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LA BIOQUIMICA, LAS CIENCIAS GENOMICAS
Y LA COMUNICACION

Después de 50 afios de haberse identificado la
estructuradel ADN, en abril de 1953, € Proyecto del
Genoma Humano anunci6 la culminacion de la
secuenciacion completa del genoma humano, en abril
de 2003. Este megaproyecto inicié en octubre de
1990, en € que participaron investigadores de
diversos paises. La estructura del ADN fue publicada
en larevista Nature, una prestigiada revista cientifica
de ampliadifusion internacional, del mismo modo,
las estrategias para la secuenciacion del genoma
humano también fueron publicadas en esarevista; no
obstante, y a diferencia de hace 50 afios, la secuencia
completa del genoma humano ahora se puede
consultar inmediatamente y desde cualquier parte del
mundo, en e siguiente portal de internet:
www.nchi.nlm.nih.gov/genome/quide/humary. Es
evidente que vivimos en una nueva era, en donde la
informacion y 1os medios de comunicacion juegan un
papel importante en cualquier aspecto de lavida, para
lo cual debemos estar preparados.

Lo anterior puede g emplificarse con larelacion
entre el sindrome respiratorio agudo y severo
(SARS, por sus siglas en inglés) y su efecto sobre
larealizacion del Congreso de la Union
Internacional de Bioguimicay Biologia Molecular
(TUBMB, por sus siglas en inglés), programado
para efectuarse en julio de 2003. El primer brote
documentado de SARS ocurri6é en una provincia de
China, entre noviembre de 2002 y febrero de 2003,
durante el cual se reportaron 300 casos con 5 fall-
ecimientos. No obstante, fue en Hong Kong donde
el agente causal se disemino a diferentes partes del
mundo. En febrero de 2003 fue reconocida por la
Organizacién Mundia de la Salud (OMS) como
una enfermedad emergente, llamada entonces
neumonia atipica. El epidemidlogo de la OMS,
Carlo Urbani, ademas de reconocer la enfermedad,
muri6 posteriormente al adquirirla. En abril de
2003 se identifico el agente causal del SARS, un
coronavirus cuya genoma completo es de 29,727
bases de longitud. La rapidez con la que se
identifico este virus fue debida a la colaboracion de 13

laboratorios en 10 paises. Lainformacion referente al
virus causante de SARS puede ser consultadaen la
paginaweb: http://www.micro.msb.le.ac.uk/3035/Co-
ronaviruses html#SARS, asi como en € sitio web del
Centro Naciona de Informacion Biotecnoldgica de
los Estados Unidos de Norteamérica (NCBI, por sus
sglaseninglés).

Sin embargo, a pesar de |os esfuerzos intensos por
controlar la enfermedad, y aunque desde marzo de
2003 laOMS ha emitido aertasy restricciones para
vigjeros internacionales, en mayo de 2003 se habia
alcanzado € nivel de pandemia en 30 diferentes
paises, uno de ellos Canadd, en la ciudad de Toronto,
sede del XIX Congreso Internacional de lalUBMB.
Debido alo anterior y a pesar de las medidas
sanitarias estrictas, los organizadores del Congreso
tuvieron que cancelar, afinaes de mayo, la
realizacion del evento en Toronto, en donde por
cierto se presentarian también los avances mas
recientes con relacion al SARS. Lainformacion se
comunico oportunamente en ambos casos, la
respuesta fue inmediata y en junio de 2003 se tiene
un mejor control mundial de la enfermedad.

En junio de 2003, la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM) aprobd la creacion
de lalicenciatura en Ciencias Gendmicas. Este
esfuerzo fue precedido por la creacion, en
noviembre de 2001, del Consorcio Promotor del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN). En dicho Consorcio se encuentran
representadas la Secretaria de Salud (SSA), la
UNAM, la Fundacion Mexicana parala Salud
(FUNSALUD), € sector industrial y el Consgo
Nacional de Cienciay Tecnologia (CONACYT).
Lo anterior reflgja que nos estamos preparando para
la era gendmica. Sin embargo, alin tenemos
problemas de comunicacion, en particular con lo
gue se refiere a “ entenderse bien dos personas’.

LalUBMB y laUnion Internaciona de Quimica
Puray Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés)
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han formado una comision de enlace sobre la
nomenclatura bioquimica (JCBN, por sus siglas en
inglés), precisamente para recomendar normas que
permitan entenderse bien en e lenguaje quimico-
biol6gico. Las recomendaciones emanadas de este
Comité se pueden consultar en los portales de la
IUBMB y delalUPAC. Adicionalmente, lalUBMB
tiene su propio Comité de Nomenclatura,
(NC-IUBMB, por sus siglas en inglés), pero en la
préactica ambos cuerpos colegiados trabajan de
manera conjunta.

En la presente edicion de la Revista de Educacion
Bioquimica (REB) incluimos un glosario de
terminologia rel acionada con la biologia molecular,
este vocabulario inglés-espaiiol de bioquimicay
biologia molecular fue publicado en diciembre de 2002
y representa un buen esfuerzo por megjorar la
comunicacion entre los estudiosos de la bioquimicay
de la biologia molecular. Estamos seguros de la utilidad
gue tendra para nuestros lectores, asi como de agunas

REB 22 (2): 51-52

discrepancias que suscitardn, debido
fundamentalmente, a uso regional del lenguaje.
Esperamos que tales discrepancias nos sean enviadas
para asi poder establecer una mejor comunicacion
entre los bioquimicos.

Durante la“SEMANA DE EDUCACI ON
BIOQUIMICA 2003" se presentarén temas relaciona:
dos con las ciencias gendmicas, incluyendo € SARS,
asi como los referentes ala educacion, a uso dela
tecnologiaparad aprendizaje de lacienciay alos
factores que afectan d aprendizaje de laBioquimica,
entre otros. El asmilar los avances en labioquimica, la
biologia molecular, 1a biotecnologia, lainformética, y
en las edtrategias docentes, nos permitira estar
preparados para unameor comunicacion en lanueva
era que estamos presenciando.

Dr. Marco Antonio Juérez Oropeza
Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, UNAM.
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LAas MioSINAS EN EL MOVIMIENTO CELULAR |,
ESTRUCTURAS Y PROPIEDADES CINETICAS™

Luiz C. CAMERON"2:3, MARCO MACHADO'2 Y GRACIELA MEZA%/5

RESUMEN

La actina forma parte del citoesqueleto de todas las cé-
lulas eucariotas. Durante e movimiento intracelular se
utiliza la energia mecénica transducida por la hidrolisis
del ATP mediada por la miosina cuando se forma el
complejo acto-miosina.

Las moléculas de miosina convencional 0 miosina
muscular se asocian y forman filamentos. Otras miosi-
nas encontradas en un gran nimero de células no for-
man filamentos y son llamadas “no convencionales’.
Ambos tipos de miosinas comparten propiedades es-
tructurales, cinéticas y de regulacion. Es importante su
estudio porgque estan alteradas en un sinnimero de en-
fermedades.

PALABRAS CLAVE: movimiento intracelular, complejo
acto-miosina, miosinas no-convencionales, regulacion

ABSTRACT
Actin is a component of cytoskeleton in al eucariotic
cells. During intracellular movement the chemical energy
of ATP hydrolysis is transduced in mechanical energy by
myosin when actin-myosin interaction occurs.
Conventional muscle myosin molecul es associate to
form filaments. Other myosins found in numerous
cells do not associate to form filaments thus named
“unconventional myosins’.
Both types of myosins share structural, kinetic and
regulatory properties. Their study is important because
they present alterations in a variety of diseases.

KEY WORDS: intracellular movement, acto-myosin
complex, unconventional myosins, ATPase regulation,
myosins.

ATP-asica, miosinas.

INTRODUCCION

L a capacidad més sobresaliente de un
ser vivo es la de efectuar movimien-
tos intra-citoplasmicos que le permi-
tan movilizar componentes necesa-
rios en diversas regiones de lacélula,
0 desplazarse del sitio que ocupa a
otro diferente.

En ambos casos, se involucra a un
par de especies moleculares que cons-
tituyen un binomio indisoluble: 1a ac-
tina y la miosing, (a veces también
[lamado complejo de acto-miosina) y
que estén en todos |os organismos.

La interaccién de ambas produce

indefectiblemente “movimiento” y
depende muy importantemente de la
utilizacion de la energia quimica que
proviene de la hidrdlisis de adenosin-
trisfosfato (ATP).

La actina puede ser de 2 tipos. la
actinaa presente en misculoy las ac-
tinas By y de las células no muscula-
res. Existe en forma monomérica,
globular o polimerizada en microfila-
mentos que le dan forma alas células
0 asus prolongaciones, siendo por ese
motivo parte del citoesqueleto que,
por ser de actina ha sido Ilamado *“ci-
toesqueleto de actina” (en contraposi-

* Recibido: 10 de diciembre de 2002. Aceptado: 11 de marzo de 2003

1L_aboratorio de Bioquimica de Proteinas. Universidad do Rio Janeiro 2Curso de Fisioterapia. Universidade Estacio de Sa 3L aboratorio de
Biociencias da Motricidade Humana Universidade Castelo Branco-Rio de Janeiro - Brasil “Departamento de Neurociencias, Instituto de
Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México SAutor para Correspondencia Dra. Graciela Meza Ruiz Depto
Neurociencias Instituto de Fisiologia Celular, UNAM Apdo. Postal 70-253 04510 México, D.F. Correo E: gmeza@ifisiol .unam.mx

cion a que esta formado por tubulina
que forma microtUbulos y constituye
el “citoesgueleto de tubuling”).

Las moléculas de actina tienden a
asociarse y disociarse, segun el esta-
do metabdlico de la célula, como ya
se describi6 en un articulo reciente de
esta publicacion [1].

Cuando se han asociado suficiente
nimero de moléculas forman un fila-
mento, €l que a su vez se entreteje
con otros formando una complejared
(semejante a un sistema de superca-
rreteras) a través de la cua vigan
macromoléculas libres o englobadas
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en microvesiculas. Lamolécula en-
cargada de que esta “carga’ se des-
place y de transducir la energia para
hacerlo esla miosina

Lainteraccion “acto-miosind’ sere-
conocio por primeravez en la contrac-
cién muscular e implica “aargamien-
tos’ y “acortamientos’ delos sarcome-
ros (acumulos ordenados de microfi-
brillas en € citoplasma de la cdula
muscular) con produccién de ATP.

Las actinas son proteinas extraordi-
nariamente conservadas (con pocas va
riaciones estructurales a lo largo de la
filogenia) por lo que son € producto de
una fina seleccion, que funciond tan
perfectamente que permanecio inmuta:
ble en los seres vivos; de hecho su pre-
senciasiempre se incluye como control
positivo en cualquier experimento que
implique identificacidn de una proteina
desconocida (o sugen). Encambio, las
miosinas si han sufrido diversificacion
genética, de tal manera que: d) apare-
cen con ciertos cambios estructurales
dependiendo de su ubicacion celular, b)
S0ON capaces 0 no de asociarse en fibri-
llasy ¢) se encuentran tanto en células
musculares como no musculares, a lo
largo y ancho de |os organismos, desde
las levaduras hasta células eminente-
mente especializadas como son las cé&-
lulas sensoridles del oido interno.

A la primera de estas proteinas, por
haber sido descubiertaen @ masculo, se
le llam6 miosing; las que le siguieron,
por parecérsde tanto estructurdmente,
recibieron @ mismo nombre, pero se
bautizaron con & sobrenombre de “no
convencionales’ puessolo laque ocurre
en e musculo (o miosina convenciona
0 clésica) es capaz de asociarse en fibri-
llas, aunque también se encuentre en
otros tejidos diferentes a masculo.

PROPIEDADES GENERALES DE

LAS MIOSINAS

Descrita inicialmente en la década de
los treintas, la miosina se caracterizd
por ser la proteina que, junto con la
actina, componia esencialmente a

cabeza

cadenas ligeras

B cabeza

Cameron LC, Machado M y Meza G

cadenas
pesadas

cola o cauda

Figura 1. Diagramas esquematicos de una molécula hipotética de miosina.

A) Enlaregion amino terminal de las 2 cadenas pesadas se muestra la cabeza globular y
las cadenas ligeras asociadas a €lla. Las primeras se entrelazan para formar una doble
hélice y tienen dos regiones flexibles o de bisagra.

B) Smplificacion de la molécula solo para mostrar las regiones de la cabeza, el cuelloy

|a cola.

musculo esquelético. En esa época
eradificil creer que una proteina pro-
dujera movimiento y funcionara a la
vez como una enzima. Los datos
mostraban que la miosina hidrolizaba
al ATP y a otros nuclettidos siendo
parte al mismo tiempo, de la maqui-
naria contractil responsable del desli-
zamiento de los filamentos de actina
y €l acortamiento del sarcomero.

Posteriormente se describié como
una caracteristica importante que su
actividad de ATP hidrolasa era muy
baja pero aumentaba considerable-
mente cuando se asociaba a la actina.
Esto lo hace promoviendo una modi-
ficacion conformacional capaz de
acelerar la salida de los productos de
lahidrélisisdel ATP, cambiando asi €
paso limitante del ciclo catalitico. La
afinidad de la unién de lamiosina con
la actina disminuye entre 300 a diez
mil veces en presenciade ATPy cuan-
do este nucledtido no esta presente la
miosina se disocia de la actina.

Estas propiedades de la miosina
muscular de hidrolizar al ATP, gjecu-
tar movimiento de vesiculas en fila-
mentos fijos de actina o favorecer la
translocacion de filamentos de actina,

son compartidas por las miosinas no
convencionales [2]. Debido a estas
caracteristicas excepcionales las mio-
sinas han sido llamadas “proteinas
motoras 0 motrices”.

ESTRUCTURA DE LAS MIOSINAS
Hasta el momento se han purificado
solo unas cuantas miosinas. Sin em-
bargo, derivadas de estos estudios se
pueden anticipar algunas caracteristi-
cas estructurales comunes.

De manera generd, las miosinas
son proteinas multiméricas formadas
por una o varias cadenas pesadas
(heavy chains, HC). La regién del
amino terminal de estas cadenas for-
ma una cabeza globular ala cual se
asocian dos 0 més cadenas ligeras di-
ferentes entre si. Los dominios carbo-
xilo terminal de las HC son afa héli-
ces enrolladas entre ellas formando
un bastén de diversas longitudes, al
que se ha llamado “cola’ o “cauda’.
La molécula de miosina contiene 2
regiones flexibles; hay una “bisagra’
entre laregion de la colay la cabeza
globular de la moléculay una peque-
fia porcion lineal muy cerca de la bi-

sagra. (Fig. 1Ay B)
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Lacabezaese dominio mas conser-
vado delasmoléculasdemiosinay esla
region con afinidad para actinay ATR,
por tanto, la cabeza de las miosinas es
laparte involucrada en la conversion de
laenergia quimica del ATP en energia
mecanica, transducida en movimiento
por € filamento de actina[3, 4].

Entre la cabeza y la cola se en-
cuentra el dominio Ilamado cuello,
formado a su vez por un nimero va-
riable de dominios entre los que se
encuentra el conocido como “1Q mo-
tif” o “motivo Q" caracterizado por
una secuencia de aproximadamente
14 aminoacidos con la repeticién
| QXXXRGxxXRxXY (I- isoleucina; Q-
glutamina; R- arginina; G-glicina; Y-
Tirosing; x- cualquier otro aminoaci-
do). A estaregion se asocian diversos
tipos de cadenas ligeras, con funcio-
nes ya sea estructurales o regulado-
ras. Entre éstas se hallan las proteinas
de la familia “EF”, incluyendo a la
calmodulina (CaM).

Laregion “EF’ esun dominio que
se encuentra en las proteinas que
unen calcio, detodas|as células euca
riotas. Contiene un motivo de 29 ami-
noécidos rico en &acidos glutdmico
(GLU) y aspértico (ASP). La region
intermedia o de “union de calcio”
forma un asa de 12 distintos amino&
cidos que esta limitada por GLU o
ASP. Los aminoé&cidos restantes, for-
man unaa hélice de cadalado del asa
en las que abundan los aminoacidos
hidrofébicos. Estas hélicesson laE 'y
la F de la proteina y le confieren el
nombre alaregion.

El dominio de la cola posee la ma-
yor diversidad de entre todas las cla-
sesde miosinas. Sirve paraanclar ala
moléculay parainteraccionar con: 1)
otras proteinas, 2) membranas o ve-
siculas, 3) moléculas cargadas eléc-
tricamente o 4) para formar filamen-
tos en el musculo.

LA SUPERFAMILIA DE LAS MIOSINAS
A lafecha se han descrito cercade 18
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IX

Xl

o2 O CHo

X

XV XVi

Figura 2. Representacion simplificada de la estructura de las distintas clases de miosinas
en numerales romanos mostrando la cabeza, €l cuello y la cola como en la Fig. 1By al-
gunos dominios a los que se une Zn 2+ (mio I1X); el de cinasa (Kin, mio I11); sitio de ho-
mologia con la quitino-sintasa (chs, mio XIl); sitio similar a anquirina (ank, mio XII). A
la mio Xl le falta un sitio (?) que no se ha identificado. (Adaptado de Hodge y Cope,
2000; http://www.mrc-Ilmb.cam.ac.uk/myosin/trees/gifs/tree.jpg)

clases en la superfamilia de las mio-
sinas que estan emparentadas entre si.
Yaque el propésito de este trabajo no
incluye un andlisis evolutivo, se invi-
ta al lector interesado a consultar e
trabajo de Hodge y Cope, 2000 [5].
Cuando empezaron a estudiarse,
s0lo se conocian dos clases de miosi-
nas. la primera clase, 0 miosina Il,
gue es lamiosina clasica o “conven-
cional” con dos cadenas pesadas. La
segunda clase o miosinal, se caracte-
riza por la presencia de solo una ca-
dena pesada. Se ha postulado un an-

cestro comun, que seria parecido en
estructuraaladelamiosinal [6]. Si-
guiendo la nomenclatura por el nu-
mero de cadenas pesadas se asigné
como miosina Il ala de musculo es-
guelético, aunque haya sido descu-
bierta primero.

En la actudidad no se sigue esare-
gla, sino que han sido asignadas con
numerales romanos progresivamente
seglin la cronologia de su descubri-
miento [2] y no hay correlacion entre
lahomologiay nimero de cadenas que
poseey € nimero asignado (Fig. 2).
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EL FUNCIONAMIENTO CINETICO

DE LAS MIOSINAS

La mayor parte del conocimiento del
funcionamiento cinético de las miosi-
nas derivadel estudio delamiosinall
de musculo esquelético. La miosina
es una ATPasa capaz de transducir la
energia quimica del ATP en movi-
miento valiéndose de modificaciones
conformacionales en su estructura.

La miosina se une con alta afini-
dad a la molécula de actina; ese tipo
de unién se produce entre las dos pro-
teinas en la regién denominada
“puente de rigidez o rigor” (por dar
lugar aalgo semejante alo que ocurre
durante el “Rigor Mortis’, como con-
secuencia de la falta de ATP). Esta
unién permanece asi hasta que la
miosina se encuentre con una molé-
culade ATP. La afinidad de lamiosi-
na por el ATP es mayor que por laac-
tina, por eso cuando la molécula de
miosina se une e hidroliza a ATP se
disociade laactina[3].

Esta hidrdlisis ocurre cuando la
proteina esta disociada de la actina,
de tal manera que solo se encuentran
ligadosalamiosinael ADPy el fos
fato inorganico, Pi. Esto constituye
un complejo ternario Miosina-ADP-
Pi, por lo que € sitio de alta afinidad
para la actina se encuentra libre para
unirse a ella, para una nueva interac-
cién actina-miosina.

En esta union de la miosina con la
actina se encuentra una de las estrate-
gias més interesantes de la contrac-
cién muscular [7,8]. Resulta que los
productos de hidrélisis del ATP en el
sitio catalitico de la miosina se que-
dan unidos fuertemente a la proteina,
por lo que permanece en esa confor-
macion. El ardid de la naturaleza esta
en quelaunion delaactina alamio-
sina provoca una modificacién con-
formacional en ésta que facilita la li-
beracion de los productos. O sea que
la actina permite que la miosina pue-
daliberarse de |os productos de |a hi-
drélisisdel ATP,
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e

(4) EIATP se hidroliza y la cabeza de la
miosina vuelve a su posicion origina

(3) EIATP se une a la cabeza de la
miosina y el compleje actomiosina
se disocia

(1) La cabeza de la miosina se une a la actina
formando un complejo actomiosina

(2) ADP +Pi se liberan y la cabeza
de la miosina se dobla

ADP+ P,

(golpe de fuerza o jalon)

Figura 3. Representacion esguemédtica del ciclo de formacion del complejo de acto-mio-

sinay la hidrolisis de ATP.

1) La cabeza de la miosina se une a la actina y forman el complejo acto-miosina.

2) Sliberan el ADPy el Pi y la cabeza de la miosina se dobla produciéndose €l jalén.
3) El ATP se une a la cabeza de la miosina 'y el complejo acto-miosina se disocia.

4) El ATP se hidroliza y la cabeza de la miosina vuelve a su posicion original. (Modifica-
do de J.D. Rawn “ Biochemistry” . Niel Patterson Publishers, Burlington, N.C., USA 1989,

1105 pp).

Cuando el Pi sale de la miosina,
ésta experimenta un cambio confor-
macional capaz de generar el “Po-
wer Stroke” (movimiento brusco o
“jalén™). Es éste el gran responsable
del deslizamiento del filamento de
actina sobre el de miosina; después
de lasalidadel Pi, el ADP se despe-
gade su sitio.

La miosina entonces se queda con
su sitio catalitico desocupado y estali-
gada alaactina pararecomenzar €l ci-
clo. Es necesario hacer notar aqui €
doble efecto del ATP en la contraccion
muscular. El primero es e de relgja
miento, en €l cua el ATPes e respon-
sable de la disociacion de la miosina
del filamento de actina. El otro efecto
esel de suministrar la energia quimica
necesaria parala contraccion [9].

Algunas miosinas como las de la
Clase V tienen un mecanismo ligera-
mente diferente debido a que estas
miosinas tienen 2 cabezas pero solo
una de €llas participa en la actividad

quedando la otra unida siempre a la
actina, de forma alternada. Este he-
cho hace que €l transporte tenga una
gran eficiencia, porque la molécula
no se suelta nunca del filamento.

Hasta fines de la década de los no-
ventas los datos publicados mostra-
ban que las miosinas eran motores
gue se movian en el sentido del extre-
mo positivo (+) o de “crecimiento r&
pido” del filamento de actina. Sin
embargo, ultimamente, se ha descri-
to por o menos unaclase que se mue-
ve en el sentido del extremo negativo
(-) o de “crecimiento lento” de poli-
merizacion de los monémeros de ac-
tina[9,10].

En funcion de que a lafecha sola-
mente se han purificado las clases I,
I1'y V de la miosina, muchos de los
hallazgos de estructura, funcion y re-
gulacién son derivados de esas clases
y se han extrapolado a otras miosinas
cuya estructura molecular intima adn
se desconoce.
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En este trabgjo s6lo nos referimos a
estastres clases de miosinacomo gem-
plos de su funcionamiento molecular.

LA MIOSINA |

Lamiosinal fue iniciamente descri-
ta en la amiba Acanthamoeba al ini-
cio de la decada de los afios setentas
y también en € aga Dictyostelium.
Este tipo de miosinafue laprimeraen
ser llamada “no-convencional” por
tener una Unica cadena pesada y no
hacer filamentos. La miosina | posee
cadenas ligeras que pueden ser ho-
mologas ala CaM o no.

La capacidad de las miosinas | de
interactuar con fosfolipidos &cidos ha
sido ampliamente demostrada, por lo
gue la proteina puede unirse directa-
mente alamembrana sin la participa
cién de otra proteina.

La actividad enzimatica de lamio-
sina | de Acanthamoeba y Dictyoste-
lium es regulada por la fosforilacién
de su cadena pesada. Esta fosforila-
cién, dependiente de Ca?*, es esencial
parala activacion inducida por actina
dela actividad de ATP hidrolasa.

En lamiosina | de las membranas
basolateral es epiteliales (brush border
membranes, BBM) la presencia de
Cee* provocaladisociacion parcial de
laCaM y un incremento en la activi-
dad de ATPasa lo que sugiere que la
disociacion de la CaM producida por
Ca> pudiera ser responsable de un
cambio conformacional de la cadena
pesada, o que asu vez regulealapro-
teina[11]. Sin embargo en otro traba-
jo, se demostré que cuando se agrega
laCaM alas BBM € efecto del Caz+
sobre la actividad de ATPasano se d-
tera, 1o que pone en duda laimportan-
ciade ladisociacion de la CaM sobre
la regulacion de la miosina [12]. Son
necesarios otros estudios para diluci-
dar esta interesante controversia.

LA MIOSINA Tl
Lamiosinall fue la primera proteina
de la superfamiliade las miosinas que

se describid y se encuentratanto en €
muscul o esquel ético como en otros ti-
pos muscularesy células no muscula-
res. Una caracteristica Unica de esta
miosina es su capacidad de formar fi-
lamentos a baja fuerza ionica

Setratade un hexamero con dos ca-
denas pesadas (171 kDa— 241 kDa) y
dos pares de cadenasligeras (15 kDa—
30 kDa) [2]. La nomenclatura actual
utiliza la denominacion de cadena li-
geraesencia (ELC, de“essential light
chain”) y cadena ligera regulatoria
(RLC, de“regulatory light chain™).

Lamiosinall no muscular es regu-
ladapor Ca?+y por fosforilacion perola
del misculo esquel ético no presentaes-
taregulaciéon. Enlamiosinall de mis-
culo, € estado activado es controlado
directamente por la concentracion de
Cee* y requiere que esteidn seunaala
troponina C en € filamento delgado.
La remocién de ambas, laELC y la
RLC no conduce d estado activado.

A pesar de poseer solo un sitio ca
talitico, lamiosina Il muscular se ca-
racterizapor tener tres distintas activi-
dades de ATP hidrolasas: 1) La Mg#-
ATPasaactivadapor actina, 2) laAT-
Pasa activada por Ca?*y 3) laactiva
da por K*y EDTA; ésta Ultima tiene
un paso cinético limitante distinto a
de las otras. Se cree que la activada
por Ce?* y la activada por K+- EDTA
necesitan de micro-sitios distintos,
con grupos SH reactivos tales como €
SH1 (Cys 707) y el SH2 (Cys 697).

LA MIOSINA V

Esta clase de miosina (Brain Myosin
V o0 BM V) fue aidlada del cerebro
del congoy fue inicialmente descrita
como una proteina con actividad de
ATPasa, que une CaM vy es depen-
diente de Ca2*. La ata afinidad por
CaM, quedd demostrada en una co-
lumna CaM-Sepharosa 4B en presen-
cia de Ca?*, en donde para su €elui-
cion, se requeria afadir EGTA y urea
6M. Por el peso molecular aparente
de su cadena pesada, dicha proteina
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fue llamada p190 [13].

La primera caracterizacion bioqui-
mica delaBM V demostr6 que tenia
una actividad de ATPasa activada por
Ca> y CaM. Los datos indicaban
también que era fosforilada por una
cinasa dependiente de CaM (CaM-
KinaseIl) y que estafosforilacion era
bloqueada por laadicion de trifluope-
razina, un conocido inhibidor de
CaM. En ese estudio |os autores mos-
traron que laCaM solamente seune a
la cadena pesada de laBM V en pre-
sencia de Ca?*. [14]

Actualmente se sabe quelaclaseV
de las miosinas incluye proteinas
identificadas en el material genético
de insectos, levaduras, algunos roe-
dores y también en el humano, pero
solamente laBMYV de vertebrados ha
sido purificada.

LaBMV purificada a partir de en-
céfao de pollo es una proteina com-
pleja que contiene dos cadenas pesa-
dasalasque seasociaCaM y otrosti-
pos de cadenas ligeras [13].

La estructura primaria de la BMV
presenta una ata homologia con las
otrasproteinasdelaclaseV y uname-
nor homologia con la miosina Il. Por
giemplo un residuo caracteristico de
la cabeza de la miosina Il, que es €
SH2 (Cys 697) no existe en laBMV.

