caspasas efectoras, responsa-
bles de la fragmentacion proteolitica de una gran cantidad de proteinas, generando asi
los cambios morfolégicos caracteristicos de la muerte apoptotica.

B. Las caspasas pueden ser reguladas por moléculas inhibidoras o inductoras que
modifican su activacion. El modelo propuesto sugiere que una sefial proapoptitica
induce la activacion de vias de sefializacion en las que participan diferentes molécu-
las, entre ellas las caspasas, proteinas adaptadoras v «cofactores» como el citocromo
¢ mitocondrial liberado al citosol. Algunas proteinas inhibidoras pueden sufrir modi-
ficaciones estructurales que las llevan a inactivarse. Todos estos procesos regulan la
activacion de caspasas. RAIDD (Recruitment apoptotic inductor with death domain),
FADD (Fas-associated protein with death domain), FLIPs (FADD-like ICE inhibitory
proteins), ARC {apoptosis represor with caspase recruitment domain), TRADD (TNF-
receptor associated death domain), RIP (receptor inferacting protein), TRAF2 (TNFR-
associated factor-2), MKK7 (MAP/Erk kinase kinase-1), iBid (truncated Bld), PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase) (modificado de referencia 16)
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Bcl-2/ Bel-x,

Diversos estudios in vitro indican que
el producto proteico del gen bcl-2
inhibe la muerte de células neuronales
inducida por deprivacion de suero, glu-
cosa y factores de crecimiento. Va-
rias proteinas antiapoptdticas que per-
tenecen a esta familia inhiben la muer-
te inducida por la activacion de los
receptores de muerte de la familia del
factor de necrosis tumoral (TNF) e
inhiben la activacién y autopro-
cesamiento de la caspasa-8. Bel-2 se
expresa ampliamente durante el desa-
rrollo embrionario (principalmente en
cerebro e higado) disminuyendo sen-
siblemente en el estado adulto y vuel-
ve a aumentar en células senescentes.

En las proteinas antiapoptdticas
como Bcl-2 y Bel-x, los dominios
BHI1 y BH2 participan en el proceso
antiapoptético y en la heterodimeri-
zacion de éstas con otras que pro-
mueven la muerte tales como Bax,
en tanto que el dominio BH3 de los
miembros proapoptoticos es esencial
para su activacién y heterodime-
rizacion. Se ha determinado que los
dominios BH1, BH2 y BH3 influyen
fuertemente la homo y la heterodime-
rizacién, sin embargo, no se requie-
ren para la funcién de las proteinas
antiapoptdticas, mientras que para
aquellas que promueven la muerte
son esenciales.

El mecanismo por el que Bcel-2 re-
gula la apoptosis atin no es claro, sin
embargo su localizacion en la mem-
brana externa de la mitocondria po-
dria estar relacionada con la funcion
mitocondrial implicada en la apoptosis.
Se ha propuesto también que Bcl-2 es
un poderoso antioxidante y que tiene
la capacidad de interferir con las vias
de sefializacion mediadas por Ca’.
Algunos estudios sugieren que las pro-
teinas antiapoptdticas podrian funcio-
nar inhibiendo directamente la habili-
dad de las moléculas parecidas a Ced-
4 para inducir la activacién de las
caspasas (Fig. 2). Recientemente se
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Figura 3. Miembros de la familia de CED-9/Bcl-2. Dentro de esta familia se encuen-
tran elementos reguladores negativos del proceso de muerte o antiapoptéticos como
Bel-2 y Bel-x | ast como miembros proapoptéticos como Bax y Bik, entre otros. De
acuerdo a !mf'(ﬁﬁ}rw?c'iczs estructurales que existen entre las diferentes proteinas se
han clasificado en 3 subfamilias. El esquema muestra los dominios criticos asocia-
dos a algunas de las acciones pro y antiapoptéticas de estas proteinas (modificado

de 17)

ha reportado que Bcl-x, puede unirse
también a Apaf-1 e inhibir su asocia-
cién con la procaspasa-9.

Bcel-x, presenta una distribucién
intracelular similar a Bel-2, su estruc-
tura recuerda a los dominios de inser-
cion a membranas de toxinas
bacterianas; esto podria apoyar la hi-
potesis de que los miembros de la fa-
milia que contienen los dominios BH1
y BH2 inducen la formacion de poros
en organelos tales como mitocondrias,
sin embargo, Bcl-x, , Bcl-2 ni Bax for-
man canales en bicapas lipidicas in
vitro, y aquellos creados por Bax y
Bcl-2 tienen diferentes caracteristicas
que incluyen una gran selectividad
i6nica (9).

BAX
Lainduccion de la expresion de la pro-
teina proapoptdtica Bax activa un pro-

grama de muerte apoptdtica que inclu-
ye disfunciones mitocondriales como
alteraciones del potencial de membra-
na y produccién de ROS sin liberacién
de citocromo c, asi como la activacion
de las caspasas-3 y 9. Sin embargo,
si bien no hay duda de que in vitro Bax
puede formar heterodimeros, atin no se
ha podido determinar con exactitud si
Bax se une a Bcel-2 dentro de la célula
y en respuesta a algin estimulo fisiolé-
gico, ya que los diferentes detergentes
utilizados para la lisis celular facilitan
esta asociacion.

La sobreexpresiéon de Bax
antagoniza el efecto protector del Bcl-
2. En células susceptibles a la muerte
apoptodtica, la porcion de Bax que se
localiza en el citosol normalmente se
encuentra como mondmero inactivo.
Bax se transloca a la mitocondria en
respuesta a una sefial de muerte, pos-
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teriormente sufre un cambio
conformacional y se homodimeriza in-
sertdndose en la membrana interna de
la mitocondria. Aun en presencia de
inhibidores de las caspasas, la
sobreexpresion de Bax y las proteinas
proapoptoticas relacionadas a ésta pue-
den inducir apoptosis. Se ha propuesto
que Bax podria mediar la muerte inde-
pendientemente de las caspasas a tra-
vés de la formacion de canales que
podrian inducir alteraciones en la per-
meabilidad de la membrana mitocondrial
(9), sin embargo, la relevancia fisiolo-
gica de este fendmeno atin es incierta.
Se ha propuesto también que la activi-
dad proapoptdtica de Bax puede
neutralizarse por fosforilacién media-
da por la cinasa AKT/PKB. Esta
cinasa se activa en respuesta a una gran
variedad de estimulos hormonales, lo
que representa un mecanismo adicio-
nal de modulacién de la actividad
proapoptdtica de Bax.

IAPs (“INHIBITOR APOPTOSIS PROTEINS”)
En algunos de los casos, la apoptosis
representa una estrategia para elimi-
nar a aquellas células que han sido in-
fectadas viralmente. Una respuesta
adaptativa ante esta situacion es la crea-
cién de mecanismos virales para inhibir
este proceso de muerte (10). Las
caspasas parecen ser un blanco de pro-
teinas virales que se activan en respuesta
a estimulos de muerte inducidos por las
células infectadas, entre las que se en-
cuentran, p35, crmA y las proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAPs), tres di-
ferentes clases de proteinas antia-
poptéticas baculovirales. Aunque los
genes de las IAPs fueron originalmen-
te descubiertos en el genoma de virus
de insectos se han encontrado ya sus
homologos celulares en el genoma de
aves y mamiferos incluyendo al hom-
bre (11). Recientemente se ha
descusbierto que algunas de las IAPs
en humanos son potentes inhibidores
de caspasas y de la muerte apoptdtica
inducida por diversos estimulos.
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Figura 4. Miembros de la familia de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs).
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los dominios BIR. Aqui, estd representada la estructuras y los dominios estructura-
les mds importantes de las IAPs de varias especies: BIR (baculoviral IAP repeat);
CARD (caspase adaptor recruiting domain); UBC (ubiguitin-conjugation domain
in BRUCE); RING. No se ha demostrado totalmente el efecto inhibidor de la apoptosis
de algunas de estas proteinas como Ac-IAP, BRUCE, cIAP de porcino y las IAPs de
nemdtodo y levadura. B. Posibles puntos de interaccion de las IAPs con las vias de
muerte celular. Se pueden observar las vias apoptoticas activadas por Fas (CD95),
la mitocondria o el TNFRI (CD120a). Algunos estudios indican que las IAPs de
humano, pueden blogquear directamente a las caspasas-3, -7 y -9. Se sabe también
que estas proteinas pueden estar involucradas en las vias de transduccion de sefia-
les activadas por las proteinas adaptadoras TRAFs, a través de la activacion de los
receptores de muerte TNFRI y TNFR2, asi como en las vias de transduccion que
involucran la activacion del NF-kB (modificado de la referencia 14)

Aungque las TAPs y p35 no poseen
una homologia de secuencia obvia,
estas protefnas son funcionalmente
similares. Se sabe que las IAPs, al
igual que p35, ejercen sus efectos
uniéndose e inhibiendo a las caspasas,
como es el caso de la XIAP (12).

Hasta el momento se han identifi-

cado 6 protefnas de la familia de las
IAPs en humanos: NAIP cIAP1/
HIAP2/Hmihb, cIAP2/HIAPI/
hMIIHC, XIAP/hILP, survivina y
BRUCE (13) (Fig. 4A). Estas protei-
nas contienen en su estructura 2 moti-
vos: un domino N-terminal que con-
tiene hasta 3 repeticiones imperfectas
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de ~70 aminodcidos, ricas en residuos
de cisteina e histidina denominadas
unidad de repeticion tipo IAP identifi-
cada en baculovirus (“baculovirus IAP
repeat” (BIR)) y un “RING finger”
en laregidn c-terminal de unién a zinc
que se encuentra en varias proteinas
nucleares y citosdlicas involucradas en
funciones como la transcripcién y re-
paracién de ADN, proliferacién y di-
ferenciacion celular. El motivo BIR es
exclusivo de las TAPS y ha sido iden-
tificado  en  proteinas de
Schizosaccharomyces pombe y
Saccharomyces cerevisiae, en el
nemdtodo Caenorhabditis elegans,
en Drosophila melanogaster y en
algunas especies de mamiferos (14).
Es importante hacer notar que el do-
minio “RING finger” de las IAPs se
localiza en la region C-terminal, mien-
tras que en el resto de las proteinas
que lo presentan se encuentra en la
region N-terminal.

En las TAPs de mamifero y las pro-
teinas relacionadas a éstas, los domi-
nios BIR y RING estin separados por
una regién anfipatica de 120 a 170
residuos cuyo papel ain no se ha defi-
nido. Esta regién no se encuentra en
las TAPs codificadas por el baculovirus
(Fig. 4A). La proteina inhibidora de
apoptosis neuronal (NAIP) posee una
homologf{a limitada con el resto de las
[APs, sin embargo, su actividad
antiapoptdtica en la atrofia muscular
espinal (SMA) parece ser importan-
te. Las cIAP1 y cIAP2 de mamiferos
se han identificado como componen-
tes del complejo de sefializacion de
receptores del factor de necrosis
tumoral (TNFR), a través de su unidn
al heterocomplejo TRAF1-TRAF2
(TRAF es una proteina adaptadora
que forma parte del complejo de acti-
vacion inducido por la unién de los re-
ceptores a TNFa su ligando). La acti-
vacion del receptor de TNF a tipo 2
(TNFR2/p75) por su ligando, el TNF,
induce el reclutamiento del complejo
TRAF1-cIAP al dominio citopldsmico
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del receptor; las IAPs no se unen di-
rectamente a TNFR2, Ia union se da
a través de TRAF2. El heteromero
TRAF2-cIAP2 también se ha identi-
ficado en el complejo de sefializacién
del receptor de TNF tipo 1 (TNFRI1/
p55). A diferencia de éstas la XIAP,
otro miembro de la familia de las IAPs,
no interactia con ninguna de las 6
proteinas TRAFs, esto sugiere que su
funcidn podria ser diferente a la del
resto de los miembros de la familia
(12).

Se sabe que la activacién de am-
bos receptores, induce muerte
apoptdtica. El receptor TNFR2Z
transduce seiales a través de la
interaccion de su dominio citosélico
con la proteina TRAF2 (TNFR-
associated factors 1 y 2, que tam-
bién forman parte de una familia de
proteinas adaptadoras) y su
interaccién con TRAF1 depende de
la formacién de un heterocomplejo
con TRAF2. cIAP1 y cIAP2, son dos
componentes recientemente identi-
ficados del complejo de sefializacion
TNFR2. cIAP1 y cIAP2 interactdan
con los dominios N-terminales de
TNFR de TRAF1 y TRAF2 a tra-
vés de los dominios BIR (Fig. 4B).
Esto indica que el dominio BIR, po-
dria constituir un dominio de
interaccién proteina-proteina. Estu-
dios recientes indican que las IAPs
pueden reducir la muerte apoptética
0 inhibirla parcialmente cuando es
inducida por la sobreexpresion de
FADD, una proteina adaptadora aso-
ciada al dominio de muerte citosélico
del receptor CD95 (Fas/APO-1/Fas/
CD95), miembro de la superfamilia
de TNFR.

La habilidad de las IAPs para re-
gular la muerte apoptdtica en muchas
especies radica en su capacidad de
unirse e inhibir directamente a algu-
nas caspasas; algunos de los miem-
bros de esta familia contienen un do-
minio de reclutamiento de caspasas
(CARD), localizado entre los domi-

nios BIR y RING finger. Este domi-
nio se ha identificado en c-IAP1y
c-IAP2; el significado funcional de
este dominio en la actividad
antiapoptotica de las IAPs atin no es
claro. En humanos XIAP, cIAP1 y
cIAP2 son inhibidores directos de las
caspasas-3y -7, ya que previenen el
procesamiento catalitico de éstas e
inhiben también a la caspasa-3, in-
ducida por la activacidn de recepto-
res de la familia de TNF-R y por la
liberacidn de citocromo ¢ al citoplas-
ma (15) (Fig. 4B). Las IAPs no pue-
den bloquear el procesamiento
catalitico de caspasa-3 inducido por
caspasa-8, pero si inhiben directa-
mente a la caspasa-3 activa. Se ha
demostrado que las IAPs bloquean
también la activacion de la caspasa-
9 inducida por el citocromo c, previ-
niendo asi la activacidon de la
caspasa-3 y -7. Estos resultados su-
gieren que la caspasa-8 y el
citocromo ¢, activan a la procas-
pasa-3 a través de vias independien-
tes y que ambas pueden ser bloquea-
das por las [APs a diferentes nive-
les y que sélo las formas activas de
caspasa-3 y -7 pueden asociarse a
las TAPs cuando el estimulo se in-
duce por la liberacidn de citocromo
¢. Se sabe también que estas protei-
nas se pegan a la procaspasa-9 in
vivo previniendo su activacion, blo-
queando asi el procesamiento de pro-
caspasa-3 y la apoptosis. La XIAP
no sé6lo inhibe caspasa-8 sino tam-
bién a las caspasa-2 y -1. El domi-
nio BIR de estas proteinas parece
ser suficiente para proteger de
muerte apoptdtica (12, 15). Un sélo
dominio BIR de XIAP es suficien-
te para bloquear el procesamiento
de la procaspasa-9 inducido por el
citocromo c, en tanto que el domi-
nio RING no tiene efecto. Otros do-
minios identificados en la estructu-
ra de estas proteinas incluyen al do-
minio UBC (ubiquitin-conjugating-
domain), encontrado en el dominio
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BRUCE. Aun no se sabe si esta
proteina puede inhibir la apoptosis,
sin embargo podria ser una conexién
funcional entre las proteinas
involucradas en el proceso de muer-
te apoptética y la ubiquitina, presen-
te en el proteosoma para la degra-
dacién de proteinas.

Existen 3 genes proapoptéticos
que solo se han identificado en
Drosophila melanogaster, denomi-
nados reaper (rpr), grim y hid, de
los cuales atn no se ha encontrado
su homdélogo en mamiferos, sin em-
bargo reaper y grim pueden inducir
apoptosis en células de humano, la
cual puede inhibirse por las cIAPs.
Los productos proteicos (Reaper y
Grim) se unen a la regién de las
1APs en donde se encuentra el do-
minio BIR. A través de esta
interaccion, las IAPs pueden regu-
lar a Reaper y Grim, alterando su
distribucion celular y bloqueando su
acceso a las caspasas que se en-
cuentren debajo de la cascada
apoptoética inhibiendo asi la muerte
celular. Estos experimentos sugie-
ren que la maquinaria de muerte
celular activada por Reaper y por
Grim estd funcionalmente conser-
vada entre insectos y mamiferos.
Recientemente se ha identificado
que Doom, una proteina en
Drosophila, interactia con la re-
gion C-terminal de las TAPs. Su
sobreexpresiéon induce muerte
apoptdtica, la cual puede ser blo-
queada por las IAPs de baculovirus.

Otras proteinas que juegan un pa-
pel importante durante el proceso de
muerte son las que pertenecen a la
familia de Rel/NF-kB, factores de
transcripcion que regulan la expre-
sién de varios genes e intervienen en
procesos como la proliferacidn, la di-
ferenciacién celular y el desarrollo.
Las proteinas Rel/NFkB estdn
estructuralmente relacionadas a tra-
vés de una region conservada N-ter-
minal denominada «Rel homology
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domain» (RHD), que contiene una
secuencia importante para la
dimerizacién y unidén al ADN. Las
funciones de estas proteinas estin
también moduladas por su
interaccién con las proteinas
inhibidoras de la familia IkB. IkBa,
el miembro de esta familia mejor
caracterizado, interactia con homo
y heterodimeros formados por pro-
teinas de la familia Rel/NFkB rete-
niendo el complejo en el citoplasma
y cubriendo una sefial de localiza-
cién nuclear. Una vez que la célula
recibe un estimulo, las moléculas de
IkB son rdpidamente fosforiladas y
degradadas por el proteosoma, per-
mitiendo que el dimero Rel/NF-kB
se transloque al nicleo y regule asi
la transcripcion a través de la union
a secuencias especificas denomina-
das sitios kB localizadas en la region
promotora de genes especificos que
inducen un aumento en la frecuen-
cia de transcripcién (elementos
“enhancer” o reguladores de la
transcripcion). Aunque la muerte ce-
lular inducida por el TNF estd me-
diada principalmente por el receptor
TNFRI1, éste y el TNFR2 pueden
transducir sefiales intracelulares que
estimulan la degradacion de IkB.
Las IAPs juegan un papel importante
en la activacién de los miembros de
la familia Rel/NFkB. La delecion del
dominio RING de cIAP2 genera un
inhibidor dominante negativo del NF-
kB que aumenta as{ los efectos
citoliticos del TNF. Esto sugiere la
importancia funcional de la
interaccion entre cIAP2 y el NF-kB
que facilita una respuesta celular
protectora.

