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LAS HABILIDADES INTELECTUALES
DEL ESTUDIANTE DE BIOQUIMICA

Uno de los retos mas importantes de la ensefianza
es el desarrollo de un pensamiento creativo en los
estudiantes, que el aprendizaje les sirva para
adquirir un criterio propio, de lo contrario solo se
tendra individuos que son repetidores de la
informacion.

El desarrollo de las habilidades intelectuales,
como la expresion de las formas de asimilacion de
un contenido académico, es uno de los problemas
mas importantes de la ensefianza a todos los
niveles, especialmente en la educacion superior ya
que son los profesionistas los que deberan aplicar
la informacion adquirida, al tener la respuesta mas
adecuada a los cuestionamientos que la sociedad
les haga.

La inteligencia ha sido definida por multiples
investigadores, pero en todas las definiciones el
componente comun es el que explora la capacidad
de respuesta, el razonamiento y las alternativas de
solucion a problemas. Para poder avanzar como
estudiante, por una carrera universitaria, se
requiere un nivel de desarrollo de la inteligencia
en la que el aprendiz actle sobre proposiciones
concretas, con mecanismos de logica formal

en la que puede deducir relaciones y concretar
ideas.

El conocimiento y las habilidades tienen una
estrecha relacion, el primero se haré eficaz cuando
se domina la habilidad; de nada sirve que un
estudiante haya obtenido durante todo su
desarrollo escolar excelentes calificaciones debido
a su gran capacidad de memorizacion, si en el
ejercicio profesional no tiene la intuicion —léase
habilidad— para disenar estrategias que le ayuden a
resolver un problema.

Siempre se ha dicho que una de las funciones de la
Universidad es la de transmitir conocimientos y
fomentar el saber; pero a mi juicio, la funcidon mas
importante tendria que ser la de desarrollar la
inteligencia e inducir mecanismos mentales.
Dentro de las habilidades mas importantes que el
estudiante de la carrera de Medicina habra de
desarrollar estan las que le permitan tener un
pensamiento l6gico, ya que la asimilacion del
contenido que se exprese con el desarrollo de la
inteligencia es altamente significativo; el
aprendizaje adquirido le permitira tener habilidad
para: describir, definir, determinar, clasificar,
analizar, caracterizar, comparar, relacionar,
interpretar, explicar y argumentar cualquier
situacion clinica con la que se encuentre.

A la mayoria de los estudiantes de la carrera de
Medicina, la asignatura de Bioquimica les resulta
dificil y algunos de los aspectos que aumentan la
dificultad de su aprendizaje radican en el nivel de
abstraccion a que se debe llegar para su
comprension y asimilacion, ademas de la poca
motivacion que tienen al estudiarla, debido a que
ellos piensan que esta ciencia es poco aplicable en
su practica profesional, por demas estd decir que
esta asignatura juega un papel fundamental en la
formacion de habilidades tanto practicas como de
razonamiento y en el desarrollo del pensamiento
creador del estudiante, es una materia que debe
contribuir a que en €l se lleve a cabo el proceso
mental para enfrentarse y resolver adecuadamente
situaciones, tanto en relacion con las disciplinas
en las que la bioquimica es requisito, como en la
aplicacion de su conocimiento en la practica
médica mediante los procesos de induccion-
deducciodn, analisis-sintesis y abstraccion-
concrecion.
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Debido al cambio acelerado de los conocimientos
en el mundo actual y a la facilidad de recurrir a las
muchas fuentes de informacion, pienso que, mas
que insistir en el aprendizaje de una determinada
ruta metabolica, seria preferible que los
estudiantes aprendieran a aprehender. Cuando el
estudiante logra el aprendizaje de la bioquimica, al
igual que el de otras materias,

es porque en ¢l se han establecido redes mentales
que le permiten integrar conocimientos previos,
ademas de que encuentra que esos conocimientos
son de utilidad en su formacion; pero es
insoslayable el papel del profesor, es
indispensable que éste tenga conocimientos
solidos en bioquimica, ademas de los elementos
fundamentales de psicologia y pedagogia para
poderlos comunicar y con ello propiciar que en el
estudiante se desencadene el complejo proceso del
aprendizaje, el que solo serd ostensible cuando sea
capaz de tener respuestas adecuadas debido a las
habilidades intelectuales adquiridas. El mejor
papel que el profesor puede tener es el de ser
conductor del proceso de ensefianza-aprendizaje,
donde debe prevalecer la accion de orientacion
sobre la de informacion.

Por otro lado, el profesor no puede allanar las
carencias en las materias como son la quimica y la
biologia —que son la base para el aprendizaje de la
bioquimica— con las que los estudiantes a veces
llegan de las instituciones educativas anteriores,
debido a que en ocasiones, el conocimiento tiene
poca solidez ya que no se han estimulado las
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habilidades intelectuales para interpretar, explicar,
analizar y comparar a la altura de las necesidades
que la bioquimica exige, pero lo que si puede
hacer, es ayudar a que los estudiantes se den
cuenta de tales deficiencias mediante actividades
que los conduzcan a rescatar aquello que debieran
haber aprendido, ayudarles a despertar en ellos el
deseo de adquirir ese nuevo aprendizaje y a que
vean que el conocimiento exige esfuerzo, estudio,
atencion, rigor, disciplina y voluntad.

En fin, una pieza que puede ser muy importante
para que el estudiante decida interesarse por el
aprendizaje de la bioquimica, es el nivel de
comunicacion que tenga con su profesor, basado
fundamentalmente en el respeto y la confianza
mutua. El respeto del profesor por los estudiantes
se expresa cuando: aclara las dudas que ellos
planteen, escucha sus opiniones, ofrece ayuda al
que va mas atrasado, se interesa por las razones
que hacen que el estudiante no asista con
regularidad a clase, en una palabra les estimula a
que aprendan; por otro lado el respeto del
estudiante hacia el profesor se apoya en el
reconocimiento de sus habilidades intelectuales,
del conocimiento que tiene de la bioquimica y
materias afines, de su comportamiento, del método
de ensefianza, de la calidad humana y del interés
que muestre por sus estudiantes.

Dra. Yolanda Saldana Balmori
Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, UNAM
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IMPORTANCIA DE LOS DOMINIOS DE INTERACCION
PROTEICA EN LA FORMACION DE COMPLEJOS
EN LOS SISTEMAS DE TRANSDUCCION®

Alejandro Zentella Dehesa' y Rocio Alcantara Hernandez!

RESUMEN

A lo largo de la evolucion las células han desarrollado
sofisticados sistemas de comunicacion intercelular
que a través de receptores especificos les permiten
responder a estimulos externos, locales o incluso muy
distantes. Al igual que muchos otros procesos celula-
res, los sistemas de transduccion requieren de la for-
macion de complejos multiproteicos. Se postula que
las isoformas de los diferentes componentes que se
asocian y el orden en que éstos se incorporan al com-
plejo contribuyen a definir el tipo de respuesta celular
generada. Las interacciones de los diferentes compo-
nentes dependen de regiones discretas de las protei-
nas denominadas dominios de interaccion proteica, de
los cudles se han identificados varias docenas. Estas
interacciones son altamente especificas y se rigen por
principios bioquimicos sencillos, como interacciones
entre residuos de aminoacidos polares, hidrofobicos o
con carga. Inicialmente se propuso que los diferentes
componentes de estos complejos se encuentran dis-
persos en el citoplasma y que la formacioén de com-
plejos se basa en la difusion simple y un encuentro
azaroso. Sin embargo, una vision alterna propone la
existencia de complejos preformados. Igualmente se
propone que durante la aproximacion de los compo-
nentes éstos influyen unos sobre otros incrementando
la probabilidad de formar complejos estables. En este
trabajo se revisan algunos de los conceptos mas rele-
vantes de las interacciones de los dominios proteicos
ejemplificados en cuatro sistemas de transduccion.

PALABRAS CLAVE: Region conductora, proteina an-
damio, proteina adaptadora, dominios homologos a Src
tipo 2 (SH2), dominios homélogos a Src tipo 3 (SH3).

ABSTRACT

Throughout evolution cells have involved sophisticated
intracellular communication systems that through
specific receptor allow them to respond to specific
external local or distant stimuli. Just as many other
cellular processes, transduction systems require the
formation of multiproteic complexes. It has been
postulated that the type and order in which the
isoforms of the different components are incorporated
into these complexes contribute to define the type of
cellular response. The interactions between the
different components depends on discrete regions of
the proteins known as domains of proteic interactions
from which several dozens have been identified.
These interactions are highly specific and follow sim-
ple biochemical principles, such as the interactions
between polar aminoacid residues, or those with
hydrophobic or charged residues. Initially it was
postulated that the different components of these
complexes were dispersed in the cytoplasm and that
complex formation was based on simple diffusion and
random collisions. Nevertheless, an alternative vision
postulates the existence of preformed complexes. It
has been also postulated that during their approach,
the two components influence each other in such a
way that they increase the probability of forming
stable complexes. In this review we present some of
the most relevant concepts of the interactions of the
proteic domains using four representative transduction
systems.

KEY WORDS: Steering region, scaffold protein, adapter
protein, Src homology domain type 2 (SH2), Src
homology domain type 3 (SH3).

*Recibido: 15 de abril de 2003. Aceptado: 8 de julio de 2003.
IDepartamento de Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria,
Meéxico, D. F., 04510. Tels.: 5622-5609 y 5622-5612. Correo E: azentell@ifc.unam.mx; ralcanta@ifc.unam.mx
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INTRODUCCION

La descripcion clasica de una via de
transduccion de sefiales intracelu-
lares muestra una secuencia lineal
de eventos, en la que los diferentes
componentes: receptores, proteinas
acopladoras, amplificadoras y efec-
toras se encuentran distantes entre
si activandose de manera sucesiva.
Todo esto termina en la activacion
de efectores que modifican el com-
portamiento celular, como ocurre
con factores de transcripcion que
modulan la expresion de genes es-
pecificos que producen respuestas
celulares especificas al estimulo
inicial.

Sin embargo, este concepto esta
cambiando. Actualmente, se consi-
dera que la transduccion de sefiales
no ocurre de manera lineal, y que las
diferentes moléculas que participan
no se reclutan individualmente. En
esta nueva vision se considera que
se requiere de la formacion de com-
plejos multiproteicos para que se
puedan transmitir las sefiales. A es-
tas agrupaciones o modulos multi-
proteicos se les ha denominado
transducisomas, pudiendo requerir-
se de mas uno de estos transduci-
somas en diferentes etapas de un
mismo proceso de senalizacion. En
muchos casos, los elementos impli-
cados en la sefializacion se encuen-
tran anclados entre si por medio de
proteinas que funcionan como adap-
tadoras o andamios (1). El estudio
de estos complejos multiproteicos
ha permitido comprender con mayor
claridad como ocurre la integracion
de distintas vias de comunicacion
intracelular, un concepto conocido
desde hace mucho tiempo como
interaccion cruzada (“cross-talk™).
Esta vision que contempla comple-
jos proteicos preformados, permite
explicar la rapidez y especificidad
con la que se dan muchas respues-
tas celulares, algo que no resulta evi-

Zentella Dehesa A y Alcantara Hernandez R

dente si se considera una secuencia
lineal de reclutamiento durante la se-
falizacion.

DOMINIOS SH2 Y SISTEMAS DE
TRANSDUCCION
El camino recorrido para llegar a
esta nueva forma de visualizar las
vias de transduccion ha sido largo y
abarca mas de dos décadas. Puede
decirse que un hallazgo significativo
ocurri6 en 1980, cuando el grupo de
Joseph Schlessinger en la Universi-
dad de Nueva York, indicé por pri-
mera vez que la union del factor de
crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) a su receptor con actividad
intrinseca de cinasa de residuos de
tirosina, ocasiona su dimerizacion y
transfosforilacion en residuos de
tirosina en su extremo citoplasmico.
Esto dio lugar un poco mas adelan-
te a que el grupo de Tony Pawson
demostrara que la fosforilacion del
receptor es lo que permite el reclu-
tamiento de proteinas que recono-
cen a las tirosinas modificadas por
medio de dominios analogos a los
que presenta la oncoproteina Src de
donde se derivaron su siglas SH (del
inglés: Src homology domain). Es-
tas interacciones en particular, que
se dan por medio de los dominios de
homologia tipo 2 (SH2) presentes en
moléculas acopladoras como Grb2
inician la formacién de un complejo
multiproteico transduccional que se
forma alrededor del receptor de
PDGF una vez activado (1).
Durante la década siguiente, a mi-
tad de los afios 90’s, Tony Pawson
e Hidesaburo Hanafusa, entre otros
investigadores, revelaron que mu-
chas de las proteinas que participan
en la comunicacion intracelular pre-
sentan dominios SH2. Un analisis
mas detallado de su funcion revelo
que en todas las proteinas analiza-
das, los dominios SH2 sirven para
conectar una proteina con otra (1).

Adicionalmente, algunas proteinas
con dominios SH2 tienen ademas
dominios SH3 a través de los cuales
se unen a otras proteinas (2).

La importancia de las interaccio-
nes mediadas por los dominios SH2
se refleja en los numerosos estudios
cristalograficos orientados a com-
prender las bases bioquimicas que
median estas interacciones (2). El
dominio SH2 reconoce tirosinas
fosforiladas en un contexto definido
de 3 a 6 residuos de aminoacidos
adyacentes al carboxilo terminal de
la tirosina fosforilada en la proteina.
Otras variantes de este tipo de do-
minios, como el SH3 reconoce en las
proteinas especificamente segmen-
tos ricos en prolina, en un contexto
Pro-X-X-Pro (2, 3). EnlaTabla I se
muestran algunos ejemplos de pro-
teinas con dominios SH2 y SH3, asi
como el papel que tienen en la trans-
duccion de sefiales (1, 2, 3).

Otras proteinas tienen dominios
SH4 los cuales reconocen resi-
duos de tirosina en la vecindad de
la membrana plasmatica. Las pro-
teinas que portan dominios SH4
se encuentran asociadas a la cara
citopldsmica de la membrana ce-
lular por medio de una miristoi-
lacion en un residuo de glicina (4).

La fosforilacion de residuos de
tirosina (P-Tyr) de muchos recepto-
res es crucial para activar su via de
sefializacion, ya que esta modifica-
cion hace posible el reclutamiento
de diferentes proteinas con domi-
nios SH2 en respuesta al estimulo.

Podemos mencionar dos sistemas
de transduccion en donde esta for-
ma de interaccion proteica (P-Tyr/
dominio SH2) es clave. El primero
es el sistema de receptores para fac-
tores de crecimiento con actividad
enzimatica de cinasa de residuos
de tirosina. El ejemplo prototipo es
el receptor beta del factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas
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PROTEINAS DEL COMPLEJO DE SENALIZACION ACTIVO DEL RECEPTOR BETA PARA EL FACTOR
DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (R-PDGF)

PROTEINA DOMINIO FUNCION

Grb2 SH2/SH3 Adaptadora

Sos PDZ/SH3 Promueve el intercambio de nucledtidos
Ras SH2 GTPasa

Gap SH2/SH3 Activa GTPasas

SHP-2 SH2 Fosfatasa de residuos de Tyr

Src SH2/SH3 Cinasa de residuos de Tyr

PLCy SH2 Fosfolipasa

PI-3K p8&5 SH2/SH3 Cinasa del anillo de inositol

MEK N-terminal Cinasa de residuos de Ser/Thr y Tyr
MAPK D/FXPP Cinasa de residuos de Ser/Thr

Se indican los dominios de interaccion proteica de cada proteina y su funcion.

(R-PDGF). Este receptor se trans-
fosforila en 9 residuos de tirosina a
los cuales se asocian especifica-
mente proteinas con dominios SH2.
Los residuos fosforilados Tyr579
y Tyr581 reclutan a Src, Tyr684 a
Grb2, Tyr740y Tyr751 ala PI-3K,
Tyr771 a RasGAP, Tyr857 a PTPH-2,
Tyr1009 a SHP2 y Tyrl01 a la
PLCy (5) (Tabla I).

Por analisis cristalografico se ha
definido que el plegamiento del do-
minio SH2 comprende dos a-héli-
ces entre las cuales se encuentra una
hoja-f} antiparalela. La conformacion
que presenta el dominio SH2 crea una
zona con carga positiva sobre una de
las caras de la hoja-f a la cual se an-
cla el residuo de tirosina fosforilada,
y también una superficie plana sobre
los otros residuos de la secuencia
contexto hacia el extremo carboxilo
de la tirosina fosforilada (2).

Se han reportado mas de 100 va-
riantes del dominio SH2 presentes
en una gran diversidad de enzimas
y proteinas acopladoras (2,3 y4)y
que pequefios cambios en su se-
cuencia (constituido por aproxima-
damente 100 aminoécidos) pueden

alterar la especificidad de unidn,
aun si los cambios de secuencia se
presentan fuera del sitio de recono-
cimiento. Por ejemplo, el dominio
SH2 de Src reconoce a la secuencia
pTyr-Glu-Glu-Ile. Si hay una muta-
cion de un residuo de treonina por
un triptofano dentro del dominio
SH2, pero fuera de la secuencia de
reconocimiento cambia la especifi-
cidad de la proteina. Esto ocurre
porque el dominio SH2 mutado de
Src cambia la superficie de contac-
to y asemeja a la superficie de con-
tacto del dominio SH2 pero ahora
de Grb2. Esto ocurre a pesar de que
la secuencia que es reconocida por
Grb2 es muy diferente (pTyr-X-
Asn) (2).

El segundo es el sistema de
receptores de células del sistema in-
mune (TCR). Este receptor es fos-
forilado en dos residuos de tirosina
de la region denominada ITAM
(Immunoreceptor -Tyrosine-based
Activated Motif). Particularmente,
cada una de las cadenas CD3 (g, y o
d) tienen un ITAM y cada cadena C
tiene dos. Algunos de los elemen-
tos con dominios SH2 que se aso-

cian son cinasas de la familia Src
(Yes, Lck, Fyn) y ZAP-70. Ademas,
también se unen proteinas adapta-
doras como LAT, SLP-76 y Vav,
que también tiene actividad de
intercambiadora de nucleotidos (Ta-
blal) (4).

En ambos casos, la importancia
de la fosforilacién en varios sitios,
radica en la posibilidad de que un
mismo sistema cuente con distintos
patrones de fosforilacion, permitien-
do que un mismo sistema receptor
pueda generar diferentes respuestas
celulares.

DIVERSIDAD DE DOMINIOS DE
INTERACCION PROTEICA
La identificacion de los dominios de
interaccion proteica SH2 llevo a la
busqueda e identificacion de mu-
chos otros dominios de interaccion
como los PTB, FHA, WD40, WW,
EVHI1, PH, FYVE, PX, ENTH y
Tubby, s6lo por mencionar algunos.
Los dominios PTB reconocen ele-
mentos con una vuelta tipo beta o
“B-turn” Asn-Pro-X-Tyr.

Otros dominios tales como FHA
y WD40 reconocen residuos fosfo-



120

rilados en serina y treonina (3). Los
bromodominios de las acetiltrans-
ferasas de histonas, reconocen re-
siduos de lisina ya sea metilados o
acetilados (2). Algunos dominios de
interaccion al igual que el SH3 re-
conocen regiones ricas en residuos
de prolina, estos son el WW y el
EVHI1. Los dominios llamados PDZ
reconocen regiones en el extremo
carboxilo de las proteinas. Adicio-
nalmente, existen dominios proteicos
que se unen a fosfolipidos, estos se
conocen como dominios PH, FYVE,
PX, ENTH y Tubby (2).