En € cuellodelaBMV estan loca
lizados los sitios consenso para la
unién de cadenas ligeras; inicialmen-
te se creia que podrian unirse hasta
seis pares de cadenas ligeras; cuatro
CaM (16.8 kDa), una cadena ligera
de23 kDay unade 17 kDa[13].Ac-
tualmente se postula que para cada
cadena pesada de BMV se encuen-
tran asociadas de cuatro acinco CaM,
una cadena ligera de 23 kDa que es
esencialmente idénticaala cadenali-
gerade musculo liso y una cadenalli-
gerade 17 kDa similar ala de miosi-
nall no muscular.

La cola de laBMV es unaregion
globular a la que se asocia una cade-
naligera de 10 kDa que presenta una
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alta homol ogia (80-100%) con la ca-
dena ligera de dineina. La dineina es
una proteina con funciones de motor
molecular que se asocia a microtubu-
los en vez de asociarse a actina. Es
posible que esta semejanza estructu-
ral permita a la BMV interactuar no
solo con filamentos de actina sino
también con los de tubulina en su ta-
rea de acarrear componentes intrace-
lulares Datos obtenidos por Prekeris
[15] indicaron que la cola es respon-
sable de la unién de laBMV a vesi-
culassinpticasy seregulapor Ca2*y
proteina cinasa C.

Cheney y su grupo [16] describie-
ron que agregando Ca?* micromolar a
laBMV se observaba un incremento
de cercade 7 veces en laactividad de
ATPasa dependiente de Mgy de ac-
tina, que a su vez aumenta un 50% en
presencia de CaM.

Este dato sugiere que laBMV tie-
ne asociada ala CaM, lacual se pier-
de durante la purificacion. Estas pro-
piedades de la BMV fueron estudia-
das por Nascimiento y colaboradores
[17] quienes demostraron también
una dependencia de Caz* del orden
micromolar, ya que se activaba hasta
12 veces en presencia de 3 UM de
Ca?+. La curvade activacion con un
coeficiente de Hill muy alto (n=13)
sugiere una gran cooperactividad del
efecto del Ca?* en la activacion de la
proteina. En ese mismo trabajo, utili-
zando técnicas de protedlisis contro-
lada, se describié que cuando la
BMV se escindia a la atura del cue-
[lo, ésta perdialaregulacion por Ca?+,
y quedaba sin efecto cuando la CaM
se disociaba. Estos datos sugieren
gue el mecanismo de activacion de la
actividad de ATPasa de la BMV por
Ca?*, parece estar mediado por la
unién de CaM alaproteina.

Para corroborar estos hallazgos, se
han utilizado algunos ensayos de mo-
tilidad en vitro, basandose en la habi-
lidad de lamiosinade promover ladi-
sociacion de los filamentos de actina

por hidrélisis de ATP. Entre ellos, es-
ta el de Wolenski y colaboradoes [11]
quienes mostraron que lamotilidad de
laBMV en presencia de EGTA, dis-
minuia hasta 10 veces, utilizando una
técnica muy ingeniosa, en la que se
retira €l citoplasma del alga Nitella
manteniendo solo el citoesqueleto; en
estas condiciones los autores mostra-
ron una velocidad de deslizamiento
de los filamentos de actina de 29.3 +
15.2 nm/seg mientras que si 1o hacen
a través de un soporte conteniendo
miosina anclada, la velocidad se in-
cremento unas diez veces.

Cuando este mismo ensayo se rea-
lizaa concentraciones de Ca2* simila-
res alas usadasin vitro para activar a
la ATPasa dependiente de actina, la
motilidad se inhibe. Esta diferencia
entre los hallazgos in vitro con la en-
zima purificada'y en este modelo ex-
perimental nos sugiere que en lamio-
sina anclada la activacién po Ca
CaM es méas compleja de lo que se
habia pensado y se realiza por inter-
medio de otra proteina moduladora
diferente ala CaM.

La participacion de la BMV en la
funcidn cerebral seadivinapor su unién
a vesiculas sindpticas, lo que sugirié y
posteriormente fue comprobado, que
esta proteina podria estar involucrada
en d trangporte de esas vesiculas.

Asimismo, la eliminacion del gen
dilute, que codifica para una proteina
homadloga a la BMV, produce un ra-
ton que a nacer presenta convulsio-
nes y muere en las siguientes tres o
cuatro semanas. Este gen defectuoso
fue descubierto en ratones apigmen-
tados en los que las melanosomas no
se transferian a los queratinocitos,
comprobando su importancia en el
transporte de estos organelos [18].

Por otro lado, laBMYV también fue
encontrada por imunocitoquimica en
los cuerpos celulares y conos de cre-
cimiento de neuronas del hipocampo
y en astrocitos cerebelares de la rata,
colocalizando parcialmente con acti-
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na[17]. Wang et a. (1996) demostra-
ron que laBMV es esencia para los
movimientos de extension de los co-
nos de crecimiento en neuronas del
ganglio de laraiz dorsal de pollo, pe-
ro no paralaretraccion de los filopo-
dia (protuberancia en forma de dedo
que forma la actina en direccion del
gle mayor) [19] y también se sinteti-
za localmente después de dafio neu-
ronal [20] lo que sugiere quelaBMV
juega un papel muy importante en la
neuroplasticidad.

CONCLUSIONES

Lanecesidad de acarrear diversos com-
ponentes de un lado a otro del citoplas-
ma o de desplazarse a otro sitio, indujo
en la célula la apariciéon de motores
moleculares con funciones especificas
y bien reguladas, la superfamiliade las
miosinas. Vaiéndose de un dominio
motor que esta evolutivamente bien
conservado la miosina es capaz de
transducir la energia quimica de ATP
en movimiento. Paraevitar € desperdi-
cio de energiay sumejor utilizacion, €
dominio cuello fue seleccionado tanto
paralaregulacién como paralaconfec-
cién de una paanca molecular que
otorgara a la proteina mas velocidad o
fuerza. Finalmente, estas proteinas han
evolucionado incluyendo en su estruc-
tura diversos dominios que permiten
gue este motor molecular gecute dife-
rentes acciones como son el transporte
de compuestos o vesiculasalo largo de
un filamento o € didocamiento de éste
sobre un punto fijo en la membrana.
Por todos esos atributos moleculares la
miosina se congtituye en unaimportan-
te maguina paralagecucion de trabajo
dentro de lacdula
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LAS Mi0SINAS EN EL MOVIMIENTO CELULAR 1.
DISTRIBUCION E IMPLICACIONES FUNCIONALES®

RESUMEN

Datos obtenidos con técnicas bioquimicas, genéticas y
citol égicas han asociado a miembros de la super familia
de motores moleculares de miosina que interactlian con
actina, con una variedad de funciones celulares inclu-
yendo el trafico de membranas, [os movimientos celula-
res o la transduccion de sefiales. La importancia de las
miosinas reside en que se han identificado mutaciones
en las que sus genes estructurales se asocian a diversas
patologias, |0 que subraya su participacion en lafuncion
normal celular.

PALABRAS CLAVE: Miosinas, motores moleculares,
movimientos celulares, tréfico de membranas, transduc-

GRACIELA MEZA Ruiz.

ABSTRACT

Biochemical, genetic and cytolocalization findings have
associated the superfamily of myosin molecular motors
of myosin interacting with actin with numerous cellular
functions including membrane traffic, cellular movements
and cell signal transduction. The importance of these
myosins liesin that their structural gene mutations have
been related to a number of pathologies.

KEY WORDS: Myosins, molecular motors, cellular mo-
vements, membrane traffic, signal transduction

cion de senales.

INTRODUCCION

En e trabajo que acompana a pre-
sente se menciond la existencia de
una gran super familia de miosinas
gue comparten propiedades estructu-
rales con la miosina Il o muscular,
pero cuya distribucién es fundamen-
talmente no muscular [1].

En todos los casos, para gercer su
funcién lamiosinase asociaafibrasde
actina desplazandose alo largo de ella.
En los dominios motores de las miosi-
nas, la fuerza motriz se genera por la
hidrélisisde ATP[1]. Lanomenclatura
convencional agrupa alas miosinas en
clases identificadas con nimeros ro-
manos y a los subtipos con ndmeros
ardbigosy letras (Tablas | y I1).

Aungue la clasificacion esta defi-

nida por diferencias en la estructura
de la cabeza, los dominios que cons-
tituyen la cola o cauda son también
caracteristicas de una clase dada de
miosina. La composicién de la cola
de un subconjunto de miosinas puede
llevar a predecir la presencia de es-
tructuras que pueden formar a- héli-
ces, sugiriendo que estas miosinas,
como en €l caso dela M2, tienen dos
cabezas, mientras que otras pueden
ser de una sola cabeza, como la M 1.
Algunas miosinas contienen en su
cauda motivos estructurales encon-
trados en otras proteinas. Aungue la
funcién de estos dominios no se co-
noce con certeza, se supone que la
coladirige lainteraccion de una mio-
sina dada con su entorno molecular.

* Recibido: 10 de diciembre de 2002. Aceptado: 11 de marzo de 2003
1Departamento de Neurociencias, Ingtituto de Fisiologia Celular, UNAM,. Apartado Postal 70-253, 04510 México, D.F.

Correo E: gmeza@ifisiol.unam.mx

En esta revision se describira la
evidencia reciente con respecto a la
ubicacion celular de las miosinas, en
especial las llamadas miosinas “no
convencionales’ y de acuerdo a€llo,
las funciones paralas cuales han sido
postuladas.

UBICUIDAD DE LAS MIOSINAS

Algunos tipos de miosina muestran
una amplia distribucién filogenética,
mientras que otros han sido identifi-
cados en un solo organismo. Las le-
vaduras que presentan gemacion tie-
nen solo cinco genes que codifican
paramiosinas del tipo |, I1'y V mien-
tras que en ratones han sido identifi-
cados hasta 26 genes que codifican
para 7 clases distintas de miosinas
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[2]. Es maés, dentro de un solo tipo ce-
lular de vertebrado, se ha descrito la
expresion de por |o menos una doce-
nade miosinas[3], sugiriendo que és-
tas puedan participar en una amplia
gama de funciones de proteinas mo-
trices asociadas a actina dentro de la
célula (Tablal).

MIOSINAS INVOLUCRADAS EN EL
TRAFICO DE MEMBRANA Y MOVI-
MIENTOS DE LOS ORGANELOS

Los gemplos més sobresalientes de
miosinas dependientes de actina invo-
lucradas en movimientos de organe-
los ocurren en las plantas. Esto inclu-
ye e sorprendente flujo citoplasmico
observado en agunas especies de a-
gasy € que ocurre enlos estambres
y en tubos de polen en los que existe
un sistema de acto-miosina implicado
en e transporte unitario del germen
masculino [4]. Aungue ya hay varios
genes de miosinaclonados en las plan-
tas, las miosinas especificas implica-
das en estos fendmenos, permanecen
sinidentificar. Los anticuerpos heteré-
logos producidos contra varias miosi-
nas reaccionan con pequefias particu-
las y organelos en tubos de polen de
Liliumlongiflorum; en éste se purificd
una miosina morfol égicamente simi-
lar ala M5 de vertebrados [4].

La evidencia directa que implique
amiosinas especificas en movimien-
tos de organel os es escasa. La miosi-
na 95F (clase VI) hasido involucrada
en funciones de transporte muy tem-
pranamente en la embriogénesis de
Drosophila [5].

En conos de crecimiento neurona-
les, |laM5a esta asociada con las termi-
nales nerviosas y con pequefios orga
nelos que colocalizan con microtibu-
los[6]. Que laMb5a participa en movi-
mientos de vesiculas sinapticas, se su-
giere por la demostracion que esta
miosina esta presente en vesiculas Si-
napticas purificadas [7]. La M5a parti-
cipa en e movimiento de reticulo en-
doplésmico liso (SER) en neuronas y
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Tabla I
Posibles funciones de miosinas no convencionales
y organismos donde se han encontrado
Funcién postulada Organismo Miosina Implicada y clase
a la que pertenece
Crecimiento celular Dictyostelium myo A, B, C I
Levadura Myo3p, 5p I
Desarrollo Aspergillus MYOA I
Movimiento celular Dictyostelium Myo A, B I
Transporte de RNA Levadura Myodp v
Movimiento Cerebro del pollo MS5a A%
de Particulas Ratén Proteina dilute v
u Levadura Myo2p v
Organelos Drosophila 95F VI
Localizacién de quitina Levadura Myo2p v
Herencia vacuolar Levadura Myo2p \Y%
Dictyostelium Myo A,B,C,D, I
Endocitosis Levadura Myo3p, 5p I
Dictyostelium Myo A, B I
Exocitosis Levadura Myo3p, 5p I
Aspergillus MYOA I

en granulos de pigmento en medanoci-
tos. En los ratones o ratas con la muta-
cion “diluidd’” € SER no se extiende
hacia las dendritas de células de Pur-
kinje, lo que puede resultar en una a-
teracion en la regulacion intracelular
de Ca2+ y la aparicion de convulsiones
[8]. También se haimplicado ala M5a
en laextension de las filopodias de los
conos de crecimiento axonal [9].

En la mutacion “dilute” también se
presenta una pigmentacion anormal
como resultado de defectos en latrans-
ferencia de grénulos de pigmento en
los procesos dendriticos de los mela
nocitos hacia los queratinocitos de la
raiz capilar, en donde se acumulan en
la region perinuclear de los melanoci-
tos. Con estudios de inmunofluores-
cencia se ha encontrado que laM5 se
localizaparcialmente end reticulo en-
doplasmico de los melanosomas [10].

IMPLICACIONES DE LAS MIOSINAS
CLASE 1 EN LA ENDO Y EXOCITOSIS,
EN EL TRAFICO DE MEMBRANAS Y
EN EL MOVIMIENTO CELULAR
Estudios recientes sugieren que las
miosinas | (M1) participan en € tré&fi-

co membrana de particulas endo y
exociticas. Las M1 son de una sola
cabeza y poseen una cola de longitud
variable. Mucho de nuestro conoci-
miento de las propiedades bioquimi-
casy funcionales de estas miosinas se
derivan de estudios de las algas Dict-
yostelium. En estos organismos, se
expresan multiples tipos de M1y en
estudios genéticos se ha demostrado
gue estas miosinas pueden actuar en
conjunto o tener funciones superpues-
tas. Por ejemplo, dos formas de endo-
citosis como son la macropinocitosis
y la fagocitosis se dafian en células
gue no expresan alas M1 [11].

Igualmente en levaduras, la supre-
sion de una de las M1 resulta en un
defecto en laendocitosis mediada por
receptores, mientras que la supresion
de ambas dafa la pinocitosis [12].
Poco se sabe en vertebrados sobre el
papel de estas M1 en la endocitosis,
aunque lalocalizacion de M1 en ma-
créfagos sugiere una participacion en
este fenébmeno [13].

Laclase | de miosinas también es-
ta implicada en el transporte o la re-
gulacion de laexocitosis. En Dictyos-
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telium, tanto la Myo A como laMyo
B pueden participar en la secrecion
de enzimas lisosomales. Las mismas
estrategias para implicar ala M1 se
usaron en latrayectoria endociticade
vesiculas en Dictyostelium, y tam-
bién revelan un papel para M1 enla
locomocion de este organismo. Las
células que no expresan myoA o
myoB muestran defectos en la exten-
sién de sus psenddpodos [14], por lo
gue ambas parecen necesarias en los
movimientos de |os pseuddpodos ha-
ciae sustrato.

Los gemplos anteriormente des-
critos proporcionan clara evidencia
gue implicaalas miosinas en un sin-
ndmero de fendbmenos membranales,
incluyendo movimientos de organe-
losy movimiento celular; sin embar-
go, €l mecanismo fundamental per-
manece en gran parte desconocido.

LA M5A Y EL SISTEMA INMUNE
Ademés de las posibles implicacio-
nes funcionales de lamiosinaV des-
critas anteriormente, la M5a puede
tener también funciones esenciaes
en células del sistema inmune. Estu-
dios recientes han identificado muta-
ciones en M5a en la enfermedad hu-
mana de Griscelli. En este padeci-
miento, similar alo que ocurre en ra-
tones con la mutacién “diluida’, pa
cientes con la enfermedad de Grisce-
[li tienen albinismo parcia y una se-
rie de defectos neurol 6gicos, ademas
de mostrar defectos inmunol 6gicos
incluyendo hipogammaglobulinemia
y produccion deficiente de anticuer-
pos[15].

LAS MIOSINAS Y LA FUNCION
SENSORIAL

Lasmiosinas son esenciadesen e fun-
cionamiento de células receptoras de
sistemas sensoriales, como las de la
vision o las del oido, incluyendo en
éste las que tienen que ver con €
equilibrio o la audicién. Una de las
miosinas més divergentes conocidasy

que juega un papel en lafuncién sen-
sorid, es lamiosina clase 11, codifi-
cadaen Drosophila por € gen de ni-
na C. Las proteinas Nina C son rari-
simas, porque contienen una region
de cinasaen laparte del NH,-terminal
del dominio motriz [16]; mutantes
del gen Nina C en estas moscas pre-
sentan 2 fenotipos con aberraciones
electrofisiol0gicas en la fototransduc-
cion y exhiben una degeneracion de
los fotorreceptores conforme avanza
laedad y laexposicién alaluz.

El gen nina C codifica para dos
isoformas alternativas de la proteina,
la pl74y lapl32. Lamiosinay los
dominios de la cinasa de miosina en
laisoforma pl74 tienen funciones di-
ferenciables. La supresion del domi-
nio de cinasa produce defectos en la
respuesta electrofisiolégicaalaluz y
ladel dominio de miosinas resultaen
una degeneracion retiniana y pérdida
de localizacion de la pl74 en las mi-
crovellosidades de los rhabdomeros
(sitio de fototransduccién en los Ar-
trépodos) (Fig. 1). La expresiéon del
dominio de cinasa fosforila a varios
sustratos, incluyendo lap132; sin em-
bargo, la actividad de cinasa que se
expresa por M3 endbgena se desco-
noce. Las dosisoformas se unen aca
denas ligeras de camodulinay lalo-
calizacion de ésta es dependiente en
estas proteinas; ademés, una muta
cion delanina C que se une acamo-
dulina da como resultado una foto-
rrespuesta anormal. La estructura de
los microvellos de los rhabdomeros
se dafiaen ausenciade p174 y en mu-
tantes de laregion de unién de la cal-
modulina. Estos resultados sugieren
que se requiere la M3 para la locali-
zacion de calmodulinay de M3 cina-
saen el fotorreceptor, sinlascualesla
fototransduccion normal no puede
ocurrir. Ademas, e dominio de mio-
sina de M3 es importante en la inte-
gridad estructural del rhabdomero.
Aungue la pérdidade p132 delanina
C no afecta la fotorespuesta o lainte-
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gridad del rhabdomero, estudios ul-
traestructurales sugieren que la p132
parece funcionar en e transporte de
membrana de la célula fotorrecepto-
ra. En ésta, hay un continuo recambio
de la membrana de sus microvellos,
una pérdida en pl132 produce una
acumulacion de cuerpos multivesicu-
lares en € citoplasma, lo que sugiere
que la p132 participa en el recambio
de la membrana fotorreceptora.

En cuanto a la audicion, reciente-
mente se han relacionado las modifi-
caciones de los genes paralas clases
V1 y VII de miosinas con |la sordera
[2], aunque la expresién de ambas
M6y M7ano esta limitada a las cé&-
lulas y tejidos afectados [17]. M6 es
producto del gen Waltzer Snell en €
raton, en €l cua los epitelios neuro-
sensoriales coclear y vestibular dege-
neran rapidamente un poco después
del nacimiento [18]. Segun experi-
mentos de inmunofluorescencia, la
M6 se concentra en las células pilo-
sas del oido interno. Las células sen-
soriales son ricas en actina 'y como
son células mecanoreceptoras se es-
pera que contengan moléculas aso-
ciadas al movimiento. Asi, la M6 se
encuentra concentrada en la l[amina
rica en actina presente en laplaca cu-
ticular, estructura que ancla la base
de los pelos sensorios a citoplasma,
y también alo largo de los filamen-
tos de actina que recorren al esteroci-
lio hasta que se ancla en la placa cu-
ticular (Fig. 1). Estos hallazgos su-
gieren que la M6 puede jugar un pa-
pel muy importante en la estabiliza-
cion de launién basal de los estereo-
cilios confiriéndole una resistencia a
la dislocacion mecéanica. La M6 hu-
mana ha sido recientemente clonada
[19], sin embargo, su papel enlasor-
dera no ha sido adn verificado.

Al contrario de lo que sucede con
la M6, en las miosinas de la clase
V11, las mutaciones en laM7acursan
con sordera tanto en humanos como
en roedores. Asi, las mutaciones en
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Figura 1. En este esquema de una célula hipotética se muestra la localizacion celular de
las miosinas y las posibles funciones en las que pueden estar implicadas. Las M1B, M6y
M7 existen en la base del lazo pericuticular, una estructura entre la banda cuticular rica
en actina y la actina circunferencial asociada con €l complejo funcional en células pilo-
sas del oido interno (1). M1B se muestra como motor de adaptacion de los estereocilios
deestascélulas (2), en € que M6y M7 amplian o estahilizan a estos. El borde de la esco-
billa de M1 une €l centro de las microvellosidades de la membrana plasmatica intestinal.
(3). LaM2 esta en lared terminal (3) y puede servir para é entre cruzamiento con acti-
na. Las M1 puede auxiliar a la endocitosis (4) en levadura, en Dictyostelium, y células de
vertebrados, NinaC (M3) serequiere para la integridad del rhabdomero (5) y la fototrans-
duccién en el ojo de Drosophila. La M1 juegan un papel en la fagocitosis en macr6fagos
(6) en Dictyosteliumy detiene la extensién de pseudopodos (7). En levadura, las M5 pue-
den mantener el transporte de RNA (8) la M2 puede auxiliar el transporte de la vesicula
desde el Golgi (9); la M1 puede participar en fenémenos de secrecién en lalevaduray en
la exocitosis en Dictyostelium (9). La M5 puede transportar vesiculas del reticulo endo-
plasmico (ER) a las espinas dendriticas de células de Purkinje (10); también puede trans-
portar melanosomas a través de procesos dendriticos de melanocitos (11) y también pue-
deauxiliar la extension de los filopodios del cono de crecimiento axénico (12). La M9b es
un rhoGAP, el cual inactiva ala rhoy modula posiblemente la organizacion de la actina
(13). Estas estructuras no se muestran a escala. (Modificada de Mermall y Asoc., 1998
Science 279:527-533, con permiso expreso de la revista).

los genes de la M 7a son responsables
de lamutacion shaker-1 en e ratény
en humanos constituye € sindrome
de Usher tipo 1B, produce sordera
no-sindromica recesiva (DFNB2) y
también la sordera dominante auto-
sdémica no-sindrémica en humanos.
En Shaker-1, asi como € waltzer
Snell, los ratones son sordos y tam-
bién tienen defectos vestibulares. En
organos auditivos y vestibulares, la

M7a esta concentrada tanto en e
cuerpo celular de las células senso-
riales como en los pelos sensoriales.
Enlas células pilosas del século dela
rana, la M7aesté concentrada en los
enlaces basales que unen a los este-
reocilios, pero en mamiferos esta en
los enlaces de la parte apical de éstos
(Fig. 1). Estos datosy los de ladege-
neracion de células pilosas en sha
ker-1 en ratones sugieren que laM7a
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es importante para la integridad de
los pel os sensorios en las células sen-
soriales vestibulo-auditivas [2].

En contraste con el Shaker-1 de
ratones, los pacientes con sindrome
de Usher son ciegos a causa de reti-
nitis pigmentosa. La M7a se expresa
tanto en el epitelio pigmentado (EP)
como en las células fotorreceptoras.
LaM7apuede jugar un papel impor-
tante en la fagocitosis de los discos
de membrana de los fotorreceptores
por el EP. LaM7 puede asociarse con
vesiculas sindpticas en los fotorre-
ceptores 0 mantener una barrera de
difusion entre los segmentos exter-
nosy los internos de estos [20].

Algunas miosinas pueden partici-
par mas directamente en la transduc-
cion sensorial. Asi, la transduccién
auditiva y la vestibular son depen-
dientes de la accion de un canal sen-
sible a cationes con una compuerta
mecanica que es adaptada 0 modula-
da para mantener la sensibilidad a
cambios en € estimulo mecénico.
Este proceso de adaptacion puede ser
facilitado por un motor de miosina
que reestablece la relgjacion de la
tension basal. La M 13 es probable-
mente este motor de adaptacién que
se localiza en la parte apical de los
pelos sensorios. Esta accién es blo-
queada por los antagonistas de cal-
modulina debido a que la M13 con-
tiene cadenas ligeras de calmodulina
y es regulada por Ca2 [21]. Esta es
una caracteristica comun de las mio-
sinas no convencionales hasta ahora
caracterizadas en vertebrados.

Ademas de la localizacion descri-
ta arriba, las miosinas M1, M6 y
M7 todas se encuentran en el collar
pericuticular, una estructura encon-
trada entre la placa cuticular rica en
actina de las células sensoridesy a
derredor de la banda de actina aso-
ciada con € complejo de unidn entre
lacélulasensorial y la de soporte [2]
(Fig. 1). Estaestructuraesricaen ve-
siculas membranosas que rodea a los
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microtdbulos y puede representar
unazonade transicion en el transpor-
te mediado por microtibulos y €
mediado por actina. El lazo pericuti-
cular puede servir como un depésito
de miosina, 0 las miosinas pueden
interconectar circunferencialmente a
la banda de actina localizada en la
placa cuticular [2].

Practicamente todas las miosinas
delasclasesl, I1I, VI, y VIl tienen un
papel muy importante en la funcién
sensorial, (Tablall). LaM3ylaM7
se requieren para la vision, mientras
quelasM6y M7,y quizéslaM1 son
necesarias paralaaudicion. Estos es-
tudios han sugerido que las miosinas
no sblo participan en el acarreo de
iones, sino que pueden actuar como
reguladores de los canales idnicos y
asociarse con otras moléculas impor-
tantes en lacélulaincluyendo la cal-
modulina.

LAS MIOSINAS Y

LA TRANSDUCCION DE SENALES
Con excepcion del papel de ninaC en
la fototransduccion, poco se sabe
acercade laparticipacién de las mio-
sinas en la transduccion de sefiales
celulares. Sin embargo, tal participa-
cién se anticipa para algunas de ellas
dada |a presencia de dominios impli-
cados en la regulacion enzimética o
como efectores de interacciones pro-
teina-proteina en un sinnimero de
cascadas de sefiales.

Laclase IX de miosinas de huma-
nos (M9b) y de rata (myr5) se han
postulado como miosinas de una so-
la cabeza que contienen un dominio
de proteina activada por GTPasa
(GAP) asociada a sus caudas, que es-
timula la actividad intrinseca de la
subunidad rho de la GTPasa apresu-
rando la conversion del estado rho —
GTP (guanosina trifosfato)al inacti-
vo rho - GDP (guanosina difosfato)
[22]. La M9b es un motor activo,
aungue es uno de los més lentos de
miosinas caracterizados a la fecha
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Tabla II

Implicaciones de las miosinas no convencionales
en la funcién sensorial, en la diferenciacién
y en la transduccion de sefiales.

Miosina Implicada y

Funcién postulada Organismo
clase a la que pertenece
Trafico de la membrana Drosophila nina C, 111
Fotorreceptora Humanos MT7a, vl
Fototransduccion
e Drosophila nina C, III
Integridad Rhabdomérica
Estabilizacion o anclaje de los Ratén waltzer de Snelly  M7a, VII
esterocilios de las células auditivas humanos
Adaptacion de célula pilosa
Sensorial Rana Milb, 1
Diferenciacion en leucocitos Humanos MO9b, IX
Transduccion de senales Humanos MO9a, b, IX
Rata myrS, IX

con velocidad de 15 nm/s. Lafamilia
de proteinas que unen a GTP ha sido
implicada en la regulacion de los
procesos de motilidad asociados a
actina [23]. En la célula, la M9b
puede servir para inactivar a rho, lo
gue permite que ocurra la reestructu-
racion de la actina.