Recientemente se ha propuesto
que otro posible sitio de accion de las
IAPs para inhibir la apoptosis es la
interaccién directa de éstas con al-
gin elemento de las vias de sefaliza-
cién de la proteina cinasa c-Jun N-
terminal (JNK) que promueve muer-
te apoptotica en algunos modelos ce-

lulares. Se sugiere que la
sobreexpresion de cIAP2 induce la
activacion del NF-kB por un meca-
nismo que involucra la inactivacion de
IkB. Se sabe también que el NF-kB
puede suprimir la activacion de las
caspasas y que puede afectar nega-
tivamente a otras proteinas antia-
poptéticas.

La survivina, otro miembro de esta
familia de protefnas inhibidoras de
apoptosis, se expresa en proporcio-
nes muy altas en células cancero-
sas de humanos. A diferencia de
otras TAPs, esto parece indicar que
la expresion de la survivina define
un evento comun asociado a la
patogénesis de una gran variedad de
canceres humanos. En condiciones
normales, hay bajos niveles de ex-
presion de survivina en tejido adul-
to. El promotor del gen de esta pro-
teina contiene 4 copias de elemen-
tos represores de la fase G1, que
estdn implicados en controlar la pe-
riodicidad del ciclo celular de algu-
nos genes que regulan las fases G2/
M. Se le ha encontrado asociada a
microtdbulos del huso mitético de cé-
lulas en mitosis, una reaccién regu-
lada por la actividad dindmica de los
microtibulos. La pérdida de
interaccién de survivina con los
microtubulos durante la mitosis in-
duce la pérdida de su funcién
antiapoptdtica y un aumento en la
actividad de la caspasa-3. Estas evi-
dencias indican que esta familia de
proteinas estd evolutivamente con-
servada y que tiene diferentes me-
canismos de accidn para ejercer sus
efectos antiapopdticos. Aln no se ha
determinado con exactitud el signi-
ficado fisioldgico de estas protefnas
en células de mamifero; sin embar-
go, su amplia distribucién en los di-
ferentes tipos celulares y su capaci-
dad para interactuar directamente
con parte de las moléculas clave del
proceso apoptotico e inhibir el pro-
ceso de muerte en diferentes pun-
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tos de la cascada de activacién, las
convierte en componentes importan-
tes de la maquinaria celular que le
permiten a ésta responder a los di-
ferentes estimulos externos a los que
estd expuesta.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
Las moléculas que participan en la
muerte por apoptosis constituyen ele-
mentos clave de un proceso altamen-
te conservado y elemental para el
mantenimiento de la homeostasis ce-
lular, as{ como para la adecuada for-
macion de tejidos durante el desa-
rrollo embrionario de los mamiferos.
Sabemos ahora que la muerte
apoptética estd regulada de manera
muy sofisticada en los distintos ni-
veles presentes en la cascada de
seflales en este proceso. Parecerfa
ser que existen distintas vias
apoptdticas que dependen del tipo
celular y del agente inductor, y que
la mayor parte de estas vias conver-
gen en la activacion de las caspasas.
Estas caspasas, sin embargo, pue-
den ser reguladas a su vez por
inhibidores enddgenos selectivos o
sobrepasadas por factores que ini-
cian la degradacién ordenada del
ADN. Asi, Ia relacién entre los dis-
tintos elementos moleculares presen-
tes en un momento dado de la vida
de la célula definird cudndo y como
morird ésta. Esto convierte a la
muerte apoptdtica, junto con los pro-
cesos de diferenciacion y prolifera-
cion celular, en uno de los eventos
mas complejos que las células tie-
nen que salvaguardar para el man-
tenimiento de sus funciones vitales.
Esto, junto con la gran diversidad de
patologias que involucran a la muer-
te apoptoética, ha abierto la posibili-
dad de estrategias terapéuticas en el
tratamiento de algunas enfermeda-
des asociadas al envejecimiento,
neurodegeneracidon, inmunode-
ficiencia, autoinmunidad y muchas
formas de cdncer.
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E1L PareL ANTIATEROGENICO DE LA PARAOXONASA 17

Oscar Pérez-Méndez y Claudia Huesca Gomez

RESUMEN

La concentracion plasmética del colesterol asociado a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) presenta una corre-
lacién negativa con el riesgo de aterosclerosis coronaria.
Una de las explicaciones mds recientes del papel
antiaterogénico de las HDL se ha centrado en su capaci-
dad antioxidante, particularmente debido a la paraoxonasa
1 (PON1). Sin ser un elemento estructural, la PON1 se
encuentra asociada por interacciones hidrofébicas a las
HDL. La paraoxonasa 1 participa en la prevenci6n de la
formacién y de la progresion de la placa ateromatosa por
su actividad de lipoperéxido-hidrolasa, que interrumpe la
cascada oxidativa de los lipidos de las LDL y detiene el
proceso inflamatorio que generan las LDL oxidadas. Se
han descrito dos polimorfismos de esta enzima, el Q191R
y el L54M. Con base en algunos estudios epidemiologicos,
los polimorfismos asi como la actividad de la enzima en
suero medida por diversos substratos, tienen una asocia-
cién con la incidencia de enfermedad aterosclerosa
coronaria. A pesar de la falta de consistencia de estos
hallazgos en todos los estudios epidemioldgicos, existen mas
evidencias a favor de que la PON 1 desempefia un papel
protector contra la aterosclerosis.

PALABRAS CLAVE: Paraoxomnasa, lipoperoxidacion,
lipoproteinas, HDL, aterosclerosis

ABSTRACT

Low plasma levels of high-density lipoproteins (HDL)
correlate with a high risk of atherosclerotic heart
disease. Recent studies have attributed the
antiatherogenic role of HDL to their capacity to avoid
atheromas formation and progression. Such capacity
is due to the lipoperoxide-hydrolase of the paraoxonase
1 (PON1), enzyme physically associated by
hydrophobic interactions with HDL. This enzyme
decreases the oxidative modification of low-density
lipoprotein (LDL) thereby preventing the inflammatory
process promoted by oxidized LDL. Two main
polymorphisms of the paraoxonase have been
described, the QI91R and the L54M. It has been
suggested by several epidemiological studies that
PONI1 polymorphisms as well as PONI activity have
a direct association with the incidence of coronary heart
disease. Even if such association has not been
consistently demonstrated by other studies, there is
more evidence that suggest PONI1 as an
antiatherogenic enzyme.

KEY WORDS: Paraoxonase, lipoperoxidation,
lipoproteins, HDL, atherosclerosis.

INTRODUCCION

s bien conocido que la concentra-
Ecién plasmatica de colesterol aso-
ciado a las lipoproteinas de alta densi-
dad (HDL) presenta una correlacion
negativa con el riesgo de ateroscle-
rosis. Uno de los mecanismos que ex-
plican esta relacion es la participacién
de las HDL en el transporte reverso
de colesterol, que se define como el
regreso de colesterol proveniente de

las células periféricas hacia el higado
para su excrecién o reciclaje. Sin em-
bargo, recientemente el papel
antiaterogénico de las HDL se ha cen-
trado en su capacidad antioxidante,
propiedad atribuida principalmente a
la paraoxonasa | (PONI). Sin ser una
proteina estructural, la enzima se aso-
cia fisicamente a las HDL por
interacciones hidrofébicas entre
fosfolipidos y la proteina. Existen al-

gunas evidencias epidemioldgicas que
han sugerido la participacién de la ac-
tividad de la PON1 y de ciertas
isoformas de la enzima, en la protec-
cion contra el desarrollo de la enfer-
medad aterosclerosa coronaria
(EAC). No obstante, estos hallazgos
no han sido consistentes en todos los
estudio epidemioldgicos al respecto. A
partir de su posible papel protector
contra la aterosclerosis, diferentes gru-

*Recibido: 11 de marzo 2002

Aceptado: 8 de octubre de 2002

Departamento de Fisiologfa. Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez”. Juan Badiano 1. C.P. 14080, México D.F. Correspondencia:
Oscar Pérez-Méndez. Departamento de Fisiologia.Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez" Juan Badiano | Col.Seccién XVI. 14080
México D.F. Tel. 55 73 - 29 11 ext. 1278. Fax 55 73 - 09 26. Correo E: aozpxh@]liceaga.facmed.unam.mx



246

pos de investigacion han centrado sus
esfuerzos en dos vertientes: por una
parte, corroborar la relacién inversa
de la PONI1 con la EAC y por otra,
describir los mecanismos de accidn de
la enzima. En esta revision presenta-
mos las caracteristicas estructurales
de la paraoxonasa descritas hasta el
momento, las evidencias epidemiolo-
gicas que apoyan su papel antiaterd-
genico y los hallazgos bioquimicos que
loexplican.

ESTRUCTURA Y ESPECIFICIDAD
DE LA PARAOXONASA 1

El gen de la PON1 es miembro de una
familia que comprende al menos tres
genes relacionados en el humano,
PONI, PON2 y PON3. El gen PON1
esta localizado en el brazo largo del
cromosoma 7 (cromosoma 6 en el ra-
tén) y consiste de nueve exones y ocho
intrones que se extienden entre 25 y
26 Kb. La expresion del gen PONI
da origen a una glicoproteina PON1
de 354 residuos de aminodacidos y de
masa aparente entre 43 y 45 kD. La
proteina madura retiene su péptido se-
nal con excepcidn del residuo inicia-
dor de metionina. La enzima se sinte-
tiza en higado y queda anclada a la
membrana gracias a la interaccién de
su péptido sefial con los fosfolipidos
de la membrana del hepatocito. Sin
embargo, no existen reportes que ha-
van descrito actividad PONI en
compartimentos extraplasméticos, pro-
bablemente porque el microambiente
membranal no le proporciona a la en-
zima las condiciones ideales para ma-
nifestarla. Para que la PONI aban-
done la membrana del hepatocito ha-
cia su destino final, el plasma, requie-
re de un aceptor formado por com-
puestos anfipdticos (detergentes no
16nicos o fosfolipidos), organizado en
micelas o bicapas anfipiticas y que
posea una tensién de superficie ade-
cuada(1). In vivo, este aceptor son las
HDL, particularmente a la subfraccion
HDL3 que comprende las particulas
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Figura 1. Esquema de la estructura primaria de la PONI humana. Los aminodcidos
estdn representados por su cédigo de una letra. Los aminodcidos involucrados en la
actividad hidrolitica de la enzima se destacan con letras itdlicas. La region N-
terminal (negritas) estd involucrada en la union a las HDL por medio de interacciones
hidrofdbicas con los fosfolipidos y con la apo Al. La linea continua representa el
enlace disulfuro entre los residuos de cisteina 41 y 352. Las estructuras secundaria
y terciaria, asi como los aminodcidos especificos involucrados en la interaccion con

las HDL no han sido descritos

mads pequefias y densas de la familia
de lipoproteinas de alta densidad. La
asociacién enzima-lipoproteina estd
mediada por la interaccion hidrofébica
de su extremo N-terminal (péptido se-
fial) con los fosfolipidos y las
apolipopro-teinas de las HDL (Fig. ).
Esta asociacion PON1-HDL es un ar-
gumento adicional al transporte rever-
so de colesterol que explica por qué
los bajos niveles de C-HDL son un
factor de riesgo de desarrollar EAC.
De esta manera, las HDL son un fac-
tor limitante para la expresién de PON1
plasmdtica; si no existen suficientes
HDL, en particular HDL3, el nimero
de moléculas de PON1 en circulacién
se verd limitada y los procesos de
lipoperoxidacién descritos mds adelan-
te no podran ser suficientemente ate-
nuados.

La paraoxonasa contiene tres resi-
duos de cisteina. En la enzima huma-
na, los residuos Cys41 y Cys352 for-
man un puente disulfuro (Fig. 1). La
Cys283 es un grupo sulthidrilo libre y
a pesar de que este residuo no forma
parte del sitio activo de la enzima, es

indispensable para su actividad. Los
residuos de histidina 114, 133 y 284
son también indispensables para su
accion hidrolitica, mientras que el Trp
280 forma parte del sitio activo de la
enzima y estd probablemente
involucrado en la unién con los
substratos aromadticos (2) (Fig. 1). La
paraoxonasa requiere de calcio para
estabilizarse y para su actividad
catalitica, por lo que las muestras de
plasma obtenidas con EDTA u otro
tipo de agentes quelantes son inade-
cuadas para determinar la actividad de
la enzima. En este sentido, se ha su-
gerido que los residuos de Glu 52 y de
Asp 53 estan involucrados en la fija-
cidén de Ca*. Otros iones metdlicos
divalentes, como el Zn** y el Cd*,
evitan la desnaturalizacién de la enzi-
ma, pero carecen de la capacidad de
conferirle actividad catalitica.

La PONI es una enzima esterasa
tipo A con especificidad muy amplia
sobre diferentes compuestos no natu-
rales: arilésteres, lactonas y
organofosfatos, incluyendo agentes al-
tamente toxicos como el sarin y el
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soman. Uno de los substratos mas uti-
lizados para el estudio de la enzima es
el paraoxdn (O,0-dietil-O-p-nitrofenil
fosfato), un potente inhibidor de las
colinesterasas . Histéricamente, fue el
primer compuesto con el que se puso
de manifiesto la existencia de la enzi-
ma y de €l se deriva el nombre de
paraoxonasa. Otro de los substratos
no naturales que se ha utilizado
extensivamente para el estudio de la
PON1 es el fenilacetato (Fig. 2). Es
importante destacar que, debido a la
amplia utilizacién de los dos dltimos
substratos mencionados, se ha adop-
tado el término de “actividad de para-
oxonasa” cuando se usa paraoxon
como substrato de la PON1. De igual
forma, cuando se usa fenilacetato, se
hace referencia a la “actividad de
arilesterasa” de la PONI. La activi-
dad de paraoxonasa depende de la
isoforma de la enzima de la que se tra-
ta (ver mds adelante los polimorfismos
de la PON1), mientras que la activi-
dad de arilesterasa no se ve afectada
por el polimorfisme de [a PON1 y en
consecuencia es representativa de la
cantidad de enzima activa presente en
suero.

POLIMORFISMOS PONT1

La paraoxonasa es una enzima
polimérfica. Se han descrito fundamen-
talmente dos polimorfismos en esta en-
zima, ambos debidos a la substitucion
de un aminodcido. El primero consis-
te en la substitucion de glutamina (Q)
por arginina (R) en la posicién 191
(polimorfismo Q191R), que correspon-
den a los fenotipos A y B, respectiva-
mente, de la clasificacion de Adkins y
colaboradores (3). El segundo, se ca-
racteriza por el reemplazamiento de
la leucina (L) por metionina (M) en la
posicién 54 (polimorfismo L54M,
Fig.1). Ambos polimorfismos se segre-
gan de manera mendialiana codomi-
nante y en consecuencia, dos de las
cuatro diferentes aloenzimas posibles
(Q191/1.54, Q191/54M, 191R/1.54,

0
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Figura 2. Reacciones de hidrélisis de dos arilésteres catalizadas por la PONI. A),
hidrolisis de paraoxon, un potente inhibidor de las colinesterasas. Esta reaccion tiene

una funcion destoxificadora, debido a que

los derivados hidroxilo son inocues. B),

hidrolisis del fenilacetato. No se ha descrito hasta el momento el significado fisiologi-

co de esta reaccion.

191R/54M) estén presentes en el plas-
ma humano (3). Ciertos autores con-
sideran al residuo iniciador de
metionina como parte de la secuencia
de la proteina madura. En consecuen-
cia, los polimorfismos arriba descritos
corresponden a los residuos 192 y 55,
respectivamente.

La velocidad de reaccidon de
paraoxonasa (con paraoxdn como
substrato) de la aloenzima 191R se
incrementa considerablemente con
NaCl a una concentracion de 1M,
mientras que los parimetros cinéticos
de la aloenzima Q191 no se estimulan
en presencia de una fuerza iénica ele-
vada. Bajo estas condiciones, la rela-
cién de actividades paraoxonasa/
arilesterasa es aproximadamente de 1
y de 8 para las isoenzimas Q191 y
191R, respectivamente. Esta propie-
dad carece de relevancia fisiologica,
pero ha sido explotada para estimar
los polimorfismos en posicion 191 en

humanos (4) por un método
bioquimico, préctico, rapido, econdmi-
co y potencialmente automatizable.

LA PARAOXONASA COMO FACTOR
DE PROTECCION CONTRA LA
ENFERMEDAD ATEROSCLEROSA
CORONARIA

La importancia fisiolégica de la
paraoxonasa quedd demostrada con
los estudios realizados en ratones mo-
dificados genéticamente cuyo gen
PONI fue anulado (5). Estos ratones
fueron mas sensibles al envenena-
miento por organofosfatos y altamen-
te susceptibles a la aterosclerosis in-
ducida por una dieta rica en colesterol,
en comparacion con los ratones que
portaban el gen PON1 activo. En este
sentido, resultados preliminares de
nuestro laboratorio, sugieren fuerte-
mente que los pacientes con isquemia
aterosclerosa coronaria, expresan ni-
veles mds bajos de actividad
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arilesterasa respecto a sujetos sin diag-
nostico de la enfermedad (Pérez-
Méndez y cols., datos no publicados).