A la fecha se han identificado al
menos, 50 dominios distintos de
interaccion proteica y 200 proteinas
que tienen uno o mas de estos domi-
nios. A las proteinas que tienen va-
rios dominios de interaccion se les
conoce como andamios o multicon-
tactos ya que tienen la capacidad de
asociarse de manera simultdnea con
varias proteinas formando un com-
plejo de sefalizacion (1). En este
sentido, el panorama de la transduc-
cion de senales mediada por la agru-
pacion de proteinas se ha tornado
dificil de entender, ya que al parecer
existe la posibilidad de la forma-
cion de grupos proteicos muy gran-
des con componentes variables.

APROXIMACIONES EXPERIMEN-
TALES AL ESTUDIO DE LA FOR-
MACION DE COMPLEJOS

Las interacciones entre proteinas
han sido estudiadas ya desde hace
muchos afios por medio de diferen-
tes técnicas bioquimicas, molecu-
lares y celulares. Por ejemplo, la
coinmunoprecipitacion ha permi-
tido demostrar que las interaccio-
nes proteina-proteina se establecen
muy rapidamente y en orden se-
cuencial (6). Un ensayo funcional
de las interacciones proteicas como
el ensayo de doble hibrido ha per-
mitido corroborar la capacidad que

Zentella Dehesa A y Alcantara Hernandez R

los diferentes dominios tienen para
mediar las interacciones proteicas
y para determinar la especificidad y
la estabilidad de estas interacciones
(7). Elensayo FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) que
pone en evidencia la proximidad de
dos proteinas, ha permitido cuanti-
ficar las afinidades de interaccion
entre dos o mas proteinas (8). Con
ayuda de la técnica de microscopia
confocal también ha sido posible
observar la formacion in vivo de
complejos proteicos entre dos pro-
teinas marcadas con dos coloran-
tes fluorescentes de diferente color
y mostrar su localizacion subcelu-
lar en respuesta a la estimulacion
de los receptores (6).

Si bien la presencia de dominios
de interaccidn proteica son determi-
nantes en la formacion de un dimero,
éste no es el tnico requisito. La
interaccion entre dos proteinas re-
quiere ademas condiciones fisico-
quimicas particulares en el ambiente
celular, tales como una energia libre
y fuerza electrostatica favorables
que en conjunto resultan ser mas
eficientes en la formacion de un
complejo a que si se considerara un
proceso totalmente azaroso. Estas
condiciones permiten que la apro-
ximacion entre ambas proteinas
tengan constantes de velocidad su-
perior a 7 x 109 M-1s-1, la esperada
tedricamente, si el proceso s6lo de-
pendiera de la difusion libre. Ya que
muchas constantes de velocidad a
las que se dan diversas respuestas
celulares son mayores, es de supo-
ner que las interacciones proteicas
se dan bajo condiciones en las que
las colisiones no ocurren al azar.
Ademas, en la formacion de com-
plejos proteicos es importante que
cada proteina tenga una orienta-
cion y una conformacion definidas
que permita que ambas proteinas
interactiien de forma Optima.

EL MODELO DE CONDUCCION O
“STEERING”

Inicialmente, se sugiri6 que los com-
ponentes que integran los complejos
proteicos se encuentran dispersos
homogéneamente en el citoplasma
de la célula y que la asociacion en-
tre dos proteinas, llamense 1y 2,
es azarosa, de tal forma que puede
no formarse un complejo proteico
(Fig.1A). Por lo tanto para que se
lleve a cabo la interaccion entre la
proteina 1 y la proteina 2 son nece-
sarias tanto su difusion libre, como
su rotacion libre. En este proceso
el angulo de aproximacion de cada
proteina también es determinante
para que se pueda dar dicha in-
teraccion. Por ejemplo, si solo se
consideran dos de las tres dimen-
siones la probabilidad de que las
proteinas 1 y 2 se encuentren con
la orientacion adecuada seria de
(1/360)*(1/360)="7.7 * 10 (Fig.1B).
Con este ejemplo queda de manifies-
to que la eficiencia de los sistemas de
transduccion basados inicamente en
la difusion libre y la libre rotacion de
las moléculas seria muy ineficiente.
Esta paradoja ha llevado a propo-
ner que existe un componente adi-
cional. Esto, con base en la velocidad
que se necesita para la formacion de
muchos de estos complejos. Se ha
postulado que un proceso de difu-
sion dirigida es el que incrementa la
probabilidad de que se establezca el
anclaje preciso entre ambas protei-
nas (9). Se propone que este feno-
meno ocurre cuando una de las
dos proteinas ingresa al campo elec-
trostatico de la otra. A este espacio
de influencia se le ha denomina-
do region de conduccion o “steering
region”. Una vez que una proteina se
encuentra adentro de este espacio,
la probabilidad de interaccion entre
las dos proteinas se incrementa. Esto
ocurre en parte si los angulos de ro-
tacion de cada proteina son mas
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no se forma un complejo
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Figura 1. Importancia de la conduccién o “steering” en la formacion de complejos proteicos. La orientacion de los dominios
complementarios entre dos proteinas 1y 2 es determinante para la formacion de un complejo proteico (4, By C). Solo uno de los
angulos de rotacion de cada una de las proteinas permite el alineamiento correcto entre las dos superficies de interaccion (B).
Bajo el modelo de conduccion, ambas proteinas afectan mutuamente su orientacion incrementando significativamente la probabilidad
de un alineamiento correcto (C). Adicionalmente, solo ciertas conformaciones de ambas proteinas pueden dar lugar a complejos
(E, Dy F). Si consideramos que la proteina 2 puede tener dos conformaciones alternas oy f3, y que solo la conformacion o puede
formar un complejo con la proteina 1, no hay interaccion cuando la proteina 2 tiene conformacion 3 (D). Bajo el modelo de
conduccion se incrementa significativamente la probabilidad de adoptar las conformaciones correctas (F).
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controlados (Fig.1C). Lareorienta-
cion que las proteinas 1 y 2 adquie-
ren durante su aproximacion se
explica con base en la distribucion
espacial particular, tanto de las car-
gas positivas como negativas de am-
bas proteinas. Este proceso de
reorientacion dirigida, resulta deter-
minante para que exista una adecua-
da asociacion entre los dominios que
deben unirse. De tal manera que este
proceso de orientacion culmina con
la formacion de un complejo protei-
co especifico y estable (Figs. 1By
1C). Se considera que la region de
conduccion incrementa el ntimero de
angulos y orientaciones posibles en
las que las proteinas 1 y 2 pueden
aproximarse para formar un com-
plejo estable (Fig. 1F). Ademas, las
proteinas que se encuentran en solu-
cion en el citoplasma de la célula,
por ejemplo, pueden adquirir mas de
una conformacion y sélo una de ellas
es la que se considera la mas favo-
rable para que se realice dicha union
(Figs. 1D, E y F). Desde este punto
de vista, las proteinas 1 y 2 podrian
dar lugar a un complejo proteico
s6lo si las conformaciones de las dos
proteinas fueran las adecuadas
(Fig.1D). De no ser asi, la probabili-
dad de formar un complejo vuelve a
ser muy limitada (Fig.1E). En este
sentido, también se ha postulado que
la conduccion o “steering” puede fa-
vorecer simultaneamente la adquisi-
cion de la conformacion adecuada
que permita la formacion del com-
plejo (Fig.1F). En la asociacion de
las proteinas bacterianas TEM1-f3-
lactamasa (TEM1) y su inhibidor
BLIP (Beta Lactamase Inhibitor
Protein) se ha observado una atrac-
cion mayor a distancias grandes solo
st la orientacion de ambas proteinas
es la correcta (9).

El modelo de conduccion o
“steering” permite explicar el re-
clutamiento secuencial de diferen-
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tes componentes, si se considera
que una vez formado el complejo
proteico, éste es ahora mas efi-
ciente en el reclutamiento de un
tercer componente, y asi sucesiva-
mente. Se ha propuesto que una
vez formados los contactos protei-
na-proteina el complejo se esta-
biliza tanto por las proteinas de
andamiaje como por el estableci-
miento de multiples interacciones
entre los miembros del complejo.
La disociacion de los elementos
que forman el complejo marca el
término de la sefializacion y por lo
tanto, también debe ser un proce-
so regulado. A pesar de que atin no
hay suficiente evidencia bioqui-
mica, se postula qué cambios en el
estado de fosforilacion de las pro-
teinas mediados por fosfatasas o
bien, la fosforilacion de las proteinas
en posiciones inhibitorias, sean los
eventos que desencadenen los cam-
bios de conformacion y/o del am-
biente electrostético que desestabiliza
al complejo. El resultado seria que
pequeiios cambios en uno de los
componentes del complejo alteran
las fuerzas que lo estabilizan, de tal
manera que una rotacion pequefia
de una proteina con respecto de la
otra hace que salgan de sus cam-
pos electrostaticos de influencia
permitiendo su disociacion (9).
Los resultados experimentales en
este campo indican que para que se
establezca una asociacion protei-
ca es indispensable: 1) el rearreglo
estructural de las superficies de
interaccion con el fin de eliminar
cualquier impedimento estérico que
desfavorezca la union, 2) que las
cargas positivas y/o negativas de
ambas proteinas se localicen en la
superficie, 3) que exista una distan-
cia muy pequefia entre ellas, de 5 a
20 A y 4) una orientacion correcta
de los dominios de interaccion pro-
teica de las proteinas que interactiian.

Se ha demostrado con ensayos
bioquimicos y de biologia celular y
molecular que los complejos pro-
teicos formados para la transduc-
cion de senales tienen un recambio
rapido. Por tanto, el modelo de con-
duccion o “steering” permite expli-
car el dinamismo de estos complejos
proteicos en los sistemas de trans-
ducciodn, explicando la velocidad a
la que se forman, se recambian y se
desensamblan.

EJEMPLOS DE COMPLEJOS MUL-
TIPROTEICOS EN SISTEMAS DE
SENALIZACION

A continuacion se presentan algu-
nos ejemplos representativos de los
diferentes complejos multiproteicos
que se pueden formar dependiendo
del tipo de familia de receptores ac-
tivados.

El estudio de un gran niimero de
receptores de membrana en euca-
riontes ha llevado a agruparlos en
grandes familias: receptores de 7
dominios transmembranales (como
los receptores adrenérgicos), re-
ceptores con dominios intrace-
lulares de cinasas de residuos de
tirosina (como los receptores de
insulina y de factores de crecimien-
to), receptores con dominios intra-
celulares de cinasas de residuos de
serina y/o treonina (como el recep-
tor del factor transformate beta),
receptores con dominios de muer-
te (como el del factor de necrosis
tumoral alfa), receptores restrin-
gidos al sistema inmune (como el
receptor de las células T o TCR),
entre otros. Al analizar los compo-
nentes de los complejos que se for-
man al activar a estas diferentes
familias de receptores se ha encon-
trado que hay grupos de proteinas
particulares para cada una. Este
descubrimiento permite explicar
coémo la sefializacion de diferentes
familias de receptores es un proceso
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independiente de otros, sin embar-
g0, no resuelve como es que dife-
rentes receptores dentro de una
misma familia producen diferentes
respuestas celulares, aun cuando
los componentes activados son muy
similares o incluso son idénticos.

RECEPTOR PARA EL FACTOR
DE CRECIMIENTO DERIVADO DE
PLAQUETAS (PDGF) DE LA FA-
MILIA DE RECEPTORES CON
ACTIVIDAD INTRINSECA DE ClI-
NASA DE RESIDUOS DE TIROSINA
El estudio del mecanismo de trans-
duccion del receptor del el factor de
crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) arrojo0 las primeras eviden-
cias de la formacion de complejos
multiproteicos durante los procesos
de transduccion (1). Los receptores
de PDGF son representativos de la
familia de receptores para factores
proteicos que presentan un dominio
intracelular con actividad de cinasa
de residuos de tirosina, cuya activa-
cion por ligando implica su dime-
rizacion y transfosforilacion. La
fosforilacion ocurre en varios resi-
duos de tirosina, y sirve como una
sefial para enlazar a una variedad de
efectores y moléculas acopladoras
tales como la PLC-y (fosfolipasa C
gamma) y Grb2 respectivamente
(Fig. 2). La union de estas diferentes
proteinas al receptor lleva a la acti-
vacion de diferentes respuestas ce-
lulares. Asi, por ejemplo, la PLC-y
y la PI-3K generan segundos men-
sajeros, como el Ca2* y fosfoinositi-
dos ligados a la activacion de cinasas
como a algunos miembros de la fami-
lia PKC. Por otro lado, la fosfatasa
SHP-2 regula el estado de fosforila-
cion del receptor apagando la sefial
de activacion. Finalmente, al recep-
tor activado también se une la pro-
teina acopladora Grb2. Esta union
en particular estd asociada a la pro-
liferacion celular, la respuesta mejor

caracterizada que parte de este re-
ceptor de membrana. En este siste-
ma la unién de Grb2 al receptor se
da por un dominio SH2, mientras
que la union de Grb2 a Sos se da
por un dominio SH3 (Tabla I), por
lo que en ausencia de fosforilacion
del residuo que es reconocido por
Grb2, no se pueden formar comple-
jos. En este caso, pareceria que los
componentes de la via mitogénica
(Grb2, Sos y Raf) tendrian que ser
reclutados por difusion libre del ci-
toplasma. Hasta ahora, en células
de mamifero no se ha reportado
la coinmunoprecipitacion de estos
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componentes en células no estimu-
ladas, lo que apoya esta idea. Sin
embargo, en levaduras se ha identi-
ficado a STES como una proteina de
andamiaje que mantiene asocia-
das, formando un complejo, a las
cinasas homologas de Raf, MEK y
MAPK (10).

De esta forma, la union del PDGF
a su receptor da lugar a diferentes
respuestas que ademas parecen ser
independientes unas de otras (1, 5)
(Fig. 2). Una vez que Grb2 se une al
receptor ésta sirve como proteina
adaptadora para reclutar a la protei-
na Sos, que a su vez activa a Ras.
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Figura 2. Complejo de seiializacion del R-PDGF beta. La union del factor de creci-

miento derivado de plaquetas (PDGF) a

su receptor especifico Tipo B (R-PDGFp)

induce tanto la dimerizacion como la transfosforilacion de 9 residuos de tirosina de la
region citoplasmica, lo que permite la asociacion directa al R-PDGF de por lo menos
10 proteinas citosdlicas distintas que regulan distintas respuestas celulares o la acti-
vidad del receptor. Los dominios SH2 y SH3 de estas proteinas juegan un papel muy

importante en la formacion del complejo.
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A partir de la activacion de Ras se
inicia una cascada de fosforilacio-
nes por las cinasas Raf, MEK y
la MAPK (ERK1/2), que fosforila
finalmente factores de transcripcion
que modulan la expresion de genes
reguladores del ciclo celular (Fig. 2).
Sin embargo, no hay que olvidar
que el encendido de una u otra via
también depende de la expresion
de los diferentes componentes en
un tipo celular especifico.

La cristalografia del dominio SH2
de proteinas como Grb2 y Src, por
ejemplo, ha proporcionado informa-
cion valiosa sobre las caracteristicas
que regulan la interaccion proteica.
En el caso particular de Grb2, se
ha observado que el plegamiento
(“folding”) de su dominio SH2 usa
un residuo de triptofano para reco-
nocer eficazmente al residuo de
fosfotirosina en el contexto pTyr-X-
Asn (2). El dominio SH2 también
puede unirse a este mismo sitio en
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su forma no fosforilada, pero con
menor afinidad ya que ambos domi-
nios tienen energia de union sufi-
ciente para el reconocimiento de los
residuos adyacentes, de tal manera
que se obtiene un grado de union es-
pecifica, pero probablemente la re-
accion sea rapidamente revertida.

Al analizar la cinética de asocia-
cion de proteinas con uno o dos do-
minios SH2 se ha encontrado un
efecto cooperativo, esto quiere de-
cir que la presencia de dos de estos
dominios hace mas eficiente el re-
conocimiento. Asi, proteinas con
dos dominios SH2 como la PLCy, la
fosfatasa SHP-2, la subunidad ca-
talitica de la PI-3K o el regulador
RasGAP se unen més eficientemente
a sus blancos, que proteinas con un
solo dominio, como sucede en Grb2
o Src(2,3y4). EnlaTablal se mues-
tran las proteinas que forman parte
del sistema del R-PDGF y sus do-
minios de interaccion.

TABLAII

RECEPTOR Bz-ADRENERGICO
DE LA FAMILIA DE RECEPTORES
DE SIETE DOMINIOS TRANSMEM-
BRANALES ACOPLADOS A PRO-
TEINAS G

De manera general, los sistemas de
transduccion de hormonas adrenér-
gicas se componen por receptores de
siete dominios transmembranales,
acoplados a proteinas G heterotrimé-
ricas que activan enzimas efectoras
como la PLCp, que producen segun-
dos mensajeros. Al complejo forma-
do por el ligando, el receptor y la
proteina G se le bautizo inicialmen-
te como un sistema de tres compo-
nentes (11). Estudios mas recientes
muestran que el receptor, ademas de
asociarse basicamente a estos ele-
mentos durante la senalizacion,
puede interactuar con otras protei-
nas para formar un complejo de
transduccion que incluye cinasas,
fosfatasas, adaptadoras y proteinas
de andamiaje, entre otras (Tabla II).

PROTEINAS DEL COMPLEJO DE SENALIZACION ACTIVO DEL RECEPTOR B,-ADRENERGICO (B,-AR)

PROTEINA DOMINIO FUNCION
B,-AR PDZ, DIN)PXXY Receptor acoplado a proteinas G
Dimero By PH, WD40 Anclaje a la membrana y moduladores
de proteinas efectoras

PLCP PDZ Fosfolipasa
AKAP PDZ, N-terminal Andamio
PKCd ClyC2 Cinasa de residuos de Ser/Thr
PKA DD (contiene un surco hidrofobico) Cinasa de residuos de Ser/Thr
GRK2 PH, RGS Cinasa de residuos de Ser/Thr
PP2A HEAT Fosfatasa de residuos de Ser/Thr
PP2B Region hidrofébica Fosfatasa de residuos de Ser/Thr
Clatrina LLDLE Proteina estructural de vesiculas
Arrestina Lamina B1, a-hélice y lamina 3 Adaptadora

del C-terminal. Regiones ricas en prolina
AP-2 No se conoce Adaptadora

Se indican las proteinas que pueden reclutarse al receptor, ya sea de forma constitutiva o en respuesta al estimulo. Se muestran los
dominios de interaccion proteica de cada proteina y su funcion.
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En este sistema de transduccion po-
demos ejemplificar: a) la existencia
constitutiva de complejos y b) las
diferentes afinidades de interaccion
entre los diferentes componentes.
En contra de la idea de que los
complejos multiproteicos se forman
s6lo una vez que el receptor ha sido
activado, en este sistema se ha de-
mostrado que existen complejos
preformados. El receptor y la pro-
teina G pueden formar un complejo
aun en ausencia del ligando. En este
modelo de preacoplado, el receptor
tiene una conformacion inactiva
con la cual se une exclusivamente a
la proteina G (12). El receptor f3,-
adrenérgico, el prototipo de esta fa-
milia, ademas de interactuar con la
proteina G se encuentra asociado de
forma constitutiva con enzimas, tales
como las isoformas clésicas de la
PKCylaPP2A,y también con pro-
teinas como la arrestina, que partici-
pa en el mecanismo que da lugar a la
pérdida de respuesta del receptor
(desensibilizacion). Igualmente, se
asocia con la gravina, una AKAP
(A-Kinase Anchoring Protein) que
recluta a las proteinas antes mencio-
nadas (12) (Fig. 3A). Se ha postulado
que estos complejos preformados
juegan un papel importante en la se-
falizacion, permitiendo un efecto
bioquimico rapido y especifico al
mantener cerca del receptor a los
elementos que regulan su estado de
fosforilacion, elementos que se en-
cuentran rio abajo de su activacion
por el ligando. Se piensa que la pre-
sencia de estas enzimas, en el com-
plejo, hace posible que cuando son
requeridas durante el proceso de
transduccion sea innecesario que di-
fundan desde un sitio distante. En
presencia del ligando, aumentan los
componentes del complejo. Por una
parte, se reclutan mas de las protei-
nas que ya estaban asociadas en los
complejos constitutivos. Por otra, se
reclutan nuevos componentes, tales

como la cinasa GRK2 y Src, las fos-
fatasas PP2B y PP1, la adaptadora
AP-2 y la clatrina, proteina estruc-
tural de las vesiculas de internaliza-
cion del receptor (13).