La sobreexpresion de M9b en cé-
lulas NRK y Hela provoca que las
células pierdan su formay desaparez-
can los filamentos de actina y los
contactos celulares. La expresion de
M9b ha sido también examinada en
células que expresan M9b enddgena-
mente. Durante la diferenciacion in-
ducida de células HL-60 (células pa-
recidas a los macréfagos) la expre-
sion de M9b esta sobrerreguladay se
reubica en e citoplasma, donde se
concentra en la region perinuclear
[24]. Seria interesante determinar s
se requiere la M9b para una remode-
lacion exhaustiva del citoesqueleto
de actina que acomparia esta diferen-
ciacion.

En algunos tipos de amibas, la ca-
dena pesada de la MI con actividad
de cinasa la asocia a la familia de
proteinas rho transductoras de sefia-
les. En ellas, e dominio motriz delas
miosinas clase| esactivado a maxi-

mo por fosforilacion de una serina o
unatreoninadentro del sitio de union
de actina, o sitio TEDS [25]. En
Acanthamoeba y Dictyostelium la
M1HCK comparte una secuencia pa-
recida a la cinasa activada por p21,
familia de proteinas de mamiferos 'y
de levadura, que es activada por
cdc42y racy laPAK1 fosforilay ac-
tivaalaM1 de Acanthamoeba como
lo hace la M1HCK [25]. De manera
similar, larac 1 incrementa la auto-
fosforilacion de laM1HCK de Dict-
yostelium, lo que a su vez aumentala
actividad de cinasa de M1D en este
organismo [26]. Lo que esta por ver-
se es s las miosinas que tienen una
serina o unatreoninafosforilables en
el sitio TEDS son también reguladas
por fosforilacion y son sustratos para
la familia PAK/STE20 de cinasas.
En fibroblastos de ratén, la microin-
yeccion de PAK1 activada induce
formacion de filopodia 'y también de
pliegues en la membrana, sugiriendo
gue ésta regula la organizacion del
citoesgueleto de actina.

En el dominio src (SH3) de las
miosinas tipo | de algunos tipos de
amibas existe una homologia con la
miosinaM4, lo que medialasinterac-
ciones proteina-proteina en la casca-
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da de transducci6n de sefid es, proba-
blemente por unirse a regiones es-
tructurales ricas en prolina (PXXP)
[27]. La M1HCK de Dictyostelium
tiene regiones con multiples secuen-
cias de prolina, por lo que seria inte-
resante saber si éstas facilitan la
union a dominio SH3 delaM1. Re-
cientemente, una proteina de Acant-
hamoeba (la Acan 125) se encontro
asociadaa dominio SH3 de laMIC
con la que colocaliza en varios orga-
nelos. Se desconoce s esta proteina
se une a dominio SH3 de otras mio-
sinas. Cuando se estudiaron los efec-
tos de la sobreexpresion de la MyoB
de Dictyostelium (unaM 1 que contie-
ne un dominio SH3y un residuo fos-
forilable) se sugirié que ambos sitios
son cruciaes paralafuncion de M 1.
Las miosinas clase | y la IX son
los candidatos mas fuertes implica-
dos en la transduccion de sefales

mediadas por rho. Otras miosinas co-
mo la M10 de bovino contienen re-
giones estructurales de transduccion
de sefiales, pero no se sabe s estos
dominios son funcionales.

CONCLUSIONES

En la actualidad se tienen descritas
un buen nimero de miosinas y las
células que las contienen. Sin embar-
go, los mecanismos intimos de coémo
transducen fuerza mecanica y parti-
cipan en lasfunciones celulares no se
entiende aln. Aungue los andlisis
mutacionales y bioquimicos han si-
tuado algunas miosinas dentro de
unafuncion especifica, lamayoriade
las miosinas todavia no se caracteri-
zan estructural 0 bioquimicamente.
Hasta que no se efectlien dichos estu-
dios, no puede decirse con certeza s
se trata de un motor molecular real y
funciona igual que la de musculo o
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no. Estos estudios podrian también
conducir a entender las propiedades
singulares de unir actina o los cam-
bios estructurales que induce el ATP.
Asimismo, se podra entender la re-
gulaciéon exquisita de las diversas
partes que conforman alas miosinas.
Finalmente esimportante evaluar co-
rrectamente la funcion de las miosi-
nas en el contexto de laintegridad de
un organismo lo que nos llevara a
comprender cOmMo es que existen tan-
tos y tan variados tipos de miosinas
que difieren muy poco en su estruc-
tura quimica )
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RECEPTORES ToLL Y MECANISMO DE TRANSDUCCION
EN LA INMUNIDAD INNATA®

RESUMEN

El gen toll de Drosophilla es fundamental paralaresis-
tencia anti-microbiana. Desde la identificacion del pri-
mer homdlogo de la proteina Toll, hasta este momento
se han caracterizado nueve moléculas relacionadas a
Toll en humanaos y otros mamiferos. L os receptores toll
(TLR) representan una familia conservada que funcio-
nan para el reconocimiento de la respuesta inmunol 6gi-
cainnata. Los TLR comparten la via de transduccion
del receptor alL-1B pero se distinguen de este receptor
porgue presentan una region rica en leucina. Los TLR
estan acoplados a vias de transduccion que son simila-
res en Drosophila, plantas y humanos. Activan ala ci-
nasa asociada al receptor de interleucina-13/ MyD88
(IRAK).

La activacion de TLR no solo obedece a la repuesta
inmunolgica innata sino que participa también en re-
gular lahomeostasis celular mediante la interaccién con
ligandos enddgenos.

PALABRAS CLAVE: receptores Toll, sefiales de trans-
duccion y localizacion.

CIELO RUiZ-LOPEZ Y GLORIA GUTIERREZ-VENEGAS.

ABSTRACT

Tall is a Drosophilla fundamental gene for antimicrobial
resstance. Since to identification of the first human
homologue of the Drosophila protein Tall, nine related
molecules have been identified in human and other mam-
mals. The Toll-like receptors (TLR) proteins represent a
conserved family of the innate immune recognition recep-
tors. TLR proteins share the cytoplasmic signaling cas-
cade of interleukin 13 receptor but they are distinguished
by their extracellular receptor because they present
leucine-rich repeat organization. These receptors are used
in signaling pathways that are conserved in Drosophila,
plants and humans. The TLRs characterized activate the
MyD88/interleukin-1[3 receptor associated kinase (IRAK)
signaling pathway.

While TLR signaling is likely to be akey characteristic
of innate immune responses, these proteins are aso
involved in regulating cellular homeostasis through the
interaction with endogenous protein ligands.

KEY WORDS: Toll like receptors, signa transduction
pathways, tissue distribution.

INTRODUCCION.

Los insectos y los vertebrados re-
quieren de una rapida respuesta in-
munoldgica para asegurar su super-
vivencia. Esta operacién esta coordi-
nada por €l sistemainmunol égico in-
nato, que permite el reconocimiento
demicrobiosy laactivacién de trans-
duccion de sefides que culminan en
la sintesis de citoquinas inflamato-
rias, quimoquinas y moléculas coes-
timulatorias.

En vertebrados, la activacion del
sistema inmunol 6gico innato incluye
laexpresién de citocinas que estimu-
lan a los macrofagos y a las células
asesinas con lo que de forma directa
eliminan a los patégenos y también
modulan la respuesta inmunoldgica
adaptativa mediante la secrecién de
citocinas y agunas otras moléculas
gue activan e incrementan la res-
puesta de linfocitos T y B. En con-
junto la inmunidad innata y adquiri-

* Recibido: 10 de diciembre de 2002. Aceptado: 11 de marzo de 2003

Laboratorio de Biogquimica, Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de Odontologia, UNAM. C.P. 04510, México D.F.
Tel/Fax: 56 22 55 54, Correo E: gloria@fo.odonto.unam.mx

da proporcionan a los vertebrados
elementos efectivos paraladefensay
por otra parte hacen posible respon-
der con un reconocimiento especifi-
co potente, veloz y capaz de presen-
tar memoria contra los patégenos.
Esta combinacion de caracteristicas
de la respuesta inmunol 6gica asegu-
rard su supervivencia (Fig. 1).

Hasta hace algunos afios se tenia
un conocimiento deficiente de los
mecanismos bioguimicos involucra-
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dos en la activacion del sistema in-
munolégico innato por patdégenos.
Pero estos procesos se han comenza-
do a esclarecer gracias al extenso
trabajo que se harealizado con laca
racterizacion de las proteinas Toll en
Drosophilla y sus homdlogos en ma-
miferos alos que se les denominare-
ceptores similares a Toll (Toll-like
receptors: TLR). Estos receptores se
caracterizan por contener dos domi-
nios gue consisten en unaregion ri-
ca en leucina ubicada en el dominio
extracelular y un dominio intracelu-
lar homélogo a receptor para inter-
leucina-1(3.

ESTRUCTURA DE

LOS RECEPTORES TOLL

Dominio extracelular

La superfamilia de proteinas ricas en
leucina (LRR) presentan diversas
funciones y localizacion celular y
han sido aidladas de una gran varie-
dad de organismos. Los miembros de
LRR estan asociados a la membrana
celular, por giemplo lafamiliade Trk
de receptores de neurotrofina, tam-
bién estéan anclados a la membrana
celular por medio delaunion aglico-
fosfatidilinositol (GPI), como la pro-
teina conectina en Drosophila y fi-
nalmente se encuentran también en
el citoplasmade lacélula, ejemplo €
inhibidor de ribonucleasa.

El dominio extracelular en los re-
ceptores Toll es una regién rica de
repeticion de leucina (LRR), estare-
gion esta conformada por modulos
cortos de proteina formados de entre
20 a 29 aminoé&cidos, que se caracte-
rizan por una porcion de residuos hi-
drofébicos en lasregiones extracelu-
lar, membranal y citoplésmica.

Un subgrupo de la superfamilia
de LRR colinda con residuos de cis-
teina, esta organizacién es una pro-
piedad de proteinas adhesivas y de
algunos receptores entre los que se
incluyen a la proteina activadora
RP105 presente en células B, que es
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Figura 1. Activacion de la inmunidad adaptativa a través de TLRs.

Primero. Las células dendriticas inmaduras en los tejidos periféricos son sensibilizadas
por patdgenos invasores. Los patégenos son reconocidos por TLRs o capturados por en-
docitosis. La sefial de los TLRs permite la maduracion de las células dendriticas (DCs).
Las DCs maduras muestran una baja expresion de CCR5 y una alta expresion de CCR?7,
el cual puede proveer cooperativamente DCs con la habilidad de salir de lostejidosy mi-
grar dentro de los tegjidos linfoides. Smultaneamente, los patdgenos capturados son pro-
cesados. Los productos procesados son entonces presentados a las células T como com-
plgjos antigeno-MHC. Las sefiales de los TLRs juegan un papel importante en la activa-
cién de células T clonales por el aumento de la expresion de moléculas MHC y moléculas
coestimulatorias. Los TLRs pueden también regular la diferenciacion de células T median-
te la produccion de citoquinas proinflamatorias tales como IL-12. IL-12 puede instruir a
lascélulas T a diferenciarse en células TH1. En consecuencia, €l establecimiento delain-

munidad adaptativa es influenciada por DCs estimuladas por TLRs.

unaglicoproteinaricaen leucina, asi
mismo el antigeno oncofetal asocia-
do alametastasis 5T4, componentes
de la glicoproteina en plagueta de-
nominada complejo 16-V-1X, los re-
ceptores Toll presentes en Drosop-
hila y lafamiliade TLRsen mami-
feros (1).

Muchos miembros de la familia
de LRR estan involucrados en €l pro-
ceso de embriogénesis y desarrollo.
Toll fue identificado por mutagéne-
sisen Drosophilay revel 6 ser un me-
diador critico de la embrio-ventrali-
zacion de Drosophila, y se caracteri-
za porque contiene dominios LRR y
participa en el desarrollo de la glia

mediay rutas del axén comisural en
el sistema nervioso (2).

Recientemente, muchos miem-
bros de lafamiliaLRR han sido im-
plicados en el desarrollo y manteni-
miento de la regién neural en huma-
nos entre los que incluyen a homaolo-
gos Slit (2). Por otra parte se ha ob-
servado que ateraciones en el patron
de expresion de LRR conduce a de-
sarrollo de enfermedades neurodege-
nerativas.

Lafuncion precisadelos LRR no
ha sido completamente esclarecida
aungue hay algunas evidencias que
los asocian al establecimiento del
contacto célula-célulay a la interac-
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Figura 2. Representacion esquematica de PAMPs.

Las bacterias Gram positivas muestran una capa espesa de peptidoglicanos (PGN) en la
pared celular. Los acidos lipoteicdicos, acidos teicdicos, y lipoproteinas son también in-
cluidas en esta pared celular. Las bacterias Gram negativas tienen una delgada capa de
PGN en su pared celular comparadas con las bacterias Gram-positivas. La pared celular
de la bacteria Gram-negativa se caracteriza por la presencia de lipopolisacaridos (LPS)
en la superficie externa. Los LPS constan de un componente activo, la porcion del lipido
A, y polisacaridos-O(antigeno O). Este Ultimo esta expuesto fuera de la superficie celular.
Las porinas estan implicadas en la formacion de poros a través de los cuales pasan pe-
quefias moléculas. En Micoplasma las capas de una pared celular estan al exterior pero
las lipoproteinas y los lipopéptidos estan dentro en su membrana citoplasmatica. Myco-
bacterium tuberculosis presenta, una espesa capa hidrofébica que contiene micolilarabi-
nogalactano y treal osa-dimicolato, en adiccion a una membrana citoplasmatica y una ca-
pa de PGN. El lipoarabinomanano es un componente de la pared celular asociado a gli-
colipidos. Algunos de esos PAMPs muestran una fuerte actividad inmunoldgica al actuar

como ligandos de diferentes miembros de la familia TLR.

cion con ligandos. Por gjemplo, la
proteina caoptina presente en Dro-
sophila estéd compuesta casi exclusi-
vamente por LRR y se ha caracteri-
zado como un mediador de la adhe-
sién de células heterotropicasy en si-
tios de interaccion celular (3,4).

Las moléculas Toll participan en
la adhesién celular mediante la mo-
dulacion de sefiales extracelulares
gue conducen ala activacion de otras
moléculas de adhesién en la superfi-
cie celular. Por otra parte se ha de-
mostrado que mutaciones en el do-
minio LRR, particularmente en el si-
tio que interactUa con la membranay
en la que se encuentran |os residuos
de cisteina conduce a la activacion
permanente de estos receptores (5).

La delecion completa de la por-
cion extracelular de LRR de los re-

ceptores Toll conduce a un aumento
de la funcién de los mismos, lo que
sugiere normalmente que la activa-
cion de transduccion de sefidles de
estos receptores esta regul ada negati-
vamente por el dominio extracelular.
La cascada de sefides de transduc-
cion activada por lainteraccion de un
ligando con su receptor Toll también
activa € sistema de defensa antimi-
crobia no especifico (5).

En insectos y plantas € reconoci-
miento de los patdgenos es mediado
por un grupo de receptores denomi-
nados receptores de reconocimiento
de patdgenos (PRR), que identifican
estructuras moleculares conservadas
(patrones moleculares asociados a
patdgenos, PAMP) (Fig. 2), comunes
adiferentes grupos de microorganis-
mos (6).
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En respuestaalaactivacion de los
receptores PRR |as células sintetizan
péptidos antimicrobianos y citoqui-
nas efectoras que activan compo-
nentes adicionales del sistema inmu-
nitario del huésped. Este sistema de
inmunidad innata también existe en
los vertebrados.

Los PRR celulares se localizan en
las células efectoras del sistema in-
munol égico innato, como monocitos,
macrofagos, células dendriticas, célu-
las B, céulas asesinas naturales, célu-
las epitelides y cdulas que presentan
antigenos en la superficie de las mu-
cosas. Estos receptores estimulan la
activacion y diferenciacion de linfoci-
tos especificos. Por o tanto una sefid
recibida e interpretada por un meca-
nismo de defensa no especifico y no
clona esdirectamente mejorada por la
respuesta inmunol 6gica adaptativa.

Las células dendriticas (DCs) fun-
cionan como centinelas en la prime-
ralineade defensadel huésped y jue-
gan un papel importante como célu-
las que presentan antigenos (APCs)
en laformacién de las respuestas in-
munol égicas. Las células dendriticas
inmaduras residen en los tejidos no
linfoides como la piel. El estimulo
bacteriano puedeinducir alasDCs a
liberar citoquinas como €l factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) o lain-
terleucina 12 (IL-12), las cuales son
importantes parala diferenciacion de
céulas T en células Thl. La habili-
dad inductora de las citoquinas de-
pende del tipo de estimulo en las cé&-
lulas dendriticas. Por gemplo, €l di-
nucledtido guanosina-fosfato —cito-
cina de DNA (CpG DNA) encontra-
do con mayor frecuencia en proce-
riotos que en DNA de vertebrados
puede estimular alas DCs a producir
mas IL-12, en comparacion que con
el estimulo mediado por lipopolisa
carido (LPS), aungue ambos estimu-
los poseen la habilidad de inducir
Thl. Esos estimulos inducen ala so-
breregulacién de moléculas coesti-
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mulatorias en DCs incluyendo
CD40, CD80 y CD86. Este paso lla-
mado maduracion de las DCs es cru-
cia parala activacion de las céulas
T. En respuesta a estimulo patogéni-
co las Dcs migran hacia éreas de cé-
lulas T en 6rganos linfoides secunda-
rios. Esta activacion genera respues-
tas inmunoldgicas tipo 1 (innatas)
contra los patdégenos. Aungue toda-
via no se conoce cémo, se ha impli-
cado la participaciéon delos TLRs en
las funciones de las DCs.

DOMINIO CITOPLASMATICO
DEL IL-1B R

Existe una gran homologia entre €l
dominio citoplasmético de los recep-
tores Toll de Drosophilay €l receptor
de interleucina-1p (IL1-R) de mami-
feros. Se ha demostrado asi mismo
gue las moléculas que participan en
las vias de transduccion de los recep-
tores Toll es similar ala que utilizan
cuando se activa a IL1-R. Estas si-
militudes se extienden a los sistemas
de defensa de aves, mamiferos y
plantas cuando se exponen a diferen-
tes patdgenos (7) (Fig. 3).

Como es bien sabido, lalL-1(3 es
un regulador de las respuestas infla-
matoria e inmunolégicay tiene efec-
tos en cas todas las células del cuer-
po. Mas de 90 genes estén regulados
por IL-13, incluyendo a genes para
citoquinas, receptores de citoquinas,
factores de crecimiento, moléculas
de adhesion, componentes de la ma-
triz celular y moléculas reactivas de
la fase aguda de infeccion. Un gran
nimero de investigaciones se han
enfocado en la caracterizacion de la
via de transduccion involucrada des-
de la activacion del receptor a lL-13
hasta la trandocacion del factor de
transcripcion NF-kB, el cual es muy
importante en las respuestas inmuno-
|6gica e inflamatoria.

Se ha caracterizado que €l sistema
prototipico de IL-1BR/NF-kB consta
de multiples intermediarios que cul-

Patogenos madura

Célula dendritica
inmadura

Célula dendritica IL-4 ~_

Ruiz-Lopez C y Gutiérrez-Venegas G

T
Presentacion de

IL-12

Tejidos linfaticos
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Figura 3. Representacion esquematica de las rutas homoélogas de los factores de resisten-

cia de la planta/dToll/hToll/IL-1R

Abreviaturas. ATF2, factor2 de transcripcion activada; fen, pti.pto, elementos representa-
tivos de la cascada de transduccion de sefial de resistencia en plantas; IKK, cinasa de I-
kB-; IL-1b, interleucina-1b; IRAK cinasa asociada al receptor de IL-1b; JNK, cinasa NH2
terminal de jun; L6, M, N, Rpp5, receptores homdlogos a Toll/ll-1 en plantas; LRR, repe-
ticién rica de leucina, NK-kB, factor nuclear-kB; NIK, cinasa inductora de NF-kB; SAPK,
proteina cinasa activada por estress; TCF/EIk1, factor complejo ternary, TRAF6, factor

asociado al receptor de TNF tipo 6.

minan en la translocacion de NF-kB
a ndcleo y la subsecuente activa-
cion transcripcional de genes efecto-
res. Larutade sefidizacién de IL1-R
involucra el reclutamiento de la pro-
teina adaptadora MyD88, la cual une
alRAK e lRAK-2 que son dos cina-
sas de residuos de serina 'y treonina,
estas cinasas posteriomente se aso-
ciany activan ala proteina adaptado-
raTRAF6, que asu vez se asociacon
la proteina cinasa NIK. NIK activa
el complgjo cinasa de 1-kB (IKK-a
y B), permitiendo la fosforilacion y
la degradacion de IkB y laliberacion
y translocacion de NF-kB (7)

Las sefiales a través de los recep-
tores Toll de Drosophila emplean
una cascada de sefializacion homo-
loga ala que utilizan los mamiferos.

RECEPTOR TOLL DE DROSOPHILA
(DTOLL)

El gen toll de Drosophila codifica
para una proteina con caracteristicas
de un receptor que activa vias de
transduccion. Como ya se menciond

Toll y los genes relacionados a esta
proteina tienen muchas funciones en
Drosophila relacionadas a la estabili-
dad del gje dorso-ventral durante su
desarrollo embrionario, la regula
cion de la respuesta inmunoldgica
ante el tratamiento con patégenosy
otros procesos del ciclo de vida de
Drosophila, incluyendo el control de
la forma del cuerpo y la regulacion
del desarrollo muscular. Las activi-
dades en la embriogénesis y la res-
puesta inmunol 6gica son controladas
através de rutas que muestran una
gran similitud funcional y estructu-
ral con la cascada de transduccion
de sefales de IL-1R.

Estudios de mutagénesisde IL-1R
muestran gue los aminoéacidos esen-
ciales parasu funcionamiento se en-
cuentran conservados en la proteina
Toll y de igual manera los mediado-
res de la via de transduccion de Toll,
las proteinas Pelle, Cactus y Dorsa
han resultado ser los homdlogos a
IRAK, IkB y NF-kB de mamiferos.

Una serie de reacciones proteoli-
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ticas genera la forma activada de

Spétzle, molécula que funciona co-

mo un ligando para €l receptor Toll

en Drosophila tanto en el desarrollo
como en inmunidad.

Spétzle es miembro de la superfa-
milia del grupo de cisteina (similar a
los factores de crecimiento neuronal
en humanos) y se cree es activado
por diferentes cascadas de serin-pro-
teasas tanto en la embriogénesis co-
mo en la respuestainmunoldgica. La
activacion del receptor Toll también
requiere la participacion de la protei-
na intracelular Tube (homdlogo a
MyD88), la cual subsecuentemente
activa a Pelle una cinasa de residuos
de serina y treonina. Tube tiene un
dominio de muerte (unaregion invo-
lucrada de interaccion proteicaen las
interacciones homofilicas proteina
proteina), homélogo a MyD88 (re-
guerida para la activacion de Toll y
[1-1R en humanos) que podria tener
una funcion similar. Asi como en las
interacciones de |IRAK/IK-B/NF-kB,
Pelle controla la degradacion de
Cactus la cudl estd unida a la protei-
na Dorsal en el citoplasma. La de-
gradacion de Cactus permite a Dor-
sal translocarse al nacleo y regular la
trascripcion de genes (8,9).

Hay tres genes de Drosophila
gue son homologos a dToll con un
dominio intracelular similar al IL-
1R y uno extracelular alos LRR,
gue también estan implicados en
su desarrollo:

% 18- Whedler: es requerido para
lamorfogénesis de Drosophila y
se consideratiene unafuncién en
laadhesion celular y que partici-
paen el movimiento celular.

% TLR de Drosophila (receptor
Toll-like): que participa en la
embriogénesis y en las interac-
ciones célula-célula en limites
criticos durante el desarrollo.

s Mst-prox: que es el menos ca-
racterizado.

Tanto € receptor Toll de Drosop-

hila como 18-Wheeler inducen la
expresion de genes que codifican a
proteinas antibacterianas y antifungi-
cas en la respuesta inmunol6gica de
Drosophila (9).

Se han encontrado diferentes rutas
para la respuestas inmunol dgicas an-
te los patdgenos, las sefides del re-
ceptor Toll parael péptido antiflingi-
co, drosomicina actGan por la ruta
previamente descrita para la diferen-
ciacién dorsal-ventral (incluyendo el
ligando Spétzle) pero en estd se ha
involucrado a otro miembro de lafa-
miliaRel (Dif o Relish).

Ademés mutaciones en las rutas
de las sefides de Toll reducen la su-
pervivencia de Drosophila adulta
después de la infeccion por hongos.
Toll es también requerido en la in-
duccion de proteinas bactericidas co-
MO cecroping, atacinay defensina.
Asi mismo 18-Wheeler esté involu-
crado en la expresion de atacina, ce-
cropina y diptericina a través de la
proteina similar a Rel denominada
Dif. Por otra parte, mutaciones en €
gen 18-Wheeler ocasionan que lalar-
vade Drosophila sea mas susceptible
a la infeccion de patégenos. Todos
estos componentes de la respuesta
humoral de Drosophila son produci-
dos en el cuerpo graso de este orga-
nismo que realizafunciones similares
a higado de los vertebrados.

TRL EN MAMIFEROS

Se han descrito nueve distintos TLR
en humanos y mamiferos pero se
considera que existen muchos més
miembros de acuerdo a los andlisis
de bancos gendmicos. Cada TLR tie-
ne una estructura caracteristica: un
dominio extracelular con analogia a
los LRR y un dominio intracelular
andogo a IL-1R (10).

Estas proteinas estan involucradas
en la respuesta inmunoldgica innata
en humanosy vinculan alos sistemas
inmunoldgicos innato y adaptativo.
También se ha demostrado estos re-
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ceptores intervienen en el desarrollo
embrionario en mamiferos.

Medzhitov (11) fue el primero en
demostrar un gen Toll humano al que
se le denomind hToll o TLR-4. La
transfeccion de esta proteina puede
inducir la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, que a su vez
controlagenes paralas citoquinasin-
flamatorias IL-1B3, I1L-6 y IL-8, asi
como la expresion de la molécula
coestimulatoria B7.1, la cual es re-
guerida para la activacion de células
T. Subsecuentemente, se mostré que
el TLR4 puede activar latrascripcion
de genes mediadores de la inflama-
cion através de NF-kB y de la cina-
sa termina jun-NH2 (INK), inclu-
yendo rutas que divergen de TRAF®G.
As pues, la JINK (cinasa activada
por el estrés, SAPK), suministra un
mecanismo alternativo para generar
factores proinflamatorios a través de
TLRs (TLR4, TLR6), IL-1R vy
TNFR-1 (receptor del factor de ne-
crosis tumoral) (Tablal).

Chaudhary y colaboradores (12)
describieron dos Toll humanos
TIL3(TLR5) y TIL4 (TLR2) inclu-
yendo su localizacién cromosdémica
y la distribucién en los tejidos. Am-
bas proteinas son capaces de activar
NF-kB pero en un tipo especifico de
célula. La clonacion y caracteriza-
cion de 5 receptores Toll muestran
que TLR1 eshomélogo aTIL, TLR2
eshomdlogo aTIL4, TLR5 eshomé-
logo aTIL3 y TLR4 es homdlogo a
hToll (13) .

TLR6 ha sido recientemente descri-

to y es homologo a TLR1 (69% de
homologia en aminoacidos) con una
localizacion cromosomal similar. La
activacion de TLR6 induce NF-kB y
a la c-dun NH2 cinasa terminal
(INK) en un modo similar a TLR4.
Ladistribucién en tejidos ha sido de-
mostrada Unicamente por RT-PCR,
lo que sugiere que estas moléculas
tienen un bajo nivel de expresion.

El papel de los receptores Toll en
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la respuesta de células de insectos y
mamiferos ha sido extensamente es-
tudiada. Un mejor entendimiento de
como responden los mamiferos a la
bacteremia es de gran importancia
porgue una infeccion de bacterias
gram-positivas, gram-negativas y
otros organismos microbianos resulta
en agproximadamente 70,000 muertes
por afio en los Estados Unidos.

Dentro de las toxinas presentes en
las bacterias gram-negativas se en-
cuentran los lipopolisacaridos (LPS)
que requieren de la glicoproteina
CD14 que es una molécula de ancla-
je del glicosilfosfatidilinositol (GPI)
lacua es preferencialmente expresa-
da en los monocitos/macréfagos y
neutrofilos y se asume que se une a
LPS por medio del factor sérico de
asociacion aLPS (LBP).