Las bases moleculares que expli-
can la relacion inversa entre la PON|
y la aterosclerosis, se han ubicado en
la capacidad que posee la enzima de
hidrolizar los lipoperoxidos que parti-
cipan en la formacion de la placa. En
efecto, el inicio y la progresion de la
placa de ateroma en la pared arterial
dependen en buena medida de la
peroxidacion de las lipoproteinas, en
particular de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), peroxidacion media-
da por radicales libres (Fig. 3). Es a
este nivel que la PON1 desempefia su
papel protector. Existe ademds la evi-
dencia de que las HDL aisladas de ra-
tones que no expresan el gen PONI,
carecen de la capacidad de evitar la
oxidacidn de las LDL (5). Otros estu-
dios in vitro han demostrado la dismi-
nucién de la activacién de monocitos
por LDL oxidadas en presencia de
PON. Estos efectos bioldgicos se re-
lacionan con la habilidad de la PON1
de eliminar los peréxidos asociados a
lipoproteinas, dando lugar a los alco-
holes correspondientes (Fig. 3), deri-
vados que son inactivos desde el pun-
to de vista de la peroxidacion, de la
quimiotaxis y del proceso inflamatorio
en general. A la actividad catalitica de
conversion de lipoperdxidos por los
hidréxidos correspondientes, se le ha
denominado actividad de lipoper-
oxidasa (6). Asi, la cascada oxidativa
de los lipidos de las LDL, y en conse-
cuencia de la progresion de la placa
ateromatosa, puede ser interrumpida
por la accion de lipoperoxidasa de la
paraoxonasa (Fig. 3).

La relacién entre la PON1 y el de-
sarrollo de la aterosclerosis no se li-
mita a los niveles séricos de actividad
enzimdtica, sino que tienen ademds
una estrecha relacién con los
polimorfimos, particularmente con el
L54M y el Q191R. Diversos estudios
epidemioldgicos han demostrado una
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Figura 3. Actividad de lipoperéxido-hidrolasa de la PONI. Factores como la
ciclooxigenasa, sintetasa de oxido nitrico o los iones metdlicos, favorecen la gene-
racion de radicales libres. A) La interaccién de los radicales libres con las cadenas
alifdticas de los fosfolipidos de las LDL da origen a lipoperdxidos, que son sustan-
cias ligeramente oxidantes. B) La escision de los lipoperdxidos produce compuestos

Jfuertemente oxidantes que alteran la estructura de las LDL. C) La paraoxonasa, por

medio de su actividad lipoperéxido-hidrolasa, cataliza la eliminacién de los
lipoperoxidos, generando compuestos que son inactivos en la cascada oxidativa de

las LDL.

asociacion entre estos genotipos de la
PONI1 y la incidencia de enfermedad

aterosclerosa coronaria. Ruiz y cola- -

boradores (7) pusieron de manifiesto
en un grupo de pacientes con diabe-
tes mellitus no insulino-dependiente

que el riesgo relativo de desarrollar
EAC es mayor en los portadores del
genotipo 191R de la PON1, en com-
paracion con aquellos pacientes que
portan el genotipo Q191. Una mayor
incidencia del genotipo 191R también
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ha sido demostrada en sujetos con
EAC no asociada a diabetes mellitus
(8,9). En este sentido, resultados pre-
liminares de nuestro laboratorio indi-
can igualmente una alta incidencia del
genotipo 191R en los pacientes mexi-
canos y con diagnéstico de EAC,
tipificados por el método de bisubstrato
paraoxon/fenilacetato. Con base en
estos resultados que demuestran una
mayor incidencia del genotipo 191R en
diferentes grupos de pacientes con
cardiopatia isquémica coronaria (10),
se ha postulado que el genotipo R es
un factor predisponente para el desa-
rrollo de la placa ateromatosa.

Surge aqui una paradoja: la
aloenzima 191R tiene una mayor acti-
vidad especifica de paraoxonasa en
comparacién con la Q191, no obstan-
te, el genotipo 191R resulta ser un fac-
tor de riesgo de aterosclerosis. Esta
aparente paradoja se ha explicado a
partir de la diferente labilidad de am-
bas isoformas de la PONI; frente a
un estrés oxidativo de 6 horas in vitro
provocado por iones Cu™, la aloenzima
191R se inactiva casi en su totalidad,
mientras que la isoforma Q191 con-
serva un 60% de su actividad inicial
(11). Estos resultados indican clara-
mente que la isoforma 191R es mas
1abil al estrés oxidativo (como el exis-
tente en la zona de formacién del
ateroma) y en consecuencia la canti-
dad de enzima activa es menor que
en el caso de la isoforma Q191. La
inactivacién de la PON1 ocurre por
una interaccion de sulfhidrilo libre del
residuo de Cys 284 con los fosfolipidos
oxidados o los ésteres de colesterol
oxidados que se forman durante la
oxidacién de las LDL. Es probable que
la presencia de arginina en la posicion
191 promueva una estructura tercia-
ria en donde el grupo sulfhidrilo en
cuestién se expone al medio externo
y por ello es mds labil que la aloenzima
Q191. La actividad de la enzima se
puede preservar por medio de agen-
tes bloqueadores de grupos sulthidrilo

como el p-hidroximercurobenzoato
(12) o por sustancias antioxidantes que
reaccionan directamente con los radi-
cales libres, como los flavonoides del
vino tinto (13) y la vitamina E (14).
De esta manera, es posible que los su-
jetos que portan el genotipo 191R re-
quieran de un aporte mayor de
antioxidantes, por ejemplo en la dieta,
que los que expresan el genotipo Q191.

En cuanto al polimorfismo L54M,
se ha sugerido que la isoforma que
contiene leucina en esa posicidon es
también un factor de riesgo de enfer-
medad aterosclerosa, de manera inde-
pendiente o en asociacion con el
genotipo R (15). Es posible que la
isoforma 1.54 resulte en una disminu-
cién de la expresion de la proteina y
de ahi se desprenda su papel como
factor de riesgo de aterosclerosis. Sin
embargo los mecanismos que condu-
cen a este hecho son ain desconoci-
dos.

Por otra parte, es bien aceptado el
concepto del papel protector que tie-
nen las HDL contra el desarrollo del
ateroma. La oxidacién de las HDL
reduce sustancialmente su habilidad
como aceptor de colesterol exceden-
te de los tejidos periféricos. En este
sentido, la paraoxonasa también des-
empefla una funcién antiaterogénica
indirecta, al prolongar la capacidad de
las HDL de promover el eflujo de
colesterol de células en cultivo. El fun-
damento de esta observacién experi-
mental radica en la eliminacién de los
lipoperoxidos de las HDL, lo que se
traduce en la conservacién de su es-
tructura y de su funcién. En este or-
den de ideas, existe ademas una co-
rrelacidn positiva entre la concentra-
¢ién de C-HDL o de apo A-1(16) y la
actividad enzimética de la
paraoxonasa. Tal correlacién se po-
dria explicar desde la perspectiva de
que las HDL funcionan como aceptor
de la enzima como se ha descrito pre-
viamente. Asi, la cantidad de particu-
las HDL podria limitar el nimero de
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moléculas de la enzima presente en
plasma. Asimismo, los incrementos de
C-HDL y apo A-I inducidos por la
ingesta de alcohol, se asocian con un
incremento de actividad paraoxonasa
en suero. La asociacién paraoxonasa-
HDL representa entonces una expli-
cacion adicional a las observaciones
epidemiolégicas que marcan
consistentemente a los bajos niveles
de C-HDL como un factor de riesgo
de enfermedad aterosclerosa
coronaria.

Otros estudios no han logrado po-
ner de manifiesto una relacién entre
el fenotipo PON1 vy la incidencia de
aterosclerosis. Sin embargo, algunos
de esos estudios si han demostrado
que la actividad de arilesterasa de la
paraoxonasa se encuentra disminuida
en sujetos diabéticos (17), cuyo ries-
go de desarrollar cardiopatia
isquémica coronaria es alto. Cabe des-
tacar que la actividad enzimdtica de
la paraoxonasa medida con paraoxén
como sustrato, no se correlaciona con
el riesgo de desarrollar aterosclerosis,
pese a estar directamente afectada
por el fenotipo Q191R.

No obstante las evidencias que
apuntan hacia un papel antiaterégenico
de la paraoxonasa, la correlacién HDL
y PONI1 no es consistente en todos los
estudios (18). Ademds, la expresion de
la paraoxonasa no se incrementa en pa-
ralelo con el incremento de las HDL
en pacientes tratados con fibratos. Por
otra parte, la dieta alta en colesterol
induce una disminucion en la expresion
y la actividad de la enzima, indepen-
dientemente del nivel C-HDL. Todos
estos resultados indican que la activi-
dad’de la paraoxonasa no esta sujeta
tnicamente al nivel de HDL
plasmadticas, sino que su expresion estd
regulada preferentemente por factores
genéticos y ambientales.

En otro orden de ideas, varios es-
tudios epidemioldgicos han demostra-
do que ni el fenotipo, ni la actividad
PONI representan un factor de ries-
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go de aterosclerosis (Tabla I). Las ex-
plicaciones a tales controversias pue-
den ser variadas. Por una parte, los
estudios que han puesto de manifiesto
una asociacion entre el fenotipo o la
actividad de paraoxonasa con el ries-
go de desarrollar enfermedad
aterosclerosa, en general han incluido
pacientes diabéticos. En contraposi-
cidn, los estudios que han demostrado
que la paraoxonasa no representa un
factor de riesgo, en general no hacen
énfasis en los sujetos diabéticos. Es
importante considerar la presencia de
diabetes en los sujetos de estudio, v
muy particularmente el grado de
descontrol glucémico, debido a que se
ha demostrado la inactivacion progre-
siva de la PON1 por efecto de la
glucosilacion inespecifica que se logra
por incubacidn de la enzima en solu-
ciones con alto contenido de glucosa
(19). Los pacientes con un control in-
adecuado de los niveles de glucosa
plasmdtica podrian ser entonces los
mas susceptibles a tener una activi-
dad disminuida de la paraoxonasa. En
es0s casos, con bajos niveles basales
de actividad lipoperdxido-hidrolasa por
Ia glucosilacién de la paraoxonasa
(19), la labilidad del fenotipo 191R
frente al estrés oxidativo podria ser el
factor que abate la actividad de la en-
zima hasta niveles criticos, al punto de
permitir que se desencadene la cas-
cada oxidatitiva y el desarrollo del
ateroma.

Por tltimo, los resultados de dife-
rentes estudios sugieren que el papel
antiaterogénico de la paraoxonasa esta
supeditado al tipo étnico al que perte-
necen los pacientes (Tabla I). Sin em-
bargo, se requieren mads evidencias
para afirmar que la participacién de la
carga genética determina si la
paraoxonasa se desempefiard o no
como enzima protectora contra la
aterosclerosis.

En conclusidn, existen evidencias
epidemioldgicas que sefialan a la
paraoxonasa COmoO una enzima

Pérez-Méndez O, Huesca Gomez C

TABLA T
ESTUDIOS RECIENTES ACERCA DELA ASOCIACIONDEL POLIMORFISMOQ191R DELA PON YLA
ENFERMEDAD ATEROSCLEROSA CORONARIA ENDIFERENTES POBLACIONES.

Poblacién n Alelo R (%)

(EAC+/EAC-) (EAC+/EAC-) Valor P Referencia
Alemana 1000/1000 27727 N.S. (20)
Estadounidense  118/118 41/33 0.01 (8)
Espafola 215/215 32/27 BLS. (18)
Francesa 171/263 35/26 0.0001 (7
Turca 96/105 38/31 (21)

N.S

Se indican los estudios mds recientes y significativos que demuestran la variacién
étnica en el riesgo cardiovascular asociado a los polimorfismos de la PON1. EAC,
enfermedad aterosclerosa coronaria. NS, sin significado estadistico

antiaterogénica. Estas observaciones
han encontrado apoyo y explicaciones
en los hallazgos realizados in vitro, en
donde se ha demostrado que la
paraoxanasa 1 evita la formacién y
acumulacién de los lipoperdxidos
involucrados en el inicio y propagacion
del proceso ateromatoso. Tal activi-
dad antiaterogénica provee ademds
una explicacién a la relacion inversa
que existe entre las lipoproteinas de
alta densidad y la enfermedad
aterosclerosa coronaria, relacion que
no ha podido ser explicada satisfacto-
riamente hasta ahora. Los
antioxidantes tipo la vitamina E y los
flavonoides contribuyen a preservar la
actividad de 1la PONI, reaccionando
directamente con parte de los radica-
les libres, potenciando asi su efecto
antiaterogénico. La controversia exis-
tente en el ambito de los estudios
epidemioldgicos respecto al papel pro-
tector de la PON1 y el genotipo 191R
como factor de riesgo, podria conci-
liarse con la determinacion de las ac-
tividades PON1 a las que no se les ha
dado la importancia que parecen te-

ner. De esta manera, contaremos con
un elemento adicional para determi-
nar el riesgo de desarrollar
aterosclerosis en conjunto con la de-
terminacién de los genotipos de la
PONI1. Otros factores, como las car-
gas genéticas, patologias asociadas,
regulacion del gen PONI por agentes
quimicos y ambientales, deberdn con-
siderarse para dar un valor diagnésti-
co a la actividad PONI1 y sus
polimorfismos.

Pese a todas las evidencias presen-
tadas, no se debe perder de vista que
el proceso ateromatoso es
multifactorial, involucra tanto respues-
tas inflamatorias como disfuncién
endotelial e incluso receptores y fac-
tores ambientales. Por lo tanto, no po-
demos considerar a la paraoxonasa 1
(su actividad y polimorfismos) como
la tnica causa de la aparicién o no apa-
ricién del ateroma; debe contemplar-
se, como un factor adicional que pue-
de retardar, bajo ciertas condiciones,
el proceso ateromatoso.
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E1 Hueso como uN Oreano Branco pe
LA INTOXicACION coN PLomo™

Gloria Emeli Cortina Ramirez y José Victor Calderon Salinas

RESUMEN

Fl hueso se caracteriza por tener una matriz extracelular
compuesta por un componente organico formado por pro-
tefnas y un componente inorgénico constituido por sales
minerales. Las células 6seas son las responsables de
mantener el equilibrio entre los procesos de formacion y
resorcién Gsea, que permiten el desarrollo y mantenimiento
de la masa esquelética. Durante una exposicion a plomo
el hueso es el principal érgano de acumulacién de este
metal. El plomo se encuentra en los huesos formando
sales 6seas semejantes a las que forma el calcio, unién-
dose a proteinas de la matriz orgédnica y en las células
6seas. Con base en estudios tanto in vive como in viiro,
se ha sugerido que la gran acumulacién de plomo en los
huesos tiene como consecuencias alteraciones en el de-
sarrollo de los huesos y en la funcion de las células 6seas.
Estos hallazgos muestran que el papel del hueso en la
intoxicacién con plomo podria ser no sélo como un 6rga-
no pasivo de acumulacion, sino también como un 6rgano
blanco de los efectos téxicos de este metal. Sin embargo,
los mecanismos de toxicidad del plomo en los huesos atin
no son entendidos completamente. En esta revision se
presenta un panorama general acerca de los efectos de
la exposicién a plomo sobre el desarrollo éseo y sobre la
funcién celular ésea, que muestran al hueso como un po-
sible 6rgano blanco en la intoxicacién con plomo.

PALABRA CLAVE: Hueso, intoxicacion con plomo.

ABSTRACT

Bone is characterized for an extra cellular matrix
composed by an organic component with proteins
and inorganic component constituted of mineral salts.
Bone cells are responsibles to maintain bone
formation and bone resorption equilibrium, in order
to get bone development and skeletal volume
maintenance. During lead exposition, bones are the
main lead accumulation organs. Lead is found in
bone forming salts, similar to bone calcium salts,
binding organic matrix proteins and into bone cells.
Based on in vitro and in vivo studies, it has been
suggested that the big accumulation of lead in bones
has as consequences alterations in bone development
and disruptions on bone cells functions. All these
evidences show that the bone role in lead intoxication
could be not only acting as a passive lead
accumulation organ but also as a target organ of
toxic effects of lead. However toxicity mechanisms
of lead on bone are not completely understood. This
review presents a general overview of lead
exposition effects on bone development and on bone
cellular function, showing bone as possible target
organ in lead intoxication.

KEY WORDS: Bone, lead intoxication.

INTRODUCCION

n los huesos se acumula aproxi-

madamente el 95% del plomo re
tenido por un organismo (1). La gran
acumulacién de plomo en el hueso y su
aparente resistencia a los efectos toxi-
cos de este metal, han conducido a con-
siderar al hueso como un organo de

acumulacion de plomo mds que como
un érgano blanco de la intoxicacion con
plomo. Sin embargo, esta idea ha esta-
do cambiando debido a que como con-
secuencia de la exposicion a este me-
tal se han observado diferentes altera-
ciones en el sistema esquelético. De
manera general, se observa en anima-

*Recibido: 17 de julio de 2002

Aceptado 8 de octubre de 2002

les de experimentacidn y en nifios un
retraso en la formacién y crecimiento
de los huesos y en fetos de animales
de experimentacion malformaciones
Oseas, todas estas alteraciones rela-
cionadas con diferentes condiciones de
exposicion a plomo (2, 3, 4, 5).

Los mecanismos involucrados en
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estos fendmenos no han sido esclare-
cidos a la fecha pero se cree que pue-
dan estar asociados principalmente con
cambios en la funcién de las células
6seas. El objetivo de esta revision es
el de presentar un resumen acerca de
las caracteristicas del plomo como
agente toxico, su relacién con la es-
tructura 6sea y con la funcién de las
células en este tejido y citar las evi-
dencias que sefialan la posibilidad de
que el hueso resulte ser un organo
blanco en la intoxicacién con plomo y
1o s6lo un érgano pasivo de acumula-
cién de este metal.