En la formacion de complejos,
las afinidades de la interaccion en-
tre cada uno de los componentes
son importantes para definir el or-
den en el que éstos se agregan y

A. Receptor no ocupado por el ligando
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también para determinar la estabili-
dad de los complejos formados. Por
ejemplo, los complejos formados
entre el regulador de la proteina G
(RGS4), el dimero By de la proteina
Gy la subunidad a (tanto con GDP
unido como con GTP) y la PLCP se
han caracterizado con gran detalle.
Midiendo la transferencia de ener-
gia entre las proteinas marcadas con

B. Receptor ocupado por el ligando

Membrana plasmatica

AC

Adrenalina

Membrana plasmatica

ATP

AMPc + Pi

Figura 3. Complejo de seiializacion del receptor f2-adrenérgico. A) En general,
en ausencia del ligando el receptor y la proteina G heterotrimérica pueden existir
como complejo. En este modelo el receptor “preacoplado’ a la enzima efectora (AC)
tiene una conformacion inactiva. El receptor B2-adrenérgico ademas, forma parte
de un complejo preformado con otras proteinas (gravina, PKC, PKA, PP2B y la
arrestina). B) Cuando el receptor 32-adrenérgico es activado por su ligando, ocurre
un cambio conformacional que le permite asociarse con la proteina Gas que activa
a la adenilato ciclasa (AC) para generar AMPc. Otras proteinas se integran al com-
plejo (PP2A4; GRK2; que participan en el equilibrio de su estado de fosforilacion y
la clatrina y AP-2, que participan en el proceso de internalizacion del receptor).
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fluoroforos, se han calculado experi-
mentalmente las energias de contacto
entre dichos componentes (14). Los
resultados obtenidos indican que la
asociacion entre la proteina regu-
ladora RGS4 y las subunidades o y
By es muy fuerte, con una Kd menor
a 1 nM. Si in vivo estas condiciones
prevalecen, explicarian como es que
la proteina reguladora RGS4 se en-
cuentra unida a las subunidades de
la proteina G, ain en ausencia de li-
gando. Por otra parte, la proteina
reguladora también puede interac-
cionar con la PLCp, pero esta inter-
accion es 10 veces menos afin que
la interaccion entre RGS4 y las
subunidades o y Py. Esto implica
que este complejo RGS4-PLC} tie-
ne una vida media mas corta, sugi-
riendo que se trata de complejos
transitorios. Estas evidencias fisico-
quimicas de interacciones in vitro
ofrecen un sustento para explicar
porqué algunos complejos son mas
estables y prevalecen mas tiempo,
mientras que otros tienen una vida
media corta. Es probable que haya
otros componentes, como los cambios
conformacionales de las proteinas,
que contribuyen a la estabilizacion
de los complejos o bien que existan
multiples contactos entre varios de
los elementos que forman el comple-
jo. Se ha postulado que el cambio
en el estado de fosforilacion de los
diferentes componentes es la sefial
que da origen a dichos cambios con-
formacionales.

RECEPTOR DE LAS CELULAS T
(TCR) DE LA FAMILIA DE RECEP-
TORES DEL SISTEMA INMUNE

El receptor de las células T (TCR)
es miembro de la familia de recep-
tores con una de las composiciones
mas complejas por el nimero de
proteinas que se requieren para for-
mar un complejo de sefializacion ac-
tivo. La unién del antigeno al TCR
promueve ya sea, la diferenciacion,
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la sobrevivencia o la regulacion de la
funcion de las células T, respuestas
enfocadas principalmente hacia la
proteccion del organismo contra
agentes infecciosos (4).

EI TCR esta formado por las sub-
unidades o y f a las que se unen
ademas los complejos CD3y/CD3¢
y CD38/ CD3e, asi como dos cade-
nas C. Al complejo del TCR activo
también se anaden otras proteinas.
Las primeras en asociarse son las
cinasas Lck y Fyn que lo fosforilan,
posteriormente, se une la cinasa
ZAP-70 que fosforila a LAT y a
SLP-76, ambas proteinas adapta-
doras. La fosforilacion de LAT crea
sitios de reconocimiento para pro-
teinas con dominios SH2, como la
PLCyl y para las proteinas adapta-
doras Grb2, Grap y Gads. Por su
parte, SLP-76 sirve de plataforma
para la PLCy, para Vav un intercam-
biador de nucledtidos, para el adap-
tador Nik y para la cinasa Itk (4).

Se ha propuesto que los sistemas
de receptores con muchos compo-
nentes, como el TCR y otros carac-
teristicos de células del sistema
inmune, reflejan un alto grado de re-
gulacion y de selectividad para su
activacion. La union del antigeno al
TCR promueve el ensamblaje de
todas estas distintas subunidades y
cadenas en una combinacion y se-
cuencia particular para cada anti-
geno reconocido por el TCR. A
pesar de la multitud de elementos
que participan, el ensamblaje de-
pende en gran medida de s6lo nueve
residuos de aminoécidos altamente
conservados en las hélices trans-
membranales de las cadenas a, 3,
CD39, CD3e, CD3y y C. Mientras
que dos residuos basicos presentes
en la cadena a interaccionan elec-
trostaticamente con dos residuos
acidos del dimero CD38/CD3§, el
otro residuo bésico de la cadena a
lo hace con residuos acidos de las
cadenas C. Algo similar ocurre entre

un residuo bésico de la cadena 8 y
dos residuos acidos del dimero
CD3y/CD3¢ (15). EL reducido nu-
mero de residuos que participan en
la formacion de estos complejos
muestra una vez mas la importancia
de pequenos dominios en las inter-
acciones proteina-proteina.

RECEPTOR DEL FACTOR DE NE-
CROSIS TUMORAL ALFA (TNF-o)
DE LA FAMILIA DE RECEPTORES
CON DOMINIOS DE MUERTE

El factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0) es una citocina con fun-
cion pleiotropica, que induce res-
puestas bioldgicas como la muerte
celular por apoptosis, la prolifera-
cion o la diferenciacion, ademas de
ser un mediador clave en la activa-
cion de la respuesta del proceso in-
flamatorio (16).

Se han identificado dos recep-
tores para el TNF-a denominados
receptor tipo I (TNFRI) y receptor
tipo I (TNFRII), de los cuales el
mas estudiado es el tipo I1. El TNFRI
es una proteina con un solo pase
transmembranal que en respuesta al
ligando forma un trimero. Inicialmen-
te, a través de sus dominios cito-
plasmicos, el trimero activo reclu-
ta diferentes proteinas adaptadoras
(17). Esta interaccion ocurre a tra-
vés de tres dominios de interaccion
proteica denominados dominios de
muerte (DD) que se localizan en el
extremo intracelular de cada una
de las subunidades que forman al
receptor. La primera proteina adap-
tadora que se asocia al receptor es
TRADD (TNF-Receptor Associa-
ted Death Domain). Esta proteina
tiene dominios efectores de muerte
(DED) con los que puede asociar-
se a las siguientes proteinas adap-
tadoras: TRAF (TNF-Receptor
Associated Factor) y FADD (Fas-
Associated Death Domain). A és-
tas se unen de manera secuencial
zimogenos de caspasas y/o cinasas
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de residuos de serina y treonina. Al
dominio DD del TNFRI también
puede unirse la proteina adaptadora
denominada FAN (Fas Associated
Neutral sphingomyelinase), que
media la activacion de la esfingo-
mielinasa neutra en la membrana
plasmatica.

Al parecer, la diversidad en las
respuestas celulares al TNF-a esta
mediada en gran parte por el tipo de
proteina adaptadora que se asocia
al receptor, asi como por el tipo de
efectores que se integran al comple-
jo de sefalizacion. Por ejemplo, s6lo
de la proteina TRAF existen seis
1soformas de las cuales tres son ubi-
cuas (las isoformas 2, 3y 6) y tres
tienen un patron de expresion res-
tringido a 6rganos como el bazo,
testiculos o el pulmon (las isoformas
1,4y 5) (18). Esto sugiere que la
expresion de cada isoforma de
TRAF tiene una regulacion especifi-
ca. Ademas, las distintas isoformas
de TRAF tienen la capacidad de
asociarse directamente a una gran
variedad de receptores relacionados
con la familia definida por el TNFRI,
tales como CD40, R-IL-15, R-1L-17,
entre otros. También interactiian con
cinasas efectoras o amplificadoras
como IRAK, NIK, RIP, PKCC y
Src; e incluso con proteinas adap-
tadoras y reguladoras como TRIP,
A20, TRADD, filamina o la nucleo-
porina (18).

La amplia gama de posibles
Interacciones proteicas y la expre-
sion diferencial de las moléculas que
forman los complejos transduccio-
nales del TNFRI pueden explicar, al
menos en parte, porqué en ninguna
célula primaria el TNF-o induce
apoptosis, pero si lo hace en dife-
rentes tipos de células transforma-
das. De la misma manera, permite
entender como esta citocina puede
evocar diferentes respuestas en un
solo tipo celular, como ocurre en las
células endoteliales. Mientras que en

cultivos primarios de células endo-
teliales de microvasculatura induce
proliferacion, en las células endo-
teliales del cordon umbilical humano
induce un fenotipo activado carac-
teristico de la reaccion inflamatoria.

La via apoptdtica que activa el
TNFRI es la mejor caracterizada en
cuanto a la formacion de un comple-
jo de sefializacion. En respuesta al
ligando se forma un complejo mul-
tiproteico denominado disco de
muerte o DISC. En este complejo
participan las proteinas TNFRI-
TRADD-FADD vy la procaspasa 8 y
la estabilidad del complejo depende
de los dominios DD y DED de di-
chas proteinas. Algunos estudios de
union de estos dominios han revela-
do que la interaccion DD-DD como
la que sucede entre el TNFRI y
FADD es de caracter electrostatico,
mientras que la interaccion DED-
DED entre FADD y la procaspasa 8
es de carécter hidrofobico (17). Por
otra parte, la via de sobrevivencia y
proliferacion requiere del TNFRI y
de su asociacion con TRADD-
FADD y NIK o RIP.

El estudio cristalogréafico de dos
de estos elementos en el sistema del
receptor Toll en Drosophyla mela-
nogaster ha permitido visualizar con
detalle las interacciones proteicas
entre TRAF y NIK. Al analizar la
formacion de complejos diméricos
entre los dominios DD de la protei-
na adaptadora Tube (andloga a
TRAF) y la cinasa Pelle (analoga a
NIK) se ha revelado que la asocia-
cion DD-DD involucra una mezcla
de varios tipos de interacciones qui-
micas, algunas electrostaticas, otras
hidrofébicas y otras mas de natura-
leza polar (19). Se ha propuesto que
pueden existir variantes de los do-
minios DD que presentan dos de las
tres interacciones quimicas identi-
ficadas en este sistema.

La estructura cristalina revela que
el dimero Tube-DD-DD-Pelle adop-
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tauna estructura tridimensional en
forma de haz helicoidal (“helical bun-
dle”) con seis hélices arregladas de
manera antiparalela, en una especie
de sandwich, en donde una cara esta
formada por las hélices 1,4y 6y la
otra por las hélices 2, 3 y 5. Cuatro
de los cinco residuos de aminoaci-
dos conservados (LWLF) del domi-
nio DD de Pelle forman un nucleo
hidrofobico relevante para la inter-
accion. La estructura permite tener
interfaces plasticas o moéviles que
hacen posible el contacto entre las
hélices de los dominios de muerte.
La topologia de los dominios DD es
similar a la de los dominios DED
(19).

Todo esto muestra nuevamente
que launién y estabilizacion de com-
plejos multiproteicos dependen de
pequefios dominios y de las carac-
teristicas bioquimicas que rigen sus
interacciones.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
La complejidad en las redes de se-
fnalizacion en los organismos supe-
riores depende de un gran nimero
de interconexiones proteicas. Estas
interacciones proteina-proteina es-
tdn mediadas por dominios de
interaccion proteica, de los cuales se
han descrito varias docenas. Estos
dominios se encuentran como mo-
dulos dentro de la secuencia primaria
de una gran variedad de proteinas.
En ocasiones, las proteinas pueden
presentar diferentes dominios de
interaccion proteica con funciona-
miento independiente, permitiendo
su interaccion simultdnea con dos o
mas proteinas. La manera en la que
estos dominios interaccionan entre
si, se rige por parametros tales como:
1) la concentracion de cada protei-
na, la cual depende tanto de la vida
media como de su control genéti-
co, 2) la afinidad de la interaccion,
que puede ser constante o afectada
por cambios postrasduccionales,
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3) la estabilizacion de la union por
las distintas conformaciones adqui-
ridas, ya sea por fosforilacion o por
asociacion con otras proteinas, 4) la
existencia de una region conductora
(“steering region”) cuyo principio
se basa en la densidad de carga y
en superficies hidrofobicas o pola-
res, 5) la localizacion subcelular
que depende de modificaciones
como la miristoilacion o la acetila-
ciony 6) la agregacion, ya sea directa
o indirecta con los receptores. Estos
puntos en conjunto permiten expli-
car la gran diversidad en las funcio-
nes bioldgicas que una sola proteina
puede desempeiar en una célula bajo
un contexto bioldgico definido.

Se postula que los sistemas de
sefializacion han evolucionado junto
con los moédulos de interaccion pro-
teica. Una vez establecido el sistema
de etiquetado bioquimico de pro-
teinas por fosforilacion de residuos
de tirosina, serina o treonina, surgie-
ron los dominios de interaccion
proteica controlados por estos cam-
bios. El analisis de secuencias mues-
tra que los dominios SH2 son
probablemente un grupo ancestral
de este tipo de dominios. La natura-
leza modular de los dominios pro-
teicos ha permitido que dominios de
interaccion como SH2 se integren a
proteinas con una gran variedad de
funciones. La diversidad de protei-
nas con dominios SH2 ejemplifica
cémo los dominios de interaccion
proteica contribuyen a la formacion
de nuevas vias y complejas redes de
sefializacion.

Nuevas herramientas han permi-
tido analizar estas interacciones tan-
to in vitro como in vivo. El ensayo
de FRET, la coinmunoprecipitacion,
y latécnica de microscopia confocal
han permitido evidenciar y visualizar
la formacion de complejos proteicos
funcionalmente relevantes, y cono-
cer ladinamicay la especificidad de
estas asociaciones. El desarrollo de
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la biologia molecular ha permitido
generar deleciones y mutaciones
puntuales especificas definiendo
con gran detalle las regiones de
interaccion entre dos proteinas. Adi-
cionalmente, ha permitido aplicar
los ensayos de doble hibrido y de
despliegue de fagos a gran escala,
generando bibliotecas de dominios
proteicos.

Estas técnicas junto con la crista-
lografia, la resonancia magnética y la
espectrometria de masas han hecho
posible entender con gran detalle la
naturaleza bioquimica de las inter-
acciones entre algunos de los domi-
nios de interaccion.

Finalmente, el surgimiento de la
gendmica, de la protedmica y de su
relacion con la bioinformatica pro-
mete ampliar, mucho mas alla de
lo esperado, la identificacion de do-
minios de interaccion en todas las
proteinas codificadas por un genoma.
Los estudios preliminares de pro-
tedmica en levaduras y nematodos
estan preparando el camino para su
aplicacion en humanos. Si bien la
identificacion de todos los dominios
de interaccion proteica y de las ba-
ses bioquimicas que modulan sus
interacciones no respondera todas
las preguntas relevantes de los siste-
mas de transduccion, si permitird
conocer al menos todos los circuitos
de sefializacion que pueda formar
un tipo celular bajo una condicion
fisiologica definida.

GLOSARIO

C1; dominio de unién del activador
(“activator-binding C1 domain”).
C2; dominio de unién a calcio
(“Ca2*-binding C2 domain”).

DD; dominio de muerte (“death
domain”).

DD*; dominio de dimerizacion y
reclutamiento  (“Dimerization/
Docking domain).

DED; dominio efector de muerte
(“death effector domain”).

EVHI1; dominio homologo a VASP
(fosfoproteina estimulada por vaso-
dilatador/inductor (“‘vasodilator indu-
cer stimulated phospho protein”).
FHA; dominio asociado a cabeza
bifida (“Forkhead-associated”).
FYVE; dominio rico en cisteinas
que se une a 2 iones ZnZ*, su nom-
bre deriva de la primera letra de las
cuatro proteinas en las cudles se
identifica Fablp, YOTB, Vaclp y
EEAL (early endosomal antigen 1)
(“small zinc finger-like domains;
(Fablp, YOTB, Vaclp y EEA1)
domains”).

HEAT; dominio que se encuentra
en proteinas como Huntigtina, factor
de elongacion, subunidad A de la
cinasa de lipidos TOR (“Huntingtin-
Elongation-A subunit-TOR”).
PDZ; dominio de densidad postsi-
naptica /discogrande/201 (“postsy-
naptic-density-95/Disck-large/
2017).

PH; dominio homologo a plecks-
trina (“Pleckstrin domain™).

PTB; dominio de uniodn a una tiro-
sina fosforilada (“phosphotyrosine-
binding domain”).

RGS; dominios homoélogos a las
proteinas reguladoras de la senali-
zacion de proteina G. (RGS) (“Re-
gulatory proteins of G protein Sig-
nalling domains”).

SH1-4; regiones homologas a la
oncoproteina Src en los dominios 1,
2, 3 y 4 (“Src-homology 1, 3, 4
domains”).

Tubby; dominio rechoncho (“tubby
domain”).