Debido a que los receptores Tall
estan involucrados en respuestas in-
munol égicas primitivas, 1os recepto-
ressimilaresa Toll fueron los candi-
datos idoneos como receptores a la
respuesta a LPS en mamiferos. Al-
gunos estudios mostraron que las cé-
lulas derifion no sensiblesa L PS res-
ponden cuando se transfectan con €l
ADN complementario de TLR-2.

Asi mismo las células HEK293
son capaces de mostrar un incremen-
toalasensibilidad aLPSa transfec-
tar los ADN complementarios del
TLR2 o del TLR4.

Sin embargo, los fibroblastos de
ovario de ratdbn que no expresan
TLR-2, pero que presentan CD-14,
responden al tratamiento con LPS.
Por lo que Heine (14) postulé que
TLR2 es suficiente pero no necesario
para la respuesta de |os mamiferos a
la endotoxina, lo que sugeria que
TLR4 era €l receptor principal en la
respuesta a LPS. Esta propuesta se
confirmé con lageneracion deun ra-
tén deficiente en TLR-4 que no res-
pondiaal tratamiento con LPS (5, 7).

Con relacion a las infecciones por
microorganismos como bacterias
gram-positivas, se ha confirmado que
€l receptor TLR2 esrequerido parala
respuesta a peptidoglicanos y acido
lipoteico en cdulas HEK 293. Sin
embargo, la expresién de TLR1 o
TLR4 no darespuestas similares. La
independencia de este sistema de
LPS se demuestra gracias a que €
efecto en células que expresan TLR2
no es blogueado por polimixina B,
proteina que se une einactivaa LPS.
Por otra parte, la respuesta a estos
componentes de las bacterias gram-
positivas involucran también a CD14
(smilar alarespuestaa LPS mediada
por TLR-4), sin embargo, esta no re-
quiere de factores presentes en e
suero como en larespuestaa LPS.

Yoshimura (15) mostro resultados
similares en donde la proteina TLR-
2 es lainvolucrada cuando se tratan

Tabla 1

Ruiz-Lopez C y Gutiérrez-Venegas G

los fibroblastos con Staphylococcus
aureus y antigenos de Streptococcus
pneumonia. Las lipoproteinas y sus
derivados son conacidos como po-
tentes activadores inflamatorios de
neutrofilos, macréfagosy célulasB y
han sido implicados en la infeccién
cronica.

Las lipoproteinas asociadas con las
especies de Mycobacterium, inclu-
yendo Mycobacterium tuberculosis,
son potentes estimuladores de IL-12
en macrofagos. IL-12 es un mediador
clave de la respuesta inmunol6gica
innata y los resultados en la genera-
cién de linfocitos T-ayudadores tipo
1, los cuales son requeridos para la
eliminacion de patdgenos intracelula
res tales como M. tuberculosis.
Brightbill mostré que & TLR2 se re-
quiere para la activacion de monoci-
tos humanos (con produccion de IL-
12) por lipoproteinas. Underhill
mostré que los macréfagos sintetizan
TNF- a (importante en la formacién
de granuloma y en la respuesta del
huésped) através de TLR2 cuando se
tratan con tresfracciones estructurales
delapared celular de M. tuberculosis.
De lamismamaneralas lipoproteinas
de Borrelia burgdorferi, e agente
causal de laenfermedad de Lyme, han
sido identificadas en promover la
trandocacion nuclear de NF-kB con
la produccion de citoquina y de éxi-
do nitrico/superdxido (existen resulta

CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA DE RECEPTORES TLR

Nombre Localizacion
Receptor . Distribucion por tejido Activaciéon
alternativo cromosomal
TLR1 TIL, rsc 786 4pl4 ovario, bazo Activa NF-kB
TLR2 TIL4 4q32(4q.3-32[8]) leucocitos, bazo, pulmén, corazén, cerebro, Activa NF-kB
musculo, fibroblastos gingivales
TLR3 _— 4q35 leucocitos, bazo, pulmén, corazén, cerebro, Activa NF-kB y cinasa
musculo NH2 terminal de jun
TLR4 hToll 9q32-33 leucocitos, corazén y placenta Activa NF-kB
TLRS TIL3 1q33.3[9](1q41-42[8]) leucocitos, ovarios, prdstata, testiculos Activa NF-kB y cinasa
TLR6 _— 4p timo, bazo, ovario, pulmén NH2 terminal de jun
TLR7 —_— cerebro y pulmén _—_
TLR8 —_— corazén, higado y pulmén
TLR9 —_— higado y pulmén
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Figura 4. TLR4 y TLR9 pueden gjercer efectos bioldgicos similares a través de distintas

rutas de sefiales.

Ambos TLR4 Y TLR9 pueden activar rutas de sefial es procedentes de MyD88. Esta ruta de
forma secuencial activa a IRAK y a TRAF6 y permite la activacion de NF-kB y de las
MAPKSs (no se muestran). Notablemente, TLR4 pero no TLR9, puede activar a NF-kBy las
MAPKSs en una forma independiente de MyD88 y TIRAP/Mal de manera dependiente. La
induccién de citoquina en respuesta a los ligandos de TLR4 Y TLR9 es completamente de-
pendiente de MyD88. Ambas sefiales de TLR4 y TLR9 pueden inducir la regulacion de mo-
|éculas coestimulatoriasy la actividad estimulatoria de células T. Sn embargo, estos efec-
tosdifieren en sus requerimientos para MyD88; esto es, |os efectos biol 6gicos de TLR4 son
independientes de MyD88 mientras que |os efectos de TLR9 son dependientes de MyD88.

dos similares en respuesta al trata
miento con Mycobacterium).

Hirschfield confirmé que la sefia-
lizaciéon atravez del TLR2 se incre-
mentaen presenciade CD14 en célu-
las del glioma humano U373 que ex-
presan TLR1, TLR3y TLR4 pero no
TLR2. Estas células pueden respon-
der vigorosamente a LPS pero no a
la lipoproteina OspA de B. burgdor-
feri. Sin embargo, la transfeccion de
ADN complementario de TLR2 en
estas céulas las hace sensibles ala
lipoproteina Osp A.

Aungue los estudios demuestran
un requerimiento para TLRs en la
respuesta a patdégenos microbianos,
las funciones de cada uno de estos
receptores no ha sido completamente
caracterizada.

Muchos de | os estudios publicados
involucran la transfeccion de lineas
celulares para que expresen diferentes
TLRs, sin embargo, esto podriano re-

flgar lo que ocurre in vivo. También
se ha sugerido que quiza el complegjo
de sefides involucraaun conjunto de
proteinas heterodiméricas (i.e. TLR
multiples) smilares a complejo IL-
1R/IL-1BAcp (proteina accesoria de
IL-1f3). Otros mediadores han sido
implicados, incluyendo MD-2 (simi-
lar alainteraccion deMD-1 con € ac-
tivador de células B RP105) € cud
podriaestar involucrado en lasefia de
LPS atravésde TLRA4.

La molécula adaptadora celular
del TLR/IL-1R es MyD88 la cua es
requerida para la respuesta celular
tanto de los componentes de paredes
celulares de bacterias gram-positivas
como gram-negativas, existen repor-
tes que sefidan que los receptores
TLR4 y TLR9 activados por distin-
tos ligandos comparten la misma via
de transduccién, se  ha descubierto
que el receptor TLR4 através de una
via distinta puede desencadenar la

73

misma respuesta biolégica (Fig. 4).

Lacélulas efectorasinmunol 6gicas
poseen diferentes combinaciones de
TLRsYy posiblemente diferentes TLR
son capaces de proveer un mecanis-
mo para la discriminacion patégena.
El TLR-2 serequiere para la identifi-
cacion de bacterias gram-postivas y
levaduras. El TLR4 es necesario para
el reconocimiento de las bacterias
gram-negativas (16). Estas conclusio-
nes se obtuvieron a partir del trater
miento con distintos glicolipidos
LAM (lipoarabinomanano ) y LPS.
La union a estos ligandos a CD14 no
es discriminatoria pero la subsecuente
activacion celular se encontré especi-
ficaparad TLR. El TLR2 es necesa-
rio para el reconocimiento y respues-
taaLAM y & TLR4 para la activa-
cion por LPS. Se ha encontrado que
zymosan de levaduras induce la acti-
vacion del TLR2, y que los fosfolipi-
dos glicosilfosfatidilinositol y glicoi-
nositol de parésitos protozoarios de-
sencadenan la activacion de NF-kB
en fibroblastos de Ovario de ratén
(CHO) que ectpicamente sobreex-
presan CD14y TLR2, peronoenl ti-
po silvestre de células CHO (17).

Defectos en la funcién del recep-
tor Toll han demostrado incrementar
la susceptibilidad a la infeccion en
Drosophilay ratones. Esposible que
laateracion de TLR en su funcion o
expresion jueguen un papel impor-
tante en la enfermedad humana. La
variabilidad en la composicion 'y
funcion del receptor confiere € in-
cremento o decremento de la suscep-
tibilidad a lainfeccion.

Unamejor comprension de la cas-
cada de transduccion de los TLR po-
dria proporcionar informacion para
nuevas terapias antimicrobiales.

Tanto los TLR como las proteinas
involucradas en la transduccion de
sefiales mediada por estos receptores
podrian ser importantes en el desa-
rrollo humano y en e mantenimiento
de las funciones normales de los or-
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ganismos. Por g emplo, miocitos car-
diacos normales y disfuncionales
expresan diferentes variantes del
TLRA4. Enausenciadelainfeccién el
sistema mediador del TLR podria
estar involucrado en lafagocitosis de
restos de células apoptoticas.

Esos descubrimientos fueron sus-
tentados por un reporte que describe
la habilidad de la proteina de choque
térmico de corazén humano (Hsp60)
para actuar como un ligando endége-

no para e complejo TLR4 (18).
Hsp60 es usua mente retirado del in-
terior celular donde funciona como
una molécula acompafiante o chape-
rona. Sin embargo, Hsp60 es liberada
durante un dafio cdlular y necrosis o
cuando se transporta a la membrana
plasmética durante las respuestas de
los diferentes tipos de células. Por o
que se sugiere que Hsp60 funciona a
travésde TLR paraactivar larespues-
tainflamatoriaen e dafio celular. Hay
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LA ESTRUCTURA DE LAS CATALASAS™

RESUMEN

La catalasa es una enzima antioxidante presente en la
mayoria de los organismos aerobios. Cataliza la dismu-
tacion del peroxido de hidrégeno (H,O,) en aguay oxi-
geno. La mayoria de estas enzimas son homotetrameros
con un grupo hemo en cada subunidad. Se ha determina-
do laestructura cristal ogréfica de nueve catalasas. Algu-
nas catalasas tienen subunidades pequefias (masa mole-
cular = 60 kDa) y otras grandes (masa molecular > 80
kDa). Entre estos dos tipos de catalasas existen diferen-
cias estructurales importantes. Las catalasas pequefias
son menos resistentes a la desnaturalizacion, unen
NADPH, tienen hemo b y se inhiben einactivan por sus-
trato. En cambio, las catalasas grandes tienen un domi-
nio extraen el C-terminal que es semejante alaflavodo-
Xing, son muy resistentes a la desnaturalizacion, tienen
hemo d, presentan enlaces coval entes inusual es cercanos
al sitio activo y son resistentes a concentraciones mola-
res de H,O,. Aqui revisamos los aspectos estructurales
delascatalasasy sus posiblesimplicacionesfuncionales.

PALABRAS CLAVE: catalasa, hemo b, hemo d, enlaces co-
valentes inusuales, dominio semejante a la flavodoxina.

ADELAIDA Diaz

ABSTRACT

Catalase, an antioxidant enzyme present in most aerobic
organisms, dismutates hydrogen peroxide into water
and oxygen. Most of these enzymes are homotetramers
with one heme per subunit. The structure of nine catalases
has been determined. Catal ases have either small subunits
(molecular mass = 60 kDa); or large ones (molecular
mass > 80 kDa). There are important structural differences
between small and large catalases. Small catalases are
less resistant to denaturation, they bind NADPH, have
heme b and are inhibited and inactivated by substrate.
Large catalases are very resistant to denaturation, they
have a C-terminal flavodoxin-like domain, contain
heme d, present unusual covalent bonds near the active
site and are resistant to molar H,O, concentrations.
Here we review structural aspects of catalases and
their possible functional implications.

KEY WORDS: catalase, heme b, heme d, unusual cova-
lent bonds, flavodoxin-like domain.

INTRODUCCION

a) La funcion dela catalasa

Las especies de oxigeno reactivas
como €l radical superdxido, el radi-
cal hidroxiloy € peroxido de hidré-
geno (H,0,) se forman durante lare-
duccién del dioxigeno en agua. Estas
especies pueden dafar las proteinas,
loslipidosy los &cidos nucleicos, por
lo que se requieren sistemas antioxi-
dantes eficientes, entre los que se in-

cluyen ciertas enzimas. El peréxido
de hidrégeno se forma por la dismu-
tacion del radical superdxido y tam-
bién en lareaccion de algunas oxida-
sas. Hay varias enzimas capaces de
degradar € perdxido de hidrégeno:
las catalasas, las peroxidasas y las
peroxirredoxinas (1, 2). Las peroxi-
dasas eliminan e H,O, usandolo pa-
raoxidar otros sustratos. A diferencia
de las otras enzimas, gque requieren

* Recibido: 10 de diciembre de 2002. Aceptado: 11 de marzo de 2003 )
Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. México, D. F. C. P. 04510. Teléfono: 5622 5655,
Fax: 5622 5630. Correo E: adiaz@ifisiol.unam.mx.

de un sustrato reducido, |as catalasas
dismutan €l peroxido de hidrégeno.
Se han identificado tres grupos de
catalasas: i) las catalasas monofun-
cionales, que contienen hemo y estén
presentes tanto en los organismos
procariotos como en |os eucariotos,
ii) las Mn-catal asas, que son enzimas
hexaméricas que no tienen hemo, tie-
nen Mn en el sitio activo y solo estan
presentes en algunos organismos
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procariotos anaerobiosyy iii) las cata-
lasas-peroxidasas, que tienen activi-
dad de catalasay de peroxidasa, con-
tienen hemo y sblo estan presentes
en las bacterias y los hongos (3).

La mayoria de los organismos ae-
robios tienen catalasas monofuncio-
nales. Las cataasas catalizan la dis-
mutacion del peréxido de hidrégeno
en agua y dioxigeno evitando asi que
seforme € radical hidroxiloy € oxi-
geno singulete, especies de oxigeno
gue son muy reactivas. En el hombre,
la catal asa protege |la hemoglobina del
perdxido de hidrégeno que se genera
en los eritrocitos. También tiene un
papel de proteccion en lainflamacion,
en la prevencién de mutaciones, evita
el envgiecimientoy cierto tipo de can-
cer. Lasmutacionesen el gendelaca
talasa pueden resultar en la enferme-
dad hereditaria denominada acatala-
semia que entre otros sintomas se re-
conoce por un incremento en la inci-
dencia de ulceraciones bucales (3, 4).

b) El mecanismo de reaccion

En la reaccién de la catdlasa ocurre la
transferencia de dos electrones entre
dos moléculas de perdxido de hidroge-
no en lacua unafunciona como dona-
dor y otra como aceptor de electrones.
El mecanismo de reaccion se lleva a
cabo en dos pasos. En € primero laca
talasa se oxida por unamoléculade pe-
roxido formando un intermediario lla
mado compuesto I. El compuesto | se
caracteriza por tener un grupo ferroxi-
lo con FelV y un radica cationico de
porfirina. En esta reaccion se produce
unamoléculade agua (Reaccion 1). En
el segundo paso delareaccion, € com-
puesto | es reducido por otra molécula
de perdxido regresando la catalasaa su
estado inicia y produciendo agua y
dioxigeno (Reaccion 2).
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Figura 1. A. El monémero de la catalasa de eritrocitos humanos (HEC), una catalasa
pequefia. B. El monémero de la catalasa-1 de N. crassa (CAT-1), una catalasa grande. El
dominio | corresponde al N-terminal, Il es el barril 8 que contiene el hemo, Il es el asa
envolvente, 1V es el dominio de hélicesy V es e C-terminal con topologia semejante a la
flavodoxina. También se muestra la molécula de NADPH unida a la catalasa pequefia.

En ciertas condiciones el com-
puesto | puede captar un electron ori-
ginando e compuesto Il. El com-
puesto Il tiene un estado de oxida-
cion intermedio a los observados en
el compuesto | y la catalasa en repo-
so. Al reaccionar con una molécula
de H,O, forma el compuesto I11, que
tiene un estado de oxidacion FeVI.
El compuesto Il y el compuesto |11
son inactivos cataliticamente.

L a catalasa también puede catdizar
ciertas reacciones como peroxidasa.
En lareaccion de peroxidasa de la ca
talasa, el compuesto | puede oxidar €
metanol, € etanol, e formato o € ni-
trato utilizando una molécula de H,O,
como oxidante (5). En € cerebro, la
reaccion de la catalasa con € etanol
forma aceta dehido (Reaccion 3), que
explica algunos de los efectos neuro-
[6gicos del alcohol en humanos (4).

¢) Antecedentes

Las catalasas monofuncionales son
de dos tipos: las catalasas con subu-
nidades pequefias (masa molecular =

Enz (Por-Fe") + H,0, - Compuesto | (Por+e-FeVv-0O) + H,O
Compuesto | (Por+e-FeVv-O) + H,0, - Enz (Por-Fe'') + H,O + O,
Compuesto | (Por+e-Fe'V-O) + CH,CH,OH - Enz (Por-Fe'') + CH,CHO + H,O U

60 kDa) y las catalasas con subuni-
dades grandes (masa molecular > 80
kDa). Las primeras (Fig. 1A) se en-
cuentran en los mamiferos, las plan-
tas, los hongos y la mayoria de las
bacterias y tienen la caracteristica de
unir NADPH y de ser inhibidas e
inactivadas por sustrato. La union
del NADPH es para prevenir la acu-
mulacién del compuesto 11 y 111 (4,
5). Las catalasas grandes s0lo estén
presentes en los hongos 'y en las bac-
terias, no unen NADPH, tienen un
dominio en e C-terminal semejante
a la flavodoxina 'y son resistentes a
H,O, (Fig. 1B) (5-7).

Un estudio cinético muestraque la
catalasa de higado de bovino (BLC:
“bovine liver catalase”), que es una
catalasa pequefia, se inhibe reversi-
blemente y se inactiva irreversible-
mente a partir de 200 mM de H,0,,
mientras que la catalasa R de Asper-
gillus niger, que es una catalasa
grande, no muestra inhibicién rever-
sible einactivacionirreversible con 2
M de sustrato. Lainhibicién reversi-

U
U
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ble de la BLC se debe a la acumula-
cion del compuesto I11 (5). Otra cata-
lasa grande que no se inhibe reversi-
blemente y no se inactiva irreversi-
blemente con atas concentraciones
de H,0O, (3 M) es la Catdlasa-1 de
Neurospora crassa (CAT-1). Ademas
de su resistencia a H,0,, la CAT-1
presenta cooperatividad en altas con-
centraciones de sustrato (> 200 mM)
(Diaz A, Mufoz-Clares R A y Hans-
berg W. Manuscrito en preparacion).

Para poder entender estas diferen-
cias funcionales es importante cono-
cer laestructuratridimensional delas
distintas catal asas. Estableciendo co-
rrelaciones estructura-funcion se po-
dr& desentrafiar el mecanismo intimo
de lareaccion.

Se ha determinado la estructura
tridimensional de nueve catalasas.
Cuatro de estas catalasas son de pro-
cariotos: de Micrococcus lysodeikti-
cus (MLC) (3,8), de Proteus mirabi-
lis (PMC) (9), la HPIl de Escheri-
chia coli (HPII) (10, 11) y la de
Pseudomonas syringae (CatF) (12),
y cinco catalasas son de eucariotos:
lacatalasade bovino (BLC) (13, 14),
la de Penicillium vitale (PVC) (15),
la catalasa A de Saccharomyces cere-
visiae (SCCA) (1), lacatalasa de eri-
trocitos humanos (HEC) (4) y la
CAT-1deN. crassa (Diaz A, Rudifio-
Pifiera E, Arreola R, Horjales E y
Hansberg W. Manuscrito en prepara-
cion). Las catalasas anteriores son
catalasas pequefias excepto la HPII,
la PVC y la CAT-1. Estas catalasas
son homatetrdmeros, tienen un grupo
hemo por subunidad y una simetria
molecular 222. La simetria molecu-
lar 222 esta presente en varias enzi-
mas y se caracteriza por tener tres
gjes de rotacion de orden dos (180°)
gue son perpendiculares entre si. Es-
ta simetria describe un tetramero de
subunidadesidénticas. Si auna subu-
nidad se le aplica una rotacion de
180°en el ge X, otrade 180°en Y y
otra de 180° en Z se puede generar €l

tetrdmero. Lo anterior indica que las
catalasas son tetrdmeros con subuni-
dades simétricas ¢ idénticas (15).

DESCRIPCION DE LA ORGANIZA-
CION DE LAS CATALASAS
Las catalasas monofuncionades estan
formadas por los siguientes dominios:
1) & amino terminal, 2) un barril 3 con
ocho hebras antiparaelas, 3) € asaen-
volvente, 4) un dominio de hélices
(Fig. 1A) (4) y, en @ caso de las cata
lasas grandes, € dominio tipo flavodo-
xinadel carboxilo termina (Fig. 1B).
El amino terminal comprende des-
de el primer aminoéacido hasta €l re-
siduo de histidina esencial catalitico.
Esta region de aproximadamente 60
aminoacidos tiene poca similitud en-
tre las secuencias de las catalasas y
se observa como un brazo torcido
gque se entierra en las subunidades
vecinas. Contiene ala hélice a2 que
es el primer elemento de estructura
secundaria comin en las catalasas.
LaHPII tiene el amino terminal mas
largo, con 90 aminoé&cidos (16). En
tres estructuras de catalasalos prime-
ros aminoacidos del amino terminal
estan desordenados, en la SCCA son
los primeros 14 aminoacidos (1), en
laHPII de E. coli son los primeros 26
aminoécidos (10-11) y en la CAT-1
de N. crassa son los primeros 17
aminoacidos (Diaz A, Rudifio-Pifiera
E, Arreola R, Horjales E y Hansberg
W. Manuscrito en preparacién), por
lo que no se observan en los mapas
de densidad electronica y no se in-
cluyen en los model os molecul ares.
El barril 3 con ocho hebras antipa-
ralelas es el dominio més conservado
delas cataasas; se clasificacomo es-
tructura a+f3 y abarca aproximada-
mente 260 aminoécidos (15). Las
primeras cuatro hebras (31-4) son
consecutivas y estan separadas por
tres hélices (03-5) del segundo gru-
po de cuatro hebras (B5-8). La pri-
mera mitad del barril B contiene la
histidina y la asparagina esenciales
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del sitio activo. La continuidad de
los puentes de hidrogeno entre las
hebras del barril B se pierde entre las
hebras 34 y B5 donde hay solo dos
puentes de hidrégeno con la aspara-
ginaesencial. La hebra 35 esirregu-
lar porque tiene tres aminoécidos
(Ser196, His197 y Thr198 en PMC)
gue no participan enlahoja. Lo an-
terior permite que el amino terminal
de la hebra 35 se una a las hebras 34
y B6 para cerrar €l barril 3. Entre las
hebras 36 y 37 hay dos hélices (a6 'y
a7) (16). Lasegunda mitad del barril
funciona para unir e NADPH en las
catalasas BLC (13, 14), PMC (9),
MLC (3, 8), SCCA (1) y HEC (4). La
Ultima hélice (a8) es una hélice tipo
men BLC (14), PVC (15), CAT-1y
posiblemente en todas las otras es-
tructuras de catalasa.

El asa envolvente abarca arede-
dor de 110 aminoé&cidos que unen €l
barril 3 con el dominio delas hélices.
Esta region tiene poco contenido de
estructura secundaria repetitiva, con-
tiene una hélice (a9) con la tirosina
esencial que coordina el Fe.

El dominio de las hélices, con
aproximadamente 60 aminoacidos,
esta formado por cuatro hélices con-
tiguas (010-13), bien definidas que
son parecidas a las encontradas en
las globinas (Fig. 1Ay 1B) (15).

Laprincipa diferencia estructura
entre las catalasas pequefias y las
grandes es la presencia, en estas Ulti-
mas de un dominio extraen el carbo-
xilo terminal de aproximadamente
150 aminoécidos. Este es un dominio
del tipo a/B formado por cuatro héli-
ces alfa (a15-18) y ocho hebras B
(B9-16) cuya topologia es semejante
alaflavodoxina (Fig. 1B). Se desco-
noce lafuncién de este dominio y no
hay evidencia experimental de que
pueda unir nucledtidos (16).

Las catalasas que carecen del do-
minio C-terminal unen una molécula
de NADPH. En las catalasas gran-
des, los aminoacidos entre el domi-
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nio de las hélicesy el C-terminal cu-
bren el sitio de unién del NADPH,
impidiendo la union del cofactor en
las catalasas PVC, HPIl y CAT-1.
La dimerizacion en las catalasas
pequefias y grandes se da por € en-
trelazamiento mutuo de los monéme-
ros. EI amino termina de un mon6-
mero se entrelaza con el asa envol-
vente del otro monomero (Fig. 2A).
El tetrdmero es un dimero de dime-
ros unidos fuertemente, que tiene
una estructura muy compacta con di-
mensiones de 150 x 100 x 80 A en
las catalasas grandes (Fig. 2B) (16).
L as catalasas son enzimas muy re-
sistentes y estables. Sin embargo, las
catalasas grandes son maés resistentes
gue las pequefias. LaHPIl y [aCAT-1
son més resistentes a altas temperatu-
rasquelaBLC. Asi, laBLC seinacti-
va completamente a incubarla por 30
min a 64°C, mientras que la HPII lo
hace en 20 min a 86°C y la CAT-1
pierde sdlo € 50% de su actividad
después de 70 min a93°C. LaHPIl y
la CAT-1 también son resistentes ade-
tergentes (1% SDS) y agentes desna
turalizantes como urea (9 M) o guani-
dinaHCl (4 M). En cambio, en estas
condiciones la BLC se inactiva com-
pletamente (17, 18). Sehavisto quela
ata resistencia de las catalasas a ca-
lor y los desnaturalizantes se debe en
parte a entrelazamiento de los moné-
meros para formar dimeros activos
muy estables. El dominio C-terminal
en las catalasas grandes como la HPI|
y la CAT-1, asi como los carbohidra-
tos unidos a la CAT-1 podrian contri-
buir también a su estabilidad. La gli-
cosilacion también se hareportado en
otras catalasas grandes de hongos co-
mo la CatR de A. niger y la CatB de
Aspergillus nidulans (11, 18).

EL GRUPO HEMO Y SU FUNCION

La localizacion del hemo y su am-
biente estan muy conservados en las
catalasas. El hemo no est4 unido co-
vaentemente y se encuentra enterra-
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Figura 2. A. El dimero de una catalasa pequefia (BLC). Se muestra como estén entre-
lazados los monémeros. B. El tetramero de una catalasa grande (HPII).

do entre e barril By doshélices (a4 y
0a12). La distancia del hemo a la su-
perficie del tetrdmero es de aproximar
damente 20 A (15, 16, 19). Los gru-
pos propionato del hemo estén ente-
rrados y estabilizados por puentes sa-
linos con tres argininas conservadas.
EnlaPVC,laHPIl, laCAT- 1y la
CatF el hemo esta invertido, esto es,
esta rotado 180° con respecto a he-

mo de las catalasas BLC, PMC,
MLC, SSCA y HEC (Fig. 3A) (8-19,
Diaz A, Rudifio-Pifiera E, Arreola R,
Horjales E y Hansberg W. Manuscri-
to en preparacion), de tal manera que
los grupos metilo y vinilo de los ani-
llos | y Il cambian sus posiciones
(Fig. 3B). La CatF de P. syringae es
la Unica catalasa pequefia en donde
se describe la inversion del hemo

espirolactona

Figura 3. A. El hemo b (Fe protoporfirina I X) en la catalasa humana (HEC). B. El hemo
d de la CAT-1 donde se muestra el anillo de la espirolactona. EI hemo d tiene una rotacion

de 180° respecto al hemo b de la HEC.
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Y358

Y358

Figura 4. Stio activo en estéreo de la catalasa humana (HEC). Se muestran los aminoa-
cidos esenciales Y358, H75 y N148, las argininas R112, R72 y R365 que hacen puentes
salinos con los propionatos del hemo, las moléculas de agua W1-W8 y algunos de los
aminoéacidos hidrofébicos que forman el canal principal V74, V116, F153 y F154.