GENERALIDADES SOBRE

EL PLOMO

El plomo es un metal pesado que se en-
cuentra ampliamente distribuido en el
ambiente, resultado de su abundancia y
de su uso en la industria. Actualmente
las mayores emisiones de este metal son
producidas en las plantas de fundicién
de metales y procesadoras de plomo,
pero también son fuentes importantes de
contaminacién con plomo el reciclaje de
acumuladores y baterfas, asi como el uso
de pinturas con plomo y de cerdmica y
barro vidriado para cocinar y servir ali-
mentos (6). Todo esto, aunado a los fe-
némenos de distribucién y biodisponi-
bilidad caracteristicos de este metal,
hacen que la intoxicacién con plomo
continde representando un problema de
salud puiblica a nivel mundial.

PROPIEDADES FiSICAS
Y QUIMICAS DEL PLOMO
El plomo tiene como simbolo Pb (del
latin plumbum). Su nimero atémico
es 82 y se encuentra en el grupo IV A
de la tabla periddica. El plomo es un
metal blando, maleable y dictil. Pre-
senta baja resistencia a la traccion y
es un mal conductor de la electrici-
dad. Tiene un punto de fusién de
328 °C y un punto de ebullicién de
1740 °C. Su densidad relativa es de
11.34 y sumasa atdmica de 207.20 (7).
El plomo se encuentra ampliamente

distribuido por todo el planeta en forma
de galena (sulfuro de plomo). Ocupa el
lugar 36 en abundancia entre los elemen-
tos de la corteza terrestre. La cerusita y
la anglesita son sus formas mas impor-
tantes después de la galena. Los princi-
pales depdsitos de plomo se encuentran
en Rusia, Australia, Estados Unidos, Ca-
nad4, México, Perd y Espatfia (7).

RELACION DEL PLOMO

CON MACROMOLECULAS

El plomo puede unirse a macromo-
léculas como las proteinas y lipidos de
las membranas celulares. El plomo po-
see alta afinidad por las proteinas a las
cuales se une por interaccion con sitios
estereoespecificos que constituyen los
sitios de unién natural a iones divalentes
como calcio y zinc, también se une por
interaccion electrostatica con dominios
proteicos con alta densidad de carga
negativa y por interaccion con grupos
sulfhidrilos vecinales. La relacion exis-
tente entre el plomo y los lipidos de mem-
branas celulares radica en la posibilidad de
inducir lipoperoxidacién. Solo a concentra-
ciones altas de plomo este puede inducir
de manera directa la lipoperoxidacion,
mientras que a concentraciones bajas
inhibe la sintesis del grupo hemo,
incrementando la concentracién del dcido
d-aminolevulinico, las proto-porfirinas
eritrocitarias libres, los grupos hemo libres
y el hierro libre, induciendo as{ de forma
indirecta la lipoperoxidacidn (7).

RELACION DEL PLOMO

CON EL CALCIO

El plomo se absorbe en el intestino prin-
cipalmente a través del mismo meca-
nismo que el calcio, lo cual establece
competencia entre ambos iones. Este
mecanismo consiste de una proteina
transportadora denominada calbindina.
Una vez absorbido, el plomo se distri-
buye en el organismo de manera simi-
lar al calcio y su distribucion al igual
que la del calcio es influenciada por di-
versos factores como la edad, la dieta
y estados fisioldgicos como el creci-
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miento, el embarazo, la lactancia o es-
tados fisiopatolégicos como la repara-
cidn de una fractura (7, 8, 9).

La absorcion intestinal de plomo se
ve incrementada cuando la exposicion a
este metal es acompaiiada por una die-
ta deficiente en calcio. Las dietas defi-
cientes en calcio estimulan la secrecién
de la hormona calcitriol o también cono-
cida como vitamina D, (1,25(0OH),D,),
la cual induce la sintesis de la proteina
calbindina favoreciéndose asi la absor-
cién de calcio y en presencia de plomo
también la de este metal.

En el caso de deficiencias severas
de calcio y exposiciones prolongadas
a plomo, se observa una disminucién
importante de los niveles normales de
1,25(0OH),D, en sangre y como con-
secuencia la absorcidn de calcio y de
plomo también disminuyen.

El exceso de calcio en la dieta ad-
ministrado a ratas prefladas y lactando
produce un aumento en la resorcion
del plomo previamente depositado en
los huesos, resultado de una cinética
distributiva de calcio estimulada por el
estado fisioldgico y el incremento de
calcio en la dieta. Este incremento de
la resorcién 6sea de plomo tiene como
consecuencia el aumento de la con-
centracion sanguinea de este metal y
de su redistribucidn, por lo que a este
fenémeno se le ha denominado
“autointoxicacién” (9).

Estas observaciones hacen eviden-
tes las similitudes que presentan el cal-
cio y el plomo en cuanto a su absor-
c¢idn, interaccién con macromoléculas
y cinética distributiva aunque estos fe-
némenos atin no son comprendidos
completamente.

ABSORCION, DISTRIBUCION

Y EXCRECION DE PLOMO

Las principales vias de absorcién de plo-
mo son los sistemas gastrointestinal y res-
piratorio. Una vez en el organismo el plo-
mo se distribuye por medio de la sangre a
6rganos y tejidos. El plomo muestra alta
afinidad por los huesos, donde se integra
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a las sales dseas similares a la
hidroxiapatita y uniéndose a las proteinas
de la matriz extracelular, por lo que se ha
considerado a los huesos como 6rganos
de acumulacion, en los cuales se localiza
aproximadamente el 95% del plomo en
un organismo (1). Sin embargo, la per-
manencia del plomo en los huesos no es
definitiva, siendo la principal razon las si-
militudes que la cinética distributiva del
plomo comparte con el calcio.

El plomo se excreta principalmente
por la orina (76% del total excretado).
Vias menores de eliminacion de plo-
mo se consideran a las secreciones
gastrointestinales (16%) y en menor
proporcion por la descamacion de la
piel, a través del cabello, las ufias y el
sudor (8%) (8) (Fig. 1).

RELACION ENTRE EL PLOMO
Y LA ESTRUCTURA
Y FUNCION CELULAR OSEA
La Matriz Extracelular Osea

El 35% de la matriz extracelular ¢sea
corresponde al componente organico,
dentro del cual la coldgena tipo T es la
proteina mas abundante (aproximada-
mente el 95%), encontrandose también
proteoglicanos y numerosas proteinas
de tipo no coldgena como la osteocal-
cina, la osteonectina, la sialoproteina
Osea y la fosfatasa alcalina. El compo-
nente inorgénico correspondiente al
65% de la matriz extracelular ésea lo
constituye la  hidroxiapatita
[Ca,,(PO,),(OH),], que es el mineral
que le proporciona fuerza y dureza al
hueso, a la vez que es el lugar donde
se almacena el 99% del calcio y el
80% del fésforo en el organismo (10).

El plomo puede unirse a las protei-
nas del componente organico y susti-
tuir al calcio en las sales del compo-
nente inorganico. Debido a esto la
matriz extracelular dsea es el sitio den-
tro de los huesos donde se deposita
de manera mas abundante el plomo y
es el factor que contribuye de manera
mas importante a la afinidad que pre-
senta el plomo por el tejido Gseo.

ABSORCION Y DISTRIBUCION

Cortina Ramirez GE y Calderdn Salinas JV
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Figura 1. Distribucion de plomo en el organismo humano. Con fle-
chas gruesas se indican los fenémenos de adsorcion y resorcion dsea
de plomo. Los porcentajes indican la absorcion y excrecion en cada

una de las vias indicadas.

TIPOS DE ESTRUCTURAS OSEAS
Morfolégicamente se distinguen dos ti-
pos de hueso. El hueso compacto con-
siste de una masa sdlida, donde las lami-
nas de fibras de coldgena estin densa-
mente empacadas en forma concéntrica
alrededor de los conductos de Havers
que contienen tejido nervioso y vasos san-
guineos. El hueso esponjoso se compo-
ne de un entramado de trabéculas de
matriz 6sea que se disponen de forma
tridimensional, creando cavidades comu-
nicadas ocupadas por tejido medular o
mieloide (10).

A través del sistema vascular con-
tenido en los conductos de Havers el
plomo tiene acceso desde la sangre al
tejido 6seo y usa la misma via para
redistribuirse desde el hueso a otros
tejidos. El hueso trabecular es donde
se ha sugerido que hay una mayor mo-
vilidad de plomo y es también donde
el plomo se encuentra mds accesible
para su redistribucién (11).

ESTRUCTURA Y FUNCION
DE LAS CELULAS OSEAS
Una pequefia fraccidn del plomo que
se deposita en los huesos, se encuen-
tra interactuando con las células de este

tejido, lo que podria tener como resul-
tado alteraciones de la funcion celular
Osea como veremos mds adelante.

Las células dseas aunque solo con-
forman 2% del peso total de los huesos
son las responsables de su formacién y
mantenimiento. En el tejido dseo se re-
conocen cuatro tipos de células:
osteoprogenitoras, osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos (12). Los
osteoblastos y los osteoclastos actian
de manera coordinada y son considera-
dos como la unidad funcional del hueso.
Los osteoblastos sintetizan, transportan
y secretan, de manera diferencial y de-
pendiente de su estado de diferencia-
cion, proteinas de la matriz 6sea como
la coldgena tipo I, la fosfatasa alcalina,
la osteopontina, la sialoproteina 6sea y
la osteocalcina e inician el proceso de
mineralizacién (13). Los osteoclastos
son responsables de la resorcion osea,
solubilizan la fase mineral y secretan
enzimas que ayudan a digerir a las pro-
tefnas de la matriz y a activar otras
enzimas y factores (12).

En el mantenimiento del equilibrio
que determina la masa esquelética son
los osteoblastos los que se han consi-
derado que ejercen la mayor parte del
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control, ya que también se encargan
de regular la maduracién y la activi-
dad de los osteoclastos (12). Por esta
razén es que se ha considerado al
osteoblasto, la célula funcionalmente
mas importante del tejido dseo y es
también la célula considerada como un
posible blanco de los efectos toxicos
del plomo en el hueso.

El estudio del efecto del plomo so-
bre los osteoblastos in vitro, ha per-
mitido observar que la funcién de es-
tas células se encuentra alterada por
este metal, como veremos enseguida.

EFECTOS DEL PLOMO SOBRE LA
FORMACION DEL HUESO Y

LA FUNCION DE LAS

CELULAS OSEAS

Diferentes estudios han sugerido que
la exposicién a plomo produce efec-
tos toxicos sobre el esqueleto que in-
cluyen alteraciones del desarrollo, la
formaci6n / resorcidn, crecimiento y
mantenimiento de los huesos. Las evi-
dencias obtenidas de estudios realiza-
dos tanto in vitro como in vivo se ex-
ponen a continuacién y en la Tabla 1.

EFECTOS DE LA INTOXICACION
CON PLOMO SOBRE
LA FORMACION DE LOS HUESOS
Debido a que el metabolismo 6seo es
mads activo en los huesos en formacion,
lo que facilita la interaccién del plomo
con los diferentes componentes ¢seos,
€stos parecen ser mds sensibles al plo-
mo que los huesos de un adulto (8).
En animales de experimentacion se
ha observado que el plomo puede atra-
vesar la barrera placentaria y este he-
cho se ha asociado con malformacio-
nes esqueléticas observadas en los
fetos de los animales expuestos a este
metal. La exposicién a plomo durante
la gestacién provoca en nifnos un re-
traso en el desarrollo de los huesos y
de los dientes. Durante el crecimiento
tanto en animales de experimentacion
como en nifios la exposicién a plomo
también retrasa la formacidn y creci-

miento de los huesos lo cual se ve re-
flejado en menores indices de forma-
cion (registros histomorfométricos) y
menor estatura y didmetro de la cir-
cunferencia toracica (3, 4, 5, 2).

La etiologia de los dafios al sistema
esquelético que causa la exposicién a
plomo y que conducen a las alteracio-
nes mencionadas se desconoce pero a
menudo se relaciona con alteraciones
en la funcion celular del tejido dseo.

EFECTO DE LA EXPOSICION

A PLOMO SOBRE LA FUNCION DE
LAS CELULAS OSEAS

Las alteraciones de la funcién de las
células dseas podrian conducir a un
desequilibrio de los mecanismos de for-
macién / resorcion v cambios en la sin-
tesis o secrecidn de uno o mas consti-
tuyentes del componente orgdnico de
la matriz, lo que hace factible, aunque
no comprobado, que se manifiesten
defectos macroscopicos en el sistema
esquelético.

La exposicién a plomo in vitro de
las células 6seas ha demostrado su sen-
sibilidad a este metal, aunque a la fe-
cha estos efectos no han logrado expli-
car por completo los fenémenos obser-
vados por la exposicién a plomo in vivo.

LOS OSTEOCLASTOS

El plomo de manera indirecta ejerce un
efecto inhibidor de la funcién
osteocldstica (5), al disminuir la concen-
tracion sanguinea de 1,25(0OH),D;,, que
estimula la diferenciacién de los
osteoblastos, los cuales regulan la acti-
vidad de los osteoclastos. El plomo pue-
de presentar también un efecto estimu-
lante de la actividad osteo-clastica, que
parece ser resultado de una accidén di-
recta sobre el influjo de calcio, el cual al
aumentar induce la actividad de resor-
cion de los osteoclastos (14). Esto ex-
plica el hecho de que una inyeccién
intravenosa de plomo en ratas, causa un
incremento de los niveles de calcioen la
sangre y de la actividad de la fosfatasa
dcida, ambos pardmetros asociados con
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el fendmeno de resorcidn dsea, sugirien-
do que estos fenémenos pueden ser cau-
sados por una respuesta bioldgica de
resorcion dsea y no por un mecanismo
fisicoquimico (15). El efecto del plomo
sobre los osteoclastos dependeria enton-
ces del tiempo y de la magnitud de la
exposicion a este metal.

LOS OSTEOBLASTOS

La linea celular ROS 17/2.8 se genero
de un osteosarcoma de rata, presenta
fenotipo de osteoblasto y constituye el
modelo més utilizado para el estudio de
diferentes aspectos funcionales de los
osteoblastos in vitro. Las células ROS
17/2.8 han sido usadas para estudiar el
efecto del plomo sobre funciones celu-
lares, por ejemplo la cinética del calcio,
la sintesis y secrecion de proteinas, la
respuesta de estas células a hormonas
y factores de crecimiento, aspectos que
se han visto afectados por la presencia
de plomo en los cultivos como se expli-
ca adelante.

EL EFECTO DEL PLOMO SOBRE
LA HOMEOSTASIS

INTRACELULAR DE CALCIO
Concentraciones de plomo de 5 a25 mM
en el medio de cultivo incrementan la
concentracion de calcio intracelular de
0.13a0.25 mM en células ROS 17/2.8.
Se especuld que la toxicidad del plomo
podfa ser mediada por este efecto, pero
en estudios posteriores se observéd que
este incremento de calcio causado por
el plomo podria no ser uno de los meca-
nismos de dafio a estas células. Esto es
debido a que en la misma linea celular la
hormona 1,25(0H),D, a concentracio-
nes fisiologicas incrementé la concen-
tracion de calcio intracelular a concen-
traciones muy semejantes (0.24 mM),
sin causar dafio a las células. Por otro
lado, se observé en estos experimentos,
que el plomo inhibe el incremento de
calcio intracelular inducido por
1,25(0H),D.. Lo que sugiere que el plo-
mo actia inhibiendo la activacién por
1,25(0OH),D, de los canales de calcio e
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TABLAI

EFECTOS DE LA EXPOSICION A PLOMO
SOBRE L.OS HUESOS Y SUS CELULAS

Estudios realizado en:

Tipo de alteracion

Nifios

- Retraso en el desarrollo de huesos y dientes (5)

- Estatura y circunferencia tordcica disminuida (5)

Rata y Himster dorado - Malformaciones esqueléticas en fetos (3, 4)

Perros

Osteoclastos

- Indices de formacién ésea disminuidos (2)

- Estimulo e inhibicidn de actividad de resorcién,

dependiente de las caracteristicas de exposicién
al metal (14, 15)

Osteoblastos

- Alteracidn en la homeostasis intracelular de
calcio (14)

- Inhibicién de la produccidn de proteinas de
la matriz 6sea (14)
- Inhibicién de la produccién de proteinas
de la matriz 6sea inducida por 1, 25(0OH),D, (14)
- Disminucién en el influjo de calcio y
concentracion de IP, inducidos por EGF (14)

interfiriendo en la regulacién por
1,25(0H),D, de la homeostasis de cal-
cio en las células ROS17/2.8 (14). El
papel que estos eventos juegan en la al-
teracion del metabolismo Gseo es ain
incierto.

EL EFECTO DEL PLOMO SOBRE
LA SINTESIS, SECRECION

Y FUNCION DE PROTEINAS,
PRODUCTO DE LOS
OSTEOBLASTOS

Dentro de los mecanismos propues-
tos del dafio por plomo al crecimiento
de los huesos, se incluyen la disminu-
cién de la secrecion de proteinas de la
matriz extracelular. Una de estas pro-
teinas es la osteocalcina, esta protei-
na es la mas abundante del tipo no
coldgena en la matriz 6sea. Esta pro-
teina al unir al calcio, sirve como so-
porte para la formacién de los crista-
les de hidroxiapatita. La osteocalcina
puede alcanzar la circulacién y su con-
centracién en sangre es reflejo de su

sintesis en el hueso, la cual se encuen-
tra disminuida en el plasma de nifios
intoxicados con plomo (5).