WD40; dominio de 7 repeticiones
de hoja-beta (“seven blanded beta
propeller WD40 repeat domain”).
WW; dominio con 2 residuos de

triptofano conservados (“WW
domain”).
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PLASTIDOS NO FOTOSINTETICOS:
SU PAPEL METABOLICO Y LOS INTERCAMBIADORES
DE SU MEMBRANA INTERNA®

Aurora Lara Nifez! y Rogelio Rodriguez Sotres'

RESUMEN

Los plastidos son organulos presentes en casi todas
las células vegetales y que, en las células fotosin-
téticas, dan lugar a los cloroplastos. Aun no siendo
fotosintéticos, los plastidos son centrales para el me-
tabolismo vegetal, ya que son sitios de biosintesis de
lipidos, almidon y aminoacidos aromaticos. Los plas-
tidos poseen una doble membrana, pero la membrana
interna es la que posee sistemas selectivos de trans-
porte para el intercambio de precursores y metabolitos
con el resto de la célula. En las células fotosintéticas
se han caracterizado diversos sistemas que regulan el
intercambio mutuo de precursores para la biosintesis
en el citosol y el estroma plastidial. Reportes recien-
tes documentan diferencias en dichos intercambios en
el metabolismo no fotosintético y sefialan que su im-
portancia es mucho mayor de lo que se habia antici-
pado. En este trabajo se describen los sistemas de
intercambiadores identificados hasta hoy en la litera-
tura y se discuten sus funciones durante el proceso de
acumulacion de reservas en las semillas de cereales,
modelo en el que ha habido recientemente un mayor
avance.

PALABRAS CLAVE: Intercambiador, transportador,
plastido, membrana.

ABREVIATURAS: TPT, transportador de triosas fosfa-
to; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; 3PGA, 3 fosfo-
glicerato; G3P, glicerol 3-fosfato; PPT, transportador
de fosfoenolpiruvato; PEP, fosfoenolpiruvato; 2PGA,
2-fosfoglicerato; HPT, transportador de hexosas fos-

fato; XPT, transportador de xilulosa fosfato; Xul-5-P,
xilulosa 5-fosfato; GS, glutamina sintasa; GOGAT
glutamina/2-oxoglutarato aminotransferasa; OPPP,
ruta oxidativa de pentosas fosfato; OMT, transporta-
dor de 2-oxoglutarato/malato; DTC, transportador ge-
neral de dicarboxilatos; OAT, transportador de oxala-
cetato/malato; MDH, malato deshidrogenasa; NADPH,
nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato.

ABSTRACT

Plastids are organells present in almost every plant
cell. They differentiate into chloroplasts in photo-
synthetic cells and, in non-photosynthetic cells, they
play an important role in the biosynthesis of lipids,
starch and aromatic amino acids. They are enclosed
by a double membrane, but the inner one is
responsible for the selectivity of the metabolite
exchange with the cytosol. A number of molecular
systems mediating the exchange of metabolites have
been identified in chloroplasts, but recent reports
indicate that non-photosynthetic plastidial trans-
porters are not the same, and seem to have greater
relevance in the regulation of metabolism than
previously thought. Here, we describe these non-
photosynthetic exchange systems, and discuss their
roles in relation to the reserve accumulation process
during seed maturation, a model in which there has
been a recent and significant progress.

KEY WORDS: Translocators, exchangers, plastids,
membrane.

*Recibido: 31 de enero de 2003. Aceptado: 8 de julio de 2003.
1Departamento de Bioquimica Vegetal, Facultad de Quimica, UNAM. Ciudad Universitaria, C. P. 04510. México, D. F.
Tel.: 5622-5285, Fax: 5622-5329. Correo E: auroraln@correo.unam.mx



REB 22(3): 130-137 Intercambiadores y metabolismo de plastidos no fotosintéticos

INTRODUCCION
Todas las células vegetales po-
seen organulos exclusivos de-
nominados plastidos. En éstos se lle-
van a cabo diferentes reacciones
esenciales para el metabolismo ve-
getal, tales como la biosintesis de
acidos grasos, de algunos aminoéci-
dos, de almidon y de diversos meta-
bolitos secundarios, asi como la
reduccion de nitratos y nitritos en
amonio Y la fijacion de azufre. Ade-
mas, en las células fotosintéticas, los
plastidos se diferencian en cloro-
plastos, organulos responsables de
cosechar la energia luminosa y trans-
formarla en energia quimica para la
fijacion reductiva de CO,, nitrato y
sulfato en moléculas orgénicas (1).
Los plastidos, al igual que las
mitocondrias, poseen un doble sis-
tema de membranas y un DNA pro-
pio. En ellos ocurren transcripcion y
traduccion, aunque sélo una peque-

fla porcion de sus proteinas esta co-
dificada en su genoma, por lo que
las restantes, codificadas por el
genoma nuclear, son importadas del
citosol por un complejo sistema de
importacion (2).

Lamembrana externa plastidial es
permeable, permite pasar compues-
tos de alto peso molecular y algunas
proteinas pequefias. En cambio, la
membrana interna es poco permea-
ble y el intercambio de metabolitos
entre el citosol y el medio al interior
del pléstido, llamado estroma, esta
mediado por proteinas transporta-
doras (Fig. 1). Entre ellas encontra-
mos poros y canales, que permiten
el paso de moléculas pequefias con
poca (poros) o mucha (canales) se-
lectividad; bombas, que transportan
moléculas selectivamente en contra
de su diferencia de concentracion
usando energia en forma de ATP; y
translocadores, que mueven meta-

H,O

A

Poro
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bolitos, ya sea uno a la vez (unipor-
tadores), o acoplando el transporte
simultaneo de dos metabolitos rela-
cionados, en una misma direccion
(simportadores), o en direcciones
opuestas (antiportadores). Dichos
metabolitos incluyen precursores
producidos por el plastido y que son
requeridos por la maquinaria biosin-
tética citosolica. Otros compuestos
transportados regulan la disponibili-
dad de energia y el balance de car-
bono, fosforo, nitrégeno y azufre
entre ambos compartimentos (3).
Debido a su alta selectividad y a
la diversidad de los metabolitos que
se intercambian entre el estroma
plastidial y el citosol, el estudio de
los intercambiadores en la membra-
na interna del plastido ha cobrado un
gran interés en los ultimos afios. Des-
de los estudios de la fotosintesis en
los afios 70’s y 80’s se habia de-
mostrado que el intercambio de

Estromal
plastidial Membrana externa
K+ Ca2+ \
. Espacioll Membrana interna
intermembranal
Bt cl-
Canales
ADP ADP
L%
T ocad Glucosa — > Gllicosa
S ranslocadores
T X
ATP ATP
kGIutamato\ Malato Pi fPEP /
K Y 1 /
Malato  Pi 4 v\PEP

N4
Kk GIutamatoA/

L

Figura 1. Diferentes tipos de proteinas transmembranales capaces de movilizar iones y solutos de un lado al otro de una bicapa
lipidica. Las actividades aqui mostradas se han reportado en membrana interna en plastidos, o externa, en el caso de los poros.
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compuestos fosforilados por fosfato
y el intercambio de dicarboxilatos
juegan un papel muy importante en
la regulacion de la fotosintesis y en
el control del balance de carga ener-
gética, potencial redox, carbono y
fosforo entre el cloroplasto y el
citosol (3). Pero ademas, se demos-
tré que el intercambio de compues-
tos fosforilados posee un papel
regulador de la sintesis y degrada-
cion de azlicares en el citosol (1, 3).
El objetivo de este articulo es pre-
sentar la informacion generada hasta
la fecha acerca de los intercambia-
dores presentes en la membrana
interna plastidial y discutir su par-
ticipacion e importancia en las vias
metabolicas citosolicas y del interior
del pléstido.

TIPOS DE PLASTIDOS

Los pléstidos se clasifican de acuer-
do a su funcidn, su estructura interna
y su origen. Los mejor caracteriza-
dos de todos los plastidos son sin
duda los cloroplastos. Estos plasti-
dos son verdes, tienen forma len-
ticular y en su interior se encuentra
el aparato fotosintético en una orga-
nizacion de membranas internas de-
nominada grana, que debe su forma
al apilamiento de los sacos fotosin-
téticos llamados tilacoides. Los clo-
roplastos realizan la fotosintesis,
pero también participan en otras
rutas metabolicas.

Los cromoplastos contienen nive-
les relativamente altos de carotenos
y otros pigmentos, que les confieren
tonos rojos, anaranjados y amarillos.
Se presentan en pétalos, frutas y ho-
jas senescentes. Los etioplastos se
forman en células de hojas en creci-
miento cuando estan en completa
oscuridad y le confieren a las hojas
una tonalidad amarilla por la presen-
cia de protoclorofila, un precursor
de la clorofila. Poseen centros cris-
talinos conocidos como cuerpos

prolamelares y se diferencian muy
rapidamente en cloroplastos en
cuanto se exponen las plantulas a
la luz solar (1).

Los proplastos o eoplastos son
incoloros, se encuentran en c¢lulas
meristematicas de tallos, raices,
embriones y endospermo; éstos se
pueden diferenciar en cualquiera
de los demas tipos de plastidos.

El metabolismo interior de cada
uno de estos tipos de plastidos se
ajusta a las necesidades del tejido
en que se encuentren y la etapa de
desarrollo del mismo (4).

Leucoplasto es un término gene-
ralmente aplicado a plastidos inco-
loros, pero, a diferencia de los
proplastos y los etioplastos, no son
progenitores de otro tipo de plasti-
dos. Dentro de este grupo se encuen-
tran los amiloplastos y elaioplastos.
Los primeros contienen cantidades
sustanciales de granulos de almidon
y se encuentran en raices y tejidos
de almacenamiento, tales como el
cotileddn, el endospermo y los tu-
bérculos, mientras que los elaioplas-
tos tienen grandes cantidades de
lipidos almacenados y se hallan en
células epidérmicas de algunas fami-
lias de monocotiledoneas como las
orquideas y en las células embriona-
rias de muchas semillas, siendo es-
pecialmente abundantes en las
oleaginosas (1).

METABOLISMO PRINCIPAL EN
LOS PLASTIDOS

La mayoria de la investigacion reali-
zada en plastidos se ha enfocado en
los cloroplastos, en particular, en el
metabolismo fotosintético de fijacion
de CO, atmosférico que culmina en
el ciclo de Calvin. En los cloroplas-
tos, el carbono fijado produce ini-
cialmente acidos de tres carbonos,
que se reducen gracias a la energia
captada por las reacciones lumino-
sas de la fotosintesis, dando lugar a
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triosas y hexosas fosforiladas (5).
Las hexosas pueden ser almacena-
das temporalmente en forma de al-
midon, o exportadas al citosol para
satisfacer las necesidades energéti-
cas o biosintéticas del resto de la
célula y, ademas, las de los tejidos
no fotosintéticos de la planta. Los
cloroplastos también son sitios en
los que ocurre la sintesis de &cidos
grasos, terpenos, varios aminoaci-
dos y metabolitos secundarios. La
mayoria de estos compuestos pue-
de ser exportados al resto de la cé-
lula, pero pocos son enviados a
otros tejidos. En el interior de los
cloroplastos se lleva a cabo la sinte-
sis de ATP dependiente de la luz co-
nocida como fotofosforilacion, la
cual estd acoplada con la transferen-
cia de electrones en la membrana
tilacoidal (4).

Por otra parte, los plastidos de
semillas en desarrollo, flores, frutos,
tallos y raices no poseen la capaci-
dad de generar ATP ni de fijar car-
bono a través de la energia solar. Por
ello, para satisfacer sus demandas
energéticas o metabodlicas deben
importar precursores del citosol. Sin
embargo, estos organulos poseen
casi todas las otras rutas metabodlicas
presentes en los cloroplastos, que
resultan indispensables para las cé-
lulas y que solo se encuentran en
plastidos. Entre las rutas mas impor-
tantes en el estroma plastidial se en-
cuentran: (i) la biosintesis de acidos
grasos, base de la sintesis y recam-
bio de todas las membranas de la
célula y para la que se ha propuesto
al malato, al piruvato y al acetato
como precursores principales (1),
(i) la biosintesis del almidon, que
sirve de reserva de energia y de car-
bono y para la cual las hexosas
activadas (en su forma de ADP-glu-
cosa) son las precursares inmedia-
tas (1), (iii) la biosintesis de amino-
acidos aromaticos, terpenos y otros
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metabolitos secundarios, derivados
del shikimato, que en los plastidos
se producen a partir de fosfoenol-
piruvato y eritrosa-4-fosfato (5, 6),
(iv) la ruta oxidativa de las pentosas
fosfato (que comparte numerosas
reacciones con el ciclo de Calvin),
responsable de generar el poder re-
ductor necesario para el anabolis-
mo, € importante también como pro-
ductora de pentosas fosfato, que se
emplean en la sintesis de nucledtidos
(7), (v) la asimilacion de nitrogeno
inorganico en amonio, el cual sirve
en la sintesis de aminoacidos, acidos
nucleicos, cofactores y clorofila, en-
tre otros compuestos (4) y (vi) la re-

Sintesis de acidos

duccion de sulfato y biosintesis de
cisteina y metionina a partir de los
cuales se sintetizan metabolitos
esenciales y secundarios (4). Los
principales productos metabdlicos de
estas rutas se ilustran en la figura 2.

Para obtener su energia, los
plastidos no fotosintéticos realizan
también procesos catabolicos, tales
como la glucolisis, para la cual exis-
ten isoenzimas en el citosol y en el
plastido. En este caso, la comparta-
mentalizacion permite que un proce-
so ocurra en dos sitios distintos
dentro de una célula y sea regulado
de distinta forma para responder a
las necesidades metabolicas de cada
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micro ambiente, en armonia con las
demandas del resto de la célula (8).
Un punto crucial de la coordinacion
metabolica celular es el control del
intercambio de intermediarios de to-
das las diferentes vias metabolicas
que ocurren en forma simultanea en
el citosol y en el estroma plastidial
(2). Es por eso que, en los ultimos
afios, se ha intensificado la investi-
gacion de los transportadores de la
membrana de este ultimo organulo,
pues diversas evidencias refuerzan
la propuesta de que tienen un papel
central en la regulacion del metabo-
lismo tanto intraplastidial, como
citosolico.

Ruta del shikimato

grasos

Acetil- CoA

HOOC

|

F

Acido oleico

Ruta de las pentosas fosfato |

0]

i
O—b—O0— Gt I

OH OH

N

GCONHZ

Triptéfano

Aminoacidos aromaticos

HSC\
)\

PEP + Eritrosa-4-P

CH M
e !
NW .
OH
CHs PN
Cafeina Mentol

N
Lo
o—P—o—CH2
Ic!

OH O—P—O'
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADP-, poder reductor)

Metabolitos secundarios

Sintesis de almidén

CH,OH
OH-OH

O—ADP —>» Almidon
H

OH
ADP-Glucosa

Figura 2. Principales productos metabolicos que se producen en el interior de los plastidos no fotosintéticos.
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1. INTERCAMBIADORES DE COM-
PUESTOS FOSFATADOS

En plantas se ha estudiado una fa-
milia de transportadores que inter-
cambian compuestos fosfatados
por ortofosfato. Hasta la fecha se
han reportado cuatro tipos. Las
evidencias sugieren que estan cons-
tituidos por una proteina mono-
mérica que atraviesa 6 veces la
membrana y que se requieren dos
de estos mondmeros para crear un
sitio activo de transporte (6). Una
caracteristica comun a todos estos
sistemas, es que mantienen intacto
el balance de fosfato entre ambos
compartimentos, ya que por cada
fosfato orgénico transportado, se
reintegra un fosfato inorgénico al
compartimento donador. En las ho-
jas de muchas especies, estd muy
claramente documentado, que el
nivel citosolico de fosfato inorgani-
co disponible para el cloroplasto,
determina la cantidad de carbono
exportado al citosol (4).

i) Intercambiador triosas-fos-
fato/fosfato (TPT, por sus siglas en
inglés: “triose phosphate transloca-
tor”). Este transportador intercambia
fosfato inorgdnico por compuestos
de tres carbonos con un fosfato uni-
do covalentemente al C-3, principal-
mente, dihidroxiacetona fosfato
(DHAP), el gliceraldehido-3-fosfato
(G3P) y el 3 fosfoglicerato (3PGA).
El TPT ha sido extensamente estu-
diado y se conoce su secuencia de
aminodacidos, a través del gen que lo
codifica en diferentes especies vege-
tales tales como espinaca, maiz, tri-
go, chicharo y tabaco. Se expresa
principalmente en tejidos fotosinté-
ticos como las hojas y se ha pro-
puesto que su funcion principal es la
de exportar al citosol triosas-fosfato
resultantes de la fijacion del CO,
atmosférico, en donde entran a la
ruta de la gluconeogénesis para for-
mar glucosa-6-fosfato y sacarosa.
La sacarosa puede ser, a su vez, ex-

portada a tejidos no fotosintéticos
como semillas, raices y frutos. Por
su parte, la glucosa no utilizada pue-
de también entrar nuevamente al
cloroplasto (véase mas adelante) y
almacenarse en granulos de almidon
(3, 9).

ii) Intercambiador fosfoenolpi-
ruvato/fosfato (PPT, por sus siglas
en inglés: “phosphoenolpyruvate
translocator”). Los metabolitos que
este transportador intercambia efi-
cientemente son compuestos de tres
carbonos con un fosfato unido co-
valentemente al C-2. Ellos son fun-
damentalmente el fosfoenolpiruvato
(PEP) y el 2-fosfoglicerato (2PGA).
Su selectividad es suficiente para
considerar que in vivo no participa
en el intercambio de triosas fosfato
0 G3P por fosfato. Se conoce tam-
bién la secuencia de bases del gen
que lo codifica y ha sido estudiado
en semillas de maiz, trigo, chicharo y
en brotes de coliflor, asi como en
Arabidopsis. El PPT se expresa
principalmente en tejidos no fotosin-
téticos, incluidas las semillas.

Puesto que se ha visto que las
plantas transgénicas de Arabidopsis
que expresan el gen en antisentido
son deficientes en la sintesis de
metabolitos secundarios del grupo
de los isoprenoides y aminoacidos
aromaticos, se propone que su pa-
pel es importar PEP del citosol, para
alimentar la ruta del shikimato en el
interior del plastido y que representa
uno de los puntos con mayor impor-
tancia en el control metabolico de
esta via (5).

Por otro lado, dado que se sabe
que los plastidos tienen una piruvato
cinasa activa y una piruvato deshi-
drogenasa semejante a la presente
en la mitocondria, se ha propuesto
que el PEP puede ser transformado
hasta acetil-Coenzima A y servir
como precursor de los acidos grasos
dentro del plastido. Esta hipdtesis ha
sido explorada experimentalmente
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in vitro (9) en sistemas de plastidos
aislados, pero aun no se cuenta con
suficiente evidencia acerca de su po-
sible relevancia in vivo (6).

iii) Intercambiador hexosas-
fosfato/fosfato (HPT, por sus siglas
en inglés: “hexose phosphate trans-
locator”). Este transportador inter-
cambia glucosa-6 fosfato (G6P) por
fosfato, aunque se ha reportado que
en algunas especies posee una se-
lectividad mas pobre y también pue-
de intercambiar por fosfato a la
glucosa-1 fosfato (G1P) e incluso a
las triosas fosfato y G3P. Se conoce
la secuencia del mensaje para esta
proteina y su topologia es similar a
los demas miembros de esta familia
de intercambiadores. En los cloro-
plastos, se ha propuesto que su fun-
cion es la de drenar el carbono fijado
en el ciclo de Calvin durante la foto-
sintesis hacia el citosol, asi como
intercambiar triosas fosfato por
hexosas fosfato durante el mismo
proceso (5). Se ha reportado que al-
gunos plastidos carecen de algunas
enzimas de la gluconeogénesis (8),
por lo cual se requiere exportar trio-
sas para que en el citosol se convier-
tan en hexosas fosfato, tras lo cual,
los excedentes regresarian al cloro-
plasto para ser almacenadas como
almidon. En los periodos de oscuri-
dad, este mismo transportador ten-
dria la funcion de exportar al citosol
hexosas fosforiladas, provenientes
de las reservas de almidon, para
proveer de carbono y energia al res-
to de la célula.