(12). Lainversién del hemo también
se hadescrito en otras hemoproteinas
como la mioglobina y e citocromo
b5 (19). Se desconoce si lainversion
del hemo en las catalasas tiene un
efecto funcional (16).

El hemo divide lacavidad donde se
encuentra en dos. la parte proximal
esta mas cerca de los gjes de simetria
de lamoléculay la distal més aejada
del centro 'y mas préxima ala superfi-
cie. Hay tres aminoécidos esenciales
involucrados en la catdlisis: unaHisy
unaAsnen el lado distal y una Tyr en
el lado proxima del hemo. El oxige-
no de la Tyr esencial se coordina con
el Felll del hemo. El lado distal dela
cavidad del hemo es muy hidrofébico
y tiene varias Phe conservadas (Fig.
4) (15, 16). Otro aminoé&cido hidrofo-
bico importante en €l lado distal del
hemo es e que precede ala His esen-
cid, € cua es una valina en PVC,
BLC, HPIl, SCCA, HEC y CAT-1,
una Met en PMC y una cis-Pro en
MLC. Este amino&cido esta en con-
tacto directo con el anillo del hemo'y
en la PMC la metionina esta oxidada
formando una metionina sulfona. La
sulfona impide € acceso de algunos
compuestos grandes a stio activo
(9). Al cambiar la valina 111 por una
alanina en la SCCA, la enzima tiene

una actividad de catalasa reducida pe-
ro la actividad de peroxidasa aumenta
para los sustratos grandes (1).

En la cavidad distal del hemo de
todas las estructuras de catalasas
existen moléculas de agua que estén
relativamente fijas (3). El sustrato
llegaa sitio activo através de un ca-
nal hidrofébico de 25 A de largo que
esta lleno de moléculas de agua. En
la HEC se propone un mecanismo
denominado “lareglamolecular” pa-
ra seleccionar al H,0O,. En dicho me-
canismo participan cuatro moléculas
de agua localizadas en el lado distal
del sitio activo. Las cuatro moléculas
de agua estén confinadas por las ca-
denas laterales de los aminoéacidos
hidrofébicos Va 74, Val 116, Pro129,
Phel53, Phel54 y Trpl68 que con-
forman un canal muy estrecho (2-3
A), permitiendo que sdlo € agua, €
H,O, y moléculas pequefias (como
metanol, etanol, acido nitrico y for-
mico) lleguen a hemo. En la Fig. 4
se observan las moléculas de agua
W1-W3y W6-W8 que forman parte
del canal principal, W4 y W5 estén
cercanas a los propionatos del hemo.
W1-W3y W6 son las cuatro mol écu-
las de agua propuestas en el mecanis-
mo de “lareglamolecular”. También
Se muestran a gunos aminoécidos del
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canal hidrofébico en laHEC (4). En
|as catal asas esta descrito un segundo
canal que llega a sitio activo, deno-
minado canal menor (30 A de largo).
El canal principal y e cana menor
sugieren un modelo en el cual un ca-
nal seria usado para la llegada del
sustrato y el otro paralasalidade los
productos (11). Dichos canales evita-
rian lainterferenciadel sustrato y los
productos y podria explicar el nime-
ro de recambio tan elevado en las ca
talasas de 105 a 106 por segundo.

Las catdasas BLC, PMC, MLC,
SCCA y HEC tienen como grupo
prostético un hemo b (Fe protoporfiri-
na IX) (Fig. 3A) (1, 4, 8, 9, 13, 14).
En cambio las catalasas PVC y HPII
tienen la configuracion de un hemo
modificado, |lamado hemo d, con una
cis-hidroxi-y-espirolactona en € ani-
[lo pirrolico 11 (Fig. 3B). El hemo d
es € resultado de la dihidroxilacion
en e anillo 111 del hemo b donde uno
de los hidroxilos forma el ciclo de la
lactona con uno de los propionatos.
No hay cambiosimportantesen el vo-
lumen entre las estructuras del hemo b
yd (15, 16, 19). LaPVCy laHPIl tie-
nen casi exclusivamente hemo dy en
ciertos casos una pequeiia fraccion de
hemo b. En el caso dela CAT-1 seen-
contr6 unamezclade hemo b (57%) y
hemo d (43%) (Diaz A, Rudifio-Pifie-
ra E, Arreola R, Horjales E y Hans-
berg W. Manuscrito en preparacion).
La BLC nativa aislada tiene 50% de
su hemo como hiliverdinay bilirrubi-
na, que son productos de la degrada-
cion oxidativa del hemo (19).

Lamutante N201H de laHPII tiene
hemo b con la misma orientacién que
enlaenzimanativa. Lo anterior indica
gue & hemo b no se modifica a hemo
d in vivo por un sistema especiaizado
previo a la insercion del hemo en la
enzima. El hemo b se une d sitio acti-
vo de la enzima en donde se convierte
en hemo d en los primeros ciclos cater
liticos. Se ha observado la conversion
del hemo b en hemo d en presenciadel
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H,O, en la mutante N201H (7). Exis-
ten otras mutantes (V169C, H392Q,
H392A) delaHPII quetienen hemo b.
La mutante H392E tiene una mezcla
dehemo b eisdbmeroscisy transde he-
mo d, lo cual sugiere un papel paraes
ta histidinaen la conversion del hemo.
La substitucion de los aminoécidos
que interactan con € hemo, la GIn
419 y la Ser 414, también afecta ala
proporcion cis:itrans de la espirolacto-
naen e hemod (6).

Se ha reportado que la CAT-1 se
modifica durante su almacenamiento
aumentando su movilidad electroforé-
ticaen geles de poliacrilamidaen con-
diciones no desnaturalizantes. Actual-
mente se sabe que dicha modificacion
se debe a oxigeno en singulete. La
oxidacion tiene lugar en e hemo y
también ocurre durante la diferencia-
cion del hongo y en condiciones de
tension metabdlica. No se sabe exac-
tamente en qué consiste la modifica-
cion de la CAT-1 por € oxigeno, pero
posiblemente el oxigeno sea € res
ponsable de la dihidroxilacion del he-
mo que daorigen a hemod (2). El he-
mo de la CAT-1 totalmente modifica
da (CAT-1e), andizado en una cromar
tografia en fase reversa con una co-
lumna hidrofébica, da un pico ligera
mente méas hidrofébico que € de la
CAT-1 no modificada (CAT-14). El
espectro de absorcion del hemo de la
CAT-leesmasasimétrico que el dela
CAT-1a (2). La modificacion por €
oxigeno no afecta ala actividad de la
enzima. La CAT-1e tiene una k, y
una eficiencia catalitica K,/K, 1209
similares a la CAT-1a. Sin embargo,
comparada con la CAT-1a, la CAT-1e
es més susceptible a la inhibicién re-
versible por cianuro, es méas suscepti-
ble a la degradacion por subtilisinay
lareaccion catalizada tiene unamayor
energia de activacion (Diaz A, Mu-
floz-Clares R A y Hansberg W; Diaz
A, Munoz-Clares R A, Rangel, Py
Hansberg W. Manuscritos en prepara-
cion). Es probable que la modifica-

cion de la CAT-1 por € oxigeno sea
una sefial para su degradacion.
Ladiferenciaimportante en € grupo
hemo de las catalasas grandes respecto
de las pequefias es que las grandes tie-
nen un hemo modificado 6 hemo d. El
oxigeno podria ser la especie que dihi-
droxila € anillo Il del hemo de la
HPIl, delaPVCy delaCAT-1 parafor-
mar €l hemo d con la espirolactona, 10
cual no se ha observado en ninguna ca-
talasa peguefia. La modificacion del
hemo en |las catalasas grandes no afec-
taasu actividad, pero probablemente si
a su recambio (2). Posiblemente no
exista una relacion entre la modifica
cién del hemoy laresistenciaalainhi-
bicién e inactivacién por sustrato.

EL NADPH

Las catdasas pequefiass SCCA, BLC,
MLC, PMC y HEC tienen un stio de
union parael NADPH por cada subuni-
dad que esté localizado a 19 A dd Fe
del hemo. El NADPH seunealas cata
lasas con un plegamiento Unico entrelas
oxidorreductasas. Los aminoécidos de
la cavidad que une & NADPH estan
muy conservados en las catalasas que
unen esedinucledtido (4, 9). El anillode
laadeninadel NADPH esta en una pe-
queia cavidad conformada por varios
aminoécidos hidrofébicos  (11€177,
Leud28y Leud29 en PMC). El grupo 2
fosfato de la adenina ribosa interactta
con la cadena latera de una arginina
conservada (Argl82 en PMC). Unahis
tidina (His284 en PMC) interacttia con
el grupo pirofosfato y la nicotidamina
(9). Launion del nucledtido enlaBLC
y en la PMC es muy fuerte (constante
de disociacion, K, < 5nM). La SCCA
no une a NADPH tan fuertemente (K,
<2uM), yaquetieneunaGIn301 enlu-
gar de la higtidina que interactdia con €
dinucledtido. Otras catdasas con bga
afinidad por e NADPH son lasde plan-
tas, que presentan un &cido glutamico
en laposicion de lahigidina (1, 4). En
laestructuradela CatF, que estarelacio-
neda filogenéticamente con las catda
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sas delas plantas, no se encontrd lamo-
lécula de NADPH y los aminoécidos
que participan en la union del nucledti-
do estén cambiados (12).

En laHEC se haobservado que s6-
lo dos subunidades tienen el NADPH
y dos carecen del dinucledtido, lo
cual permite examinar la conforma-
cion del sitiodeunionsinel NADPH.
La Phel98, la Va450 y la His305,
gue interacciona con €l pirofosfato,
son los aminoacidos que tienen cam-
bios conformacionales al unirse el
NADPH. Los cambios conformacio-
nales en la HEC son mayores que los
observados en la PMC, otra catalasa
para la cual se cuenta con las estruc-
turascony sin el NADPH (4, 9).

Los resultados bioquimicos mues-
tran que e NADPH esta implicado en
una reaccion redox con e hemo. Las
catalasas podrian utilizar e NADPH
como una molécula donadora de elec-
trones para evitar la formacion de los
compuestos Il y Il que inactivan a la
enzima. Las catalasas grandes no unen
a NADPH pero tampoco tienden a
formar los compuestos 11 y 111, aunque
no se conoce larazén por la cua no se
inactivan por sustrato. Se han propues-
to dosrutas de transferencia de el ectro-
nes del NADPH a hemo en la PMC.
En larutamés cortael movimiento del
electron seria nicotinamida (C4)- - -
Prol130- - -Ser196. El hecho de que
este Ultimo aminoécido tenga angulos
dihedros desfavorables en la cadena
principal podria tener que ver con la
transferencia de electrones (16).

En un estudio con dos mutantes de
PMC, [aF194Y y la F215Y, se mues-
tra que en las catalasas existen dos
mecanismos en la reaccién con nu-
cledtidos: uno “directo”, por € cua €
nucledtido reduce e compuesto | en
una reaccion de dos electrones, y un
segundo mecanismo “disparado por
un radical”, e cua involucra un radi-
cal tirosilo en un proceso de transfe-
renciade un electrén (6 dos reacciones
secuenciales de un electron) (20).
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ENLACES COVALENTES INUSUALES
En la estructura cristalografica de
la catalasa HPII de E. coli a unareso-
lucién de 1.9 A se encontré un enlace
covaente inusua entrelaHis392y la
Tyr415 que se coordina con el Felll
del hemo (11). El enlace es entre €
No del imidazol delaHis392y e CB3
de la Tyr415 (Fig. 5A). La distancia
de este enlace es de 1.6 A y esta con-
servado en las cuatro subunidades de
laHPII. Estadistanciaeslaque se es-
peraparaun enlace C-N (1.48 A). Los
mapas de densidad electrénica mues-
tran una clara conexion entre laHisy
laTyry tienen unadensidad electroni-
catan marcada como la encontrada en
los enlaces covaentes de la cadena
principal. Dicho enlace covalente se
confirmo por un andisis de espectro-
metria de masas de los péptidos obte-
nidos con una digestion con tripsina.
En contraste, las dos mutantes inacti-
vas H128A y H128N no presentan el
enlace covaente His-Tyr y € hemo d,
por lo cua se propuso inicialmente
que la reaccién de la formacién del
enlace His-Tyr y la modificacion del
hemo estan acopladas (21). Si embar-
go, lamutante N201H presenta & en-
lace His-Tyr y € hemo b, lo que su-
giere que las dos reacciones estan de-
sacopladas. Tanto la modificacién del
hemo b como laformacion del enlace
covaente His-Tyr parecen necesitar
de la actividad catalitica. Se ha pro-
puesto que el compuesto | actliacomo
iniciador de estas reacciones (7). En
particular, paralaformacion del enla
ce covalente, ademés del compuesto
I, se propone que también se forman
radicales libres que dan lugar a un
reacomodo de electrones (21).

La CAT-1 de N. crassa a unareso-
lucion de 1.75 A presenta un enlace
covalente equivalente a de la HPII.
En este caso, €l enlace esentre el azu-
fredelaCys356y el CP delaTyr379
gue coordina el Fe del hemo (Fig.
5B). Ladensidad electronicay ladis-
tancia de enlace de 1.9 A apoyan la

A

) N201
w128

— > =Y
HEMO

Y415

CB
H392

Nb

Diaz A

Figura 5. A. El enlace covalente inusual en la catalasa HPII de E. coli entre el Nd de la
H392 y el Cf dela Y415 que coordina al Fe del hemo. B. El enlace covalente inusual en
la CAT-1deN. crassa entreel Sdela C356y el C3dela Y379 esencial.

existencia de este enlace covalente
Cys-Tyr (Diaz A, Rudifio-Pifiera E,
ArreolaR, Horjales E y Hansberg W.
Manuscrito en preparacion).

En lamutante V169C delaHPII se
ha descrito un enlace covalente inu-
sua entre el azufre delaCysl69y e
Ce del anillo imidazol de la His128
esencial. Ladistanciadel enlaceesde
1.87 A, consistente con un enlace co-
valente, y tiene la densidad electréni-
ca adecuada. El péptido resultante se
detect6 con un andisis de espectro-
metria de masas de una digestién con
tripsina. Este enlace Cys-His no es
equivalente a de la HPII nativa o a
de la CAT-1, ya que se encuentra en
el lado distal del hemo y la tirosina
esencia no participaen € (6).

La presencia de los enlaces cova-
lentes inusuales parecen ser exclusi-
vos de las catalasas grandes, pues no
se ha observado en las estructuras de
|as catal asas pequeiias. El enlace His-
Tyr en la HPII no participa en la re-
sistencia de la enzima a la desnatura-
lizacion, ya que una mutante sin el
enlace covalente es igual de resisten-
te a la desnaturalizacion que la enzi-
manativa (17). Lapresenciadel enla-
ce His-Tyr enlaHPII debe introducir
ciertarigidez en €l sitio activo de la

HPII y podriafacilitar el movimiento
de electrones en una region grande
(21). Las catalasas grandes no unen
NADPH pero dificilmente forman los
compuestos I y 111 inactivos (5). Los
enlaces covaentes inusuaes de la
HPII y de la CAT-1 podrian propor-
cionar un mecanismo alternativo para
evitar la formacién de los compues-
tos Il y Ill. Sin embargo, no hay evi-
denciaexperimental de cuél eslafun-
cion de dichos enlaces covalentes.
Las catalasas no son las Unicas he-
moproteinas que tienen enlaces cova
lentes inusuaes. La citocromo ¢ oxi-
dasa bovina, determinada a 2.3 A de
resolucién, presenta un enlace cova
lente en el sitio activo entre el Ne del
grupo imidazol de la His240y el Ce
del grupo fenol de la Tyr244. La
Tyr244 ecidificadapor e enlace cova
lente del nitrogeno del imidazol es un
posible donador de protones para la
reduccion del O, por laenzima (22).
L a catal asa-peroxidasa de Hal oarcu-
la marismortui, determinadaa2.0 A de
resolucion, es otro gemplo de enlaces
covaentes inusuaes. Esta enzimatiene
dos enlaces covaentes entre | as cadenas
laterales de tres aminoacidos que estan
cercanos d gtio activo. En este caso €
enlaceesentree Cel delaTyr218y €
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Cn2 dd Trp95, y entre d Ce2 de la
Tyr218y d S5 delaMet244. Las dis-
tancias entre los &omos unidos son
168 A en Tyr218-Trp95 y 1.72 A en
Trp95-Met244. Los enlaces covaentes
fijan dos asas grandes en la superficie
de la enzima que cubre d cand de ac-
ceso del sudrato a gtio activo. Estos
enlaces covaentes pueden ser impor-
tantes para la actividad de catalasa de
edta catal asa-peroxidasa. Solo laactivi-
dad de catadlasay no lade peroxidasase
pierde cuando se muta @ Trp95. Se es-
t4 investigando € papel funciona de
estos enlaces covaentes (23).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las catalasas tienen una organizacion
tridimensional Unicay muy conserva
da. Los mondémeros se entrelazan para
formar dimeros unidos fuertemente en
el tetrdmero, lo cua hace que las cata
lasas sean enzimas muy resistentes y
estables. Sin embargo, existen diferen-

cias estructurales y funcionaes entre
ellas. Unadiferenciaeslapresenciaen
las catalasas grandes del dominio C-
termina semejante a la flavodoxina,
cuya funcién se desconoce. En cam-
bio, las catdasas pequefias tienen un
sitio de unién para d NADPH que
funcionaria como una molécula dona-
dora de eectrones evitando la forma-
cion de los compuestos inactivos |1 y
[1l. Las catalasas grandes son més re-
sistentes a la desnaturalizacion y a la
inhibicién e inactivacion por sustrato
que las catalasas peguefies. Otra dife-
rencia es que las catalasas grandes co-
mo laHPIl, PVCylaCAT-1tienenun
hemo modificado o hemo d y las cata
lasas pequefias presentan hemo b. El
hemo d aunque esta oxidado no pierde
su funcion. Findmente las catalasas
grandes como laHPII y la CAT-1 pre-
sentan enlaces covaentes inusuaes
que involucran la Tyr que coordina al
Fe del hemo y cuya funcion se desco-
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noce. Las catdlasas grandes dificil-
mente forman los compuestos |1 y 111
inactivos a pesar de que no unen
NADPH, por lo cual se propone que
una posible funcion de los enlaces co-
vaentes inusuaes, seria evitar la for-
macion de los compuestos inactivos.
Finamente, es necesario obtener
informacién estructural y cinética de
proteinas con mutaciones especificas
para contestar las preguntas pendien-
tes sobre las catalasas, tales como:
¢Cud es la funcion del dominio C-
terminal en las catalasas grandes?
¢Por qué las catalasas grandes no for-
man los compuestos 11 y Il inacti-
vos? ;Cud eslafuncion de los enla
ces covalentes inusuales en las cata-
lasas grandes? ¢Cual es el papel fun-
cional delainversién del hemo? (§)
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Biologia Molecular. Analisis de secuencias de DNA en
bases de datos disponibles en el internet.

Laclonaciony secuenciacion del DNA 'y de genesse hafa
cilitado en gran medida por la aplicacién de lareaccién en
cadenadelapolimerasa (PCR). LaPCR esunatécnicaque
involucra ciclos de desnaturaizacion de un DNA templa-
do, seguidos por aineamiento de oligonucledtidos en los
extremos5'y 3' del DNA blancoy extension con unaDNA

Emma Saavedra
Correo E: emma_saavedra2002@yahoo.com

polimerasa termoestable. Este procedimiento permite am-
plificar e nimero de copias de un DNA blanco por 106 ve-
ces. Una vez amplificado y secuenciado un fragmento de
DNA, es necesario establecer laidentidad del mismo utili-
zando las bases de datos disponibles en el internet.

Durante una reaccién de PCR utilizando como templa-
do DNA gendmico del parésito Trypanosoma brucei, se
amplificd un fragmento de 300 pares de bases con la si-
guiente secuencia de nucledtidos:

5 CCATGGGGAAAGCTTGGTGTGGAGTATGTGATTGAGTCAACTGGCCTCTTCACAGT
GAAATCTGCTGCCGAGGGTCACCTCCGTGGTGGTGCTCGCAAGGTTGTCATCAGTGCC
CCCGCCTCTGGTGGCGCCAAGACGTTCGTGATGGGCGTGAACCACAACGACTACAACC
CTCGTGAACACCATGTGGTGTCGAACGCCTCATGCACAACTAATTGCCTCGCCCCACT
CGTGCACGTGTTGGTGAAGGAGGGCTTCGGCATCTCCACTGGCCTCATGACCACTGTT

CACTCGTACACAZS.

Preguntas

1) ¢Cud eslaidentidad del gen a que pertenece la secuencia?

2) ¢Cud es el marco de lectura completo del gen?

3) ¢Cudesson los porcentajes de similitud de la proteina codificada por €l gen con las respectivas secuencias de pro-

teinas de Escherichia coli y de humano?
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Bioenergética
Transporte de cadmio en cloroplasto

El cadmio es un metal pesado no esencial, el cua es tox-
ico paralamayoriade los organismos. Euglena gracilis es
un protista fotosintético con una el evada capacidad de tol-
erancia y acumulaciéon de cadmio, y la mayor parte del
metal es acumulado en el cloroplasto. Para determinar la
cinética de captacion, y el mecanismo por €l cua el cad-
mio es acumulado en el cloroplasto, se obtuvieron las
velocidades iniciales de captacion de cadmio en cloro-
plastos intactos de Euglena gracilis. Ademas, se evalu6 €l
efecto de la temperatura y de diferentes inhibidores
(CCCP, desacoplantey DCMU, inhibidor del Fotosistema
I1) sobre la velocidad de captacion, para determinar a que

Tabla 1 Velocidades iniciales de transporte de cad-
mio en cloroplastos intactos de Euglena gracilis a
diferentes temperaturas.

David Mendoza Cézatl y Rafael Moreno Sanchez
Correo E: davidmendozac@netscape.net

Tabla 2 Efecto de inhibidores sobre e transporte de
cadmio en cloroplastos de Euglena gracilis

Cloroplastos control | ( 100 pM CdCl,) + CCCP
(100 UM ) + DCMU (50 uM )
nmol Cd min* mg *
21.4 + 4.6 (8) | 104+3(3) | 19+42(4)

CdCl, (uM ) 25°C 4°C
nmol Cd min*mg=
0 0 0
5 3.61 29
7.5 4.43 n.d.
10 6.62 412
15 7.73 n.d.
20 8.8 5.21
50 15.69 6.86
75 19.59 8.1
100 24.72 10.3
150 29.74 131
200 36.88 16.41

n.d. no determinada

promedio + DE (n)
tipo de energia esta acoplado €l transporte.

1.- Determinar los parametros cinéticos (Kmy Vm) de €l
0 los componentesinvol ucrados en el transporte de cadmio.

2.- ¢A quetipo de energia esta acoplado €l transporte?

3.- Si la concentracion maxima de cadmio libre en €l
citosol es de 10 uM y la de € cloroplasto es 5 UM, y
durante la fotofosforilacion se establece una diferencia de
potencial eléctrico transmembrana (AW) entre €l citosol y
el estroma de —100 mV (interior negativo), calcule €
cambio de energia libre (AG.,) para el transporte de cad-
mio del citosol a cloroplasto a 25 °C. ¢Es termodinami-
camente favorable este proceso?
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METABOLISMO DE AMINOACIDOS
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Interviene en la transferencia entre aminoacidos de
grupos monocarbonados con estado de oxidacion

HORIZONTALES 12

10

Metabolito que proviene de la reaccion de citrulina
y aspartato en ellainterviene ATP.

Proceso de pérdida de CO,, en ocasiones depende de
fosfato de piridoxal.

Producto de excrecion final del NH,- en vertebrados
terrestres.

Procede de la piridoxinay es e grupo prostético de
todas | as transaminasas.

15

17

intermedia, en su composicion intervienen: pteridi-
na, p-aminobenzoato y glutamato.

Accion aostéricadel GTPy ATP sobre la glutama-
to deshidrogenasa, aunado a que GDP y ADP son
activadores al ostéricos.

Reaccion oxidativa que catalizada por la glutamato
deshidrogenasa y con NAD- o NADP: libera del
glutamato a ion amonio.
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20

22

28

30

31

32

33

35

36

37

38

39

40

Hormona liberada por |a presencia de aminoéacidos
en e duodeno y que a su vez estimula la secrecion
de enzimas pancredticas.

Enzima proteolitica que en €l intestino delgado con-
vierte al tripsinégeno en su forma activa.
Metabolito del ciclo de los &cidos tricarboxilicos,
aqui se incorporan la asparaginay €l aspartato para
Su posterior oxidacion.

Moléculaformadaa partir de glicina, argininay me-
tionina, si se fosforila constituye un importante re-
servorio de energia en e musculo.

Asi se designan alos animales acuéticos que excre-
tan el nitrégeno en forma de amoniaco.

Hormona que se produce en las céulas neuronales
y suprarrenales a partir de tirosina.

Producto de descarboxilacion de la histidina, es un
vasodilatador en los tejidos animales, la sobrepro-
duccién forma parte de la respuesta alérgica.
Mecanismo por €l cual tanto los aminoéacidos de la
dieta como los provenientes de la degradacion de
las proteinas generan energia.

Enzimade las células exocrinas del pancreas, es se-
cretada como zimégeno, hidroliza uniones peptidi-
cas donde € carboxilo proviene de argininay lisina.
Aminoécido que no forma parte de | as proteinas, se
genera por la accion de laarginasaen € citosol de
los hepatocitos.

Aminoécido que es un derivado ciclico de otro ami-
no&cido, en su sintesisintervienen entre otras enzimas
laglutamato cinasay la glutamato deshidrogenasa.
Enfermedad genética en donde hay un proceso de-
fectuoso de latirosinasa, se expresapor faltade pig-
mentacién en cabello y piel.

Producto terminal de la serina que mediante la des-
hidratasa especifica pierde primero y gana después
una molécula de agua.

VERTICALES

Enzimas que catalizan la transferencia de un grupo
o-amino de un aminoé&cido a un a-cetoécido.

Asi se designan a los aminoéacidos que a degradar-
Se se convierten en piruvato, afa cetoglutarato, suc-
cinil coenzimaA, fumarato y oxal acetato.
Mecanismo por e cual un aminoacido y un cetoaci-
do intercambian los grupos funcionales amino y ceto.

11
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Clase quimicaalaque pertenecen |os neurotransmi-
sores. noradrenalina, adrenalina 'y dopamina; estan
relacionadas con cambios en la presion sanguinea.
Llamados asi alamayoriadelos vertebrados terrestres
cuya forma de excretar € NH,- es como &cido Urico.
Nombre del tercer aminoacido que junto con argini-
nay ornitina, Krebsy Henseleit encontraron que es-
timulaba la formacién de urea.

Enzimas secretadas por el intestino delgado, su fun-
cion es hidrolizar residuos amino terminal es de pép-
tidos cortos.

Acido mediante el cual se excretael NH,- en avesy
reptiles terrestres.

Padecimiento debido a un defecto genético en laenzi-
maquellevaacabo unahidroxilaciony conello seim-
pide latransformacion de lafenilaaninaen tirosina
Se designan asi a los aminoécidos que para su de-
gradacion se convierten primero en acetil coenzima
A 0 en acetoacetil coenzimaA.

Enzima proteolitica que secretada como su precur-
sor se transforma en activa por la accion de la trip-
sina, hidroliza uniones peptidicas donde el carboni-
lo proviene de fenilalanina, tirosinay triptofano.
Zimoégeno secretado por las células principales del
estomago, se convierte en enzima proteolitica acti-
va ante la pérdida de 42 residuos de aminoéacidos.
Sesintetizaapartir de NH, y de a-cetoglutarato por
la accion de la glutamato deshidrogenasa.
Aminoacidos que son indispensables para los hu-
manos y que deben ingerirse en la dieta.