La osteocalcina ve afectada de ma-
nera importante su sintesis y secre-
cién estimulada por 1,25(0OH),D, en
presencia de plomo. Por otro lado el
plomo afecta la funcién de esta pro-
tefna al unirsele, dificultando asila unién
de calcio a la osteocalcina resultando
en la inhibicién de la formacién de
hidroxiapatita, lo cual puede repercu-
tir de manera negativa en el proceso
de mineralizacién(14).

Otra de las protefnas de la matriz dsea
afectada por la exposicidn a plomo es la
osteonectina, cuya secrecion y RNAm
se encontraron reducidos por la presen-
cia de plomo en el medio de cultivo en
estudios con células ROS 17/2.8 (14).
Se observo que concentraciones de plo-
mo entre 2 y 200 mM causan una dis-
minucién de la concentracion de RNAm
de la fosfatasa alcalina y la procoldgena
tipo I (14). La secrecién estimulada por

Cortina Ramirez GE y Calderén Salinas JV

la hormona 1,25(0OH),D, e IGF-1 y
basal de osteocalcina, asi como la acti-
vidad de la fosfatasa alcalina en las cé-
lulas ROS 17/2.8, también fueron signi-
fica-tivamente reducidas por la adicién
de 1-10 mM de plomo al medio (14).

EL EFECTO DEL PLOMO SOBRE LA
PROLIFERACION DE LAS CELULAS
ROS 17/2.8

Concentraciones de plomo entre 2 y 200
mM no tienen efecto sobre el nimero
de células ROS 17/2.8, medido por el
contenido de DNA en el cultivo. Sin
embargo, el incremento en el contenido
de DNA causado por la presencia de
IGF-1 fue bloqueado de manera impor-
tante por la adicién al medio de 1-10 mM
de plomo (14). Al respecto se requiere
de un mayor nimero de estudios que
permitan concluir el efecto que tiene la
exposicion a plomo sobre la prolifera-
cién celular in vitro e in vivo.

EL EFECTO DEL PLOMO SOBRE
LOS MECANISMOS DE TRANSDU-
CCION DE SENALES EN LAS
CELULAS ROS 17/2.8

Se ha observado que el factor de creci-
miento epidermal (EGF) causa un incre-
mento en el influjo de calcio y acumula-
cion intracelular de inositol 1,4,5
trifosfato (IP,) en las células ROS 17/
2.8. En presencia de plomo el incremen-
to de calcio e IP, por efecto del EGF no
se observa. Se sugiere que la proteina
cinasa C (PKC) sea el modulador de
estos efectos y que su actividad pueda
estar alterada por la presencia de plomo
(14). El efecto de plomo sobre la actividad
de diferentes isoformas de PKC ya ha
sido demostrado en varios estudios y no
resultarfa extrafio descubrir que en las cé-
lulas ROS 17/2.8 se vea alterada la activi-
dad de esta cinasa por efecto del plomo.

CONCLUSION

Como puede apreciarse alo largo de esta
revision, el hueso en un organismo in-
toxicado con plomo no sélo funciona
como un érgano pasivo de acumulacion
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de este metal. Se han observado defec-
tos en el sistema esquelético in vivo, asi
como alteraciones en la funcién de sus
células in vitro, que sugieren que el hue-
so es susceptible a los efectos toxicos
del plomo y que podria resultar un 6rga-
no blanco durante la intoxicacién con
este metal. Se ha comprobado in vitro
que el plomo es capaz de alterar la fun-
cién de las células dseas y capaz tam-
bién de modificar la funcién normal de
algunas protefnas de matriz extracelular,
como es el caso de la osteocalcina den-

1. Rabinowitz M O, Wetherill GW y Kopple ] D (1976)

tro del proceso de mineralizacion. Sin
embargo, los resultados obtenidos de
modelos in vitro, no pueden explicar de
manera satistactoria los fenémenos ob-
servados in vivo ni pueden extrapolarse
a condiciones in vivo. Por lo que resulta
indispensable el desarrollo de modelos
in vivo para conocer los mecanismos
de toxicidad involucrados en las altera-
ciones observadas en el sistema esque-
1ético de organismos intoxicados con plo-
mo. Esta necesidad apenas empieza a
ser atendida con estudios realizados en
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LA LEVADURA ACUMULA TREHALOSA PARA
PROTEGER PROTEINAS Y MEMBRANAS DURANTE EL ESTRES®

RESUMEN

La sintesis y acumulacién de trehalosa en la levadura
estd estrechamente relacionada con un aumento en la
supervivencia de la célula a diferentes tipos de estrés como
la deshidratacién, el choque térmico, el estrés oxidativo y
otros. La trehalosa aumenta la estabilidad de proteinas y
membranas en estas condiciones. Durante la deshidrata-
cion, la trehalosa estabiliza estas moléculas por medio de
la formacion de una estructura vitrea amorfa y el esta-
blecimiento de puentes de hidrégeno con las cabezas po-
lares de los fosfolipidos y los aminodcidos en la superficie
de las proteinas. En el choque térmico, la trehalosa au-
menta la estabilidad de las proteinas a través de la inhibi-
cion de los movimientos estructurales que llevan a la
desnaturalizacién. La trehalosa es sintetizada en el cito-
plasma por el complejo de la trehalosa-6-fosfato sintetasa/
fosfatasa (TPS) y se hidroliza a dos unidades de glucosa
por la trehalasa neutral. El estudio de la estabilizacién de
moléculas con actividad bioldgica ha sido un campo de
interés por las aplicaciones potenciales en procesos in-
dustriales, principalmente en la industria farmacéutica y
biotecnoldgica.

PALABRAS CLAVE: Choque térmico, deshidratacion,
respuesta al estrés, termoestabilizacion, proteinas, mem-
branas.

José G. Sampedro

ABSTRACT

In yeast cells, trehalose synthesis and accumulation is
closely related to enhanced survival during stress
conditions, namely dessication, heat-shock, oxidative
stress and others. Trehalose increases protein and
membrane stability during these adverse conditions.
During dehydration, trehalose stabilizes these
molecules by forming an amorphous glass structure
and interacting through hydrogen bonds with polar
phospholipid head groups and aminoacids at the protein
surface. During heat-shock, trehalose increases
protein stability against thermal denaturation through
the inhibition of protein domain motions leading to
denaturation. Trehalose is synthesised in the yeast
cytoplasm by the trehalose-6-phosphate synthase/
phosphatase complex (TPS) and hydrolyzed by neu-
tral trehalase. Studies on the stabilization of
biomolecules have potential applications on industrial
processes, mainly in the pharmaceutical and
biotechnological areas.

KEY WORDS: Stress response, heat-shock, dessication,
oxidative stress, thermal stabilization, proteins,
membranes.

INTRODUCCION
I-is levaduras estidn expuestas a
ambios drésticos en las condicio-
nes del medio ambiente. Entre éstos, se
encuentran la deshidratacion, el aumen-
to de la temperatura, el estrés oxidativo
y la exposicion a dcidos organicos y me-
tales pesados (1). Estas condiciones
afectan negativamente la viabilidad de
las células, principalmente dafiando las
estructuras celulares tales como las pro-

tefnas, membranas y dcidos nucleicos.
Sin embargo, las levaduras han desarro-
llado diferentes mecanismos que les per-
miten sobrevivir a estas condiciones
(1,2). La sintesis y acumulacion de
trehalosa en el citoplasma forma parte
de la respuesta de la célula al estrés. La
trehalosa es un disacdrido no reductor
distribuido ampliamente en la naturale-
za y que ha sido estudiado intensamente
debido a la estrecha relacién entre su

*Recibido: 30 de agosto de 2002

Aceptado: 8 de octubre de 2002

acumulacidn y la resistencia celular al
estrés (3).

Wiggers en 1832 detectd este
disacéarido por primera vez en un hon-
go que infecta las semillas de maiz en
las  mazorcas y lo llamé
mutterkornzucker. Posteriormente,
Mitscherlich, en 1858 sintetizo este
aztcar en el laboratorio y lo llamé
micosa (del griego hongo). Ese mis-
mo afio, Berthelot analizd el azicar

Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiologia Celular. Universidad Nacional Auténoma de México. Apartado Postal 70-242, 04510.
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contenido en el capullo (denominado
trehala) del escarabajo Larinus
maculaia y 1o llamé trehalosa (3). Mas
adelante, Berthelot noté la similitud
con la micosa, sin embargo, el nom-
bre trehalosa prevalecié sobre el de
micosa debido a que el registro del
nombre trehala se remonta a 1681 en
la Farmacopea Persa (3). Desde en-
tonces la trehalosa se ha encontrado
en diferentes organismos tales como
plantas, crustaceos, nematodos, insec-
tos y levaduras, todos ellos capaces
de sobrevivir a la deshidratacién
(anhidrobiosis) (2).

Inicialmente, por estudios llevados
a cabo en hongos y levaduras se con-
sider6 a la trehalosa como una molé-
cula de reserva, ya que las células en
fase estacionaria y las esporas con-
tienen una gran cantidad de este
disacdrido (15-20% de la masa celu-
lar seca) (1,2). Actualmente, se sabe
que esta funcion la cumple totalmente
el glucogeno (1). Adicionalmente, se
sabe que la trehalosa es sintetizada al
inicio de la fase estacionaria de creci-
miento y se mantiene en la célula has-
ta que las condiciones del medio son
favorables (1), por lo que la funciéon
de la trehalosa como carbohidrato de
reserva carece de apoyo. Sin embar-
go, alternativamente se propuso a la
trehalosa como un agente protector
contra el estrés por deshidratacion (2);
pocos afios después se amplid este
papel al choque térmico (1) y mas re-
cientemente al estrés oxidativo (4).
Adicionalmente, se han reportado nue-
vos efectos de la trehalosa enfocados
aexplicar la rapida movilizacion de la
trehalosa después del periodo de
estrés (5,6).

LA TREHALOSA Y LA
ESTABILIZACION

DE MACROMOLECULAS
DURANTE EL ESTRES

Wiemken (1) propuso que bajo condi-
ciones de estrés, en el citoplasma de
la célula, la trehalosa funciona como

un agente protector encargado de
mantener la integridad estructural y
funcional de los componentes celula-
res. En la levadura, la estructura y fun-
cion de las membranas y proteinas se
afectan de diferente manera depen-
diendo del tipo de estrés (1-4), por lo
que el mecanismo de estabilizacién de
la trehalosa varia de acuerdo al efec-
to especifico de cada condicién.

a) Deshidratacion.
La viabilidad de las células de levadu-
ra, en fase logaritmica de crecimien-
to, disminuye dramdticamente por la
deshidratacion (7-8). Se ha observa-
do que la remocién del agua del inte-
rior de la célula produce la fusién de
las membranas celulares y la pérdida
de la integridad de la membrana
plasmatica (2). En consecuencia, du-
rante el proceso de rehidratacién se
observa Ia liberacién del contenido
celular y se pueden encontrar la pre-
sencia de algunos iones, cofactores,
nucledtidos, aminodcidos e intermedia-
rios de las vias metabdlicas en el me-
dio de rehidratacion (9). En contraste,
estos eventos no se observan en la fase
estacionaria de crecimiento (2). Sin
embargo, si las células en fase
logaritmica se someten a choque tér-
mico (una condicidn que induce la acu-
mulacion de trehalosa) la integridad de
la membrana plasmadtica y la viabili-
dad celular se mantienen intactas ( 10).
El estudio del papel de la trehalosa
en la levadura durante la deshidrata-
cién se enfocd principalmente a la es-
tabilizacion de liposomas y vesiculas
formadas con membranas
plasmaticas aisladas (2,9). Se demos-
tré que las membranas son
estabilizadas por trehalosa a través
de dos mecanismos diferentes: por la
formacion de una matriz amorfa de
trehalosa denominada “vidrio™ (glass)
y por el establecimiento de puentes
de hidrégeno con las cabezas pola-
res de los fosfolipidos (11). Ademas,
se demostré que la trehalosa se re-
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quiere a ambos lados de la membra-
na para una estabilizacion mds efi-
ciente. La matriz vitrea de trehalosa
funciona principalmente como una
barrera fisica que impide la fusion de
las membranas, la difusién de
metabolitos y los movimientos espe-
cificos de las proteinas involucrados
en la catdlisis, por lo que todos los
procesos metabdlicos se estacionan
en esta condicidon (11). Por otro lado,
la interaccién de la trehalosa con la
cabeza polar del fosfolipido funciona
como un reemplazo de la capa de
hidratacién de los fosfolipidos.
Adicionalmente, se ha observado que
esta interaccidn trehalosa-fosfolipido
disminuye la temperatura de transi-
cion T de la membrana plasmadtica
de 60 a 40°C (9). A esta temperatura
(40°C) se observa una permeabilidad
transitoria, originada por el cambio de
fase de los fosfolipidos, que permite
la entrada del agua al citoplasma.

En las proteinas, la eliminacidn del
agua de hidratacion lleva a la pérdida
de la conformacién nativa
(desnaturalizacion) y a la agregacion
(12). Estudios llevados a cabo con las
enzimas fosfofructocinasa y lactato
deshidrogenasa demostraron el papel
estabilizador de la trehalosa sobre las
proteinas durante la deshidratacién
(1). Los espectros de Infra Rojo (IR)
mostraron el mecanismo de estabili-
zacion de proteinas por trehalosa a tra-
vés del reemplazamiento de la capa
de hidratacién de las proteinas (12).
Mis recientemente, se ha reportado
que bajo esta condicion la matriz for-
mada por la trehalosa impide los cam-
bios conformacionales de las protei-
nas. Este dltimo efecto, a nivel de mo-
vimientos de dominios en enzimas, da
como resultado la inhibicion de la fun-
cion catalitica (13).

La concentracidn de trehalosa mi-
nima para aumentar la viabilidad de
las levaduras a la deshidratacion es de
120 mM vy la necesaria para un 100 %
de sobrevivencia es de 500 mM (7).



260

Actualmente, en la anhidrobiosis se
sabe que, aunque es claro el papel es-
tabilizador de la trehalosa en las mem-
branas, no es el Uinico agente protec-
tor, ya que se ha reportado que algu-
nas proteinas de choque térmico (como
Hsp12) participan en la estabilizacion
de la membrana plasmadtica durante
esta condicion (14).

b) Choque térmico.
El aumento de la temperatura del me-
dio induce los siguientes efectos en la
célula de levadura: 1) la desnatura-
lizacién de proteinas, i1) un aumento
en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, iii) la disipacién del
gradiente de protones, necesario para
el transporte secundario y iv) la acidi-
ficacion del citoplasma (1,3,15). El
choque térmico, en levaduras en fase
logaritmica de crecimiento, induce una
rapida sintesis y acumulacién de
trehalosa en el citoplasma (0.5M) (8).
Esta respuesta inmediata se debe prin-
cipalmente a que el complejo de la
trehalosa sintetasa/fosfatasa es cons-
titutivo (Tabla ) y a que las enzimas
se activan por calor (Tabla II). Este
incremento en la concentracién de
trehalosa en el citoplasma de las célu-
Ias correlaciona con un aumento en la
termotolerancia, la capacidad de so-
brevivir un determinado lapso de tiem-
po (5-10 min) a 50-52°C (3). Por esto,
se ha propuesto que el papel de la
trehalosa durante el choque térmico es
la de un agente termoestabilizador al-
tamente eficiente de las estructuras
celulares, principalmente de proteinas
(1,16). Esta propuesta correlaciona
con el hecho de que las células en
fase estacionaria, al igual que las es-
poras, poseen altas concentraciones de
trehalosa y son termotolerantes (1).
Experimentos llevados a cabo in vitro
han mostrado que la trehalosa es capaz
de estabilizar algunas enzimas de leva-
duras contra la termoinactivacién
(16,17). Algunas enzimas citoplasmicas
(pirofosfatasa y glucosa-6-P deshidro-

G. Sampedro J

TABLAI
COMPLEJO TREHALOSA SINTETASA/FOSFATASA (TPS)

Descripcién oo-trehalosa-6-fosfato sintetasa/fosfatasa
Nimero E.C. 24.1.15
Subunidades Tres o cuatro polipéptidos: Tpslp (56 kDa), Tps2p (102

kDa), Tps3p (115 kDa) o Tsllp (123 kDa). La alter-
nancia de estas dos tltimas subunidades parece tener
un papel regulatorio

Peso Molecular 630 a 800 kDa
Localizacion Citoplasma
Caracteristicas

Se reprime por glucosa e induce por galactosa. Esencial

para crecer con glucosa o fructosa. Se induce por cho-
que térmico, osmético u oxidativo. Activada por fructosa-
6-P. Se fosforila por proteina-cinasas dependientes de
AMPc. La forma fosforilada es menos activa, ain cuando
es tres veces mds activa a 40°C que a 30°C.

genasa), y de membrana (H*-ATPasa
de la membrana plasmadtica) son com-
pletamente estabilizadas por concentra-
ciones fisiologicas de trehalosa (16,17).
La trehalosa actiia impidiendo el aumen-
to por temperatura de las constantes de
velocidad de inactivacion (17) (Fig. 1),
via la inhibicién de los movimientos es-
tructurales que llevan a la desnatura-
lizacién (18). En la H*-ATPasa especial-
mente, el rango de temperatura en don-
de se observa la proteccién por trehalosa
(0.5 M) correlaciona con las tempera-
turas en donde ésta se sintetiza y acu-
mula (17). Recientemente, Singer y
Lindquist (1998) demostraron in vivo la
termoestabilizacidn de la luciferasa de
luciémaga y de bacteria por trehalosa
(5). Sin embargo, actualmente se des-
conocen las protefnas blanco de la esta-
bilizacidén por trehalosa.