Aunque se ha reportado la expre-
sion de esta proteina en pléstidos de
tejidos no fotosintéticos, su papel y
la forma en que se regula es alin in-
cierta, ya que hay reportes que de-
muestran que la fosforilacion e
incorporacion de hexosas a los plas-
tidos no fotosintéticos podria estar
estrechamente ligada con la expor-
tacion de acidos grasos hacia el
citosol (10).
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iv) Intercambiador pentosas-
fosfato/fosfato (XPT, por sus si-
glas en inglés: “xylulose-5-pentose
protein translocator’). Recientemen-
te se ha identificado en Arabidopsis
este nuevo transportador plastidial
capaz de intercambiar fosfato inor-
ganico o triosas fosfato por xilulosa
5-fosfato (Xul-5-P) y, en menor gra-
do, ribulosa 5-fosfato, pero que no
intercambia ribosa 5-fosfato ni
hexosas fosfato. El XPT se expresa
en hojas, flores, tallos y raices en
todas las etapas del desarrollo de la
planta.

La Xul-5-P es un intermediario
tanto del ciclo reductivo de las
pentosas fosfato (ciclo de Calvin)
como de la ruta oxidativa de pen-
tosas fosfato (OPPP). Ambos ciclos
proveen al plastido de esqueletos
carbonados para otras reacciones
metabolicas, tales como produccion
de la ribulosa 5-P, necesaria en la
biosintesis de nucleotidos, la eritrosa
4-fosfato, un intermediario de la ruta
del shikimato (6) y posiblemente aci-
do glucénico, precursor en la sinte-
sis de inositol fosfato y de acido
fitico. Se ha propuesto que la fun-
cion del transportador XPT es la de
proveer esqueletos carbonados a la
ruta de pentosas fosfato plastidial en
forma de Xul-5-P, especialmente,
bajo condiciones de alta deman-

ADP Glutamina
2Fdred
GOGAT
2Fdoy
NH,* Glutamato

ATP

da por intermediarios de este ciclo
(7), aunque su papel podria ser el
opuesto, al proveer de pentosas
fosfato al citoplasma para diversos
procesos biosintéticos. Se ha encon-
trado que el nivel de expresion de
este transportador se incrementa
cuando las plantas son sometidas a
estrés oxidativo (7).

2. TRANSPORTADORES DE ACI-
DOS ORGANICOS
Tanto los cloroplastos como los plas-
tidos no fotosintéticos necesitan im-
portar y exportar acidos organicos
para satisfacer algunas de sus de-
mandas metabdlicas tales como la fi-
jacion de nitrégeno en aminoécidos,
la sintesis de acidos grasos, asi como,
posiblemente, la biosintesis de cier-
tos metabolitos secundarios.
Mediante elaborados estudios de
la cinética del transporte de dicar-
boxilatos en cloroplastos aislados se
caracteriz6 un sistema de dos com-
ponentes de especificidades distin-
tas pero parcialmente sobrelapadas,
capaces de intercambiar malato por
distintos acidos organicos. Uno de
estos transportadores media la en-
trada de 2-oxoglutarato en inter-
cambio por malato estromal (trans-
portador 2-oxoglutarato/malato,
OMT), aunque también puede inter-
cambiar succinato y fumarato, mien-

Estroma
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tras que el otro cataliza la salida de
glutamato por malato citosolico
(transportador general de dicarbo-
xilatos, DTC), pero también puede
intercambiar malato por aspartato
(11). Se ha propuesto que estos
transportadores trabajan en casca-
da conformando lo que se conoce
como sistema de doble lanzadera,
similar al previamente reportado
para mitocondrias, en el que el
plastido importa 2-oxoglutarato y
exporta malato, pero luego importa
malato y exporta glutamato; el resul-
tado es un intercambio de 2-oxoglu-
tarato por glutamato, sin transporte
neto de malato (11).

Este sistema de doble transporte
hasido relacionado con la asimilacion
de amonio, misma que en el interior
de los plastidos es necesaria para
complementar la reduccion de nitrito
(12). En este proceso, participan 2
enzimas del estroma plastidial: glu-
tamina sintasa (GS) y glutamina/
2-oxoglutarato aminotransferasa
(GOGAT). El mecanismo completo
se esquematiza en la figura 3.

Otro transportador de dicarbo-
xilatos intercambia oxalacetato por
2-oxoglutarato o malato (transpor-
tador de oxalacetato/malato, OAT)
y participa en un sistema tipo lanza-
dera conocido como valvula de ma-
lato que contribuye a proporcionar
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2-Oxoglutarato

Malato
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- >

Glutamato
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Figura 3. Papel de los transportadores de dicarboxilatos en la fijacion de amonio en forma de glutamato en cloroplastos.
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poder reductor al interior del plasti-
do viaMDH dependiente de NADPH
plastidial.

Ya se han secuenciado los genes
que codifican para OMT y DTC en
Arabidopsis y se conocen secuen-
cias homologas para OMT en espi-
naca y otras especies vegetales
(12). Esta familia de proteinas son
mondmeros con 12 dominios trans-
membranales con una region hidro-
filica intermedia.

Estos transportadores pueden
intercambiar malato por otros dicar-
boxilatos tales como fumarato y
succinato, como ya se indic¢ arriba,
asi como los tricarboxilatos citrato e
isocitrato. El significado de estos in-
tercambios a nivel fisiologico no es
claro, ya que no se ha documentado
una funcién metabodlica para estos
compuestos en el estroma plastidial,
lo que no significa que no la tengan.
Finalmente, el malato puede también
ser descarboxilado a piruvato en el
interior de los plastidos por accion
de la malato deshidrogenasa descar-
boxilante o enzima malica.

Esta posibilidad dio lugar a la
propuesta de que el malato podria
servir como fuente de carbono para
la sintesis de acidos grasos (9). Para
que el malato represente una fuente
de carbono, se requeriria de un me-
canismo para incorporarlo sin que,
como ocurre en los intercambios, se
deba ceder a cambio otro compues-
to carbonado equivalente, ya que asi
no habria ganancia neta de carbono.
Diversos resultados experimentales
de nuestro grupo de trabajo (resul-
tados no publicados) y de otros gru-
pos (10) no apoyan esta hipdtesis,
ya que la adicion de malato tanto a
plastidos aislados de semillas en de-
sarrollo, como a embriones de maiz
en desarrollo incubados in vitro, no
resulta en una incorporacion signi-
ficativa de este compuesto a los
lipidos. Sin embargo, un hallazgo re-
ciente de nuestro laboratorio indica

que los plastidos no fotosintéticos
poseen un transportador capaz de
intercambiar malato por pirofosfato
(13). Este descubrimiento plantea
nuevas hipotesis alternativas sobre
las posibles funciones para este sis-
tema de transportadores, ya que
este intercambio si puede modificar
el balance de carbono/fosforo de los
compartimentos separados por la
membrana plastidial, ademas de que
el pirofosfato puede tener multiples
funciones fisiologicas dentro de las
células vegetales (14). Este inter-
cambiador podria participar, junto
con la pirofosfatasa vacuolar, la cual
acopla la hidrolisis del pirofosfato
con la translocacion electrogénica
de protones, en la regulacion de
la concentracion de pirosfosfato
en el citosol (14). Desde luego, un
conocimiento mas profundo de la
relevancia fisioldgica de estos inter-
cambios, hasta ahora s6lo investiga-
dos in vitro, requiere de estudios
adicionales.

Aun cuando no es estrictamente
un intercambiador, se ha reportado
la existencia de un transportador de
piruvato cuyo papel es alimentar la
sintesis de acidos grasos en semi-
llas de plantas con metabolismo C4
(15). A la fecha no se ha demostra-
do la presencia de este transporta-
dor en tejidos no fotosintéticos,
pero de presentarse, podria ser sig-
nificativo en el intercambio de car-
bono entre el estroma plastidial y el
citosol.

Es importante mencionar la entra-
da de acetato al plastido, la cual se
lleva a cabo a través de difusion pa-
siva (9) y no ha sido reportado algiin
tipo de transportador con afinidad al
acetato, pero ha sido documentado
que en algunas especies éste es el
mejor precursor en la sintesis de aci-
dos grasos, aun cuando la entrada
de acetato es lenta y se duda que sea
suficiente para sustentar la sintesis
de acidos grasos in vivo (9).
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3. INTERCAMBIADOR DE NU-
CLEOTIDOS DE ADENINA

Este intercambio se presenta en la
membrana de varios organelos tales
como la mitocondria, el aparato de
Golgi, reticulo endoplasmico, asi
como en el plastido. Su papel es fa-
cilitar el intercambio de ATP por
ADP y se plantea que en los plasti-
dos no fotosintéticos introduce ATP
al estroma devolviendo ADP al cito-
sol (1). La importacion de energia
parece ser necesaria para el ana-
bolismo de moléculas de almacena-
miento al interior del plastido o para
estimular la degradacion de almidén
durante la noche o en los periodos
de inanicion. Una caracteristica sig-
nificativa de este intercambiador es
que implica una ganancia neta de
fosfato para el compartimiento que
importa la energia creando un des-
balance de fosfato (1). En las mi-
tocondrias, el balance de fosfato
puede ser restituido por medio de un
intercambio de fosfato/OH- y de
malato/fosfato. En plastidos aislados
de semillas de ricino se reportd tam-
bién un intercambio malato/fosfato
(3), pero no ha sido documentado
en ningun otro tipo de plastido y no
esta presente en los plastidos aisla-
dos de semillas de maiz (resultados
de nuestro laboratorio, atin no pu-
blicados). Sin embargo, como se
menciond antes, esta funcion podria
ser cubierta por el intercambio de
malato por pirofosfato que parece
estar mediado por el intercambiador
de dicarboxilatos, en conjunto con
la actividad de pirofosfatasa, cuya
presencia en plastidos ha sido do-
cumentada (10).

Los intercambiadores de nucleo-
tidos de adenina son proteinas muy
hidrofdbicas, integrales de membra-
na que poseen 12 cruces transmem-
branales (5). Su cinética ha sido muy
estudiada en mitocondrias animales,
ya que son responsables de proveer
a la célula con el ATP generado por
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la fosforilacion oxidativa. En las
plantas, han sido mejor estudiados
en los cloroplastos, ya que realiza-
rian una funcidn equivalente en la
célula vegetal al exportar el ATP
producido por la cadena de trans-
porte de electrones fotosintética (3),
sin embargo, su importancia en los
pléastidos no fotosintéticos no ha
sido analizada con la misma profun-
didad.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
El grupo de proteinas transportado-
ras analizadas en este articulo juega
un papel crucial en el metabolismo

1. Neuhaus H E y Emes M J (2000) Nonphotosynthetic
metabolism in plastids. Annu Rev Plant Physiol Mol

Biol 57: 111-140.

biosintético de la planta, ya que
intercambian metabolitos clave de
las rutas biosintéticas al interior del
plastido y son sitios potenciales de
regulacion de dichas rutas. Sin em-
bargo, se requieren ain nuMerosos
estudios para lograr una compren-
sion mas detallada de su contribu-
cion a las diferentes actividades
metabolicas de los compartimentos
que separan y el nivel de control que
pueden ejercer sobre los procesos
metabolicos al interior del plastido y
en el citosol.

También, es probable que tengan
funciones fisioldgicas que atin no
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DEFENSAS NATURALES EN EL GRANO DE MAiz
AL ATAQUE DE SITOPHILUS ZEAMAIS (MOTSCH, COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE): MECANISMOS Y BASES DE LA RESISTENCIA®

Silverio Garcia Lara'4, Andrew J. Burt?, J. Antonio Serratos'3,
David M. Diaz Pontones?, John T. Arnason? y David J. Bergvinson'

RESUMEN

Sitophilus zeamais (Motsch), el gorgojo del maiz
es uno de los insectos mas destructivos del grano al-
macenado y cuyo control es dificil de lograr. Sin em-
bargo, se han caracterizado variedades de maiz
resistentes a esta plaga. Estructuralmente, los meca-
nismos de resistencia en estas variedades se localizan
en el pericarpio, la aleurona y el endospermo. Las
bases bioquimicas de estos mecanismos de resisten-
cia se deben en parte a los niveles elevados de com-
puestos fenolicos que limitan la entrada del insecto
al grano y disminuyen la disponibilidad de nutrientes.
Los acidos fenoélicos se encuentran enlazados con los
carbohidratos de la pared celular y son considera-
dos particularmente importantes en el fortalecimiento
del pericarpio. La herencia de este mecanismo es
poligénica con efectos maternos dominantes. La in-
vestigacion en curso sugiere que los marcadores
moleculares y genes asociados con la resistencia po-
dran en un futuro utilizarse en el desarrollo de nuevas
variedades de maiz resistentes a esta plaga.

PALABRAS CLAVE: Sifophilus zeamais, maiz resisten-
te, bases y mecanismos de resistencia, acidos fenoli-
cos y marcadores moleculares.

ABSTRACT

Sitophilus zeamais (Motsch) the maize weevil is one
of the most destructive insects of stored grain and of
difficult control. However, resistant maize varieties
have been described. Structurally, the resistance
mechanisms in these varieties are located in the peri-
carp, aleurone layer and endosperm. The biochemical
basis of these resistance mechanisms are in part, due
to the elevated levels of phenolic compounds that
limit access to the grain and reduce the availability of
nutrients. The phenolic acids are bound to cell wall
carbohydrates and are considered particularly impor-
tant in the pericarp fortification. The inheritance of
this mechanism is polygenic with dominant maternal
effects. Ongoing research suggests that molecular
markers and genes associated with resistance can be
used in the future of development of new resistant va-
rieties to this storage pest.

KEY WORDS: Sitophilus zeamais, maize resistance,
mechanism and bases of resistance, phenolic acids
and molecular markers.

INTRODUCCION
itophilus zeamais (Motsch,
Coleoptera: Curculionidae) o
gorgojo del maiz es el insecto consi-
derado como la plaga de maiz alma-

cenado mas importante a escala
mundial. Se estima que genera pér-
didas del 20 al 90% en areas sub-
tropicales y tropicales, afectando
principalmente a los agricultores de

*Recibido: 11 de marzo de 2003. Aceptado: 8 de julio de 2003.

escasos recursos. En México, la in-
cidencia de esta plaga supera el 80%
en regiones himedas y es la primera
causa de dafno en postcosecha. El
alto costo de los insecticidas, el riesgo

ICentro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), Apartado Postal 6-641, C. P. 06600, México,
D. F. 2Departamento de Biologia, Universidad de Ottawa, 30 Marie Curie, Ottawa, Canad4, KIN 6N5. 3INIFAP,
Apartado Postal 10, C. P. 56230, Chapingo, México. “Departamento de Ciencias de la Salud, UAM-Iztapalapa,
Apartado Postal 55-5350, C. P. 09340, México, D. F. Correo E: d.bergvinson@cgiar.org
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de contaminacion del ambiente y el
peligro potencial que representa su
utilizacion ha hecho necesaria la bus-
queda de nuevas opciones de con-
trol en el manejo integral de esta
plaga. Una alternativa ha sido el uso
de variedades de maiz resistentes.
Este método de control es de facil
adaptacion, ambientalmente seguro,
econdémico y compatible con otras
medidas de control biologico. En las
ultimas décadas se ha destacado la
importancia de obtener germoplasma
resistente a las plagas de almacén,
con el fin de identificar y estudiar los
factores que confieren dicha resis-
tencia. En este trabajo se describen
los mecanismos de defensa natural
presentes en el grano de maiz contra
la infestacion de S. zeamais, hacien-
do énfasis en las bases bioquimicas
de la resistencia. Asimismo, se sefia-
lael uso de marcadores moleculares en
el estudio de regiones genomicas
asociadas con la expresion de los

mecanismos de defensa y la posibilidad
de incorporar genes de resistencia.

DESARROLLO DE PLANTAS RE-
SISTENTES

La resistencia de la planta huésped
al ataque de insectos se define como
el conjunto de caracteres heredables
que confiere proteccion contra el
ataque de éstos. La importancia de
emplear variedades resistentes se
debe a que éstas contienen mecanis-
mos de defensa desarrollados a lo
largo de la co-evolucion entre plan-
tas e insectos.

El proceso de identificacion de
estas variedades y de sus mecanismos
de resistencia requiere de la partici-
pacion de cientificos de distintas
areas y de un trabajo interdiscipli-
nario. Un modelo para el desarrollo
y liberacion de variedades con ven-
tajas de resistencia al ataque de pla-
gas de almacén se presenta en la
figura 1. Entre los elementos mas im-

139

portantes destacan el estudio de
fuentes de germoplasma resistente,
las bases y los mecanismos de de-
fensa.

FUENTES DE GERMOPLASMA RE-
SISTENTE

Desde la década de los afios cin-
cuenta se iniciaron los estudios para
la identificacion de variedades de
maiz resistentes a S. zeamais par-
tiendo de una amplia diversidad ge-
nética. Se ha establecido que las
variedades indigenas ancestrales
procedentes de México y América
Central, como las razas Nal-tel, Cha-
palote y Palomero toluquefio y las
variedades tradicionales de Africa,
presentan niveles de resistencia sig-
nificativamente altos (TablaI) (1, 2).
Varios autores coinciden en sefialar
que los insectos han ejercido una pre-
sion selectiva sobre las variedades
locales, la cual ha sido favorecida
por la seleccion de los agricultores.

Bancos de Fuentes de Liberacion:
R . . >
Germoplasma Resistencia Usos Publicos y
Privados
-Poblaciones
-Hibridos
-Criollos

-Variedades mejoradas
-Lineas locales
-Ancestrales

Determinacion de
los Mecanismos de

Determinacion de

Resistencia
S No preferencia
Antibiosis P \
Eeduccién_ Mortalidad
e progenie iposicio
Alimentacion Oviposicion
Retraso en el
Larvas
~ desarrollo
pequefas
—_— v Establecimiento

Tolerancia
No aplica en grano

Biofisicas/
Fisicoquimicas

\/

las Bases de la
Resistencia

Genéticas

¢

-Dominantes
-Recesivas
-Aditivas

Bioquimicas

-Acidos fendlicos
-Amidas aromaticas
-Inhibidores proteicos

-Dureza
-Densidad

-Humedad -Proteinas estructurales
-Tamafio -Enzimas

-Color

-Cobertura

Figura 1. Proceso de desarrollo y liberacion de variedades de maiz resistente a plagas de almacén.
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TABLA 1

Garcia Lara S, Burt A J, Serratos J A, Diaz Pontones D M, Arnason J T y Bergvinson D J

GERMOPLASMA DE MAIZ IDENTIFICADO CON RESISTENCIA A Sitophilus zeamais

GENOTIPO

VARIEDAD

ORIGEN2

Criollos del grupo Nal-Tel
L578 y L690

Pools y criollos locales
Criollos

Gdogbe, NH2

Pool 17, 18 y 33

Nal-Tel, chapalote, palomero
L108, L605 y L654

p.e. Hi41, Tzi18 y 8329-15
B37, B68, R805 y T220
Hibridos, Pob28 y Pool 23MCP

Razas indigenas locales

Lineas e hibridos mejorados
Pools y razas locales

Razas indigenas locales

Razas locales

MCPs!