Siglas de y-aminobutirato, es un neurotransmisor, su
deficiencia se le ha relacionado con la epilepsia.

Es la forma en la que se transporta el amoniaco;
producida por la reaccion de este compuesto toxico
con el glutamato y es una molécula neutra que pue-
de pasar através de las membranas.

Aminoacido indispensable, como S-adenosil deri-
vado es |a fuente principal de grupos metilo en €l
organismo.

Tripéptido formado por glicina, glutamato y cistei-
na; tiene accion redox, ayuda a eliminar a peréxidos
toxicos.

Vitamina B, de la cual procede € grupo prostético
de todas | as transaminasas.

Coenzima que participa en el catabolismo de los
amino&acidos a intervenir en la transferencia de la
forma més oxidada del carbono (CO,).
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En cualquier procesador de palabras introducir la secuen-
cia de nucledtidos para su facil manipulacion.

1)

Labase de datosdel National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI) (http://www.nchi.nlm.nih-
.gov) tiene la herramienta BLAST® (Basic Loca
Alignment Search Tool) que es una serie de progra-
mas que busca similitudes en todas las bases de da-
tos de secuencias disponibles, independientemente
si lo que se compara es DNA o proteina. Existen €l
“nucleotide BLAST”, “protein BLAST” o “tranda
ted BLAST”. Este Ultimo programa permite la com-
paracion de una secuencia de nuclettidos traducida
a secuencia de aminoacidos en los seis marcos de
lectura posibles (esto es, los marcos de |lectura que se

derivan de la secuenciadirectay la secuencia antipa-
ralela), los cuales son comparados con e banco de
secuencias de proteinas.

La secuencia de nucledtidos problema, al ser com-
parada utilizando las opciones “nucleotide” o
“translated” BLAST (Fig. 1), indicaque el marco de
lectura +1 (esto es, el marco de lectura que inicia
con el primer nucledtido de la secuenciadirecta) tie-
ne 100% de identidad con la gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasa glicosomal (QGAPDH) de T.
brucel, el cua es un gen que ya ha sido reportado.
Para efectos ilustrativos, supongamos que la se-
cuencia del gen no ha sido reportada en un articulo
cientifico.

(1)gi|4105581|gb|AAD02471.1|

gambiense] (2)Length = 194

glycosomal glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Trypanosoma brucei

(3)Score = 207 hits (528),(4) Expect = 2e-53 (5)ldentities = 100/100 (100%),
(6)Positives = 100/100 (100%) (7)Frame = +1

Query: 1 PWGKLGVEYVIESTGLFTVKSAAEGHLRGGARKVVISAPASGGAKTFVMGVNHNDYNPRE 180
PWGKLGVEYVIESTGLFTVKSAAEGHLRGGARKVVISAPASGGAKTFVMGVNHNDY NPRE

Shjct: 67 PWGKLGVEYVIESTGLFTVKSAAEGHLRGGARKVVISAPASGGAKTFVMGVNHNDYNPRE 126

Query: 181 HHVVSNASCTTNCLAPLVHVLVKEGFGISTGLMTTVHSYT 300

HHVVSNASCTTNCLAPLVHVLVKEGFGISTGLMTTVHSYT
Shjct: 127 HHVVSNASCTTNCLAPLVHVLVKEGFGISTGLMTTVHSYT 166

Figura 1. Alineamiento tipo “ trandated BLAST" de la secuencia problema con €l banco de datos del NCBI. “ Query” indica la secuencia problema
que se esta comparando y “ Shjct” indica la secuencia con la que tiene similitud. La secuencia entre ambas es la secuencia “ consenso” para ese ali-
neamiento. Los nimeros al inicio y al término de cada secuencia corresponden a la numeracion de las secuencias comparadas. (1) indica e identifi-
cador con € que se puede tener acceso a la informacion de la secuencia“ Shjct” ; 2) indicala longitud total de la secuencia subject; (3) indica el pun-
taje obtenido para ese alineamiento: mientras mas alto e puntaje, mgior esel alineamiento; (4) este valor indica el ruido de fondo que existe para es-
te alineamiento. Mientras més cercano a“ 0" indica que hay menor probabilidad de encontrar similitud entre las dos secuencias debido puramente al
azar; (5) indica e nimero de amino&cidos idénticos entre las dos secuencias (6)este valor es similar al anterior pero también considera las sustitu-
ciones conservadas, por 1o que es mayor que € valor indicado en (5); (7) indica e marco de lectura en e que se encontré la secuencia “ Query” .

2)

Una vez identificado que el fragmento pertenece a
laTbgGAPDH (T. brucei GAPDH glicosomal), pa-
ra completar la secuencia de nucledtidos se puede
consultar la base de datos del proyecto de secuen-
ciacion del genomade dicho organismo en The Ins-
titute for Genomic Research (TIGR) http://www.ti-
gr.org/tdb/e2k1/tbal/

En dicha péagina es posible utilizar 1a herramienta
“gene name search” que permite la busgqueda répi-
da de la secuencia de un gen en las anotaciones del

genoma del organismo. Las anotaciones se refieren
alos genesidentificados o posibles genes de | as se-
cuencias obtenidas del genoma mediante el uso de
programas computacionales . Bajo el término de
“glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase” se
obtienen dos anotaciones (43.m00297 vy
43.m00295) que corresponden a las secuencias del
gen de la TbgGAPDH. El gen consta de 1209 nu-
cledtidos, el cual codifica para una proteina de 403
aminoé&cidos con la siguiente secuencia:
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3)

Saavedra E

>43.m00297 | glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

MSVALFFSSFLTVPY FPCICLSFCGAEFIRANQTSKRLTTNLNMTIKVGINGFGRIGRMV
FQALCDDGLLGNEIDVVAVVDMNTDARYFAY QMKYDSVHGKFKHSVSTTKSKPSVAKDDT
LVVNGHRILCVKAQRNPADLPWGKLGVEYVIESTGLFTVKSAAEGHLRGGARKVVISAPA
SGGAKTFVMGVNHNDYNPREHHVVSNASCTTNCLAPLVHVLVKEGFGISTGLMTTVHSYT
ATQKTVDGVSVKDWRGGRAAALNIIPSTTGAAKAVGMVIPSTQGKLTGMAFRVPTADV SV
VDLTFIATRDTSIKEIDAALKRASKTYMKNILGYTDEELVSADFISDSRSSIYDSKATLQ
NNLPNERRFFKIVSWYDNEWGY SHRVVDLVRHMAARDRAAKL

Para hacer un alineamiento de la secuencia de proteinas
gue obtuvimos para la TOGAPDH, con la secuencia de
otros organismos, es necesario obtener las secuencias de
la GAPDH de humano y E. coli. Las secuencias se pue-
den obtener utilizando la herramienta Entrez de la base
datosdel NCBI. ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/ )
Por gemplo las secuencias con |os nimeros de acceso:

CAA06501 HumanGAPDH

X 02662 EcoliGAPDH

Corresponden a secuencias completas de los genes res-
pectivos.

Unavez obtenidas |as tres secuencias, €l alineamiento
se puede realizar en diversos servidores publicos.

La herramienta “BLAST” del NCBI del que se hablo
en parrafos anteriores permite € alineamiento de dos
secuencias y proporciona un porcentaje de identidad

entre ambas.

Utilizando este programa y haciendo alineamientos
apareados se obtuvieron los siguientes porcentajes de
identidad:

TbgGAPDH vs GAPDH humano:  54%
TbgGAPDH vs GAPDH E.coli: 52%

Otras herramientas para alineamientos multiples dis-
ponibles en internet son:

Multalin: (http://protein.toulouse.inra.fr/multalin/mul -
talin.html) y el programa

ClustdW ded European Bioinformatics Institute
(http:/Amvww.ebi.ac.uk/clustaw/). Este Gltimo también rea-
lizaun andisis filogenético de las secuencias dineadas.
Utilizando el programa ClustalW se obtuvo € ainea-
miento (Fig. 2).

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

Human
Ecoli
Tbrucel

Human
Ecoli
Tbrucei

Human
Ecoli
Tbrucei

Human
Ecoli
Tbrucei

Human
Ecoli
Tbrucei

MSKRDIVLTNVTVVQLLRQPCPVTRAPPPPEPKAEVEPQPQPEPTPVREEIK PPPPPL PP

—-MSVALFFSSFLAVPY FPCICLSFCGAEFIRAN

HPATPPPKMV SVARELTVGINGFGRIGRLVLRACMEKG———-VKVVAVNDPFIDPEY MV
MTIKVGINGFGRIGRIVFRAAQKRSD IEIVAIND-LLDADYMA
—QTSKRLTTNLNMTIKVGINGFGRIGRMVFQALCDDGLLGNEIDVVAVVDMNTDARY FA

khkkkkhkkkkkkk k% sekke ok * k-

YMFKYDSTHGRY KGSVEFR—————NGQLVVDNHEISVY QCKEPK QIPWRAV GSPY V
YMLKYDSTHGRFDGTVEVK DGHLIVNGKKIR-VTAERDPANLKWDEVGVDVV
YQMKYDSVHGKFKHSVSTTKSKPSVAKDDTLVVNGHRILCVKAQRNPADLPWGKLGVEYV

* kkkk kke ok Cokeke ek ok ek ek ok %

VESTGVYLSIQAASDHISAGAQRVVISAPSPD-APMFVMGVNENDYNPGSMNIVSNASCT
AEATGLFLTDETARKHITAGAKKVVMTGPSKDNTPMFVKGANFDKYAG—QDIVSNASCT
IESTGLFTVKSAAEGHLRGGARKVVISAPASGGAKTFVMGVNHNDY NPREHHVV SNASCT

kek k- ko ke kkeekkes k- s kk ok k- % hkkkkkkk

TNCLAPLAKVIHER-FGIVEGLMTTVHSY TATQKTVDGPSRKAWRDGRGAHONIIPASTG
TNCLAPLAKVINDN-FGIHEGLMTTVHATTATQKTVDGPSHKDWRGGRGASQNIIPSSTG
TNCLAPLVHVLVKEGFGISTGLMTTVHSY TATQKTVDGV SVKDWRGGRAAALNIIPSTTG

*kkkkk*k k- * k% *k kkk Kk k- *khkkkkkk k% * * ** * % * Kk Kk k%%

32

115
42
90

166
93
150

225
151
210

284
210
270



REB 22 (2): 89-91

Human
Ecoli
Tbrucei

Human
Ecoli
Tbrucei

Human
Ecoli
Tbrucel

AAKAVTKVIPELKGKLTGMAFRVPTPDVSVVDLTCRLAQPAPY SAIKEAVKAAAKGPMAG
AAKAVGKVLPELNGKLTGMAFRVPTPNVSVVDLTVRLEKAATYEQIKAAVKAAAEGEMKG
AAKAVGMVIPSTQGKLTGMAFRVPTADVSVV DLTFIATRDTSI KEIDAALKRASKTYMKN

*kkk*k * - * ************ ******* * * - * * - *

ILAYTEDEVVSTDFLGDTHSSIFDAKAGIALN————DNFVKLISWYDNEYGY SHRVVDLL
VLGYTEDDVVSTDFNGEVCTSVFDAKAGIALN——DNFVKLVSWYDNETGY SNKVLDLI
I LGYTDEELVSADFI SDSRSSIYDSKATLQNNLPN ERRFFKIVSWYDNEWGY SHRVVDLV

* ** ** ** . * * ** . * * ****** *** * **

RYMFSRDK—— 408
AHISK - 331
RHMAARDRAAKL 402

91

344
270
330

400
326
390

Fig. 2 Alineamiento de las GAPDH de T. brucei, humano (No. Acceso CAA06501) y E. coli (X02662). (*) indica identidad en las tres secuencias;
(:) reemplazamiento conservado; (.) reemplazamiento semiconservado.

CONCLUSIONES

El creciente nimero de proyectos de secuenciacion de los
genomas de muy diversos organismos ha hecho necesario
el surgimiento de programas computacionales 'y servido-
res publicos que permiten la comparacion de secuencias

de DNA o proteina. Las secuencias depositadas en los
bancos de datos son informacion (il y facilmente dispo-
nible que pueden ayudar en el avance del nuestro trabajo
cientifico. Este problema bioquimico pretende servir co-
Mo una pauta para la utilizacién de dicha informacion.



92

Mendoza Cézattl D y Moreno Sanchez R

RESPUESTA AL ProOBLEMA Bioquimico 1l

Al graficar la velocidad de transporte contra la concen-
tracion de cadmio se obtienen a ambas temperaturas,
curvas que no se ajustan a una hipérbola (cinética de
Michaelis-Menten) (Fig. 1). La gréfica de dobles
reciprocos muestra curvas convexas (Fig. 2). Estos
resultados pueden interpretarse de dos maneras: (1) dos
componentes estan actuando simultaneamente en el
transporte o bien, (2) una sola enzima presenta cooper-
atividad negativa (una curva céncava se interpretaria
como cooperatividad positiva). La gréfica de velocidad
contra sustrato a 4 °C define con mayor claridad dos
componentes, de los cuales uno es completamente line-
al sugiriendo que parte del transporte se lleva acabo por
difusion simple. La curva de saturacién presente a bajas
concentraciones de cadmio, y claramente visible a
25°C, sugiere que la parte restante del transporte es
mediado por una proteina.

40

B 25°C

o 4°C

nmolCd min-! mg-!
N w
@ ?

—
?

T T T
100 150 200

CdCly (uM)

0 50
Figural

LaVm del componente saturable (18.8 nmoles Cd min
1 mg* a 25 °C), obtenida de la zona lineal en los dobles
reciprocos a bajas concentraciones de Cd, sera una Vm
aparente (Vm,,)) pues se encuentra modificada por el
componente lineal. Sin embargo, esta Vm,,, nos indica
que por arriba de esta velocidad, € transporte es Unica-
mente debido al componente lineal (difusion). De hecho,
una regresion lineal con los datos de la Fig. 1 a 75, 100,
150 y 200 pM de CdCl, tiene un coeficiente de cor-
relacion de 0.995 (recuadro de lafigura 3), y e valor de
la pendiente (0.140) nosindica cuanto aumentalaveloci-
dad de difusion por unidad de tiempo por cada pmol de
Cd afiadido L™

o
€ B 25°C
- 0354 o 4°C e}
£ 8
E 030 -
3 0251 o . Ty
S 0.20- o
= ]
£ o015 o PO
~— 10 !,'. f
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005:; Vm,,,=18.8 nmolCd min " mg
T T —~—0:00 T T T T T T T T
010 -005 0P0 005 010 015 0.20
-0.05
-0.10- 1/ CdCl,

Figura 2

Conociendo la velocidad de difusion, y debido a que
esta depende Unicamente de la concentracion de Cd afia
dido, lavelocidad de transporte del componente saturable
puede obtenerse resténdole a la velocidad total 1a veloci-
dad de difusion. Esta se obtiene a multiplicar la pendi-
ente del componente lineal (0.140 nmol Cd min* mg*
pMM) por la concentracion a la cua se ensayo e trans-
porte (Fig. 3). Delos dables reciprocos de las vel ocidades
corregidas (Fig. 4) podemos obtener los valores reales de
las constantes cinéticas para el componente saturable
(Vm =11 nmol Cd min *mg *y Km = 14.28 uM).

nmoles Cd min- m9'1
nmoles Cd min”' mg™!

N
1=}
1 1

15
40 60 80 100 120 140 160 180 200
CdCl,(uM)

100 150 200

CdCl,(uM)

0 50

Figura3
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Los valores obtenidos por regresion no lineal, usando
el programa Microcal Origin 5.0, a gjustar las veloci-
dades iniciales de la Fig. 1 usando la ecuacion v =
(Vm*S/Km+ S) + (m*S), concuerdan con los valores
obtenidos por regresion lineal.

Por otro lado, que el transporte de Cd no haya sido
afectado por un desacoplante (CCCP) o uninhibidor dela
fotosintesis (DCMU), indica que el transporte no esta
asociado a un potencial electroquimico de protonesy que
no depende de la actividad de |os fotosistemas. Debido a
gue una proteina esta involucrada, estos resultados sug-

Km=1428 M 010;
0.0M=-1/Km {

Vm=11 nmol Cd min -1 mg -1
1/Vm= 009086

i ¥
030” 005 000 005 010 015 020

-0.05-
010 1!‘CdCI2

Figura4
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ieren que parte del cadmio entra a cloroplasto por
difusion facilitada.

Finalmente, usando la ecuacion AG., = RTIN ([Cd] o/
[Cdlsyea) + Zcg FAW , donde R = 1.98 cal mol* K*, T =
298.15 (25°C), Z, = 2 (carga.ddl ion), F = 23 080 cal mol*
V1 (Cte. de Faraday) y AW = - 0.1 V (potencia de mem-
brana) tenemos que:

AG, = 1.987 x 298.15 In (5 x 10° M/ 10 x 10° M) +
[2 x (23 080) X (-0.1)]

durante la fotofosforilacion, el potencial electro-
quimico del cadmio es AG., = - 5.02 kcal mol*, por lo
que el transporte de cadmio es termodinamicamente
favorable.
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VocABULARIO INGLES-ESPANOL DE BioquimicA Y Bi1oLoGiA MOLECULAR
(1.2 entrega)

VERONICA SALADRIGAS™ Y GONZALO CLAROS™*

Articulo reproducido con autorizacién de Panace@ , Boletin de Medicinay Traduccién 2002; 3 (9-10) 13-28.
http://www.medtr ad.or g/Panacea/PanaceaPDF</Diciembre2002.htm

J'gplice site: sitio de empalme 3, sitio de ayuste 3'.
- SPLICE SITE.

JUTR: 3 UTR.
- TRAILER SEQUENCE.

5'gplice site: sitio de empalme 5, sitio de ayuste 5'.
- SPLICE SITE.

S'UTR: 5’UTR.
- LEADER SEQUENCE.

acceptor site: sitio aceptor.
- SPLICE SITE.

acceptor splice site: sitio aceptor.
- SPLICE SITE.

allele: delo.

Cada una de las posibles formas en las que existe un gen
a consecuencia de una 0 mas mutaciones.

Observacion: la palabra allele se haformado porapdcope
y cambio de lavocal «o» por «e» a partir delavoz allelo-
morph, que William Bateson habia acufiado a comienzos
del siglo XX (y que significa literalmente «forma alterna
tiva»). Los aelos (o genes alélicos) estan situados en LO-
Cl idénticos en cromosomas homologos. Véase HOMO-
LOGOUS CHROMOSOME y LOCUS.

allelomorph: alelomorfo.
- ALLELE.

alternative splicing: corte y empame alternativo, ayuste
aternativo.

Proceso de obtencion de ARNm distintos a partir de un
mismo transcrito primario por alternanciade las posibilidea-
des de corte y empame (ayuste) intronico. De resultas de
este proceso, cada uno de los ARNmM obtenidos contiene
distintos exones del gen apartir del cua ha sido transcrito.
Véase EXON y SPLICING.

anticoding strand: cadena no codificante.
— NONCODING STRAND.

anticodon: anticodon.

Triplete de nucledtidos de un ARNt que se aparea con un
codon especifico del ARNm por complementariedad de
bases a través de puentes de hidrégeno. El apareamiento
es antiparalelo, de modo que el extremo 5’ de una secuen-
ciacoincide con € extremo 3' de la otra, por gjemplo:
5-ACG-3' (coddn)

3'-UGC-5’ (anticoddn).

No obstante, para mantener la convencién de escritura de
las secuencias de nucledtidos en la direccion de 5" a 3
suele escribirse el anticodén a revés, con una flecha en
direccidén opuesta arriba:

antisense RNA: ARN antisentido, ARN complementario.
1 Moléculade ARN complementaria de una molécula de
ARN transcrito, que a formar hibridos con esta dltima
estorba el desempefio de su funcion; por giemplo, si €
ARN transcrito es un ARNm, puede llegar a impedir su
traduccion en proteina. En este Ultimo caso, también pue-
de traducirse por «ARN antimensajero».

2 Molécula de ARN sintetizada in vitro que servira de
sonda en experimentos de hibridacion molecular.
Observacién: estos ARN pueden ser sintéticos o natura-
les. Cuando son sintéticos se suelen llamar micRNA, por
messenger-RNA-interfering complementary RNA 0 mes-
senger interfering complementary RNA, y suelen ser
complementarios del extremo 5 de un ARNm. Los hatu-
rales desempefian, por lo general, una funcion reguladora
al disminuir la expresion del ARNm correspondiente.

antisense strand: cadena no codificante.
—. NONCODING STRAND.

antitemplate strand: cadena codificante.
— CODING STRAND.

aRNA: ARNa.

- ANTISENSE RNA.

* Doctora en Biologia Molecular. Servicio de Traduccion. Laboratorios Novartis PharmaAG. Basilea (Suiza). Direccion para correspondencia:

maria.saladrigas-isenring@pharma.novartis.com.
** Doctor en Ciencias. Universidad de Maaga (Esparia).
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branch site: sitio de ramificacion.

Es la region nucleotidica situada a una distancia de 20 a
40 nucledtidos del extremo 3’ de los intrones del grupo 1
o I1l. Presenta la secuencia consenso CURAY, que aporta
laadenina (A) necesaria con laque laguanina (G) del ex-
tremo 5 del intron (recientemente separado de su exon
«izquierdo») establecera el enlace fosfodiéster 5'-2' que
daraal intrén laforma caracteristica de un lazo durante el
corte y empalme. Un segundo corte en el extremo 3' del
intrén libera el 1azo (que luego selinealizay acaba degra
dandose) y posibilita la union de los dos exones. Véase
INTRON, LARIAT y SPLICING SITE.

cap: caperuza, casquete, cofia.

Breve secuencia de nuclettidos afiadidos en el extremo 5’
de un ARNm eucariota mediante enlaces fosfodiéster 5'-
5’ después de la transcripcion. Setrata, por |o general, de
uno a tres guanilatos (GTP). Cada nucledtido afiadido
suele estar metilado en posiciones caracteristicas.

catalytic RNA: ARN catalitico.
- RIBOZYME.

cis-splicing: corte y empalme en cis, ayuste en cis.
Empalme o ayuste de exones de un mismo transcrito pri-
mario. Véase TRANS-SPLICING.

cistron: cistrén.

1 Segmento de material genético (ADN o ARN) que co-
difica un polipéptido y dentro del cual los pares de muta-
ciones en configuracién trans originan una deficiencia o
anomalia estructural en la correspondiente proteina o en-
zima (véase figura 1).

2 Minima unidad de ADN o de ARN capaz de codificar
un producto génico funcional. En losARNmM coincide con
un marco de lectura abierto u ORF (open reading frame).
Es sinbnimo de «gen» en su tercera acepcion. Véase GE-
NE y OPEN READING FRAME.

Observacion: lapalabra cistron fue acufiada por Seymour
Benzer en 1957 cuando realizaba ensayos genéticos con
mutantes. En un ensayo cis-trans (cis-trans test), cuando
dos mutaciones de un gen estén en cis, el fenotipo es sil-
vestre, mientras que cuando estan en trans el fenotipo es
mutante. De este andlisis cis-trans procede la voz cistron.
Hoy en diael nombre ha caido en desuso debido aquelos
andlisis genéticos se realizan por secuenciacion y no por
mutacion. Notese que cuando una proteina esté constitui-
da por un solo polipéptido (con independencia de que és-
te se repita), el concepto «un gen, una enzima» coincide
con el de «un cistrén, un polipéptido».

coding region: secuencia codificante.
— CODING SEQUENCE.

coding sequence: secuencia codificante.

1 En una molécula de ADN, cualquiera de los exones de
un gen. Véase EXON.

2 En una molécula de ARN mensgjero (ARNmM), es la
porcion de la secuencia de nucledtidos que se traduce en

polipéptido.

UN CISTRON DOS CISTRONES
CcIs
Activo . .
I I Activo Activo
I X X | L L I
e I__x I__x ||
a b
a b
FENOTIPO SILVESTRE FENOTIPO SILVESTRE
TRANS
a .
I X I I a Activo
—_— _X
b Activo b
FENOTIPO MUTADO FENOTIPO SILVESTRE
Figural

coding strand: cadena codificante, hebra codificante.
Cadena de &cido nucleico bicatenario (ADNbc, ARNbc)
cuya secuenciade bases esidénticaaladel ARN transcri-
to (con la diferencia de que, en el &cido desoxirribonu-
cleico, las timinas reemplazan alos uracilos). Es la cade-
na complementaria de la que sirve de plantilla para la
transcripcion del ARN.

Observacién: la JCBN (Joint Commission on Biochemi-
cal Nomenclature) y laNC-1UB (Nomenclature Commis-
sion of the International Union of Biochemistry and Mo-
lecular Biology) prefieren esta designacién (coding
strand ) a cualquiera de las otras denominaciones posi-
bles (sense strand, antitemplate strand, nontranscribing
strand, codogenic strand y plus strand). Sin embargo, no
faltan quienes consideran que la verdadera hebra codifi-
cante debe ser aquella a partir de la cual se transcribe el
ARN.

codogenic strand: cadena codificante.
— CODING STRAND.

codon: codon.

Secuencia de tres nucledtidos consecutivos en una molé-
cula de ARNm. Codifica un aminoéacido especifico o las
sefiales de iniciacion o de terminacion de lalectura de un
mensaje. Véase START CODON y STOP CODON.
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Observacion: e DRAE recoge esta voz como palabra
agudayy, por lo tanto, debe llevar acento prosodico (y or-
togréfico) en la Ultima «o» (codén). Se usa asimismo, de
forma mas laxa, para nombrar los tripletes de bases de
una cadena codificante o no codificante de un é&cido nu-
cleico genémico.

complementary RNA (cRNA): ARN complementario
(ARNC).

1 Ribosonda. Véase RIBOPROBE.

2 ARN antisentido. Véase ANTISENSE RNA.

complementary sequence: secuencia complementaria
Secuencia de nucledtidos que se aparea con otra a través
de puentes de hidrégeno entre bases complementarias,
tras lo cua ambas adoptan una estructura tridimensional
de doble hélice.

complementary strand: cadena complementaria.
— NONCODING STRAND.

cRNA: ARNc.
-~ COMPLEMENTARY RNA.

deoxyribonucleic acid (DNA): &cido desoxirribonucleico
(ADN).

Polimero de desoxirribonuclettidos unidos por enlaces
5'-3' fosfodiéster. Es uno de los dos acidos nucleicos na-
turales conocidos y la molécula que almacenalainforma-
cion genética por excelencia en |os seres vivos.
Observacion: la estructura tridimensional del ADN es la
de dos largas hebras 0 cadenas que adoptan en conjunto
el aspecto de una doble hélice antiparalela. Existen asi-
mismo ADN monocatenarios, tricatenarios y circulares.
Véase DOUBLE HELIX y RIBONUCLEIC ACID.

DNA: ADN.
- DEOXYRIBONUCLEICACID.

DNA splicing: cortey empalme de ADN, ayuste de ADN.
- SPLICING.

donor site: sitio donador.
— SPLICING SITE.

donor splice site: sitio donador.
— SPLICING SITE.

double helix: doble hélice.
Estructura tridimensional que adoptan las dos hebras del
modelo de ADN propuesto por James Dewey Watson y

97

Francis Harry Compton Crick en 1953 (por €l que obtu-
vieron el Premio Nobel en 1962, junto con Maurice Hugh
Frederick Wilkins). Es précticamente idénticaala estruc-
tura del ADN-B: los desoxirribonuclettidos de una hebra
se concatenan mediante la unién del hidroxilo 3' de una
desoxirribosa con € hidroxilo 5 de la desoxirribosa ad-
yacente por un enlace fosfodiéster. Cada desoxirribonu-
cledtido esta formado a su vez por una base nitrogenada,
gue es la parte variable del ADN (adenina, citosina, timi-
na o guanina), un azlcar (la desoxirribosa) y un grupo
fosfato. Las dos hebras se mantienen unidas por puentes
de hidrégeno entre bases complementarias (adenina-timi-
na, citosina-guanosing). En lasecuenciade basesresidela
informacion genética.

double-stranded: bicatenario, de cadena doble, de hebra
doble.