El papel de la trehalosa en la
termotolerancia de la célula ha sido
materia de gran debate, debido a que
durante el estrés por calor también se
sintetizan proteinas de choque térmi-
co (Hsp). Se ha reportado que la sin-

tesis de la Hsp104 es importante en
las células para aumentar la
sobrevivencia a altas temperaturas
{(19) y para la recuperacion después
del estrés (5). En contraste, también
se ha reportado que las células en pre-
sencia de cicloheximida son capaces
de adquirir la termotolerancia mediante
la acumulacion de trehalosa (16). Re-
cientemente, se propuso un mecanis-
mo coordinado, donde la trehalosa
estabiliza las proteinas y las Hsp
reactivan aquellas que llegaron a des-
naturalizarse (3,5).

Durante el choque térmico las cé-
lulas mutantes carentes de trehalasa
neutral (Nthlp) acumulan grandes
cantidades de trehalosa que no son eli-
minadas del citoplasma después del
periodo de estrés. Estas células son
incapaces de reasumir su metabolis-
mo, recuperarse y multiplicarse(20):
éste serfa un resultado contradictorio
si se asume que la acumulacion de
trehalosa estd dirigida a aumentar la
resistencia de las células al estrés (1,3).
Para explicar esto, se ha sugerido que
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TABLATI

SUBUNIDADES DEL COMPLEJO DE

LA TREHALOSA SINTETASA/FOSFATASA

Subunidad Tpslp (56 kDa). Gen TPSI. Disrupcion: Letal.

Fenotipo Las mutantes no acumulan trehalosa, poca viabilidad en cho-
que térmico, no crecen en glucosa y las esporas no germinan
en glucosa.

Transcripcién Inducida por estrés. El promotor contiene el elemento CCCCT
(STRE, Stress Responsive Element).

Funcién Condensa la UDP-glucosa con glucosa-6-P para formar
trehalosa-6-Py UDP

Interaccion Con Tpslp, Tps2p, Tps3p, Tsllp y Hxk2p. La mutante nula en
HXK?2 restablece el crecimiento en glucosa en la mutante TPS/.

Subunidad Tps2p (102 kDa). Gen TPS2. Disrupcién: Viable 7

Fenotipo Las mutantes acumulan trehalosa-6-P, pero no trehalosa en la
fase estacionaria y choque térmico sensibles a la temperatura y
crecen lentamente en glicerol.

Transcripcién El promotor contiene cuatro copias STRE. La mutacién de
Msn2p disminuye la induccién %or'estres y la sobre-expresion
de Msn2p aumenta el nivel de ARNm.

Funcién Hidroliza la trehalosa-6-P liberando trehalosa y Pi.

Interaccion Con Tpslp, Tps2p, Tps3p, Tsllp, Yar066wp y Sbh2p.

Subunidad Tps3p (115 kDa). Gen TPS3. Disrupcién: Viable.

Fenotipo La actividad Trehalosa-6-fosfato sintetasa disminuye en la do-
ble mutante TPS3-TSLI.

Funcion Regula la sintesis de trehalosa en el complejo TPS. Tps3p y
Tsl1p comparten este papel.

Interaccion Con Tpslp, Tps2p, Tps3p y Tsllp.

Subunidad Tslip (123 kDa). Gen TSL/{. Disrupcidn: Viable.

Fenotipo La mutante nula de TSL/ no tiene un fenotipo evidente.

Transcripcion El ’Pfr{omotor contiene el elemento de regulacion por estrés CCCCT
(STRE).

Funcién Estabiliza el complejo TPS y comparte la funcién regulatoria
con Tps3p. Confiere'la sensibilidad a P, y fructosa-6-fosfato.

Interaccion Con Tpslp, Tps2p, Tps3p y Tsllp.

en ausencia de estrés, una elevada
concentracion de trehalosa citoplas-
mica de las células es incompatible
con ciertos procesos bioquimicos
(20,3). Se ha reportado que la presen-
cia de trehalosa en el citoplasma in-
terfiere con la actividad de la Hsp 104,
impidiendo la reactivacion de protei-
nas desnaturalizadas (5). Reciente-
mente, se ha demostrado que la pre-
sencia de trehalosa interfiere con la
actividad catalitica de las enzimas a
bajas temperaturas, a través de la in-
hibicién de cambios conformacionales
especificos durante el ciclo catalitico

(6). En resimen, la hidrélisis de
trehalosa es un requisito previo para
la recuperacidn post-estrés y para rea-
sumir el metabolismo celular.

¢) Estrés oxidativo.

En el metabolismo normal de la le-
vadura se producen las especies de
oxigeno reactivas (ROS), tales como
el perdxido de hidrégeno, el anidn
superdxido y el radical hidroxilo (1).
Las células cuentan con diferentes
mecanismos para evitar el daflo por
ROS, por ejemplo: se sintetizan pro-
teinas como la tioredoxina, la
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catalasa y la superdxido dismutasa,
y moléculas como el glutatién. Sin
embargo, en algunas condiciones (ra-
diacion ionizante, luz ultravioleta y
choque térmico), la concentracién de
ROS puede sobrepasar la capacidad
de respuesta de la célula y disminuir
drasticamente la viabilidad (10). Se
sabe que los ROS afectan algunos
componentes celulares tales como
proteinas, membranas y ADN. En
las proteinas, se observa la modifi-
cacién de las cadenas laterales de
los aminodacidos, la formacion de en-
laces covalentes entre cadenas la-
terales y la fragmentacidon de la ca-
dena polipeptidica. En las membra-
nas, se produce lipoperoxidacién. En
el ADN, se lleva a cabo la modifi-
cacién de las bases y de la
desoxirribosa y se rompe la cadena
nucleotidica (4).

En levaduras, se ha reportado la
acumulacidn de trehalosa durante la
exposicidn a bajas concentraciones
de peroxido de hidrégeno, seguida de
un aumento en la resistencia a dosis
letales (10). Recientemente, se re-
portd la proteccion de proteinas por
trehalosa in vivo contra el daflo por
ROS (4). La trehalosa disminuye la
formacion de grupos carboxilo en las
proteinas inducida por un sistema
generador de ROS (H,O,/Fe*). En
este estudio se sugirié que la
trehalosa actiia como un agente se-
cuestrador de ROS, de forma simi-
lar al manitol (4). Adicionalmente, se
sabe que los factores de transcrip-
cion involucrados en la expresion de
Tps2 (Tabla II), participan también
en la expresidén de la catalasa y la
superéxido dismutasa durante el cho-
que térmico y el estrés oxidativo (21).
Se presume que la trehalosa actia
in vivo en coordinacién con las
enzimas catalasa, superdxido
dismutasa y peroxidasas para pro-
teger a la célula de levadura contra
el dafio por ROS (4). Se ha sugerido
que la acumulacidon de trehalosa po-
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Figura 1. Termoestabilizacion por trehalosa de la H*-ATPasa de la membrana
plasmadtica de Kluyveromyces lactis. Se muestra el curso temporal de la pérdida de
actividad de la enzima durante la incubacion a 40°C en presencia de diferentes
concentraciones de trehalosa. Trehalosa (M): O 0, @ 0.1, 0.2, B8 0.4v /\ 0.6. Las
lineas continuas son el resultado del ajuste por regresion no lineal a un decaimiento

bifdsico.

drfa ser particularmente importante
en los microorganismos patdgenos,
donde la trehalosa funcionaria como
un mecanismo de resistencia contra
los radicales libres generados en el
fagosoma de los macréfagos vy
neutrofilos (4).

SINTESIS Y DEGRADACION

DE TREHALOSA

La trehalosa (D-glucopiranosil o D-
glucopirandsido) es un disacirido no
reductor formado por dos moléculas de
glucosa unidas por enlaces oot 1-1. La
levadura Saccharomyces cerevisiae,
en condiciones dptimas de crecimien-
to acumula trehalosa en la fase esta-
cionaria y en las esporas degradidndo-
la rapidamente cuando se inicia un
nuevo ciclo de cultivo (1,3). Sin em-
bargo, en condiciones de estrés como

el choque térmico, la trehalosa puede
acumularse rapidamente en la fase
logaritmica alcanzando una concentra-
cionde 0.5 M (8,10).

La trehalosa es sintetizada por un
complejo multienzimdtico localizado
en el citoplasma, denominado
trehalosa-6-fosfato  sintetasa/
fosfatasa y que tiene un PM de
630~800 kDa. Este complejo se en-
cuentra presente siempre, es decir se
expresa constitutivamente (Tabla I)
(21). Este complejo esta constituido
por la trehalosa-6-P sintetasa (Tps1p),
por la trehalosa-6-P fosfatasa
(Tps2p). y por dos subunidades
reguladoras (Tsl1p y Tps3p) (3). La
actividad enzimdtica de Tpslp y
Tps2p. asi como la induccidn de los
genes respectivos aumentan en res-
puesta al estrés (Tabla I y IT). La

G. Sampedro J

trehalosa se sintetiza en dos pasos
consecutivos (Fig. 2): en la primera
reaccion, catalizada por Tpslp, se
condensa la glucosa-6-fosfato con la
UDP-glucosa para formar trehalosa-
6-fosfato. En la segunda reaccidn,
catalizada por Tps2p, se lleva a cabo
la hidrdlisis del grupo fosfato para for-
mar trehalosa. En las fases de creci-
miento, la sintesis de trehalosa esta
regulada por fosforilacién de las
subunidades Tps3p y Tsl1p catalizada
por proteinas cinasas dependientes de
AMPc (Tabla IT). Durante el choque
térmico las enzimas se activan por
temperatura y se induce la transcrip-
cion de los genes por medio de un ele-
mento STRE (Stress Responsive
Element) (Tabla II) (1, 3, 21).

Las mutantes nulas en 7PS/ son
incapaces de crecer en medios con
glucosa como tnica fuente de car-
bono (3). Estas mutantes acumulan
grandes cantidades de glucosa-6-P
consumiendo el ATP y Pi necesario
para otras funciones. Para explicar
este fendmeno, se ha propuesto la
regulacién de la hexocinasa por la
trehalosa-6-fosfato y el amortigua-
miento de la glucosa celular via la
sintesis e hidrélisis de trehalosa (ci-
clo futil) (21). Por otro lado, las célu-
las mutantes en TPS2 son capaces de
crecer con glucosa, pero acumulan
grandes cantidades de trehalosa-6-
fosfato en las condiciones donde se
acumula trehalosa (3, 21).

En el citoplasma, la eliminacién
de la trehalosa es llevada a cabo prin-
cipalmente por la enzima trehalasa
neutra (Nthlp) (Tabla III) (3, 20).
Nthlp cataliza la hidrélisis de la
trehalosa a dos moléculas de gluco-
saaun pH 6ptimo de 7.0 (1, 3) (Fig.
3). La actividad de esta enzima esta
regulada por fosforilacién por pro-
teinas cinasas dependientes de
AMPc. Esta enzima se encuentra
presente constitutivamente, sin em-
bargo su sintesis aumenta durante
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Figura 3. Via de degradacion de trehalosa. La trehalosa
acumulada en fase estacionaria v durante el estrés es
hidrolizada a dos moléculas de glucosa por la enzima
trehalasa neutra (Nthlp). Esta reaccién también es
catalizada por la trehalasa neutra 2 (Nth2p) v por la
trehalasa dcida (Athlp).

condiciones de estrés (3). Las células
mutantes en NTHI, después del evento
de estrés, son incapaces de remover
la trehalosa del citoplasma y no pue-
den reasumir su metabolismo y multi-
plicarse (20). La trehalasa neutral 2
(Nth2p) se ubica en el citoplasma y

responde al estrés de manera similar
a Nthlp (Tabla III). Sin embargo, su
funcién en la célula se desconoce ac-
tualmente, ya que la disrupcion del gen
NTH?2 no tiene un efecto aparente en
la acumulacién ni en la hidrélisis de la
trehalosa (3). La trehalasa dcida

(Athlp, actividad maxima a pH 4.5),
estd involucrada en la utilizacién de
trehalosa como fuente de carbono, se
localiza en la vacuola y no responde al
estrés (3). Las mutantes en ATH/ son
incapaces de utilizar la trehalosa como
fuente de carbono (Tabla III).
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TABLA III

ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA DEGRADACION

DE LA TREHALOSA

Trehalasa neutral 1
Fenotipo
Transcripcion

Funcién

Localizacion

Trehalasa neutral 2

Fenotipo

Transcripcidn

Funcidn

Localizacion

Nthlp (85 kDa, homodimero). Gen NTHI.
Disrupcion Viable

LLa mutante nula no hidroliza trehalosa. La doble
mutante ATH1 y NTHI1 crece lentamente

El promotor contiene el elemento regulado por
estrés CCCCT (STRE).

Hidrolisis de trehalosa a glucosa. Activada por pro-
tefna cinasas dependientes de AMPc. En fase
logaritmica hay alta actividad que se pierde en 95%
al entrar en fase estacionaria, apareciendo la for-
ma no fosforilada. La trehalasa aumenta al inicio
de la germinacion en las esporas. Tiene un pH &p-
timo de 7.0.

Citoplasma.

Nth2p (89 kDa). Gen NTH2. Disrupcién Viable.

La mutante nula no afecta la actividad de hidrélisis
de trehalosa.

El promotor contiene el elemento regulado por
estrés CCCCT (STRE).

Hidrélisis de trehalosa a glucosa.

Citoplasma

Trehalasa acida

Fenotipo

Transcripcion

Funcién

Localizacién

Athl (136 kDa, glicosilada). Gen ATHI.
Disrupcidn Viable.

La mutante nula no presenta actividad de trehalasa
y no puede crecer con trehalosa como fuente de
carbono.

ATHI se induce durante la fase exponencial de
crecimiento en presencia de trehalosa como fuen-
te de carbonoen glucosa.

Utilizacién de la trehalosa como fuente de carbo-
no. En fase estacionaria se presenta alta activi-
dad. Tiene su médxima actividad a pH de 4.5.

Vacuola.

1. Wiemken A (1990) Trehalose in yeast, stress
protectant rather than reserve carbohydrate.
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ProBLEMA Biloquimico

TEMA: Produccion y transferencia
de energia en el corazin.

La funcién cardiaca depende del ATP obtenido por la
oxidacion de varios sustratos. En el corazon adulto, esta
energia proviene del ATP generado a través de la
fosforilacion oxidativa (FO). Por estarazon el 99 % del
oxigeno consumido por el érgano intacto corresponde al

PREGUNTAS:

1. Determine el desempefio mecanico de corazones
aislados de rata, cuando desarrollan una presion
ventricular de 70 mm de Hg con una frecuencia
cardiaca de 290 latidos/min.

2. Calcule la cantidad de ATP generado por el corazén
para el cual la velocidad de consumo de oxigeno se
ha determinado como 23.4 mM/min/ g de tejido
fresco cuando se perfunde utilizando 10 mM de
glucosa (3).

3. ;Cudleslavelocidad de oxidacién de glucosa en este
mismo sistema? .

4. Bajo estas mismas circunstancias, Calcule la
concentraciéon de ADP libre existente cuando la
concentracion de ATP en estado estacionario es de
5.4 mM.

5. (Qué consecuencias tendrd una disminucién en el
consumo de oxigeno aniveles de 154 mM/min/ g de
tejido sobre la produccidn y utilizacién de energia en
el corazon de rata?. A esta velocidad la concentracion
de ATP en estado estacionario disminuye a 2.5 mM.

Las siguientes concentraciones de metabolitos han sido
determinadas para el corazon de rata mediante técnicas
de resonancia magnética nuclear con *'P (4):PCr
12.2mM

Karla G. Carvajal Aguilera
Correo Electrénico: karla_ca@yahoo.com

consumo mitocondrial de esta via, el cual establece una
relacion directa con la actividad contractil del miocardio,
medida como desarrollo de presion ventricular, frecuencia
y desempefio mecdnico (1). Sin embargo, para que se
lleve a cabo este acoplamiento entre el ATP producido
porla FO y su utilizacién por la maquinaria contractil, es
necesario un sistema de transferencia directa del ATP
mediado por el sistema de la creatina cinasa (2) (Fig. 1)

0: T

ATP Cr «—— Cr « &~ aTpP
2 :ﬁ?@xmit CHeit ;

<'» ADP

PCr «— PCr

MIOFIBRILLAS

MITOCONDRIA

Fig. 1. Sistema de la creatina cinasa (CK) . E1 ATP
generado en la mitocondria es transferido directamente
hacia las miofibrillas por las isoformas citosélicas (CKcit)
y mitocondrial (CKmit). 1. Complejos respiratorios, 2, ADP/
ATP translocasa, 3, ATP sintetasa. Creatina (Cr),
fosfocreatina (PCr).

Creatina 23.7mM
Mg ** libre 1 mM
pH 7.2
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SINTESIS DE ACIDOS GRASOS
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9  Acido que se puede representar asi: 18:2 (A 9,12).

HORIZONTALES 10 Vitamina, coenzima que participa en la carboxilacidn
de acetil coenzima A.

1 Tipo de enlace que se forma con la salida de una 12 Célula con alta capacidad de almacenaje de

molécula de agua, mediada por la beta-hidroxil-proteina triacilgliceroles.
transportadora de acilo deshidratasa. 13 Principales componentes de las membranas.
4 Solo a partir de esta molécula se puede sintetizar al 15 Por la accién de palmitoil coenzima A sobre la acetil
dcido araquidonico entre otras. coenzima A carboxilasa, ;qué tipo de efector es?
6 Catalizan la hidr6lisis de las grasas neutras. 17 Hormona que ademas del glucagén disminuye la
7  Agente reductor, producido en la via de los fosfatos sintesis de dcidos grasos.
de hexosa e indispensable en este proceso 19 Numero de subunidades polipeptidicas que en bacterias

biosintético. forman el complejo llamado dcido graso sintasa.
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Son dos, que en el proceso biosintético portan las
formas activas de los metabolitos intermediarios.
Nimero de reacciones mediante las cuales se alarga
en dos 4tomos de carbono un 4cido graso.

Via mediante la cual se sintetizan los dcidos grasos y
los Triacilgliceroles.

Ademas de acetil coenzima A, es producto de la citrato
liasa.