Razas indigenas locales
Hibridos mejorados

Lineas tropicales, hibridos y VPL?
Lineas ¢ hibridos mejorados
Hibridos, MCPs! y poblaciones

Variedad local, Belice

USDA, ARS

CIMMYT, Banco de germoplasma
Variedad local, Malawi y Zimbabwe
IITA, variedad local

CIMMYT, Banco de germoplasma
CIMMYT, Banco de germoplasma
USDA, ARS

ITA, CIMMYT

USDA

CIMMYT Zimbabwe

2USDA: Departamento de Agricultura, E.U.A.; ARS: Servicio de Investigacion Agricola, E.U.A.; CIMMYT; IITA: Instituto Inter-
nacional de Agricultura Tropical. 'Maices de alta calidad proteica. 2Variedades de polinizacion libre.

Variedades modernas

El germoplasma de maiz presenta
niveles de resistencia muy diversos.
La liberacion y uso de variedades
modernas se ha acompafiado de re-
portes que indican un incremento en
la susceptibilidad a plagas de alma-
cén (3). Ejemplos de estas varieda-
des incluyen hibridos (Pioneer 230,
El Salvador) y poblaciones (TZSR-
W, IITA y Poblacion 43 “La Posta”,
CIMMYT). Esta desventaja se debe
a que el germoplasma mejorado se
selecciona con criterios agrondmi-
cos que no consideran la evaluacion
de caracteres como la susceptibili-
dad a plagas de almacén. A pesar de
ello, se han identificado nuevas
fuentes de resistencia en algunos
grupos y se han caracterizado los
factores que confieren dicha protec-
cion (1,4, 5).

Métodos de evaluacion de la
resistencia

Los criterios para detectar y evaluar
resistencia en el grano de maiz con-

tra el ataque de S. zemais se funda-
mentan en la cuantificacion del dafo
causado por el insecto (porcentaje
de dafio, pérdidas de peso del gra-
no y nivel de infestacion), para-
metros bioldgicos y reproductivos
del insecto en contacto con el grano
(sobrevivencia, oviposicion, canti-
dad y aptitud de la progenie, tiempo
de desarrollo e indice de susceptibi-
lidad) y caracteristicas fenotipicas
del grano asociadas con la resisten-
cia (aspectos biofisicos y bioquimi-
cos). Algunos métodos consideran
relevante clasificar el tipo de bio-
ensayo (libre eleccion o confina-
miento en variedades de maiz), el
lugar donde ocurre la infestacion
(campo o almacén) y la forma de
almacenamiento (mazorca con o sin
cubierta o en grano). Recientemen-
te, la implementacion de nuevas
técnicas se basa en el conocimiento
de las bases bioquimicas de la resis-
tencia (4, 6 ), las cuales han permiti-
do disminuir tiempo, costos y
variabilidad en la seleccion.

MECANISMOS DE DEFENSA NA-
TURAL

Se ha establecido que en las varie-
dades resistentes a insectos funciona
alguno de los siguientes mecanismos
de defensa: no preferencia, antibio-
sis y tolerancia. La no preferencia se
define como la capacidad que tiene
una planta para mantener alejados a
los insectos evitando que la utilicen
como sitio de refugio, oviposicion o
alimento. La antibiosis consiste en la
accion de sustancias que son produ-
cidas por las plantas y que afectan
negativamente el desarrollo, repro-
duccion o sobrevivencia de los in-
sectos. La tolerancia involucra la
capacidad de una planta para cre-
cer, reparar dafios y reproducirse
aln bajo presion de poblaciones de
insectos que matarian a plantas sus-
ceptibles, pero es un mecanismo
que no opera en granos y semillas
debido a su estado de latencia. En el
grano de maiz se ha establecido que
la no preferencia y la antibiosis fun-
cionan contra S. zeamais (1, 2).
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Estos mecanismos estan localizados
en el pericarpio (no preferencia) y en
el endospermo (antibiosis) y sus ba-
ses involucran propiedades biofisi-
cas y bioquimicas que se describen
a continuacion (Tabla II).

BASES DE LA RESISTENCIA
Caracteristicas biofisicas

La cubierta de la mazorca es la pri-
mera barrera de aislamiento contra
el ataque de insectos. El ntimero, la
longitud y la rigidez de las hojas es-
tan relacionadas con el grado de in-
festacion en el campo y el dafo al
grano producido por S. zeamais. La
estructura de la mazorca representa
un segundo obstaculo para el ataque
del insecto. La obstruccion debido
al arreglo y espacio entre granos ad-
yacentes influye en el proceso de in-
festacion. El grano ha sido el més
estudiado debido a que representa
la ultima barrera de defensa y es la
estructura que utiliza el insecto para
su reproduccion. Las propiedades
del grano como la dureza correla-
cionan de manera negativa con el
dafio y el indice de susceptibilidad
a S. zeamais. La proporcion de en-
dospermo corneo guarda esta mis-
ma relacion. En cambio el contenido
de humedad del grano correlaciona
en forma positiva con la susceptibi-
lidad. Varios autores han analizado

posibles relaciones con la forma del
grano, tamafo, textura, color y olor
sin poder establecer hasta este mo-
mento correlaciones consistentes.

Caracteristicas bioquimicas
En el maiz se han estudiado dos gru-
pos de compuestos relacionados con
la resistencia: 1) factores de calidad
nutricional: carbohidratos solubles,
almidon, lipidos y proteinas, y 2)
factores no nutritivos o metabolitos
secundarios como flavonoides, aci-
dos fenolicos, amidas aromaticas
y lignina. En particular, los fac-
tores nutricionales del metabolis-
mo primario se relacionan de mane-
ra directa con la supervivencia y re-
produccion de las poblaciones de
insectos; sin embargo, no es clara su
relacion especifica con la suscepti-
bilidad. Por el contrario, el grupo de
los 4cidos fenodlicos y las amidas
aromaticas son la base de los meca-
nismos de no preferencia y antibiosis
en el grano de maiz.

Amidas aromaticas

Las amidas aromaticas que estan in-
volucradas en la resistencia a la inva-
sion del insecto se localizan tanto en
las paredes celulares de la aleurona
como en las del pericarpio. Las ami-
das més abundantes son la diferuloil
putrescina y la p-dicoumaril putresci-

TABLAII
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na (Fig. 2), aunque recientemente se
ha demostrado la presencia de una ter-
cera amida conjugada p-coumaroil-
feruloil-putrescina. Se ha propuesto
que estas amidas pueden tener efec-
tos de antibiosis sobre S. zeamais
(6), debido a sus propiedades insecti-
cidas y su estrecha similitud estructu-
ral con toxinas de artrépodos (7).

Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos fueron identi-
ficados como los primeros factores
de resistencia contra S. zeamais en
maices locales de Belice. Al evaluar
la toxicidad de extractos fenolicos en
dietas artificiales se encontr6 que re-
ducian el consumo de alimento en in-
sectos adultos, aunque las etapas mas
susceptibles a estos compuestos son
los primeros estadios larvarios (4).
Los niveles de estos acidos corre-
lacionan negativamente con los
parametros de desarrollo de este in-
secto (5)y al parecer constituyen una
base general de resistencia debido a
que se han demostrado efectos simi-
lares con el barrenador grande del
grano (Prostephanus truncatus),
otra plaga de almacén. Dentro de
este grupo destacan los acidos hi-
droxicinamicos. Estos acidos estan
ubicados en el pericarpio e incluyen
al acido cis-fertulico, acido trans-
fertlico, acido p-coumarico y acido

MECANISMO Y BASES DE LA RESISTENCIA EN MAIZ A Sitophilus zeamais

MECANISMO BASE BIOQUIMICA COMPUESTO LOCALIZACION CITA

Antibiosis y no Acidos hidroxicinamicos Acido feralico y derivados: Pericarpio 1,4,5y6

preferencia acidos diferulicos y quinonas

No preferencia Enzimas Peroxidasas Pericarpio lyll

No preferencia Proteinas estructurales Extensinas Pericarpio 9y 12

Antibiosis Amidas aromaticas Diferuloil putrescina y Aleurona: 6y7
p-dicoumaril putrescina Endospermo

Antibiosis Inhibidores enzimaticos Inhibidor de proteasa e Endospermo 10

inhibidor de amilasas
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sinapico (Fig. 2). El acido trans-
fertlico es el mas abundante y el
principal 4cido asociado con la
resistencia. Este compuesto se ha
propuesto como un indicador bio-
quimico confiable en la evaluacion
de resistencia en maiz y como una
herramienta 1til de pre-seleccion
en programas de mejoramiento (6).

Fortalecimiento de Ila pared
celular del pericarpio
A pesar de que se han demostrado
efectos directos de repelencia al &ci-
do ferulico (4), éste no se encuentra
libre en el grano. El mecanismo por
el cual este acido contribuye a la re-
sistencia es mediante la formacion de
diferulatos que coadyuvan al forta-
lecimiento de las paredes celulares.
Este fortalecimiento estructural pue-
de hacer que los nutrimentos sean
menos accesibles, y por lo tanto, el
grano menos atractivo para los in-
sectos. Una ventaja adicional de la
presencia de estos 4cidos en maiz es
que brindan beneficios en la salud
humana al funcionar como anti-
oxidantes en dietas ricas en fibra.
El entrecruzamiento de los compo-
nentes de la pared celular del peri-
carpio influye sobre las propiedades
de accesibilidad, extensibilidad, plas-
ticidad, digestibilidad y adherencia.
Las paredes celulares vegetales con-
tienen acidos fendlicos que estan es-
tratificados entre los polisacaridos.
En maiz, el acido p-coumarico y el
acido trans-fertlico se encuentran
en forma de feruloil y p-coumaroil
arabinoxilanos. Existen dos mecanis-
mos de enlace entre carbohidratos y
acidos fenolicos. El primero es la ci-
clo-adicién entre los carbonos eti-
lénicos de los dos 4cidos fenolicos
catalizado por la presencia de luz
UV y cuyo resultado es la formacion
de los llamados acidos truxilicos y
truxinicos. Este mecanismo ocurre
con el acido p-coumarico. El acido

)

H3;CO ~
OH

HO
Acido Ferulico

OCHs

Acido Sinapico

A
o @ OH

Acido p-Coumarico

O OH
WN R
HO 0

Dihidroxicinamoil putrescina

Coumaroil R = H-0O
Feruloil R = CH30-

Figura 2. Estructura de los metabolitos
secundarios implicados en la resistencia
de maiz a la plaga de almacén Sitophilus
zeamais (Motsch).

p-coumarico es importante en la for-
macion de lignina y puede contribuir
en el fortalecimiento estructural. El
otro mecanismo es una reaccion oxi-
dativa acoplada, la cual puede ser
catalizada por varios sistemas enzi-
maticos como la peroxidasa/peroxi-
do de hidrégeno, polifenol oxidasa
y lacasa. En estas reacciones los ra-
dicales fenoxi pueden reaccionar
juntos para formar varios isémeros
diméricos (5-5', 8-0-4', 8-5' 'y
8-8'). Se especula que los diferula-
tos también pueden participar en la
union entre polisacaridos y la lignina.
Recientemente se ha descubierto
que en cultivos celulares de maiz los
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feruloil arabinoxilanos pueden
unirse mediante la accion de la pe-
roxidasa en las vesiculas del Golgi
y posteriormente secretarse du-
rante los procesos de expansion de
la pared (8). Esto sucede preferen-
temente cuando el tejido es joven,
sin embargo en tejido maduro se en-
lazan posteriormente a nivel de la
pared celular con el objetivo de
aumentar su rigidez (Fig. 3).

Modelo de Ia pared celular del
pericarpio

El modelo de la pared celular del
pericarpio de maiz propuesto por
Saulnier y Thibault (9) indica la pre-
sencia de heteroxilanos (arabinosa y
xilosa, 50%), microfibrillas de celu-
losa (22%), compuestos fendlicos
(5%), acidos diferulicos (2.5%) y
trazas de lignina y proteinas. En este
modelo los heteroxilanos se encuen-
tran altamente entrelazados por medio
de puentes diferulicos, constituyendo
unared junto con las microfibrillas de
celulosa. Asimismo, las proteinas es-
tructurales pueden unirse entre si por
medio de puentes de isoditirosina
y con los ferulatos adheridos a hete-
roxilanos, generando una compleja
red insoluble (Fig. 4). Este tipo de
entrecruzamientos favorece el forta-
lecimiento de la pared celular for-
mando una barrera mecanica (1, 9),
la cual influye directamente en la du-
reza de esta estructura.

Proteinas en la resistencia

Las proteinas, como base de al-
gunos mecanismos de defensa,
representan una alternativa de mar-
cadores bioquimicos en variedades
resistentes. Se incluyen en este
grupo a inhibidores enzimaticos,
proteinas estructurales y enzimas.
La presencia de inhibidores enzi-
maticos en estructuras latentes,
como los granos, funcionan como
sustancias protectoras contra pla-
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gas y representa un descubrimiento
reciente en las interacciones plan-
ta-insecto. Algunos tipos de inhi-
bidores de proteinasas y amilasas
que afectan los procesos digestivos
de plagas como S. zeamais han
sido descritos en granos de maiz
(10). Sin embargo, su caracteriza-
cion no ha sido completada pues se
desconocen aspectos de su especi-
ficidad y efectividad.

Por otro lado, las enzimas oxidati-
vas como las peroxidasas y las polife-
nol oxidasas se encuentran asociadas
a la resistencia de manera indirecta.
Se ha demostrado que la actividad
de estas enzimas permite la imple-
mentacion de mecanismos de defen-
sa al catalizar la oxidacion de varios
compuestos en maiz, los cuales limi-
tan la penetracion del insecto a tra-
vés del pericarpio. Un ejemplo es la
hidroxilacion de fenoles en quinonas

cuyo resultado visible es el oscure-
cimiento del pericarpio. Estas qui-
nonas son toxicas para las plagas de
almacén (11). Ademas, estas enzimas
pueden participar en el aumento de
larigidez de la pared celular catali-
zando uniones entre proteinas ricas
en hidroxiprolina o extensinas con
lignina y &cidos fenolicos con hete-
roxilanos (Fig. 4).

Las extensinas son proteinas es-
tructurales que se sintetizan durante
el desarrollo y se acumulan en altas
concentraciones en las paredes ce-
lulares de estructuras de proteccion
como el pericarpio (Fig. 4). La pre-
sencia de extensinas se ha relacio-
nado con mecanismos de defensa en
varias plantas y con el grosor y du-
reza del pericarpio (12), pero hasta
el momento solo se ha sugerido una
asociacion discreta entre éstas y la
resistencia a S. zeamais.

ASPECTOS GENETICOS DE LA
RESISTENCIA

Los mecanismos y bases de la resis-
tencia mencionados presentan va-
riaciones en su expresion, vinculada
con la contribucion genética del gra-
no. Las caracteristicas heredables de
defensa se han establecido con base
en modelos que consideran la co-
rrespondencia entre las estructuras
del grano en diferentes generaciones
y carga genética. Por medio de la
aplicacion de varios modelos ge-
néticos lineales se ha podido deter-
minar que la concentracion de com-
puestos fendlicos en pericarpio, de
inhibidores de proteinasas en en-
dospermo y la resistencia estructural
del grano, tienen una accion genética
significativa. Estos andlisis han
definido efectos aditivos y dominan-
tes de los genes asociados con la ex-
presion de estas caracteristicas (10).



144

Enlaces polisacaridos-Proteina

XX

Enlaces entre =
acidos diferulicos

O

tolololololololelolelelelsd
lalatata ittt 44 3

Enlaces
con tirosina
de celulosa

XX
XX
XX
XX

> (Pr~—

Microfibrillas
,> <—de celulosa

N
Proteinas
estructurales

Figura 4. Modelo de la pared celular del pericarpio de maiz sefialando las uniones
entre dacidos fendlicos, carbohidratos y proteinas (modificado de la referencia 9).

Otros estudios indican que la heren-
cia de la resistencia es poligénica
y de origen materno. Se sabe ade-
mas que factores ontogénicos, eco-
logicos y ambientales afectan sig-
nificativamente la expresion de la
resistencia en el grano de maiz. Los
procesos que ocurren durante el de-
sarrollo de la semilla inciden en la
acumulacion de los metabolitos
asociados con laresistencia. Las en-
zimas involucradas son codificadas
por genes, cuya expresion es espe-
cifica de tejidos y que es controlada
a diferentes niveles, no obstante atin
se desconocen muchos aspectos de
su regulacion.

PERSPECTIVAS BIOTECNOLO-
GICAS

El avance en el conocimiento de las
bases y mecanismos de resistencia de
maiz al ataque de S. zeamais esta-

blece posibilidades de manipular es-
tas caracteristicas a escala molecular.
Actualmente existen dos estrategias
biotecnologicas de mejoramiento e
incorporacion de caracteristicas
agrondmicas deseables en maiz: 1)
el uso de marcadores moleculares
para la seleccion genotipica asistida
y la identificacion de genes y 2) in-
corporacion de genes de resistencia
a estas plagas.

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares (carac-
teristicas genotipicas) ofrecen venta-
jas en la identificacion de grupos de
genes, determinacion de mecanismo
de defensa e incremento de la esta-
bilidad y duracion de la resisten-
cia. Marcadores del tipo de RFLP
(polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion) y SSR
(microsatélites) se han utilizado para
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construir mapas genéticos de resis-
tencia en maiz a distintos lepidop-
teros, catalogando regiones genomi-
cas y permitiendo la seleccion geno-
tipica asistida (13). Recientemente
nuestro grupo ha iniciado la cons-
truccion de un mapa genético en
maiz para caracterizar las regiones
cromosoOmicas involucradas en la
resistencia a la infestacion de S.
zeamais. Se espera que con esta
informacion sea posible seleccionar
variedades de manera mas eficaz y
permita identificar genes que con-
fieran resistencia a esta plaga.

Plantas transgénicas
Alternativamente se han reportado
los primeros resultados de maiz
transgénico resistente a plagas de al-
macen utilizando el gen de avidina
(14) y de genes involucrados en los
mecanismos naturales de resistencia,
como la sobre-expresion de peroxi-
dasas anionicas en maiz (15). Se sabe
que el maiz transgénico comercial
que expresa d-endotoxinas (Cryl
y II) de Bacillus thuringiensis es
especifico para lepidopteros y no
funciona para coledpteros como S.
zeamais. Cabe mencionar que esta
tecnologia tiene todavia una acep-
tacion limitada y esta sujeta a regu-
laciones en muchos paises. En el
caso particular de la avidina se ha
establecido que puede ser toxica
para mamiferos. Otros genes como
el de la enzima fenilalanina amonio
liasa y de proteinas estructurales es-
tan consideradas como candidatos
1ddneos sujetos a evaluacion.