Adjetivo que calificaaun écido nucleico formado por dos
cadenas de nucledtidos. Véase DOUBLESTRANDED
DNA, DOUBLE-STRANDED RNA y DUPLEX.

double-stranded DNA (dsDNA): ADN bicatenario.
Molécula de ADN en la que dos cadenas de desoxirribo-
nucledtidos con orientacién opuesta (antiparalela) se
unen mediante puentes de hidrégeno entre las bases nitro-
genadas. Véase DNA.

Observacién: la sigla espafiola, ADNbc, apenas se utili-
za

double-stranded RNA (dsRNA): ARN bicatenario.

1 Moléculade ARN en la que dos cadenas de ribonucl eo-
tidos con orientacion opuesta (anti- paralela) se unen me-
diante puentes de hidrégeno entre las bases nitrogenadas.
Constituye el material genético de algunos virus (por
gjemplo, los Rotavirus).

2 Cualquier secuencia de nucledtidos interna en una mo-
Iécula de ARN monocatenario que se pliega sobre si mis-
may forma apareamientos entre bases complementarias.
Observacion: lasigla espafiola, ARNbc, apenas se utiliza.

dsDNA: ADNbc.
- DOUBLE-STRANDED DNA.

dsRNA: ARNbc.
- DOUBLE-STRANDED RNA.

duplex: bicatenario, hibrido.

Adijetivo que se aplicaalos &cidos nucleicos de dos cade-
nas o hebras. Seguin la clase de nucledtidos que compo-
nen estas cadenas (ribonucledtidos, desoxirribonucleoti-
dos) admite distintas traducciones:
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a) duplex RNA-DNA (ADN-ARN hibrido, doble hélice
hibrida) cuando el acido nucleico esta formado por una
hebrade ADN y otra de ARN;

b) duplex DNA (ADN bicatenario) cuando €l acido nu-
cleico estaformado por dos hebras de ADN (véase DOU-
BLE-STRANDED DNA);

c) duplex RNA (ARN bicatenario) cuando el acido nu-
cleico esta formado por dos hebras de ARN (véase DOU-
BLE-STRANDED RNA).

Observacién: los libros de texto también recogen las va-
riantes «doble» y «dUplex». No son incorrectas desde el
punto de vista semantico, pero si mucho menos frecuen-
tes que el adjetivo «bicatenario».

duplex DNA: ADN bicatenario.
- DUPLEX.

duplex RNA: ARN bicatenario.
- DUPLEX.

editing: correccion.
- PROOFREADING.

exon: exon.

1 Secuencia de desoxirribonucledtidos intragénica que se
transcribe y se conserva en la molécula de ARN madura
(ARNmM, ARNr o ARNY).

2 En el transcrito primario, es la secuencia de ribonucl e6-
tidos que no se elimina durante el proceso de empalme o
ayuste, y que, por lo tanto, forma parte del transcrito ma-
duro (ARNmM, ARNr, ARNt). Véase SPLICING.
Observacién: exon es una palabra formada por apécopey
aféresis a partir de la expresion expressed region. Una
unidad de transcripcion comienzay termina en un exon;
los exones inicia y final corresponden a los extremos 5
y 3’ del ARN, respectivamente

extein: exteina.

Secuencia de aminoé&cidos no eliminada de una proteina
precursora recién traducida en la reaccion de transpepti-
dacion que libera las inteinas. Véase INTEIN y SPLI-
CING.

Observacion: las exteinas equivalen conceptualmente a
los exones de |los &cidos nucleicos.

gene: gen.
Desde los albores de la genética clésica hasta la actuali-
dad se ha definido de distintas maneras:

1 En genética clasica (mendeliand), cuando todavia se
desconocian las bases moleculares de la herencia (aproxi-
madamente de 1910 a 1930), erala unidad hereditaria de

un organismo que gobierna el desarrollo de un caracter
y puede existir en formas alternativas. Por entonces, esta
unidad hereditaria o de transmision (cada gameto incluia
unaunidad de cada gen) era considerada asimismo la uni-
dad mas pequeiia e indivisible de recombinacion, muta-
ciony funcion.

2 El descubrimiento del ADN como materia hereditario
(Avery, McLeod y McCarty, 1944) y los experimentos de
Beadley Tatum (1941) y de Horowitz y Srb (1944) lleva-
ron apercibir lafuncion de un genindividual como el res-
ponsable de la sintesis de una Unica enzima. Un gen se
transform@, pues, en e segmento de ADN que codifica
una enzima capaz de desempefiar funciones asociadas
con la expresion fenotipica de ese segmento. Esta defini-
cién se popularizo luego como la hipétesis «un gen, una
enzimam.

3 Pronto se juntaron pruebas de que € gen como unidad
de funcion no eraindivisible, puesto que existian en €l si-
tios de mutaci 6n especificos que podian separarse entre si
por medio de la recombinacion génica (Oliver, 1940 y
Lewis, 1944; Benzer, 1955-1959). Benzer propuso enton-
ces una serie de nuevos términos y denoming «cistron»
(cistron) alaunidad de funcion genética, «recon» (recon)
alaunidad indivisible de recombinacién y «muton» (mu-
ton) ala menor unidad de mutacion. Cuando €l grupo de
Yanofsky, entre los afios 1958 y 1964, pudo demostrar
que el cistrén consistia en una porcién de ADN en donde
se hallaba cifrada colinealmente la informacion para sin-
tetizar un Unico polipéptido (1958-1964), surgié un nue-
VO concepto de gen como cistrén, quedando inmortaliza-
do en lahipétesis «un cistrén, un polipéptido» (mas tarde
redefinida como «un gen o cistrén, un ARNm, un poli-
péptido»), que reemplazo a la antigua teoria de «un gen,
una enzima». Véase CISTRON, MUTON y RECON.

4 A partir de 1970, el avance de la biologia molecular y
los numerosos descubrimientos que ocurrieron desde en-
tonces han obligado arevisar la concepcion clésica (acep-
cion 1) y neoclasica (acepciones 2 'y 3) de gen, de modo
que hoy dia por gen se entiende:

a) La secuencia de ADN o de ARN que codifica uno o va-
rios productos capaces de desempefiar una funcién espe-
cifica generalmente fuera de su lugar de sintesis. Estos
productos pueden ser polipéptidos (es el caso de la mayo-
ria de los genes) 0 ARN (ARNt, ARNr). El segmento de
ADN o de ARN que codifica un polipéptido contiene asi-
mismo secuencias reguladoras tales como |os promotores,
silenciadores, o potenciadores; € polipéptido que resulta
delatraduccion de un ARNm puede asu vez escindirse en
varios polipéptidos con funciones distintas; un ARN trans-
crito también puede originar varios productos funcionales
por el fendmeno de corte y empame aternativo (véase
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ALTERNATIVE SPLICING) o0 mediante un mecanismo
de escision (por gemplo, en los ARNr precursores, la es-
cision generalos ARNr grande, pequefio y 5S).

b) En los organismos eucariotas, un gen se puede definir
asimismo como la combinacion de segmentos de ADN que
en conjunto constituyen una unidad de expresion. La ex-
presion lleva a la formacion de uno o mas productos gé-
nicos funcionales, que pueden ser tanto moléculas de ARN
como polipéptidos. Cada gen contiene uno 0 mas segmen-
tos de ADN que regulan su transcripcion y, en consecuen-
cia, su expresion.

Observacion: pese aque lanocion de factor hereditario na
ci6 con Gregor Mendd en 1860, |la palabra «gen» se la de-
bemosal botanico danésWilhelm Ludwig Johannsen (1857-
1927), quien en & primer decenio del siglo XX (1905-1909)
la utilizé por primeravez paradesignar € elemento unitario
responsable de la herencia de un carécter individual en un
organismo —que Hugo de Vries habia denominado «pange-
ne» y € propio Mendd habia llamado «Merkmal» (factor,
rasgo, carécter unitario)—, con estas paabras. «Das Wort
Genist vallig frei von jeder Hypothese; es driickt nur die si-
chergestellte Tatsache aus, dass viele Eigenschaften des Or-
ganismus durch besondere, trennbare und somit selbstandi-
ge'Zustande', ‘ Grundlagen’, * Anlagen’—kurz, was wir eben
Gene nennen wollen— bedingt sind.» (La paabra ‘gen’ no
implica ningun tipo de hipétesis; expresa Gnicamente € he-
cho comprobado de que muchas propiedades del organismo
vienen determinadas por ‘condiciones’, ‘bases o ‘disposi-
ciones especiaes, separablesy, por lo tanto, independientes;
es decir, lo que pretendemos llamar ‘genes)).

gene probe: sonda génica.
- PROBE.

gene splicing: corte y empame de genes, ayuste de ge-
nes.
- SPLICING.

gRNA: ARNg.

— GUIDE RNA.

GT-AG rule: regla GT-AG.

Se refiere a la conservacion del dinucledtido GT & co-
mienzo de un intrén (extremo 5') y del dinucledtido AG
al final del intrén (extremo 3'). Esta regla se cumple en
los intrones de los grupos 11 y 111 (nucleares).

guide RNA (gRNA): ARN guia (ARNQ).

Pequefios ARN que, por complementariedad de bases,
determinan €l sitio exacto en € que se produciralariboe-
dicion. Véase RNA EDITING.
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heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP): ri-
bonucleoproteina nuclear heterogénea (RNPnh).
Complejo ribonucleoproteico que resulta de la asociacion
del ARNnh con unos 20 tipos de proteinas en distinta pro-
porcion. Su estructura y funcion exactas alin no se cono-
cen, pero en las purificaciones in vitro se asemegjaa un co-
Ilar formado por cuentas de unos 20 nm de diametro, sepa-
radas entre si por pequefias regiones de ARNnh desnudo.

heterogeneous nuclear RNA (hnRNA): ARN nuclear
heterogéneo (ARNnNh).

Mezclade moléculas de ARN delongitud variada—de alli
el nombre de «heterogéneo»—, fruto de la transcripcion
del ADN por laARN-polimerasall enlas células eucario-
tas. Es el transcrito primario o precursor de un ARN men-
sgjero eucariota (preARNmM), pero puede incluir asimis-
mo otros transcritos que no llegan a transformarse en un
ARN mensgero (ARNm). Se localiza en el nucleo aso-
ciado a proteinas (y forma las denominadas ribonucleo-
proteinas nucleares heterogéneas 0 RNPnh) y su vida me-
dia es muy breve, ya que sufre rdpidamente una serie de
modificaciones covalentes que lo convierten en un
ARNmM antes de salir a citoplasma.

heterozygote: heterocigoto.
Individuo u organismo con aelos distintos en un locus
dado. Véase LOCUSy ALLELE.

hnRNA: ARNnNh.
- HETEROGENEOUS NUCLEAR RNA.

hnRNP: RNPnh.
- HETEROGENEOUS NUCLEAR RIBONUCLEO-
PROTEIN.

homologous chromosome: cromosoma homélogo.

Cada uno de los miembros de un par de cromosomas que
se gparea durante lameiosis; uno de |os cromosomas pro-
viene de la madre y €l otro del padre. Los cromosomas
homaologos contienen la misma secuencialineal de genes
y tienen el mismo tamafo y morfologia. Se tifien asimis-
mo de la misma manera, de modo que en ambos se obser-
van idénticas bandas caracteristicas.

homozygote: homocigoto.
Individuo u organismo con aelos idénticos en un locus
dado. Véase ALLELE y LOCUS.

hybridization probe: sonda de hibridacion.
- PROBE.



100

initiation codon: coddn de iniciacion.
- START CODON.

intein: inteina.

Secuencia interna de aminoécidos que se elimina de una
proteina precursora recién traducida por medio de una
reaccion de transpeptidacion. Véase SPLICING vy
TRANSPEPTIDATION.

Observacion: este nombre deriva por apocope y aféresis
de la expresion intervening protein sequence y equivale
conceptualmente a los intrones de los &cidos nucleicos.

intervening sequence: secuencia intercalada, secuencia
interpuesta.
— INTRON.

intron: intron.

1 Secuencia intragénica de desoxirribonucledtidos que se
transcribe pero no se conserva en la molécula de ARN
madura (ARNmM, ARNr o ARNY).

2 En d transcrito primario, es la secuencia de ribonucled-
tidos que se elimina durante el proceso de cortey empalme
(ayuste), y que, por lo tanto, no forma parte del transcrito
maduro (ARNmM, ARNr, ARNt). Se distinguen cuatro tipos
seguin su forma de eliminacion durante el proceso de corte
y empalme (ayuste) y la clase de genes en los que se obser-
van. Los intrones de los grupos 1, 11 y 111 se escinden me-
diante reacciones de transesterificacion. Los intrones del
grupo | (presentes en los genes de ARNr de algunos orga-
nismos eucariotas inferiores —como, por gjemplo, Tetrahy-
mena ther mophila—, en los genes mitocondriales de hongos

y en ciertos fagos) se caracterizan por carecer de secuen-
cias consenso en |os sitios de empa me, aunque pueden te-
nerlas en su interior, y eliminarse por un proceso autocate-
litico estrechamente relacionado con la estructura secunda-
riay terciaria de la molécula precursora de ARN (en esta
clase de intrones, una guanosina o un nucledétido de guano-
sina libre —guanilato, GMP, GDP o0 GTP- aporta € grupo
OH que produce la primera transesterificacion; véase lafi-
gura 2); losintrones del grupo |l (presentes en genes mito-
condriales de hongos) disponen de sitios de empalme con
secuencias consenso (responden a la regla GT-AT) vy, d
igua quelosdel grupo I, se eliminan mediante un proceso
autocatalitico dependiente de la estructura secundariay ter-
ciariadel ARN (en este caso, unaadeninacede €l grupo 2’ -
OH que produce la primera transesterificacion); los intro-
nes de los genes nucleares o del grupo 111 son idénticos a
losdel grupo Il (responden alaregla GT-AT), pero, adife-
rencia de éstos, necesitan de la presencia del empalmoso-
ma (0 ayustosoma) para escindirse; tanto en e grupo Il co-
mo en el grupo |11 se formauna estructura en lazo caracte-
ristica ( lariat) cuando se empalman los exones; |0s intro-
nes del grupo 1V, presentes en los tRNA eucariotas, son los
Unicos que no se eliminan por medio de una reaccion de
transesterificacion, sino a través de un corte endonucleési-
co con ligamiento ulterior. Véase LARIAT, SPLICEOSO-
MA'y SPLICING.

Observacion: intron es una voz formada por ap6cope y
aféresis a partir de intervening sequence region. En los or-
ganismos eucariotas superiores, lamayoriade los genes se
hallan interrumpidos por intrones de longitud por 1o gene-
ra mayor que la de los exones correspondientes. Puede
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haber intrones en los genes nucleares que codifican protei-
nas, en los genes nucleolares de ARNr o en los genes de
ARNTt. Enlos organismos procariotas, |0s genes suelen ser
continuos, pero se han descubierto intrones en fagosy en
algunos ARNLt bacterianos.(Véase lafigura 2).

lariat: lazo.

Estructuraen formade lazo que se observatraslareaccion
de cortey empame (ayuste) en losintrones del grupo Il 'y
[11. Véase BRANCH SITE, INTRON y SPLICING.
Observacion: los diccionarios de inglés estadounidense
indican gque esta palabra es un americanismo derivado del
espariol «lareata».

leader peptide: péptido lider.
- LEADER SEQUENCE.

leader sequence: secuencialider, secuenciaguia, secuen-
ciadelantera.

1 EnlosARNmM, eslasecuenciade ribonucledtidos que se
extiende desde el extremo 5’ hasta el codon de iniciacion
y que, por tanto, no se traduce.

2 signal sequence (secuencia sefial) o signal peptide
(péptido sefid) o leader peptide (péptido lider): en un po-
lipéptido, es una secuencia de aminoéacidos presente en su
extremo amino que sirve de sefia para:

a) el tradado del polipéptido del citoplasma a espacio
periplasmético (en las células procariotas), o

b) la secrecion del polipéptido, durante su sintesis, hacia
el interior del reticulo endoplasmico (en los organismos
eucariotas). Se elimina de la proteina madura mediante
enzimas especificas.

Observacion: se aconsgja reservar la expresion «secuen-
cialider» (guia, delantera) paralos &cidos nucleicosy «se-
cuencia sefial» para las proteinas. El término también se
aplica, aungue con incorreccién, a cualquier péptido res-
ponsable del emplazamiento de una proteina recientemen-
te sintetizada en los organulos de las células eucariotas;
estos péptidos reciben el nombre de «péptido de transito»
(transit peptide), «secuencia de acceso» (targeting se-
guence) o «presecuencia» (presequence).

left splice site: sitio izquierdo de empalme, sitio izquier-
do de ayuste.
— SPLICING SITE.

loci: loci.
- LOCUS.

locus: locus.
1 Posicion que un gen ocupaen el cromosomao enlamo-
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Iécula de &cido nucleico que funciona como material he-
reditario.

2 Segmento de ADN o0 ARN que coincide con un gen de-
terminado, sin tomar en consideracién su secuencia de
bases (es un concepto principalmente topografico).
Observacion: el plural de «locus» esloci en inglésy en
latin, pero en espafiol es «locus».

messenger interfering complementary RNA

(micRNA): ARN complementario de interferencia con el
mensajero (ARNcim).

— ANTISENSE RNA.

messenger RNA (mMRNA): ARN mensajero (ARNmM).
Molécula de ARN que se traduce en una 0 mas proteinas
en los ribosomas. Véase TEMPLATE STRAND y SPLI-
CING.

micRNA: ARNcim.
- MESSENGER INTERFERING COMPLEMEN-
TARY RNA.

minus strand: cadena negativa.

- NONCODING STRAND.

Observacién: la designacion «cadena positiva» (plus
strand) y «cadena negativa» (minus strand) se debe reser-
var para designar las cadenas codificante y no codifican-
te de los genomeas viricos, respectivamente.

MRNA: ARNm.
- MESSENGER RNA.

mutation: mutacion.

1 gene mutation (mutacion génica):

a) cualquier cambio que modifica la secuencia de bases
de un gen. Este cambio no redunda necesariamente en
una modificacién del producto o de la funcion del pro-
ducto que el gen codifica, como es el caso de las mutacio-
nes génicas silenciosas;

b) La transformacion de un alelo en otro (Al gA 2).

2 cromosome mutation (mutacion cromosomica): modi-
ficacion estructural de uno o varios cromosomas.

3 genome mutation (mutacién gendmica): modificacion
del nimero de cromosomas en el genomade un organismo.
4 mutant (mutante): cualquier organismo portador de una
mutacion.

muton: muton.

Término genético en desuso que designa la unidad gené-
tica mas pequefia que puede mutar. Las técnicas molecu-
lares han demostrado que se trata de un nucledtido.
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noncoding sequence: secuencia no codificante.

1 En una molécula de ADN, cualquiera de los intrones o
secuencias intergénicas. Véase INTRON.

2 En el ARN mensgjero, es la porcion de la secuencia de
nucledtidos que no se ha de traducir en un polipéptido.
Véase UTR, 5UTRy 3 UTR.

non-coding strand: cadena no codificante.
- NONCODING STRAND.

noncoding strand: cadena no codificante, hebra no codi-
ficante.

Una de las dos cadenas de écido nucleico bicatenario
(ADNbc, ARNbc) que sirve de plantilla parala transcrip-
cién del ARN. Es sindnimo estricto de «cadena plantilla»
(template strand) en su tercera acepcion.

Observacion: la JCBN (Joint Commission on Biochemi-
cal Nomenclature) y laNC-1UB (Nomenclature Commis-
sion of the International Union of Biochemistry and Mo-
lecular Biology) prefieren esta designacién (noncoding
strand) a cualquiera de las otras denominaciones posibles
(antisense strand, minus strand, complementary strand,
non-coding strand, template strand, anticoding strand y
transcribing strand). No obstante, no faltan quienes pre-
fieren utilizar el nombre de «cadena plantilla» (template
strand) por considerar que no deja lugar a dudas desde €l
punto de vista conceptual.

nonsense codon: coddn de terminacion, codon de finali-
zacion de lectura, codon de parada.

— STOP CODON.

Observacion: se desaconsgja utilizar la expresion «codén
sin sentido» como sinbnimo de «coddn de terminacion,
puesinduce aerror, yaque los codones de terminacion o pa
rada cumplen la funcién precisa de findizar la traduccion
de proteinas (Iuego, tienen un significado o «sentido»).

nonsense strand: cadena no codificante.
- NONCODING STRAND.

non transcribed spacer: espaciador no transcrito, espa-
ciador intergénico. Secuencia en € genoma que separa
dos unidades de transcripcién y no se transcribe. Suele
designar la secuencia separadora de genes en un agrupa-
miento.

Observacién: este espaciador no se ha de confundir con un
espaciador intrageénico (transcribed spacer) ni con unintrén
(intron). Véase TRANSCRIBED SPACER e INTRON.

nontranscribing strand: cadena codificante.
- CODING STRAND.

nucleic probe: sonda nucleica.
- PROBE.

open reading frame (ORF): marco de lectura abierto.
Marco de lectura compuesto Unicamente de tripletes no
solapados y que codifica un polipéptido. Incluye un co-
dén de iniciacion de la traduccién en € extremo 5’ y un
cododn de finalizacion de la traduccidn en e extremo 3.
Véase READING FRAME.

Observacion: a diferencia de la inglesa ORF, las siglas
espariol as correspondientes apenas se utilizan.

ORF: ORF.
- OPEN READING FRAME.

plus strand: cadena positiva.

— CODING STRAND.

Observacién: la denominacion «cadena positiva» (plus
strand) y «cadena negativa» (minus strand) se debe reser-
var para designar las cadenas codificante y no codifican-
te de los genomeas viricos, respectivamente.

poly(A): poli(A).
Abreviatura de «poliadenilato».

poly(A) tail: colade poli(A).

Serie de adenilatos afiadidos en e extremo 3' de los
ARNmM eucarioticos (excepto los ARNm de las histonas)
y de algunas bacterias. La enzima que cataliza la adicion
se denomina «polinucledtidoadenilil-transferasa» 0 «po-
li(A)-polimerasa.

polyadenilation: poliadenilacion.
Adicion de una secuencia de poliadenilatos en el extremo
3’ de un ARN eucariético que acaba de ser traducido.

polycistronic mMRNA: ARNm policistrénico.

Molécula de ARNm que determina la sintesis de varios
productos génicos debido a que contiene més de un mar-
co de lectura abierto. Es caracteristico de los organismos
procariotas.

pre-mRNA: preARNm.
- PRECURSOR MRNA.

pre-RNA: preARN.

- PRECURSOR RNA.

precursor MRNA (pre-mRNA):
(preARNm).

Molécula de ARN procedente de la transcripcion inme-
diata de un gen y cuyo producto funcional seré una pro-

ARNmM precursor
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teina. Con este nombre se designaaveces el ARN nuclear
heterogéneo (ARNNh) y otras veces, sobre todo en los or-
ganismos eucariotas, cualquiera de las formas interme-
dias de un ARN primario en vias de convertirse en un
ARN mensajero maduro (ARNm). Véase HETEROGE-
NEOUS NUCLEAR RNA.

precursor RNA: ARN precursor.

Molécula de ARN procedente de la transcripcion inme-
diata de un gen y cuyo producto funcional puede ser tan-
to una proteina como un ARN. Véase PRIMARY
TRANSCRIPT.

presequence; presecuencia
- LEADER SEQUENCE.

primary transcript: transcrito primario.

Molécula de ARN procedente de la transcripcion inme-
diata de un gen y cuyo producto funcional puede ser tan-
to una proteina como un ARN. En algunos organismos
procariotas, |0s transcritos primarios son también trans-
critos maduros cuando no experimentan modificaciones
tras su transcripcion (ARNm, ARNr o ARNt). En los or-
ganismos eucariotas, no obstante, todos los transcritos
primarios sufren algun tipo de modificacion, por lo que
nunca son iguales a los transcritos maduros. En este Ulti-
MO caso, |as expresiones «transcrito primario» y «ARN
precursor» son sinbnimas. Véase PRECURSOR RNA.

probe: sonda.

Cuaquier fragmento de ADN o0 ARN que ha sido marca-
do con radiontclidos, fluoréforos u otras moléculas, co-
mo la biotina o la digoxigenina, con objeto de detectar se-
cuencias complementarias en experimentos de hibrida
cioén molecular. Se obtiene por polimerizacion in vitro a
partir de una secuencia complementaria o por purifica-
cion de un fragmento de restricciéon de un acido nucleico
natural o clonado. Salvo indicacion contraria, son frag-
mentos de ADN. Cuando el fragmento es de ARN recibe
el nombre de «ribosonda» (riboprobe).

Observacion: no es lo mismo que ‘grupo indicador’.
Véase REPORTER GROUP.

proofreading: correccion.

1 En lareplicacion del ADN, es la actividad exonucleasa
de 3' a5’ de una polimerasa, que catalizala hidrdlisis de
uno en uno de los nucledtidos no complementarios de la
cadena plantilla

2 En la sintesis de proteinas, es la hidrélisis de un ami-
noacil-adenilato o de un aminoacil-ARNt por parte de la
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aminoacil-ARNt-sintetasa cuando se une un aminoécido
equivocado.

3 Asimismo en la sintesis de proteinas, es la liberacion
del aminoacil-ARNt del sitio * A’ del ribosoma justo antes
de la transposicion de este tltimo sobre e ARNm, cuan-
do el anticodén del ARNt no se ha apareado correctamen-
te con el codon del ARNm.

protein intron: inteina.
— INTEIN.

protein splicing: empalme de proteinas, ayuste de protei-
nas.
— SPLICING.

reading frame: marco de lectura.

Serie ordenada de tripletes de nuclettidos (codones) con-
tiguos y no solapados en el ADN o en el ARN. Dado que
el codigo genético se compone de tripletes no solapados,
en principio existen tres maneras posibles de traducir una
secuencia de nuclettidos en proteina, segiin cudl sea €l
nucledtido de partida. Cada una de €ellas constituye un
marco de lectura. Por gjemplo, en la secuencia:
ACGACGACGACGACGACG

L os tres marcos de lectura posibles son:
ACG-ACG-ACG-ACG-ACG-ACG
A-CGA-CGA-CGA-CGA-CGA-CG
AC-GAC-GAC-GAC-GAC-GAC-G

El marco de lectura compuesto del conjunto de tripletes o
codones correspondientes a los aminoacidos de un poli-
péptido se denomina «marco de lecturaabierto» u ORF (e
incluye el codon deiniciaciény el de terminacion). Véa
se CODON y OPEN READING FRAME.

recon: recon.

Término genético en desuso que designa la unidad gené-
ticaindivisible que puede intercambiarse por recombina-
cion. Las técnicas moleculares han demostrado que se
trata de un par de nucledtidos complementarios. Véase
CISTRON, GENE y MUTON.

reporter group: grupo indicador, radical indicador.
Croméforo, fluoréforo, o grupo o radical quimico (ra-
diactivo o no radiactivo) que, unido a una molécula vehi-
culo (carrier), sirve para investigar la naturaleza fisica o
quimica de otra molécula en €l interior de lacélula
Observacién: no eslo mismo que unasonda.V éase PROBE.

retrotranscriptase: retrotranscriptasa.
- REVERSE TRANSCRIPTASE.
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reverse transcriptase (RT): transcriptasa inversa, retro-
transcriptasa.

Enzima caracteristica (aunque no exclusiva) de los retro-
virus que cataliza la sintesis de una hebra de ADN, dirigi-
dapor un ARN que sirve de plantilla, mediante la adicion
de desoxirribonuclettidos de uno en uno en € extremo 3
de la cadena de ADN naciente. Necesita de un cebador
(primer) de ARN o ADN, y puede asimismo sintetizar
ADN a partir de una plantilla de ADN.

Observacion: su traduccion frecuente por «transcripcion re-
versa» se presta a confusion, puesto que «reverso» no es un
adjetivo, sino un sustantivo que significa la parte opuesta a
frente de unacosa («dl reversoy e anverso de unamoneda»)
o la antitesis de dgo, aunque € DRAE también lo recoge
con € significado de‘ marchaatrés o ‘retroceso’ . No obstan-
te, la idea de transcripcion en direccion opuesta (ADN g
ARN) alatradiciona (ADN g ARN) queda perfectamente
trangmitida por € adjetivo «inverso» (pues se trata literal-
mente de unatraduccion en sentido inverso a habitual) o por
el &afijo «retro-» (hacia atrés). La expresion «en reverso» no
figuraen los diccionarios de espafiol. Por otro lado, segin la
UIPAC, & nombre oficial de esta enzima es RNA-directed
DNA polymerase (ADN-polimerasa dirigida por ARN), pe-
ro ha recibido asmismo otras denominaciones, a saber:
DNA nucleotidyltransferase (RNA-directed); reverse trans-
criptase; revertase; RNA-dependent deoxyribonucleate nu-
cleotidyltransferase; RNA revertase; RNA-dependent DNA
polymerase; RNAinstructed DNA polymerase.

reverse transcription: transcripcion inversa, retrotrans-
cripcion.