Caracteristica de la membrana interna mitocondrial que
impide la salida de acetil coenzima A por difusion.
Por la accién del citrato sobre la acetil coenzima A
carboxilasa, ;qué tipo de efector es?

Enzima que une malonil a la protefna transportadora
de acilos.

Molécula que activada con coenzima A, es el sustrato
alimentador de la biosintesis de dcidos grasos.
Eicosanoide que inducen la constriccion de los vasos
sanguineos y la agregacion plaquetaria.

Analgésico y antiinflamatorio inhibidor de la
prostaglandina endoperoxidasa.

Compartimento donde se realiza la sintesis de dcidos
grasos.

En este proceso, los intermediarios estan unidos a una
proteina transportadora de acilos.

VERTICALES

Nutrimento que en que los organismos, almacenan la
mayor parte de la energia.

Acido graso insaturado mas abundante en la grasa
humana,
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Por su limitacion en la biosintesis, asi son los dcidos
grasos poliinsaturados.

Proporciona la energfa necesaria para la carboxilacién
de acetil coenzima A.

Reaccidén en la que el grupo malonilo se une al acetato
y libera didxido de carbono.

Vitamina, dcido, forma parte del grupo prostético de la
proteina transportadora de acilo.

Sistema de biosintesis de dcidos grasos cuyo producto
es el palmitato.

Forma hidréfoba en la que se almacena el excedente
energético en la célula.

Eicosanoide producido por una endoperdxido sintasa
(ciclooxigenasa).

Se forman a partir de 4cido araquidénico por la
incorporacion de oxigeno molecular mediante la
lipooxigenasa.

Enzima que cataliza la formacion de dobles enlaces en
los dcidos grasos.

Molécula que dona el grupo carboxilo para la malonil
coenzima A.

Acetil coenzima A

como sustrato al bicarbonato.
Primer producto saturado por la elongacion del
palmitato.

Acido graso saturado mds abundante en la grasa
humana (25%).

Enfermedad en la cual se aumenta la velocidad de
oxidacién de las grasas y la formacién de cuerpos
cetonicos.

, enzima que requiere
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ResPUESTA AL ProBLEMA BloquiMico

SOLUCION:

1.El desempefio mecdnico del corazdn puede evaluarse
através del producto de la frecuencia cardiaca y la presion
ventricular desarrollada, de esta forma, dicho producto para
el corazén de rata es:

20300 mm Hg/ latidos /min

2.En mitocondrias aisladas de corazdn de rata se ha
determinado un coeficiente ADP/O de 2.5 el cual refleja
de manera muy cercana la relacion ATP/O, es decir, el
nimero de moléculas sintetizadas de ATP por cada dtomo
de oxigeno consumido, cuando se utilizan sustratos
relacionados con la produccién de NADH como piruvato
y 2-oxoglutarato. Dado que la oxidacién de glucosa genera
equivalentes reductores de la misma manera, podemos
utilizar esta relacién para calcular el ATP producido.
Cuando el consumo de oxigeno es 23.4 mM/min/ g tenemos
que se producen 58.5 mM de ATP /min/ g .

3.La oxidacién total de la glucosa produce los siguientes
equivalentes reductores:

Glucélsis 2 NADH
Piruvato deshidrogenasa 2 NADH
Ciclo de Krebs 6 NADH

2 FADH

Asumiendo que por cada NADH se generan 2.5
moléculas de ATP en la FO y por cada FADH se generan
1.5, tenemos que en total la oxidacion de 1 mol de glucosa
genera 26 moles de ATP, ya que requiere de un consumo
de 2 ATP por mol de glucosa; la velocidad de oxidacion
de glucosaes 2.25 mM/min/ g.

4.De acuerdo a la constante de equilibrio aparente para
la reaccion catalizada por la creatina cinasa con 1 mM de
Mg libre (5).

[ATP] [Cr]
[ADP] [PCr][H*]

Kap= =1.66 x 10°m""!

La concentracién de ADP en estado estacionario sera:
100 mM.

5. Cuando el consumo de oxigeno disminuye a 15. 4
mM/min/ g, el ATP producido serd de 38.5 mM/min/ g, el
consumo de glucosa serd del.5 mM/min/ g. Al disminuir la
produccién de ATP, dado que el desempefio mecdnico del
corazon depende directamente de este suministro, €ste se
vera disminuido. De la misma manera la concentracién de
ADP libre disminuye a 43 mM, por lo que la FO disminuira
consecuentemente,
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INFORME DE LA SEMANA DE LA EDUCACION
BIOQUIMICA 2002

(XXIX TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA Y X CONGRESO DE LA ASOCIACION
MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.)

La Semana de la Educacién Bioquimica se realizé este afio en la
Cd. de México en las instalaciones de la UNAM, del 27 al 30 de
agosto de 2002. El comité Organizador del Taller estuvo conforma-
do por los doctores Alicia Cea Bonilla, I. Patricia del Arenal Mena,
Héctor Riveros Rosas y Edgar Vizquez Contreras; el Comité Orga-
nizador del Congreso estuvo constituido por los doctores Alicia
Cea Bonilla, Marco Antonio Judrez Oropeza y Patricia Torres Durdn.
Todos ellos son profesores del curso de Bioquimica y Biologia
Molecular que se imparte en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

Se convocé a participar a profesores y estudiantes de
Bioquimica y materias afines de diversas instituciones de Educa-
cién Media Superior y Superior de toda la Republica, mediante
avisos en el Boletin de Educacién Bioquimica y la Gaceta de la
UNAM, asi como a través de Internet, principalmente, mediante la
creacién de una péagina electrénica dedicada especialmente a pro-
mocionar y aportar informacion del evento (http://bq.unam.mx/
%7Evazquez/tab), a la cual se accesa también a través de la pagina
del Departamento de Bioquimica de la propia facultad.

Se inscribieron un total de 76 estudiosos de la Bioquimica: 56 profe-
sores, 13 estudiantes de licenciatura y 7 estudiantes de posgrado. El
ntimero de asistentes de los diferentes estados fue el siguiente:

Baja California Norte
Chihuahua
Distrito Federal
Hidalgo
Jalisco

Nuevo Leén
Puebla

Sinaloa

Sonora
Veracruz
Yucatan

— e N D e
—

W

[

Adicionalmente, acudieron sin registrarse entre 20-50 profeso-
res y/o estudiantes, quienes asistieron a las sesiones de su interés
particular por alguna(s) conferencia(s) o en funcién de su disponi-
bilidad de tiempo. Cabe sefialar que para un tercio de los inscritos,
éste fue el primer taller al que asistieron

El programa de la Semana de la Educacién Bioquimica estuvo es-
tructurado en tres tipos de sesiones: conferencias magistrales, en las
que se revisaron temas de actualidad; trabajos sobre ensefianza que
presentaron profesores dedicados principalmente a investigacién do-
cente y sesiones vespertinas tedrico-practicas, en la que se abordd la
construccién de mapas conceptuales por computadora.

Los temas y ponentes del XXIX Taller de Actualizacién
Bioquimica fueron los siguientes:

-La ingenieria genética y sus campos de aplicacién: La biocatalisis
y la industria quimica limpia. Xavier Soberén Mainero del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

-Biologia de las especies de oxigeno reactivas. Wilhelm Hansberg
Torres del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

-La saga del transportador de yodo: De la identificacion molecular
a sus aplicaciones clinicas. Nancy Carrasco del Albert Einstein
College of Medicine, New York.

-Enfermedades relacionadas al plegamiento anémalo de las pro-
tefnas. Alejandro Ferndndez Velasco de la Facultad de Medicina de
la UNAM.

-Mecanismos moleculares de la patogenia viral: Estudios con el
rubulavirus porcino. Julio Reyes Leyva del Centro de Investigacion
Biomédica de Oriente, Instituto Mexicano del Seguro Social.

-Simulacién del reconocimiento entre proteinas y moléculas
orgédnicas o “docking”. Aplicacion al disefio de farmacos.
Jacqueline Padilla Zifiiga y Arturo Rojo Dominguez, ambos de la
Universidad Auténoma Metropolitana I[ztapalapa.

-Importancia de la biofisica en la morfogénesis de los hongos.
Salomén Bartnicki Garceia del Centro de Investigacién Cientitica y de
la Educacion Superior de Ensenada, Baja California Norte.

-Iméagenes del conocimiento. Manuel Aguilar Tamayo de la Red
Mesoamericana de Recursos Bidticos con sede en la Universidad
Auténoma del Estado de México.

El tema de cada ponencia se redactdé como una monografia para
ser arbitrada por el Comité Editorial del Mensaje Bioquimico y pos-
teriormente ser publicada en su volumen XXVI, que se distribuy6
entre los inscritos a la Semana de la Educacién Bioquimica. En este
volumen se incluyd ademds el trabajo  Edema cerebral: Mecanis-
mos celulares de control. Dicho trabajo fue presentado durante el
XXVIII Taller de Actualizacién Bioquimica por la doctora Herminia
Pasantes, del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Por otra parte, es importante mencionar que este afio por prime-
ra vez se tiene una edicion electrénica del Mensaje Bioquimico, la
cual se podrd consultar libremente a través de la siguiente direc-
cién de Internet: http://bg.unam.mx/mensajebioquimico Esto per-
mitird dar una mayor difusioén al excelente trabajo que hicieron to-
dos los ponentes y que se pone al alcance de un gran nimero de
profesores y estudiantes, que podrdn actualizar sus conocimientos
a través de este medio. El 100% de los asistentes manifestaron
interés por proyector a sus alumnos las conferencias del Taller, en
caso de que éstas se grabaran en video.

Como es costumbre en el Taller de Actualizacién Biogquimica se
realizé una encuesta entre los asistentes para conocer, en forma
mas objetiva, los resultados de este evento. La opinién sobre inte-
1és, conocimiento y aplicabilidad de cada uno de los temas expues-
tos, se presenta en las siguientes graficas:

Es importante sefialar que mds del 80% de los profesores
asistentes utilizan el Mensaje Bioquimico para prepara sus cla-
ses y proporcionan a sus alumnos articulos del mismo como
bibliografia. Ademads el 89% de los asistentes consideran que
su participacién en el Taller repercute positivamente en su for-
macion personal y su prictica docente. El 11% restante, consi-
dera que esta repercusién es regular.
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La ingenieria genética y sus campos de aplicacién: la
biocatdlisis y la industria quimica limpia

Biologia de las especies de oxigeno reactivas
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Importancia de la biofisica en la morfogénesis de los
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Por lo que se refiere al taller tedrico-practico “IMAGENES
DEL CONOCIMIENTO” impartido por el Dr. Manuel Aguilar
Tamayo, de la Red Mesoamericana de Recursos Bidticos con
sede en la Universidad Autonoma del Estado de México, Mor.,
cabe mencionar que éste fue muy apreciado por su interés y
aplicacién por los participantes, quienes grabaron sus mapas
conceptuales para posteriormente obtenerlo por Internet.

La sesién de ponencias del X Congreso de la Asociacién
Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., en la que se pre-
sentaron los trabajos de investigacion docente de diversos gru-
pos de profesores. En ellos se abordaron temas referentes a :

-La salud mental del estudiante de Medicina de la Universi-
dad Nacional Auténoma de México. Claudia Foulloux Morales
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténo-
ma de México.

-Andlisis de las calificaciones del curso de Bioguimica y Bio-
logia Molecular como indicadores del aprendizaje logrado por
estudiantes de la Facultad de Medicina de la Universidad Na-
cional Autonoma de México. Yolanda Saldafia Balmori, Alicia
Cea Bonilla, Ma. Dolores Ramirez Gonzdlez de la Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México; Héctor
Javier Delgadillo de la Universidad Auténoma Metropolitana-
Xochimilco e Ignacio Méndez Ramirez del Instituto de Investi-
gaciones en Matemdticas Aplicadas y en Sistemas, Universi-
dad Nacional Auténoma de México.

-Adaptacion de una estrategia para el aprendizaje de las cien-
cias bdsicas en los estudios de licenciatura de la Facultad de
Medicina. Irma Zarco de Coronado de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Auténoma de México.

-Los cybercafés: Opcién democratizadora del uso de la tec-
nologia para la educacién superior a distancia. Angel Torres
Velandia y Jorge Joel Reyes Méndez de la Universidad Auténo-
ma Metropolitana-Xochimilco .

-La Formacion y motivacién del profesorado: La pizarra elec-
tronica como alternativa para la integracion de las tecnologias
en la educacidn superior. Jorge Joel Reyes Méndez de la Univer-
sidad Auténma Metropolitana-Xochimilco.
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-Criterios para la evaluacién y uso contextualizado de mate-
rial educativo en linea. Jorge Joel Reyes Méndez Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco.

Durante la asamblea de Profesores asociados a la AMPB,
A.C., se llegd a los siguientes acuerdos: la mesa directiva actual
tendrd un afio mas de vigencia; se fijaron las nuevas cuotas
para el afio 2003 se publicard en la Revista de Educacion
Bioguimica una semblanza del libro “Bioquimica y algo mis...”,
de los doctores Garcilaso Pérez y Vejar Rivera. También, se
inform¢ del cambio de nombre del “Boletin de Educacién
Bioguimica” a “Revista de Educacién Biogquimica”. En cumpli-
miento al acuerdo de la asamblea del 2001; se dio un informe de
los tramites realizados para que la AMPB, A.C. tenga la posibi-
lidad de recibir donativos; se comunicd la invitacién de la Socie-
dad Mexicana de Bioquimica para que la AMPB, A.C. organice
un Simposio de Educacién en Bioquimica para ser presentado
durante el Congreso Nacional de Bioquimica del presente afio.

Como parte de los eventos de clausura de la Semana de la
Educacioén Bioquimica, se present6 el libro Termodindmica Bio-
l6gica del Dr. Rafael Vdzquez Duhalt investigador del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Los comentarios de los presentado-
res, coincidieron en la forma tan sencilla como el Dr. Vizquez
explica conceptos complejos y las pone al alcance de estudian-
tes de las dreas relacionadas con la Bioquimica.

La Semana de Educacién Bioquimica fue clausurado por la
Dra. Ana Ma. Lépez Colomé, Jefa del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina quien resalté el éxito de
la reunién  y la participacién entusiasta de los asistentes y en
particular agradeci6 al Dr. Alejandro Cravioto, Director de la
Facultad, por el apoyo otorgado para la realizacion del evento, y
en especial por su apoyo para que en esta ocasién y también
por primera vez el Mensaje Bioquimico, se editara a colores.

Es importante para todos los que este afio participamos en la
organizacién de la Semana de la Educacién Bioquimica 2002
agradecer a las siguientes instituciones y personas por el gran
apoyo que nos dieron: al Dr. Alejandro Cravioto, Director de la
Facultad, a la Dra. Ana Maria Lopez Colomé por las facilidades
otorgadas para que este evento se realizara; al Instituto de Qui-
mica y la Unidad de Estudios de Posgrado de 1a UNAM,; a la
Academia Mexicana de Ciencias y a la Red Latinoamericana de
Ciencias Bioldgicas (RELAB), dependiente de CONACYT que
nos dieron apoyo econémico para cubrir los gastos de los pro-
fesores invitados, ademds en la Facultad de Medicina agradece-
mos a la Lic. Julieta Ambriz y al personal de Disefio Gréfico a su
cargo, a todo el personal de la imprenta por su compromiso por
el trabajo; al Departamento de Servicios de Computo por las
facilidades prestadas; al Lic. Armando Barbosa Calderén y al
personal administrativo del Departamento de Bioquimica que
colaboré durante la realizacion del evento, gracias.

Nota enviada en prueba de galeras: La Secretaria de Educa-
cion Publica apoyé la realizacién de la Semana de Educacion
Bioquimica 2002, por lo cual, la Asociacion Mexicana de Profe-
sores de Bioquimica, A.C. agradece su colaboracién y espera
seguir contando con ella.

El Comité Organizador de la

Semana de la Educacién Bioguimica 2002:

I. Patricia del Arenal Mena, Alicia Cea Bonilla, Marco
Antonio Judrez Oropeza, Héctor Riveros Rosas, Patricia
Torres Durdn Edgar Vdzquez Contreras.
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LiBros DE RECIENTE PUBLICACION

Termodinamica Biologica

Autor: Rafael Vazquez Duhalt
Editado por: AGT Editor, S.A.

Es para mi un honor acompafiar al Dr. Rafael Vizquez
Duhalt, autor del libro, asi como a los distinguidos miembros
de la mesa, Doctores Agustin Lopez Munguia y Gustavo
Viniegra. Debo decir que mi formacién de bidloga es la més
alejada del tema que nos ocupa, pero quizas, también, el
mejor ejemplo de lo 1til que este texto puede resultar.

En primer lugar, deseo felicitar al autor y alos editores
por darse a la tarea de escribir textos en espafiol, ubica-
dos en la realidad mexicana, aunque bien puede trasladar-
se a otros dmbitos hispanoparlantes. La capacidad de co-
municacion es, sin duda, una de las habilidades a desarro-
Ilar en los estudiantes de nivel pre y posgrado, y dificilmente
se logrard si no se fomenta la lectura de material escrito
originalmente en la propia lengua, pues las traducciones
cientificas frecuentemente adolecen de vicios y deforma-
ciones de lenguaje. Lamentablemente, los textos escritos
por autores mexicanos son pocos, quizas porque los siste-
mas de evaluacién de los académicos no estimulan este
tipo de actividades, quizds por el alejamiento entre los in-
vestigadores y los estudiantes, particularmente de pregrado.

En este punto quiero destacar el ejemplo que plantea la
autoria de este texto. Un investigador joven, pujante, con
formacién multidisciplinaria y multiinstitucional, con un fuer-
te ritmo de generacidn de publicaciones y de desarrollos
aplicados o aplicables a la solucién de problemas reales,
que lo lleva al nivel mas alto del Sistema Nacional de In-
vestigadores, es capaz de ofrecernos un libro en el que se
ofrece en un lenguaje claro para aquéllos que tenemos
formacién biolégica, menos solida en matemdticas que
quienes tienen estudios en el campo de la ingenieria, pero
con todo el rigor l6gico y descriptivo de los problemas
termodindmicos aplicados a los sistemas vivos.