En el futuro inmediato se espera
que la biotecnologia permita avan-
ces significativos en los estudios de
resistencia a insectos a través de la
manipulacion de vias metabolicas
y la localizacion de genes nativos,
para su aplicacion en la busqueda y
la generacion de variedades de maiz
resistentes.
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EL LICOPENO ES EL SUSTRATO
PARA LA BIOSINTESIS DE BIXINA*

Juan Manuel Zaldivar Cruz' y Gregorio Godoy Hernandez?

RESUMEN

En la actualidad no existe en la literatura un modelo
para explicar la biosintesis del apocarotenoide de-
nominado bixina, por lo que no se conoce si la bixina
es producto de degradacion de otros carotenoides
ciclicos, como el acido abscisico (ABA), o si existe un
conjunto de enzimas especificas para su biosintesis.
Por lo tanto, en esta revision de los datos bioquimicos
sobre la biosintesis de apocarotenoides, se propone el
posible sustrato y probable ruta de biosintesis de la
bixina presente en las semillas del achiote (Bixa
orellana L.). El modelo propuesto es similar al que
se reporta en bacterias, se basa en el licopeno, un
carotenoide lineal de 40 atomos de carbono, a pesar
de que en plantas, los modelos vigentes para explicar
la biosintesis de apocarotenoides se basan en carote-
noides ciclicos.

PALABRAS CLAVE: Bixina, licopeno, dioxigenasas,
apocarotenoides.

ABSTRACT

In the present time, a model has not been proposed to
explain the biosynthesis of the apocarotenoid bixin,
hence it is not known whether bixin is cleavage
product of other cyclic carotenoids, such as abscisic
acid (ABA), or if a specific set of enzymes exists for
its biosynthesis. In this review based on the available
biochemical data on the apocarotenoids biosynthesis,
we propose the possible substrate and probable
biosynthetic pathway for bixin that is present in the
seeds of annatto (Bixa orellana L.). The proposed
model is similar to the one reported in bacteria and is
based on lycopene, a linear carotenoid with 40 carbon
atoms, although in plants, the models to explain the
apocarotenoids biosynthesis are based on cyclics
carotenoids.

KEY WORDS: Bixin, lycopene, dioxygenase, apoca-
rotenoids.

INTRODUCCION
I_ os apocarotenoides (apo signifi-
ca “a partir de”’) son compues-
tos que provienen de cadenas largas
hidrocarbonadas de carotenoides
de 40 atomos de carbono, los cua-
les han perdido 4&tomos de carbono
de la cadena lineal por medio de
reacciones oxidativas. El enorme ni-
mero de apocarotenoides en la na-
turaleza se debe a la gran cantidad

de precursores carotenoides (mas
de 600 han sido identificados), va-
riaciones en el sitio de oxidacion en
la cadena, y las subsecuentes modi-
ficaciones (1). Para la nomenclatura
de los apocarotenoides, el prefijo
apo- esta precedido por el numero
del atomo de carbono del cual todo
el resto de la molécula ha sido re-
movido, por ejemplo, la 3-citraurina
(28 carbonos) es el 3-hidroxi-8’-
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IEstudiante del Doctorado en Ciencias y Biotecnologia de Plantas. Correo E: zaldivar@cicy.mx 2Investigador-Asesor.
Correo E: ggodoy@cicy.mx. Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas, Centro de Investigacion Cienti-
fica de Yucatan, Mérida, Yucatan, México. Fax: (999)981-39-00.

apo-f3-caroten-8’-al y la crocetina
(20 carbonos) es el acido 8,8’-dia-
pocaroteno-8,8’-dioico. Los caro-
tenoides con 30 atomos de carbono
son considerados apocarotenoides
para propositos de nomenclatura (2).
Estos compuestos estdn ampliamente
distribuidos en la naturaleza y algunos
poseen funciones biologicas importan-
tes en diversos organismos. Por ejem-
plo, la vitamina A es necesaria para el
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desarrollo y la vision en animales,
mientras que en plantas, el acido
abscisico (ABA) participa en el de-
sarrollo de la semilla y en la adapta-
cion a una variedad de condiciones
de estrés. Las plantas producen un
gran nimero de apocarotenoides
volatiles y estos compuestos proba-
blemente sirvan como atrayentes de
insectos y contribuyan al olor y sa-
bor. Algunos pigmentos de apoca-
rotenoides tienen valor econdémico,
como la bixina y la crocetina. En la
actualidad muchos apocarotenoides
han sido identificados en plantas,
pero sus funciones aun permanecen
desconocidas (1). Ademas son muy
pocas las rutas de biosintesis que
han sido elucidadas para apocaro-
tenoides, destacando la ruta de bio-
sintesis para la vitamina A y para
ABA. Por lo que en esta revision se
propone la posible ruta de biosin-
tesis de la bixina, un apocarotenoide
presente en las semillas del achiote
(Bixa orellana L.), que es empleado
como colorante en margarinas, man-
tequilla, quesos, helados, yogurt, be-
bidas enlatadas y en condimentos,
asi como para potenciar el color de
la masa en productos de panaderia,
para tefiir sedas y telas de algodon,
y en la industria de los cosméticos
debido a sus propiedades antioxi-
dantes (3). Basandonos en los datos
bioquimicos reportados en la litera-
tura sobre la biosintesis de apocaro-
tenoides, proponemos que la bio-
sintesis de la bixina se lleva a cabo
a partir de carotenoides lineales
como se reporta en bacterias para al-
gunos apocarotenoides y se propo-
ne al licopeno, un carotenoide lineal
de 40 atomos de carbono, como el
precursor de esta ruta. Concluyen-
do que la bixina no puede formarse
a partir de carotenoides ciclicos,
aunque en la actualidad, éste sea el
modelo vigente para la biosintesis
de los apocarotenoides en plantas.

BIOSINTESIS DE APOCAROTE-
NOIDES

Existen algunos modelos propuestos
para explicar la formacion de apo-
carotenoides, en plantas, bacterias y
animales. Algunos autores sugieren
que la biosintesis de apocarotenoi-
des se realiza a partir de carotenoides
de al menos 40 atomos de carbono,
como el B-caroteno y la zeaxantina.
Actualmente, los dos modelos mas
aceptados son los que proponen
como sustratos a carotenoides homo
o biciclicos (1,4, 5)y a carotenoides
lineales (2), siendo la ruptura enzi-
matica de carotenoides en uno o dos
sitios especificos de la cadena de
polieno, la reaccion clave en la bio-
sintesis de apocarotenoides (5).

Se ha sugerido que los apocaro-
tenoides se forman al azar, como
productos de la fotooxidacion o por la
co-oxidacion provocada por lipoxi-
genasas. Sin embargo, también se ha
sugerido que los apocarotenoides de
importancia bioldgica podrian re-
querir de mecanismos mas precisos
para su biosintesis, que incluyan ru-
tas y enzimas especificas para su for-
macion (6). Existe evidencia para
este tipo de enzimas en organismos
de los 5 reinos, pero se cuenta con
poca informacion sobre su caracte-
rizacion. Recientemente, ha sido
clonado el gen que codifica para la
9-cis-epoxi-carotenoide dioxigena-
sa, la enzima que participa en la
biosintesis de ABA. La identifica-
cion y caracterizacion de este gen
ha provisto de bases para la iden-
tificacion adicional de enzimas
que degradan a carotenoides (1).

BIOSINTESIS DE APOCAROTE-
NOIDES A PARTIR DE CARO-
TENOIDES HOMO 0 BICICLICOS
Este modelo propone que la forma-
cion de apocarotenoides involucraria
enzimas dioxigenasas, que actuarian
sobre precursores con anillos en los
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extremos de la cadena lineal que con-
tienen dos de las cuatro moléculas de
oxigeno en lamoléculade ABA (5)y
que apocarotenoides como la vitamina
A (Cig),lacrocina (Cy), B-ciclocitral
(C4), micorradicinas, persicaxantina
(Cy5) y persicacromo (C,,), se for-
man a partir de carotenoides de 40
atomos de carbono con un anillo en
cada extremo, como el 3-caroteno,
9-cis-neoxantina, 9-cis-violaxantina
y la zeaxantina (1, 4, 5, 6, 7).

Las dioxigenasas incorporan O,
dentro de un sustrato orgdnico y se
caracterizan por catalizar reacciones
de hidroxilacion, desaturacion y
epoxidacion, asi como por su simi-
laridad de secuencias (1). Las dio-
xigenasas actiian sobre carotenoides
y otros polienos e incluyen a las
enzimas de plantas que rompen el
doble enlace de la neoxantina, la
lignostilbeno dioxigenasa de bacte-
rias y la proteina RPE65 (“Retinal
Pigment Epithelium”) de vertebrados
(5). La caracteristica general de la
reaccion es la degradacion oxida-
tiva, por medio de la dioxigenasa,
de un doble enlace en la cadena de
polieno (Fig. 1), en posicion central
(enlace 15,15”) o en un doble enla-
ce lateral (enlaces 11°,12”; 9°,10° o
7°,8”) (8) dando como resultado la
formacion de dos moléculas de
apocarotenoides con igual o dife-
rente longitud de la cadena (1, 5).

La enzima que corta en la posi-
cion 15,15’ libera dos moléculas
simétricas de retinal (Fig. 1), mien-
tras que las que cortan en la posi-
cion lateral (Fig.1) producen dos
moléculas de longitud asimétrica, y
dependiendo del enlace producen
B-apo-8’-carotenal (enlace 7°,8),
[-apo-10’-carotenal (enlace 9°,10°)
o PB-apo-12’-carotenal (enlace
11°,12°). Después de la ruptura
asimétrica, los carbonos adicionales
son removidos del producto lineal
por medio de un mecanismo similar
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Figura 1. Biosintesis del dcido retinoico a partir del [3-caroteno (carotenoide biciclico), por medio de la accion de dos tipos de
dioxigenasas. Corte simétrico o asimétrico (adaptado de referencia 5).

al de la -oxidacion, para formar
una molécula de 4cido retinoico (1, 5).
En plantas superiores, se ha encon-
trado una reaccion de rompimiento
enzimatico oxidativo de un doble en-
lace situado en uno de los extremos
de la cadena. Ejemplo de estas reac-
ciones son la formacion de la cro-
cetina en el azafran, la citraurina y
otros apocarotenoides en citricos
y del ABA (4). Experimentos que
apoyan este modelo fueron realiza-
dos por Gross y Eckhardt (7), los
que reportaron la presencia de dos
pigmentos apocarotenoides en la
manzana Golden (Malus), en un ci-
trico (Citrus sinensis) y en el agua-
cate (Persea americana), siendo
estos la persicaxantina, un epoxica-
rotenol de 25 carbonos y el persi-
cacromo de 27 carbonos. Por otra
parte, Pfander y Schurtenberg (8)
reportaron que la crocetina, un com-
puesto de 20 atomos de carbono,

presente en el azafran (Crocus sati-
vus L.), se formaba a partir de la de-
gradacion de carotenoides de 40
atomos de carbono como el -ca-
roteno o xantofilas (Fig. 2), ya que
en el azafrédn se encontraron can-
tidades de (-caroteno, fitoflueno,
tetrahidrolicopeno y de fitoeno, ade-
mas de la presencia de picrocrocina
y safranal, los cuales poseen la mis-
ma estereoquimica que la zeaxanti-
na. La enzima que corta en el enlace
7,8 es una dioxigenasa denominada
originalmente 7,8-carotenasa (8).

BIOSINTESIS DEL ACIDO ABSCI-
SICO (ABA)

Labiosintesis del ABA es la ruta mas
estudiada para la formacion de apo-
carotenoides en plantas. Esta ruta
involucra dioxigenasas y los sustra-
tos son carotenoides con ciclos en
los extremos terminales como la neo-
xantina, 9-cis-violaxantina y 9'-cis-

neoxantina (1, 4). En plantas, se ha
identificado una enzima que cataliza
la ruptura asimétrica de carotenoi-
des, después de la identificacion de
una mutante del maiz (vpl4) que
mostraba un defecto en la biosintesis
de ABA. La proteina (VP14) codi-
ficada por el gen funcional, cataliza
la ruptura del 9-cis-epoxi-carote-
noide para formar apo-aldehidos de
25 Cy laxantoxina como se indica en
lafigura3 (1, 6,). VP14 muestrauna
significativamente alta homologia
con la lignostilbeno dioxigenasa de
Pseudomonas paucimobilis, con la
proteina RPE65 humana y con dos
secuencias en el genoma completo
de la cianobacteria Synechocystis y
es capaz de utilizar 9-cis-vio-
laxantina y 9'-cis-neoxantina como
sustratos (1, 4). La 9-cis-epoxi-
carotenoide dioxigenasa cataliza la
reaccion de degradacion oxidativa
de un doble enlace (enlace 11,12),
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Zeaxantina

oxigenas a

(7,8-carotenas a)

N AN A0
HO,C +

Crocetina

CHO

Kon

H OH
Picrocrocina

Figura 2. Biosintesis de la crocetina y la picrocrocina a partir de la zeaxantina
(carotenoide biciclico), debido a la accion de una dioxigenasa. Corte asimétrico en un
extremo de la cadena (enlace 7°8°) (modificado de referencia 8).

generando dos productos con gru-
pos aldehidos en el sitio de ruptura
(Fig. 3). La nomenclatura utilizada
para designar a los genes que tienen
homologia con Vp14 es la de genes
de 9-cis-epoxicarotenoides dioxi-
genasas o enzimas degradadoras de
neoxantina (NCED) (1).
Recientemente se han identificado
y caracterizado mas 9-cis-epoxi-
carotenoides dioxigenasas (NCEDs)
de otras plantas: Lycopersicum es-
culentum Mill), Phaseolus vulga-
ris, Zea mays, P. americana Mill y
Vigna unguiculata (1). En la se-
cuencia del genoma de Arabidopsis
han sido identificadas 9 enzimas po-
tencialmente capaces de degradar
carotenoides; una de estas enzimas
rompe el doble enlace de la posicion
9,10 y 9°,10° de una gran variedad
de carotenoides, lo que produce una
degradacion de tipo simétrica, rin-
diendo dialdehidos de 14 C. La pre-
valencia de los productos de 14 C

(rompimiento simétrico) sobre el
producto de 27 C (rompimiento
simple) podria indicar que la enzima
funciona como un dimero, rompien-
do simultdneamente a ambos extre-
mos terminales (1). Los sustratos
que han sido probados con estas
enzimas son la 9’-cis-neoxantina y la
9-cis-violaxantina. Otros estudios se
han enfocado a la sobreexpresion
del gen que codifica a la 9-cis-epo-
xicarotenoide dioxigenasa, demos-
trando que esta enzima es clave en
la biosintesis de ABA y siendo la re-
accion en el doble enlace 11-12 del
9-cis-epoxicarotenoide el paso limi-
tante en la biosintesis de este com-
puesto (6).

Muchas de las NCDE:s identifica-
das podrian catalizar reacciones de
rompimiento de enlaces de carote-
noides no involucradas en la biosin-
tesis de ABA, otras podrian catalizar
reacciones de rompimiento de do-
bles enlaces de sustratos de otros

CHO
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carotenoides, parecido a la lignostil-
beno dioxigenasa de procariotas (1).

BIOSINTESIS DE APOCAROTE-
NOIDES A PARTIR DE CAROTE-
NOIDES LINEALES

No se ha descrito la biosintesis de
apocarotenoides en plantas a partir
de carotenoides lineales. Solamente
ha sido reportada en bacterias como
Staphylococcus aureus y Strep-
tococcus faecium, pero el mecanis-
mo de accion y el tipo de enzimas
involucradas no han sido elucidadas.
Para el caso de S. aureus, el sustrato
inicial es el fitoeno y los productos
finales son carotenoides con 30 ato-
mos de carbono llamados diapoca-
rotenoides (Fig. 4). Los compuestos
formados son andlogos del fitoeno:
fitoflueno, C-caroteno, 7,8,11,23-
tetrahidrolicopeno y neurosporeno y
los llamados diapocarotenos: diapo-
fitoflueno, diapo-C-caroteno, diapo-
7,8,11,12-tetrahidrolicopeno y el
diaponeurosporeno, respectivamen-
te (2). En S. faecium se ha reportado
la presencia de 4,4’-diapofitoeno,
4,4’-diapofitoflueno, 4,4’-diapo-
C-caroteno, 4,4’-diapo-7,8,1112-
tetrahidrolicopeno, 4,4’-diaponeu-
rosporeno, 4-hidroxi-4,4’-diapo-
neurosporeno, 4-D-glucopira-
nosiloxi-4,4’-diaponeurosporeno,
4,4’-diaponeurosporen-4-al y 4,4’-
diapolicopen-4-al (2).

BIXINA

Labixina es un compuesto de 25 ato-
mos de carbono con 9 dobles enla-
ces, cuyo nombre quimico es el éster
monometilico del 4cido 6,6’-diapo-
P, YP-carotenodioico (3). Es un pig-
mento de color naranja-amarillento
que se extrae del arilo o cubierta de
las semillas de B. orellana L. (9) y es
soluble en aceite, mientras que la
norbixina, que es el producto forma-
do por su saponificacion y es soluble
en agua (10).
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Figura 3. Biosintesis del dcido abscisico (ABA) en plantas superiores. Los precursores pueden ser carotenoides de C (fioteno,
G-caroteno, licopeno y -caroteno), los cuales dan lugar a los epoxicarotenoides como la 9-cis-violaxantina, que es el sustrato
para las dioxigenasas. Se proponen tres posibles rutas para la formacion del ABA, la via ABA-aldehido (la via mas probable en
plantas), la via acido xantoxico, donde la xantonina es oxidada a dcido xantoxico que se convierte a ABA y la tercera via, donde el
ABA-aldehido primero es convertido a ABA-alcohol, para finalmente convertirse en ABA (modificado de referencia 1).