Sintesis de una molécula de ADN catalizada por la enzi-
ma retrotranscriptasa a partir de una hebrade ARN. Véa-
se REVERSE TRANSCRIPTASE.

ribonucleic acid (RNA): &cido ribonucleico (ARN).
Polimero de ribonucledtidos unidos por enlaces 5'-3' fos-
fodiéster. Es uno de los dos &cidos nucleicos natural es co-
nocidos, pero a diferencia del &cido desoxirribonucleico
(ADN) y de otras biomoléculas, es la Unica sustancia ca-
paz de desempefiar funciones no sélo codificantes sino
también estructurales, reguladoras y cataliticas.

riboprobe: ribosonda.

Moléculade ARN que sirve de sonda en distintos ensayos
de hibridacion. Se obtiene por transcripcion in vitro de un
ADN clonado.

ribosomal RNA (rRNA): ARN ribosdmico (ARNTF).
Moléculade ARN que confiere soporte estructural y acti-
vidad catalitica a un ribosoma.

ribozyme: ribozima.

Molécula de ARN con actividad catalitica. A diferencia
de las enzimas verdaderas de naturaleza proteica, laribo-
Zima puede quedar alterada unavez que ha desempefiado
su funcion.

Observacién: Sidney Altman describid por vez primera
vez una molécula con estas caracteristicas en 1981 y la
bautiz6 con € nombre de «RNasa P» (RNase P). Un afio
después, Thomas Cech descubria un segundo ARN con
propiedades autocataliticas en €l intrén de 414 nucledti-
dos del ARNr del protozoario ciliado Tetrahymena ther-
mophila. Hoy dia se conocen aproximadamente unas cien
ribozimas. Thomas Cech y Sidney Altman recibieron €l
Premio Nobel de quimica en 1989 por el descubrimiento
de las propiedades biocataliticas del ARN.

right splice site: sitio derecho de empalme, sitio derecho
de ayuste.
— SPLICING SITE.

RNA: ARN.
- RIBONUCLEICACID.

RNA dependent DNA polymerase: ADN-polimerasa de-
pendiente de ARN.
- REVERSE TRANSCRIPTASE.

RNA editing: edicién de ARN, riboedicion.
Modificacion de la secuencia primigenia de nucledtidos
en algunosARN, bien mediante mecanismos deinsercion
0 eliminacion de uridinas, bien por sustitucion de bases,
habitualmente de una C por unaU y de una A por unal,
afin de producir unamoléculade ARN cuya secuenciade
nucledtidos difiere de la codificada genéticamente en el
ADN del que ha sido transcrita. La mayoria de los gjem-
plos de riboedicién se han encontrado en los ARN de las
mitocondrias o de los cloroplastos de al gunos organismos
eucariotas. Lainsercién de uridinas se realiza por media-
cién de un ARN guia. Véase GUIDE RNA.
Observacion: lapalabrainglesaediting no es sinénimade
nuestro sustantivo «edicion» en ninguno de los sentidos
gue recoge el DRAE 2001. Sin embargo, esta «edicion»
puede compararse a la actividad de modificacién que
efectlia cualquier programa informético «editor» de tex-
tos, que con ese nombre ya tiene entrada en e DRAE
2001 (2.2 acepcion informética).

RNA polymerase: ARN-polimerasa, transcriptasa.

Enzima que cataliza la sintesis de una hebra de ARN, di-
rigidapor un ADN que sirve de plantilla, mediante la adi-
¢ion de ribonucl edtidos de uno en uno en el extremo 3’ de
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la cadena de ARN naciente. En |os organismos eucariotas
se distinguen tres categorias de polimerasas en funcion de
su sensibilidad a la alfa-amanitinay la clase de ARN que
sintetizan.

Observacion: & nombre oficia recomendado por laUIPAC
es ARN-polimerasa dirigida por ADN (DNA-directed RNA
polymerase), pero esta enzima ha recibido asimismo otros
nombres, a saber: RNA polymerase; RNA nucleotidyltrans-
ferase (DNAdirected); RNA polymerase I; RNA polymerase
[1; RNA polymerase I11; RNA nucleotidyltransferase (DNA-
directed); C RNA formation factors; deoxyribonucleic acid-
dependent ribonucleic acid polymerase; DNA-dependent ri-
bonucleate nuclectidyltransferase; DNA-dependent RNA
nucleotidyltransferase; DNA-dependent RNA polymerase;
ribonucleate nuclectidyltransferase; ribonucleate polyme-
rase; C ribonucleic acid formation factors; ribonucleic acid
nucleotidyltransferase; ribonucleic acid polymerase; ribo-
nucleic acid transcriptase; ribonucleic polymerase; ribonu-
cleic transcriptase; C RNA formation factors; transcriptase;
RNA transcriptase; RNA nucleotidyltransferase.

RNA probe: sonda de ARN, ribosonda.
- RIBOPROBE.

RNA splicing: cortey empalme de ARN, ayuste de ARN.
- SPLICING.

rRNA: ARNF.
-~ RIBOSOMAL RNA.

scRNA: ARNcp.
- SMALL CYTOPLASMIC RNA.

scRNP: RNPcp.
- SMALL CYTOPLASMIC RIBONUCLEOPROTEIN

SCyrp: scirp.
Voz coloquial derivada del acrénimo inglés scRNP
(small cytoplasmic ribonucleoprotein).

self-splicing: autoempalme, autoayuste.
Empalme o ayuste en el que el propio ARN actla de ca-
talizador y, por consiguiente, no requiere la actividad de
enzimas proteicas. Véase RIBOZYME.

sense strand: cadena codificante.
— CODING STRAND.

signal peptide: péptido sefial.
- LEADER SEQUENCE.
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signal sequence: secuencia sefial.
- LEADER SEQUENCE.

single-stranded DNA (ssDNA): ADN monocatenario
Moléculade ADN formada por una sola hebra de desoxi-
rribonucl edtidos.

Observacién: la sigla espafiola, ADNmc, apenas se utiliza.

single-stranded RNA (ssRNA): ARN monocatenario
Moléculade ARN formada por una sola hebra de ribonu-
cledtidos. La mayoria de los ARN son de hebra Unica.
Observacién: la sigla espafiola, ARNmc, apenas se utiliza.

small cytoplasmic ribonucleoprotein (scCRNP, scyrp): ri-
bonucleoproteina citoplasmética pequefia (RNPcp).

Complejo formado por un ARN citoplasmético pequefio
(ARNCcp) y proteina(s). Selocalizaen € citoplasmade las
célulaseucariotas. Véase SMALL CYTOPLASMIC RNA.

small cytoplasmic RNA (scRNA): ARN citoplasmético
pequefio (ARNCcp).

Cualquier molécula mintscula de ARN (100 a 300 nu-
cledtidos) que forma parte de una ribonucleoproteina cito-
plasmatica pequefia (small cytoplasmic ribonucleopro-
tein). El dnico ARN citoplasmético pequefio identificado
hastalafechaesel ARNnp 7SL. Este ARNcp forma parte
del complejo ribonucleoproteinico SRP que reconoce 1os
péptidos sefiad en € reticulo endoplasmico. Véase LEA-
DER SEQUENCE.

small nuclear ribonucleoprotein (snRNP, snurp): ribo-
nucleoproteina nuclear pequefia (RNPnp).

Complegjo formado por unas 10 proteinas y una pequefia
molécula de ARN (ARNnp) —que es la que da nombre a
conjunto—, presente en los nucleos de las céulas eucariotas.

small nuclear RNA (snRNA): ARN nuclear pequefio
(ARNNp).

Cuaquier molécula pequefia de RNA (de 100 a 300 nu-
cledtidos en |os organismos eucariotas superiores y hasta
1000 nucledtidos en las levaduras) que se localiza en el
nucleo de las células eucariotas. Son indispensables para
los procesos de maduracion del ARN, principa mente pa-
rael empalme o ayuste (splicing) y la poliadenilacion.

small nucleolar RNA (snoRNA): ARN nucleolar peque-
fio (ARNnNop).

Pequefia moléculade ARN (de 100 a 300 nucledtidos) lo-
calizada en el nucléolo de una célula eucariota y cuya
presencia es indispensable para el procesamiento de los
transcritos primarios de los ARNT.
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snoRNA: ARNnop.
- SMALL NUCLEOLAR RNA.

SnRNA: ARNNp.
- SMALL NUCLEAR RNA.

snRNP: RNPnp.
- SMALL NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN.

snurp: snurp.
Voz coloquia derivada del acronimo inglés snRNP (smalll
nuclear ribonucleoprotein).

splice site: sitio de cortey empalme, sitio de empalme, si-
tio de ayuste.

1 Secuencia de nuclettidos situada a cada extremo de un
intron. Determina € punto de empalme, es decir, €l nu-
cledtido exacto en el que se produciré la escision del in-
tron 'y € posterior empalme de exones. Los sitios de em-
palme se desglosan a su vez en dos tipos:

a) 5'-gplice site, donor splice site, donor site, left splice
site (sitio de empalme 5’ sitio de ayuste 5';sitio donador,
sitioizquierdo de empalme 0 ayuste): zonadel extremo 5’
del intrén que contiene la secuencia consenso GU.

b) 3'-splice site, acceptor splice site, acceptor site, right
splice site (sitio de empalme 3, sitio de ayuste 3'; sitio
aceptor, sitio derecho de empalme o ayuste): zona del ex-
tremo 3’ del intron que contiene la secuencia consenso AG.
2 Secuencia de nuclettidos que €l aparato de empalme o
ayuste reconoce a efectos de la maduracion del ARN.
Observacion: segiin la definicion 2, se considera asmis-
mo un sitio de empalme € lugar de ramificacion.Véase
BRANCH SITE, INTRON y LARIAT.

spliceosome: empalmosoma, ayustosoma.

Complgjo ribonucleoproteico responsable de la elimina
cién de los intrones de los transcritos primarios en € ni-
cleo celular. Consta de ribonucleoproteinas nucleares pe-
quefias (RNPnp) o snurps, formadas asu vez por laasocia
cion de seis adiez proteinas con moléculas de ARN peque-
fias (ARNNp) ricas en uridinas (se conocen distintos tipos:
U1,U2, U4, U5, U6, U1l y U12). Ademas de las RNPnp,
pueden formar parte del empalmosomaentre 40y 100 pro-
teinas o factores de empalme diversos. Véase INTRON.
Observacion: a partir del momento en que la traduccion
maés difundida de splicing es «corte y empalme» o0 «em-
palme» a secas (y, méas recientemente, «ayuste»), lo 16gi-
Co es gue este complejo ribonucleoproteico se llame co-
mo se indica y no «espliceosoma», como se observa en
algunos libros de texto.

splicing: corte y empame; escision y empame; empal-
me; ayuste.

1 RNA splicing (corte y empalme de ARN): en las célu-
las eucariotas, es el proceso postranscripcional, autocata-
litico o enzimético de eliminacion de las secuencias no
codificantes o intrones 'y de reunién de las secuencias co-
dificantes o exones del:

a) ARN nuclear heterogéneo (ARNNh) para formar el
ARN mensgjero continuo (ARNm) que se ha de traducir
en proteina;

b) ARN ribosdmico (ARNr);

¢) ARN de transferencia (ARNY).

También se ha descrito €l fendbmeno de empalme o ayus-
te en los ARNt de procariotas y bacteriéfagos.Véase IN-
TRON.

2 protein splicing (empame de proteinas): modificacion
postraduccional de una proteina precursora.

Conlleva dos escisiones proteoliticas concertadas y un li-
gamiento, que redunda en la eliminacion de una secuen-
cia interna de la cadena polipeptidica original (inteina)
para formar una proteina madura. Se cree que es un pro-
ceso autocatalitico.

3 DNA splicing (empalme de ADN) o gene splicing (em-
palme de genes): launion covaente de dos fragmentos de
ADN hicatenario. Desde €l punto se vista enzimético, se
trata de un ligamiento de dos fragmentos de ADN catali-
zado por una ADN-ligasa.

Observacion: latraduccion més popular a espafiol de la ex-
presién RNA splicing es «corte y empame», pese a que la
voz splicing significa literdmente «empame» o «acopla
miento». En este caso, a veces, € verbo to splice se utiliza
con particulas como out 0 in parareferirse aladiminacion o
desempame de intrones (spliced out) o a empame de exo-
nes (spliced in, spliced together) propiamente dichos; € tér-
mino inglés splicing, no obstante, encierra ambos significa
dos, de supresion deintronesy de reunidn de exones, alavez.
Hay registro de su traduccion por «empame» 0 «ayuste» a
secas, entendiéndose por ello & empame de los exones de
ARN. «Ayuste», una voz de origen néutico que significa
«costuray union de dos cabos», yafiguraen ciertoslibros de
biologia molecular como una traduccion posible de splicing.

splicing junction: zona de union, sitio de union.
- SPLICE SITE.

splicing site: sitio de corte y empalme, sitio de empalme,
sitio de ayuste.
- SPLICE SITE.

ssDNA: ADNmc.
— SINGLE-STRANDED DNA.
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ssRNA: ARNmMc.
g SINGLE-STRANDED RNA.

strand: cadena, hebra.

1 Ordenacién lineal de nucledtidos unidos por enlaces
fosfodiéster.

2 Ordenacion lineal de aminoécidos unidos por enlaces
peptidicos.

start codon: codon de iniciacion.

Triplete que marca el inicio de un marco de lectura abier-
toy, por ende, el comienzo del mensaje contenido en el
gen. Casi siempre es «<AUG» (el triplete que codifica la
metionina), pero en los organismos procariotas también
puede ser «GUG».

stop codon: coddn de terminacion, codédn de finalizacion
de lectura, codédn de parada.

Codones reconocidos por un factor de terminacion de la
traduccion debido a que carecen de un anticodén comple-
mentario. Cuando el factor |os reconoce, se interrumpe la
traduccién y se libera €l polipéptido nuevo. En el cédigo
genético universal, son los codones «UAG», «<UGA» y
<UAA».

synonymous codons: codones sinénimos.
Codones que codifican el mismo aminoécido, aunque di-
fieren en su secuencia de nucledtidos.

targeting sequence: secuencia de acceso.
- LEADER SEQUENCE.

template strand: cadena plantilla, cadena molde.

1 Cadena de &cido nucleico que sirve de plantilla parala
sintesis de una cadena de &cido nucleico complementaria.
2 Enlareplicacion de un acido nucleico, es cualquierade
las dos cadenas del &cido nucleico bicatenario (ADNbc,
ARNDC) que, al separarse, sirve de plantilla parala sinte-
sis de una cadena hija complementaria. Ambas cadenas
de un &cido nucleico bicatenario sirven de plantilla para
la sintesis de sendas hebras hijas.

3 En latranscripcion, es sinbnimo de «cadena no codifi-
cante». Véase NONCODING STRAND.

Observacién: aungue laexpresion template strand siempre
se utiliz6 como sinbnimo de «cadena no codificante» (non-
coding strand), los recientes avances y aplicaciones de la
biologia molecular exigen incluir aqui una acepcion mas
amplia que tome en consideracion la copia de ADN o de
ARN a partir de ADN, y la de ARN o ADN a partir de
ARN.
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termination codon: coddn de terminacion, codon de fina-
lizacion de lectura, coddn de parada
— STOP CODON.

to code for: codificar, cifrar, determinar.

Contener una secuencia de nucledtidos lainformacion su-
ficiente parala produccién de una proteina o un acido nu-
cleico funcional.

Observacion: en castellano, e verbo codificar, en su acep-
cion genético-molecular, tiende a conservar e caracter tran-
sitivo; por consiguiente, se deben evitar las traducciones li-
terales del egtilo «codifica para» 0 «codificaa». Lo correc-
to es decir, por gemplo, «el gen X que codificala proteina
Y ». Masdudoso es el uso del verbo cifrar en frasestaesco-
mo «el gen X que cifralaproteina Y », por cuanto «cifrar»
es, segun el diccionario académico: «Transcribir en guaris-
mos, letras o simbolos, de acuerdo con una clave, un men-
sgje cuyo contenido se quiere ocultar» y seglin € nuevo
DUE: «Escribir un mensgje en cifra (clave)». De seguir
cualquiera de estas definiciones, la frase deberia construir-
se de otra forma, por gjemplo: «el mensgje parala fabrica-
cién de una proteina se hala cifrado [oculto, secreto] en la
secuencia de bases de un gen».

trailer sequence: secuencia remolque, secuencia trasera.
En los ARNm, es la secuencia de ribonucledtidos que se
extiende desde el codon de terminacion hasta el extremo
3’y que, por consiguiente, no se traduce.

trans-splicing: transempame, empalme en trans, transa-
yuste, ayuste en trans. Empalme o ayuste de exones de
dos transcritos primarios distintos con la consiguiente
formacion de un ARNm hibrido. Véase CIS-SPLICING.

transcribed spacer: espaciador transcrito, espaciador in-
tragénico, espaciador.

Secuencia interna de una unidad de transcripcion que se
transcribey luego desaparece al madurar el ARN transcri-
to mediante uno o dos cortes endonucleotidicos, sin em-
pame ulterior de los extremos producidos. Son caracte-
risticos de la maduracion de los ARNT.

Observacion: estos espaciadores no son intrones, pues su
eliminacién no trae aparejado un empalme de exones, tal
como ocurre tras la escision intrénica en el fendmeno de
corte y empalme. Tampoco se ha de confundir con un es-
paciador intergénico.Véase NON TRANSCRIBED SPA-
CERy SPLICING.

transcribing strand: cadena no codificante.
— NONCODING STRAND.
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transcript: transcrito.

Moléculade ARN transcritaa partir de una hebracomple-
mentaria de ADN.

Observacion: el DRAE recoge la palabra «transcrito» co-
mo voz grave y ho esdrdjulay, por lo tanto, debe llevar
acento prosbdico (pero no ortografico) en laletrai.

transcription: transcripcion.

Sintesisde ARN apartir de una hebra complementaria de
ADN, catalizada por la ARN-polimerasa. Véase DNA-
DIRECTED RNA POLYMERASE, NONCODING
STRAND y RNA-POLY MERASE.

transcription unit: unidad de transcripcion.

Segmento de ADN que se transcribe en una molécula de
ARN mediante una reaccion enzimatica catalizada por la
ARN-polimerasa.

Observacion: esta expresion se utiliza mucho con refe-
renciaalos organismos procariotas, dado que en estos ca-
sos las unidades de transcripcién pueden contener uno o
maés cistrones (es decir, varios genes). Es menos frecuen-
te en relacion con los organismos eucariotas, habida
cuenta de que los genes eucariéticos son generalmente
monocistronicos (salvo quizaslos genes de losARNF), de
modo que una unidad de transcripcion refleja el ordena-
miento de bases de un Unico gen. Véase CISTRON, GE-
NE y RNA POLYMERASE.

transcriptional unit: unidad de transcripcion.
— TRANSCRIPTION UNIT.
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transesterification: transesterificacion.

1 Reaccién de un éster con un alcohol en presencia de un
catalizador en la que se intercambian grupos a cohdlicos
—es decir, se forma un segundo éster y un segundo alco-
hol- sin gasto de energia:

R-CO-OR’ + R"OH g R-CO-OR”” +R'OH

Las enzimas que catalizan estas reacciones son proteasas
(tripsina, quimotripsina, papaina, €tc.) o esterasas.
2Ene ARN (véaselafigura3), eslareaccion que se pro-
duce durante el fendmeno de corte y empalme en los in-
trones de los grupos |, 11 y I11; en este caso € grupo aci-
lo es el fosfato de union de las dos ribosas, y os acoho-
les intercambiados son los del carbono 3’ de distintas mo-
[éculas de ribosa.

transfer RNA (tRNA): ARN de transferencia (ARN{).
Pequefiamoléculade ARN (de tamafio inferior a 100 nucled-
tidos) que actla de intermediario en la incorporacion de un
aminoécido en € extremo carboxilo de un polipéptido na
ciente durante la sintesis de una proteina. Suele dibujarse en
formade trébol (con arreglo a su estructura secundaria), pero
adopta tridimensiondmente laforma de unaletraL. En uno
delosextremosdelal Ilevaun anticodon de tres nucledtidos
complementario delcodon del ARNm, y en € otro, que coin-
cide con € extremo 3’ delamolécula, [levaunido un aminoa
cido por un enlace covaente de tipo éster entre € hidroxilo
3 dd ARNty d carboxilo del aminoacido. Existe d menos
un ARNt por cada aminoécido natural, aunque un mismo
aminoécido es capaz de interaccionar con variosARNL.
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Figura3
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transit peptide: péptido de transito.
- LEADER SEQUENCE.

transpeptidation: transpeptidacion.Reaccion de hidrélisis
de un enlace peptidico entre dos aminoacidos y posterior
restablecimiento del enlace entre uno de ellos y un terce-
ro sin gasto de energia. Son reacciones catalizadas por
peptidiltransferasas y, a veces, autocataliticas (es el caso
de laeliminacion deinteinas). Véase INTEIN y EXTEIN.

triplet: triplete.

1 codon (coddn) en el ARNm. Véase CODON.

2 anticodon (anticodén) en el ARNt. Véase ANTICO-
DON.

tRNA: ARNTt.
- TRANSFER RNA.

unassigned reading frame (URF): marco de lectura no
asignado.
- UNIDENTIFIED READING FRAME.

unidentified reading frame (URF): marco de lectura no
identificado.

Marco de lectura abierto (ORF) de un gen que codificauna
proteina desconocida o no identificadani caracterizada adn.
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untrandated region (UTR): region no traducida.
Secuencia de ARNm externa al marco de lectura abierto
y que, por consiguiente, no se traduce. Véase LEADER
SEQUENCE y TRAILER SEQUENCE.

URF: URF.
- UNIDENTIFIED READING FRAME.

UTR: UTR.
- UNTRANSLATED REGION.
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CORRESPONSALES DE LA REVISTA DE

EDUCACION

Si eres miembro de la Asociaciéon Mexicana de Profe-
sores de Bioquimica, A C o suscriptor de la REB y vi-
ves fuera de la Ciudad de México, te invitamos a que
seas corresponsal de nuestra revista en el sitio donde
radiques.

Nos interesa contar con corresponsales adscritos a
las Instituciones de Educacion Superior en todos los
estados de la Republica, asi como en lugares de Centro
y Sudamérica, Espafia y otros sitios en donde la REB
sea leida.

También nos interesa conocer y publicar las noticias
mds 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) Los corresponsales de la REB son profesores y/o
investigadores, que sin formar parte del Comité Edito-
rial, coadyuvan en las actividades de la revista. E1 co-
rresponsal debe ser un miembro sobresaliente de la co-
munidad académica local o regional. Es deseable un
corresponsal en cada una de las Instituciones de Edu-
cacion Superior de la Republica Mexicana, Centroa-
mérica, Sudamérica y otras regiones de habla hispana.

5. b) Uno de los editores se encargard de la coordi-
nacion 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
afnos, de acuerdo con el Comité Editorial.

5. ¢) La proposicion de corresponsales se hard, me-
diante documento firmado por cuando menos dos de
los editores, que se acompafard con el Curriculum
Vitae del candidato propuesto.

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

5. e) Para ser aceptado, el candidato deberd contar

BioqQuiMicA

con la aprobacién por consenso de los miembros del
Comité Editorial.

5. f) En caso de ser admitido, se le hard una invita-
cién formal a la que se anexardn estas normas. Inicia-
ré sus actividades como corresponsal, al recibir el Edi-
tor en Jefe la aceptacion escrita del candidato.

5. g) E1 Comité Editorial dara 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 re-
nuncia voluntaria, presentada por escrito, o bien por
acuerdo del Comité Editorial, después de la evaluacién
de sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES
5.1.a) Envio a través del Coordinador de Corresponsa-
les de al menos una contribucién propia o de su comu-
nidad al afio y de las noticias relevantes de su localidad
o region.

5.1.b) Mantenimiento del archivo de los suscripto-
res de la REB de su localidad y comunicacién inme-
diata de los cambios en él.

5.1.c) Colaboracién en la promocion, difusién y dis-
tribucion de la REB entre los miembros de su comuni-
dad.

5.1.d) Colaboracion en las promociones de financia-
miento economico de la revista.

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

Por favor, dirige tu correspondencia a la Coordi-
nadora de Corresponsales, Comité Editorial de la
REB, Apartado Postal 70-281, México, 04510, DF,
MEXICO, o bien al Tel: (52) 5623-2168 / Fax: (52)
5616-2419.

email: balmori@laguna.fmedic.unam.mx

Yolanda Saldafia Balmori
Coordinadora de Corresponsales de la REB
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INTRUCCIONES 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. Seran bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras comunicaciones. Se solicita a los autores que
revisen algunos de los tiltimos niimeros de esta publicacion para que vean estilo, tipos de abreviaturas, etc., asi como que se ajusten a

los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

ARTICULOS DE REVISION

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

2) 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: departa-
mento e institucion), domicilio, cédigo postal, ciudad, estado,
pais, teléfono, fax y correo electrénico en caso de tenerlos. Debe
incluirse cuatro renglones mas abajo, un titulo breve con un ma-
ximo de 60 caracteres, incluyendo los espacios, para insertarlo
como cabeza de pagina.

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

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

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes: Bioqui-
mica, Nutricién y participacion en la prevencion de ciertas pato-
logias. Bol Educ Bioq 14: 12-17.

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

Los articulos en libros deberdn citarse de la siguiente forma:

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

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

Lehninger AL, Nelson D Ly Cox M M (1993) Principles of Bio-
chemistry. Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

5) Se aceptardn como mdximo seis ilustraciones, figuras mas ta-
blas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel albanene
con tinta china o bien impresiones laser o presentarse como fo-
tografias en blanco y negro sobre papel brillante, cuya localiza-

6)

7)

D

2)

3)

4)

cién deberd estar sefialada en el texto. La limitacién en el nd-
mero de figuras, de tablas y de referencias, obliga a los autores
a que se seleccionen aquellas que sean realmente importantes e
informativas. Las figuras se deberdn numerar con ardbigos y las
tablas con romanos. Las leyendas y los pies de figuras se debe-
ran adicionar en una hoja aparte. Se debera considerar que las
figuras y las tablas se reducirdn de tamaiio, aproximadamente a
la mitad o a un cuarto de las dimensiones de una hoja carta; las
letras y nimeros mas pequefios no deben ser menores a los dos
milimetros. Las tablas se deberdn presentar conforme alguna de
las publicadas en los nimeros de 2002. En caso de emplear fi-
guras previamente publicadas, debera darsele el crédito corres-
pondiente u obtener el permiso para su publicacién. Las figuras
dentro del texto deberdn mencionarse con mindsculas, la pala-
bra entera y sin paréntesis; cuando se haga referencia a ellas de-
berd citarse asi (Fig. X) numerdndolas con ardbigos. Las tablas
siempre llevardn la inicial a maytscula y se numerardn con ro-
manos.

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

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

II. OTRAS COMUNICACIONES

E1 tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado; des-
de resimenes de articulos interesantes, relevantes o significati-
vos, informacién de tipo general, avisos de reuniones académicas
y cursos, bolsa de trabajo, comentarios o erratas de articulos pu-
blicados previamente, etcétera.

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

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

Se aceptard un maximo de dos referencias incluidas entre parén-
tesis en el texto segun el inciso I-4. En caso de que se juzgue ne-
cesario se podrd incluir una figura o una tabla, de acuerdo con las
caracteristicas que se indican en el inciso I-5.

Los manuscritos seran leidos por tres revisores en un lapso
no mayor de dos meses. Las correcciones y sugerencias, asi
como las pruebas de 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 en-
viar a la Revista de Educaciéon Bioquimica, Apartado Postal
70-281, México 04510, DF o bien por intermedio del corres-
ponsal de la REB en su localidad.
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