El autor inicia, acertadamente, tomando palabras del gran
fisico Erwin Schrodinger, del gran cldsico ;Qué es la vida?,
texto que constituye una de las primeras aproximaciones de
descripcién en términos fisicos de los sistemas bioldgicos. Los
primeros temas constituyen un agil glosario, que permite al
estudiante tener rapidamente las definiciones y nomenclatura
requeridos para el manejo del texto. La primera grata sor-
presa es la forma inmediata en la que se ligan los conceptos,
muchas veces lejanos y abstractos en los textos cldsicos de

Termodinamica
Jiologica

Rafael Vazquez Duhalt

AGT €DITOR, SA.

fisicoquimica y termodindmica, con los diferentes sistemas
biolégicos y bioquimicos. Es también importante sefialar la
continua mencién a temas relacionados con el medio ambien-
te, asf como el uso indistinto de ejemplos relacionados con
microorganismos, plantas o animales. Esto se debe a la for-
macién multidisciplinaria del propio autor y a su experiencia
en distintos campos de investigacion. Esto lo hace ttil en dife-
rentes asignaturas y carreras o planes de estudio.

La falta de formacién matematica es un problema de la
educacion nacional e internacional, cuyas raices se remon-
tan a la educacién basica. No es extrafio que la seleccion
de carreras se de con base en la ausencia de matemati-
cas. No es extrafio, tampoco, que los profesores desistan
del rigor matemaético en sus explicaciones por los proble-
mas bdasicos de formacion que tienen los alumnos. Este
texto ofrece una herramienta para aquellos profesores que
no quieren claudicar, pues cuentan con un elemento que
lleva de la mano al estudiante en el desarrollo y andlisis de
férmulas, y los ejemplos resueltos tienen las deducciones
matemadticas correspondientes.
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En los programas de licenciatura no existen asignaturas
que especificamente requieran este libro como texto base,
pero resulta especialmente til para profesores en busca
de ejemplos del drea bioldgica, especialmente en aquellas
carreras que ofrecen un sélido tronco comiin en las cien-
cias basicas (matemadticas, fisica, quimica general) y ofre-
cen opciones terminales mas biolégicas, como son las pro-
pias carreras de la facultad de quimica, ingenieria
bioquimica, la propia biologfa. Eldisefio tradicional de los
planes pretende ofrecer una formacion sélida en estas dreas
y muchos profesores buenos se pierden u olvidan que el
destino final de sus estudiantes estd en el drea biologica.

Una demanda de profesores y alumnos de la facultad
es la de contar con ejemplos relativos a su drea, por lo que
el texto puede ser , insisto, particularmente titil para los
profesores para ofrecer vinculos a su formacién como fi-
sicos o quimicos con el destino final de los alumnos, a quie-
nes les es ttil como una fuente de consulta

Otro campo lo constituyen las asignaturas intermedias,
cuando se pasa ya a los aspectos biolégicos en cursos
como bioquimica, biologfa celular, fisiologfa. La falta de
rigor en la formacién matemadtica de los bidlogos v médi-
cos, en especial, provoca que los cursos sean mds descrip-
tivos, ofrezcan el “retrato” de la via metabdlica, pero se
pierdan los conceptos revisados en los cursos bédsicos y
no se detallen los fendmenos energéticos. En este senti-
do, el texto es también muy Util por el tipo de ejemplos que
maneja y por la temadtica, particularmente en los capitulos
6,7 y 8, que revisan glicdlisis, flujos energéticos celulares y
cadena respiratoria terminal.

El capitulo final, relacionado con el crecimiento microbiano,
constituye un excelente apoyo en cursos de biotecnologia,
ingenierfa bioquimica y microbiolog{a general.

Algunos de los recursos diddcticos del libro que vale la
pena resaltar son:
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-el estilo personal (leamos, sigamos, si tenemos este
valor en la ecuacidn, entonces...). El alumno es obligado a
seguir las deducciones matematicas, presentadas en for-
ma ordenada y marcadas con numerales.

-Ademds de varios problemas resueltos por capitulo, al
final de cada uno existen varios. Aquf afiadiria que seria
util para futuras ediciones el contar con las respuestas a
los mismos.

-Las tablas de cada capitulo constituyen excelentes
compendios de datos. Los apéndices lo son también, in-
cluyendo constantes fundamentales, valores termodind-
micos bdsicos, factores de conversion, entre otros.

El libro resulta de interés también para los estudiantes
de posgrado. Existe una tendencia al apoyo de los “docto-
rados por investigacién”™ o a la seleccién de programas de
estudio individuales, con poco peso a la formacién basica
de los estudiantes. Enla UNAM, en el posgrado en Cien-
cias Bioquimicas se trata de reforzar estos conceptos, pero
el tiempo no permite revisar concienzudamente las bases
aqui tratadas. En este sentido el material del texto es 1til
para soportar estos cursos de bioquimica, as{ como para
ofrecer apoyo formativo a quienes no llevan cursos for-
males y requieren reforzar conceptos, como las fuerzas
de estabilizacion de nucleétidos y proteinas para formar
las grandes macromoléculas bioldgicas y adentrarse en los
campos de la proteémica y la gendmica.

El texto resulta un excelente complemento a los textos
bioquimicos clasicos, como Lehningher, Voet y Stryer.

Amelia Farrés Gonzdlez
Facultad de Quimica
Universidad Nacional Auténoma de México
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CONVOCATORIA

REGISTRO DE LA CANDIDATURA PARA OCUPAR
LA PRESIDENCIA DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C., DURANTE EL BIENIO 2003-2005

Con base en el articulo noveno de los Estatutos de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., el
Consejo Directivo de Ia Asociacion convoca a sus Asociados a postular Candidatos para ocupar la Presidenciade la
Asociacion durante el bienio 2003-2003, a partir de septiembre de 2003

Los Asociados Numerarios deberdn postular por escrito a sus Candidatos y cada Candidato postulado deberd entregar
la siguiente documentacién:

- Consentimiento por escrito para ser postulado.
- Proyecto de trabajo oara dos afos en caso de ser electo.
- Curriculum vitae

Las cartas de postulacién de los Asociados y la documentacién de cada Canditato debera ser entregadas en la
Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C. en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina, UNAM, antes del lunes 16 de junio de 2003. Los documentos requeridos podrédn ser entregados perso-
nalmente 0 enviados por correo postal al apartado niimero 70-281. El envio de la documentacién por medios electré-
nicos (fax o correo electrénico) solo tendra validez hasta recibir los documentos originales.

Con base en el articulo décimo segundo de nuestros Estatutos, el proximo Presidente serd elegido de la lista de Candi-
datos generales por el Consejo Directivo de la Asociacion. La eleccién del nuevo Presidente se llevard a cabo durante
lareuni6n de negocios del XII Congreso de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., programada
para agosto de 2003.

Ningtn candidato podra ser registrado depués del 16 de junio de 2003, después de lo cual el Consejo Directivo
analizard todas las propuestas para generar una lista de Candidatos elegibles, misma que presentard durante la sesién
regular de negocios de la Asociacion, durante el XII Congreso.

Entrega de documentos: ala Sra. Marivel Rojas Garcia en el Departamento de Bioquimica en la Facultad de Medici-
na, UNAM o enviar al Apartado Postal 70-281 México D.F., 04510, México: Correo electrénico: reb@bg.unam.mx
Tel.: 5623-2170, fax 5616-2419
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SEMANA DE LA EDUCACION
BIOQUIMICA 2003

XXX TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA, Organizado
por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina, U. N. A. M.

Y
Xl CONGRESO DE LA ASOCIAC[ON MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A. C.

Fecha: Del 11 al 16 de agosto de 2003.

Lugar: Auditorio Alfonso Caso,
Universidad Nacional Autéonoma de México.

Informes

Teléfonos: (65) 5623 2170, (55) 5623 2175 y Fax: (55) 5616 2419
Sra. Marivel Rojas Garcia

Para el XXX T.A.B. Para el XII Congreso

comitetab@bg.unam.mx reb@laguna.fmedic.unam.mx

http://bg.unam.mx/%7Eevazquez/tab/ vy http://bg.unam.mx/

Comités Organizadores

Del XXX T.A.B. Del XII Congreso

Dr. Oscar Flores Herrera Dra. Yolanda Saldafia Balmori
oflores@bqg.unam.mx balmori@ servidor.unam.mx balmori@bg.unam.mx
Dr. Héctor Riveros Rosas Dra. Virginia Sanchez Meza
riveros@servidor.unam.mx sanchezvicky@hotmail.com

Dr. Alejandro Sosa Peinado Dra. Sara Morales Lopez

asosa@bg.unam.mx saramolo@servidor.unam.mx

Dr. Edgar Vazquez Contreras

evazquez@bg.unam.mx
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CORRESPONSALES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

Si eres miembro de la Asociacién Mexicana de Profe-
sores de Bioquimica, A.C. o suscriptor de laREB 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 Educacién Superior en todos los estados
de la Repiblica, asi como en lugares de Centro de
Sudamérica, Espana y otros sitios en donde la REB sea
leida.

También nos interesa conocer y publicar las noticias
mas 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 laREB 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 Educacion Superior de la
Republica Mexicana, Centroamérica, Sudamérica y otras
regiones de habla hispana.

5. b) Uno de los editores se encargard de la
coordinacién de los corresponsales y de la comunicacion
con ellos para lograr que los objetivos se cumplan . El
puesto serd rotatorio y se cambiard cada dos o cuatro
afos, 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 acompanard con el Curriculum Vitae
del candidato propuesto.

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

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

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

5. g) El Comité Editorial dard el crédito correspon-
diente 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 evaluacion
de sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

5.1. a) Envio a través del Coordinador de Corres-
ponsales de al menos una contribucion propia o de su
comunidad al afio y de las noticias relevantes de su loca-
lidad o regién.

5.1. b) Mantenimiento del archivo de los suscriptores
de la REB de su localidad y comunicacién inmediata de
los cambios en €l.

5.1.¢) Colaboracién en la promocion, difusion y distri-
bucion de la REB entre los miembros de su comunidad.

5.1.d) Colaboracién en las promociones de
financiamiento econdmico de larevista.

5.1. e) Elaboracion y envio anual de un informe de
sus labores que a través del coordinador de
Corresponsales se hard llegar al Comité Editorial junto
con una critica a los nimeros correspondientes.

Por favor, dirige tu correspondencia la Coordinadora
de Corresponsales, Comité Editorial de la REB, Apartado
Postal 70-28 1, México, 04510, DF, MEXICO, o bien
al Tel: (52) 5623-2168/ FAX (52) 5616-24-19.

Email: balmori @laguna.fmedic.unam.mx

Yolanda Saldafia Balmori
Coordinadora de Corresponsales de la REB.
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DE EDUCACION BIOQUIMICA 2002

AUTORES DE EDITORIALES

Muifioz Clares Rosario A. La importancia de escribir un
articulo de revisién en la formacién de los alumnos de
Posgrado. REB 2/(1): 1-2

Reyes Méndez Jorge Joel. La educacién superior a
distancia. REB 2/(3): 163-165

Zentella Dehesa Alejandro. Fortalecimiento de los
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AUTORES DE LOS ARTICULOS
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bioquimicos de la sefalizacién por receptores para la
porcién Fe de las subclases de inmunoglobulina G (Fe Rs).
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Caballero Benitez Andrea y Moran Andrade Julio.

Mecanismos moleculares de la regulacion de la muerte
apoptética. REB 27 (4): 235-244

Cortina Ramirez Gloria Emeli y Calderén Salinas
José Victor. El hueso como un érgano blanco de la
intoxicacién con plomo. REB 2/(4): 252-257

del Arenal Mena Irene Patricia. Metabolismo anaerobio
en eucariotes inferiores I. El Hidrogenosoma. REB 27(2):
83-89

del Arenal Mena Irene Patricia, Guevara Flores
Alberto, Cea Bonilla Alicia y Escamila Marvan José
Edgardo. Metabolismo anaerobio en eucariotes inferiores
II. Mitocondrias anaerobias. REB 27 (4): 229-234

Dominguez Pérez-Tejada Cesar, Gonzilez Halphen
Diego, Reynaga Obregdn Jestis y Romero Camarena

David. El Posgrado en Ciencias Biomédicas: Una visién
desde adentro. REB 2/(2): 127-132

Escudero Abarca Blanca I y Sanchez Esquivel Sergio.
Bacteriocinas de bacterias ldacticas: Biosintesis y
Transporte. REB 27 (1): 12-20

Estrada Bernal Adriana. Citocinas y activacién
endotelial. REB 27(1): 41-49

Garcia Pérez Cecilia y Martinez Federico. Los
mecanismos que controlan la sintesis de progesterona en
la placenta humana. REB 2/(3): 181-189

Goénzalez Halphen Diego y Pena Diaz Antonio.
(Revision del texto). Traducido del inglés al espafiol por
Gonzdlez Herndndez José Luis. Estiandares para el
doctorado en las Biociencias Moleculares. Unidn
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (2000).
REB 27(2): 113-126

Gutiérrez-Venegas Gloria, Pefia-Parraga Mauricio y
Flores-Lides Armando. Los lipopolisacdridos como
promotores de procesos inflamatorios en cavidad oral.
REB 2/(2): 98-104

Hernandez Torres Rosa Patricia, Ramos Jiménez
Arnulfo y Judrez Oropeza Marco Antonio. Ejercicio
fisico aerobio y lipemia posprandial. REB27(3): 198-206

Konigsberg Fainstein Mina. Telomeros y telomerasa
(Llaves de la inmortalidad celular? REB 21(1): 50-57

Molina Lépez José, Torres Marquez Maria Eugenia
y Cravioto Alejandre. La relevancia del receptor
conocido como el antigeno de superficie CD14 (sCD14)
en las respuestas celulares al lipopolisacarido. REB 27(3):
166-173

Montero-Moran Gabriela, Alvarez-Aforve Laura I,
Bustos-Jaimes Ismael y Lara-Gonzdlez Samuel.
Reporteros bioluminiscentes y fluorescentes: Proteina verde
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Obregon Ana Maria, Saab Jalil, Rodriguez Rogelio,
Alagén Alejandro y Farrés Amelia. Logros y retos del
Posgrado en Ciencias Bioquimicas de la UNAM. REB 2/
(2): 133-139
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de la homeostasis sanguinea. REB 2/(3): 207-213
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cionalmente activo en eucariotes. REB 2/(1): 21-40
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Calderon Salinas José Victor. Presentacion de la Revista
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respuesta. Produccién y transferencia de energia en el
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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 areas afines .Esta dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la
presentacion de los trabajos se ajuste a sus lectores y sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las
contribuciones en forma de articulos de revision y otras comunicaciones. Se solicita a los autores que
revisen algunos de los tltimos niimeros de esta publicacion para que ven estilo, tipos de abreviaturas, etc.,
asi como que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para
computadora, escrito en los procesadores de textos
“Winword” o “Word-perfect”, con una extensién
maxima de 15 cuartillas a doble espacio (27 renglones
por cuartillas y 70 caracteres por renglén ). Este debera
ir acompafiado de tres impresiones del articulos y de la
solicitud para su publicacion, 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 afiliacion del o los autores
(por ejemplo: departamento e institucién), domicilio,
codigo postal, ciudad, estado, pafs, teléfono, fax y correo
electrénico en caso de tenerlos. Debe incluirse cuatro
renglones mas abajo, un titulo breve con un méximo de
60 caracteres, incluyendo los espacios, para insertarlo
como cabeza de pégina.

Se deberd incluir un resumen en idioma espaiol y uno
en inglés, de mas 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: nombre de los autores, afio de
publicacion entre paréntesis, titulo del articulo, nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en el
Current Contents, nimero del volumen en cursivas y
antecedido por dos puntos el nimero de la primera y
tltima paginas, de acuerdo con lo que se muestra en el
siguiente ejemplo:

5)

Fraga C Gy Oteiza P1 (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricion y participacion en la prevencién
de ciertas patologias. Bol. Educ Biog /4:12-17.

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

Los articulos en libros deberan 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, pp81-104.

Los libros se citaran de acuerdo con este ejemplo vy
podran incluir las paginas totales o las consultadas:
Lehninger AL, Nelson D Ly Cox M M (1993)
Principles of Biochemistry. Worth Publishers, New
York, NY, USA, p 1013.

Se aceptardn como méximo seis ilustraciones, figuras
mas tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre
papel albanene con tinta china o bien impresiones laser
o presentarse como fotografias en blanco y negro sobre
papel brillante, cuya localizacion debera estar sefalada
en el texto. La limitacién en el mimero 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
arabigos 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
reduciran de tamafio, aproximadamente a la mitad o a
un cuarto de las dimensiones de una hoja carta; las
letras y nimeros mds pequefios no deben ser menores
a los dos milimetros. Las tablas se deberan presentar
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6)

7

)

conforme alguna de las publicadas en los nimeros de
1999, En caso de emplear figuras previamente
publicadas, deberd darsele el crédito correspondiente
u obtener el permiso para su publicacién. Las figuras
dentro del texto deberdn mencionarse con mintsculas,
la palabra entera y sin paréntesis; cuando se haga
referencia a ellas deberdn citarse asi (Fig. X)
numerandolas con ardbigos. Las tablas siempre
llevardn la inicial a maydscula y se numeraran con
romanos.

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

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

I1. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resumenes de articulos interesante,
relevantes o significativos, informacion de tipo general,
avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de
trabajo, comentarios o erratas de articulos publicados
previamente, etcétera.

2)

3)

4)

REB 21(4):283-284, 2002

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

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

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

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

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