BIOSINTESIS DE LA BIXINA

Labixina pertenece a la pequeiia fa-
milia de apocarotenoides naturales
presente en las semillas de B. orella-
na (11). Los analisis de la concen-
tracion de bixina en las semillas han
demostrado que representa mas del
80% de los carotenoides presentes,
por lo que se sugiere que deberia de
existir un control enzimatico para su

biosintesis, mas que una degrada-
cion oxidativa al azar semejante a la
degradacion del B-caroteno (Fig.
5A). Aunque en la actualidad no se
conocen enzimas que corten carote-
noides de cadena lineal en plantas,
ni modelos que propongan la forma-
cion de apocarotenoides a partir de
éstos, no debe descartarse que la bi-
xina pudiera formarse a partir de

carotenoides lineales (Fig. 5A), ya
que en las semillas de B. orellana se
han encontrado trazas de otros
carotenoides, siendo estos f3,p-
caroteno, criptoxantina, luteina,
zeaxantina y metil-bixina y algunos
otros apocarotenoides como el metil
(9°Z)-apo-6'-licopenoato, el metil
(9Z)-apo-8'-licopenato y el (fodo-E)
-apo-8'-licopenoato, donde la ca-



REB 22(3): 146-154 El licopeno es el sustrato para la biosintesis de bixina

15-cis-4,4'-diapofitoeno

4,4'-diapofitoflueno

N MR N A

e

N NNNRIRYN N

\

4,4'-diapo-C-caroteno

NIRRT RIN N

4,4'-diapo-7,8,11,12-tetrahidrolicopenol
(no sellevaacaboens. aureus)

e

NIRRT N N

4,4'-diaponeurosporeno

Figura 4. Biosintesis del 4,4 -diaponeurosporeno, un caroteno lineal de 30 atomos de
carbono en bacterias como Streptococcus faeccium. No se conocen las enzimas que
actuan, ni los enlaces en los que intervienen (2).

racteristica principal de estos apo-
carotenoides es poseer mas de 30
atomos de carbono (3, 9, 12, 13).
La deteccion del metil(9°Z)-apo-
6’-licopenoato (Fig. 5B) y de los
carotenoides de 40 atomos de car-
bono como el fitoeno, fitoflueno,
g-caroteno y neurosporeno apoya la
teoria de la degradacion oxidativa en
ambos extremos de la cadena (12).
Se han encontrado apocarotenoides
lineales de gran tamaio (ésteres de
apocarotenoides de C;, y C3, y de-
rivados del licopeno), asi como la
presencia de dioxigenasas que cor-
tan carotenoides ciclicos en otras
plantas y animales. Sin embargo, la
estructura de la bixina corresponde a
una cadena lineal con 9 dobles enlaces
y 25 4tomos de carbono, y las dioxi-
genasas conocidas cortan asimétrica
o simétricamente a carotenoides
homo o biciclicos liberando apoca-
rotenoides con un nimero menor de

carbonos que la bixina y con un ci-
clo en la cadena, por lo que debe
descartarse que la biosintesis de la
bixina se lleve a cabo por esta via
(Fig. 5A). Por lo anterior, se pro-
pone que la bixina podria formarse
en una serie de reacciones que al
menos incluya rompimiento de do-
bles enlaces en los extremos de la
cadena donde estaria involucrada
una enzima dioxigenasa, siendo su
sustrato un carotenoide lineal como
el licopeno (cuya estructura tiene si-
militud estereoquimica con la bixina)
y otros pasos subsecuentes en el es-
queleto lineal del licopeno para la
formacion de la bixina (Fig. 5B).

CONCLUSIONES

El analisis de los datos bioquimicos
sobre la biosintesis de apocarote-
noides, nos sugieren que el licopeno
(carotenoide lineal) podria ser el sus-
trato para la formacion de la bixina,
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como ocurre en algunas bacterias.
Ademas la presencia del metil 9°Z-
apo-6’-licopenoato, fitoeno, fito-
flueno, E-caroteno y neurosporeno
en semillas de achiote, apoya la de-
gradacion oxidativa en ambos extre-
mos de lamolécula de licopeno, como
la posible ruta de formacion de la bixi-
na(12). Durante la revision bibliogra-
fica para sustentar nuestra nueva
propuesta en plantas, el grupo de
Covello del Consejo Nacional de
Investigacion de Canada (14), a través
del “andlisis de etiquetas de secuen-
cias expresadas” (ESE) utilizando
una biblioteca sustraida (ARN de
semillas-ARN de hojas) de ADN
complementario, identificaron genes
de algunas enzimas (dioxigenasas,
aldehido oxidasas, deshidrogenasas
y carboxilmetil transferasas) posi-
blemente involucradas en la bio-
sintesis de bixina y proponen que
el licopeno es el sustrato.

El sitio especifico de biosintesis
de la bixina son los cloroplastos y en
forma especifica los cromoplastos,
los cuales estan presentes en tejidos
fotosintéticos y no fotosintéticos.
Hasta ahora, el unico estudio em-
brioldgico en la especie, indica la
presencia de células pigmentadas en
las capas parenquimatosas (15) lo
que sugeriria que el arilo de la semi-
lla de achiote, probablemente tam-
bién sea un sitio de biosintesis y no
s6lo de acumulacion de bixina. Los
datos del grupo de Covello, sugie-
ren lo mismo. Sin embargo, en nuestro
grupo hemos detectado y cuantifi-
cado bixina en hojas, hipocétilos y
raices de plantulas de achiote, asi
como también en cultivos in vitro de
callos y suspensiones celulares (Da-
tos no mostrados), lo que indica que
el arilo no es el tnico sitio de bio-
sintesis de bixina, sino que también
lo son los tejidos fotosintéticos (ho-
jas e hipocétilos) y probablemente
hasta tejidos no fotosintéticos (raiz).
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Figura 5. Biosintesis de la bixina a partir del licopeno. A) Comparacion de las estructuras del licopeno y del 3-caroteno como
posibles precursores de la bixina, se desconocen las enzimas que intervienen y se seiialan los enlaces donde actuarian las dioxigenasas
involucradas en la ruta de biosintesis (enlaces 5,6 y 5°6  para el licopeno y 7°8°, 9’10’y 11’12’ para el 3-caroteno). B) Modelo
para la biosintesis de la bixina teniendo como sustrato al licopeno y se seiialan los enlaces donde cortarian las enzimas dioxigenasas

involucradas en la reaccion (5,6 y 5°6°).

PERSPECTIVAS

Como hasta ahora no se tiene eluci-
dada la ruta de biosintesis de la
bixina, seria recomendable realizar
estudios empleando la adicion de
precursores marcados isotopica-
mente [13C] de la ruta de biosintesis
de los carotenoides como gliceral-
dehido 3-fosfato y piruvato, para
obtener el patron de marcaje del 13C

en la molécula de licopeno. Otro as-
pecto a considerar seria el uso de
herbicidas como el norflurazon o
derivados de pirimidina como el
herbicida J852 y la dihidropirona
LS80707, ya que estudios previos
mostraron que el norflurazon condu-
ce a la acumulacion de fitoeno en
hojas de Capsicum annuum trata-
das con este herbicida, ya que es un

potente inhibidor de la fitoeno desa-
turasa (PDS), mientras que el J852
inhibe a la PDS y a la C-caroteno
desaturasa (ZDS) lo que induce una
acumulacion de fitoeno y C-caroteno,
con lo que se podria afectar la acumu-
lacién de bixina. Finalmente, el em-
pleo de las técnicas de la ingenieria
genética podria permitirnos identifi-
car cual es el carotenoide que actia
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y Lyc-B: Licopeno B-ciclasa.

como precursor. El sobreexpresar el
gen que codifica para la C-caroteno
desaturasa (Zds), permitiria notar si
la acumulacion de licopeno, incre-
menta la concentracion de bixina,
mientras que silenciando (con ARN
antisentido) (Fig. 6) el gen que codi-

fica para la licopeno ciclasa (Lcy),
se podria lograr un aumento en la
concentracion de licopeno y de esta
manera probablemente favorecer el
aumento en la biosintesis de bixina'y
afectar directamente la produccion
de xantofilas totales (Fig. 6).
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PROBLEMA BI10QUIMICO

Tema: Cinética enzimatica: Inhibicion por producto

La enzima malica tiene un mecanismo Bi Ter ordenado
en estado estacionario en el que participan como
substratos el malato y el NAD" y como productos el

Marcela Varela Gomez,

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM

piruvato, el bicarbonato (HCO,) y el NADPH. Deter-
mine usando un diagrama de Cleland el orden de union
de los substratos y el orden de liberacion de los produc-
tos de acuerdo a los patrones de inhibicion por producto
que se presentan en la siguiente tabla:

TABLA I

PATRONES DE INHIBICION POR PRODUCTO DETERMINADOS
PARA LA REACCION CATALIZADA POR LA ENZIMA MALICA™

Producto Substrato Substrato fijo ~ Tipo de inhibicion
Inhibidor variable no saturante

NADH NAD* malato Competitivo
NADH malato NAD" No competitivo
HCO, NAD" malato No competitivo
HCO, malato NAD" No competitivo
Piruvato NAD* malato Incompetitivo
Piruvato malato NAD" Incompetitivo

() Hsu RY, Lardy HA, Cleland WW (1967) JBC 242: 5315.
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paralelas, con giro hacialade- 14 Desoxinucledsido de la gua-

HORIZONTALES recha. nina.
9 Acido nucleico que codifica 15 Acido ribonucleico del cual hay
la informacion hereditaria en por lo menos 20 diferentes, su
1 Investigador que junto con la mayoria de los seres vivos. funcién es acoplar una region
Crick postuld que el DNA na- 11 Fendmeno que ocurre cuando de su estructura con otra del
tivo esta constituido por una al DNA nativo se calientay se RNA mensajero durante la

doble hélice de cadenas anti- separan las dos hebras. sintesis de las proteinas.
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16 Numero de puentes de hidro-
geno que hay en la union de
adenina y timina en el DNA.

17 Anillo de seis elementos: cua-
tro carbonos y dos nitrogenos,
que con diferentes sustituyen-
tes da lugar a timina, citosina
y uracilo.

18 Regiodn de la secuencia codifi-
cante de un gen, que se tradu-
ce en proteina.

19 Tipo de anemia en la cual ocu-
rre una mutacion ocasionada
por una sustitucion de timina
por adenina en el gen de la he-
moglobina, que la conduce a
la codificacion de diferente
aminodcido.

21 En el DNA la guanina se une a
la citosina mediante
puentes de hidrogeno.

26 Nombre con el que se designa
al RNA mensajero que contie-
ne informacion para sintetizar
un solo polipéptido.

28 Palabra o frase que se deletrea
de manera idéntica al dere-
cho y al revés. Aplicable a las
regiones de DNA donde hay
repeticiones invertidas en la
secuencia de bases.

29 Base nitrogenada que no for-
ma parte del DNA y es el pro-
ducto de desaminacion de la
citosina.

30 Base nitrogenada que no esta
presente en el RNA.

33 Nucleosido de la adenina.

34 Siglas del acido nucleico cuyos
segmentos reciben el nombre
de gen.

35 Agentes como la luz ultravio-
leta y el 4cido nitroso, que son
capaces de danar al DNA oca-

sionando la sintesis anormal
de una proteina.

36 Forma que adopta la doble he-
bra del DNA.

37 Aldopentosa, participa en la
constitucién de ribonucledti-
dos.

38 Secuencia de tres nucleotidos
en un acido nucleico que codi-
fica a un aminoacido.

VERTICALES

2 Introduccion de un DNA ex-
trafio a la célula, accion que la
hace adquirir un nuevo feno-
tipo.

3 Otra forma de llamar a los aci-
do nucleicos, por el hecho de
ser polimeros de nucleotidos.

4 Alteraciones en la estructura
del DNA que originan varia-
ciones permanentes en la in-
formacion genética.

5 Ejemplo de esta estructura son
el desoxitimidilato y desoxi-
adenilato, entre otros.

6 Término con el que se define
a las hebras del DNA ya que
ante una adenina siempre hay
una timina y ante una guanina
una citosina.

7 En los polinucledtidos, es el
enlace covalente que une a dos
nucledtidos por el grupo hi-
droxilo 5’ de uno y el hidroxi-
lo 3’ del siguiente.

8 Llamamos asi a 3 acidos nu-
cleicos con estructura y fun-
cion diferentes.

10 De los estudios de Watson y
Crick se sabe que asi es la
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orientacion de las dos bandas
del DNA.

11 Nucleétido de adenina que
contiene desoxirribosa.

12 Se llama asi a la replicacion
del DNA estudiada por Mesel-
son y Stahl, ya que al separar-
se las dos hebras, cada cadena
sirve de molde para la sintesis
de una nueva cadena.

13 Siglas del acido nucleico que
estd presente en los ribosomas
y que lleva a cabo la sintesis
de las proteinas.

19 Numero de pares de bases que
hay en una vuelta completa de
la forma B del DNA.

20 Las fotografias de difraccion
de rayos X que Rosalind

obtuvo fueron un
aporte muy importante para la
elucidacion de la estructura
del DNA.

22 Se produce por desaminacion
de la adenina por la accion de
una oxidasa y da lugar a la
xantina.

23 Nucleotido de la citosina.

24 Regiones del DNA en las cé-
lulas eucariotas que no se ex-
presan para la sintesis de la
cadena polipeptidica.

25 Residuo de 4cido que junto
con un nucleodsido da lugar a
un nucleoétido.

27 Nucleodsidos fosforilados, son
la subunidad monomérica de
los acidos nucleicos.

31 Tipo de acido ribonucleico
que transporta la informacion
desde un gen hasta el ribo-
soma.

32 Base constituida por los ani-
llos pirimidina e imidazol.
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BI0QUIMICO

Los estudios de inhibicion por producto son uno de
los enfoques mas comunmente utilizados en la deter-
minacion del mecanismo cinético de una enzima, de-
bido a que a partir de estos se puede deducir el orden
de union de los substratos y de liberacion de los pro-
ductos en ambos sentidos de la reaccion.

Para estos experimentos las velocidades iniciales
se determinan de manera usual pero se utilizan dife-
rentes concentraciones fijas de inhibidor (incluyen-
do cero) en la mezcla de reaccidon y concentraciones
saturantes o no saturantes del substrato fijo variable.
Cabe enfatizar que la concentracion del substrato fijo
debe cuidarse, pues puede modificar el patrén de in-
hibicion por producto. En el caso de la enzima malica
presentamos los resultados de los experimentos a con-
centraciones no saturantes del substrato fijo (1).

El tipo de inhibicion por producto se puede deter-
minar ficilmente al analizar el efecto del inhibidor
sobre la pendiente y el intercepto sobre el eje vertical
(ordenada al origen) de graficas de dobles reciprocos.

Un producto (P) actuard como un inhibidor com-
petitivo con respecto a un substrato variable (S) sola-
mente si Py S son mutuamente excluyentes, lo cual
implica que P y S compiten por la misma forma de la
enzima o si P se une antes que S en una secuencia
ordenada para dar lugar a una forma de la enzima
que no une S (2). En este caso solamente la pendien-
te del grafico de dobles reciprocos se ve afectada,
pero no la ordenada al origen al variar la concentra-
cion del producto (Tabla I11A).

Si en el grafico de dobles reciprocos los intercep-
tos sobre el eje vertical son los que se modifican y no
la pendiente al aumentar la concentracion de produc-
to, se obtendra una serie de lineas paralelas que co-
rresponden al patron grafico de un inhibidor de tipo
incompetitivo (Tabla 1IB). P serd un inhibidor
incompetitivo con respecto a S solamente si S debe
unirse antes que P en la secuencia de reaccion (2).
En este caso P y S no son mutuamente excluyentes
porque se unen a diferentes formas de la enzima y no
estan interconectados por pasos reversibles porque
existen entre ellos pasos que experimentalmente no
se llevan a cabo (ver explicacion mas adelante).

P actuard como un inhibidor mixto o no competi-
tivo con respecto a S si P y S son mutuamente

excluyentes y P puede unirse antes que S (2). En este
caso tanto las pendientes como los interceptos se
incrementan al aumentar la concentracion de producto
y las lineas convergen en un punto a la izquierda del
eje vertical, ya sea por arriba, en o debajo del eje
horizontal, incluso pueden no cruzarse en el mismo
punto (Tabla IIC). Es conveniente aclarar que se pue-
de clasificar a un compuesto indistintamente como
inhibidor no competitivo o como inhibidor mixto. Al-
gunos autores consideran un inhibidor no competiti-
vo a aquél en el que las lineas de dobles reciprocos
se cruzan sobre el eje de las equis y al resto de los
patrones de cruce (por encima o por debajo) los defi-
nen como mixtos (2). Sin embargo, Cleland (3) con-
sidera que no existe una justificacion teorica solida
que permita distinguir entre ambos tipos de
inhibidores, por lo cual define como inhibidor no
competitivo a cualquier compuesto que modifique
tanto interceptos (1/Vmax) como pendientes (Km/
Vmax) en el grafico de dobles reciprocos al aumen-
tar su concentracion.

Una vez revisados estos antecedentes, podemos de-
finir el mecanismo cinético de la enzima malica ana-
lizando los patrones de inhibicidn por producto que
se muestran en la Tabla I. En el caso de la enzima
malica el producto NADH es un inhibidor competiti-
vo con respecto al sustrato variable NAD™, lo cual
indica que estas dos moléculas se unen a la misma
forma de la enzima. Con esta evidencia podemos pro-
poner que ambas moléculas solo se pueden unir a la
enzima libre (E), es decir, en la reaccion forward de
la enzima malica el NAD™ es el primer sustrato que
se une y el NADH es el tltimo de los tres productos
en liberarse.

Con esta informacion se puede concluir que el
malato se une en segundo lugar. Para apoyar esta pro-
puesta en la secuencia de union de los substratos se
analiza el tipo de inhibicién del NADH con respecto
al malato. Si el malato es el segundo substrato en
unirse, eso implicaria que el NADH y el malato se
unen a diferentes formas de la enzima (E'y ENAD™
respectivamente), y en consecuencia, el NADH
inhibiria la reaccion de manera no-competitiva con
respecto al malato. Ademas el malato y el NADH
pueden estar conectados reversiblemente debido a que
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TABLAII
PATRONES GRAFICOS DE DOBLES RECIPROCOS Y DEFINICION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

TIPO DE INHIBICION Vmax,, (Vmax/Km), PATRON GRAFICO
- [P]
A. Competitivo Jmax (Vmax/Km)
(1+ I/Kic) 7
[P]
B. Incompetitivo Vmax Vmax/Km
(1+ U/Kiu)

N N

C. No competitivo Jmax Jmax/Km [P]

© mixto (1+ UKiu) (1+ I/Kic) %
y

NG

4

Vma’lxap (Velocidad méaxima aparente) y (Vma’lx/Km)ap (Constante de especificidad) para cada tipo de inhibicion. P = concentracion de inhibidor;
Kic = constante de inhibicion competitiva; Kiu = constante de inhibicion incompetitiva.

existe una secuencia ordenada estricta desde la libe-  lo tanto esperariamos que el NADH fuera un inhibidor
racion del NADH hasta la union del malato al com-  no competitivo (o mixto) con respecto al malato como
plejo enzima-NAD™. La interconexion entre un  se muestra en la Tabla I. Con los datos analizados
substrato y un producto por pasos reversibles condu-  podemos proponer un esquema cinético parcial de la
ce a una competencia, indirecta, por la enzima. Por  reaccién de la enzima malica (Esquema I).
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NAD* malato ? ? NADH
! y | i i
E  ENAD* ENAD-malato <> ENADH-piruvato-HCO; ENADH E

Esquema I. Diagrama de Cleland obtenido a partir de los patrones de inhibicion por producto del NADH con

respecto a los dos sustratos.

Para determinar el orden de liberacion de los otros
dos productos (HCO,™ y piruvato) es necesario anali-
zar sus patrones de inhibicion con respecto a ambos
substratos. De acuerdo con los datos que se presentan
en latabla I, el HCO;™ es un inhibidor no competitivo
con respecto a ambos substratos. Este patron de inhi-
bicion indica que este producto se une a una forma
diferente de la enzima a la que se unen los substratos,
pero las cuales estan interconectados por pasos
reversibles. Por otro lado, el piruvato es un inhibidor
de tipo incompetitivo con respecto a ambos sustratos.
Esto sugiere que el piruvato se une a una forma de la

enzima diferente a la que se unen los sustratos, pero a
diferencia de lo que se determiné para el HCO,, no
existen pasos reversibles que interconecten directamen-
te a las formas de la enzima que unen los sustratos y al
piruvato. La explicacién de que no existan pasos
reversibles entre la liberacion del piruvato y la union
del NAD" y el malato es que entre estos eventos se
produce la liberacion de otro producto.

Finalmente, con este andlisis podemos proponer
que el HCO;™ es el primer producto que se libera y el pi-
ruvato el segundo. Por lo tanto el esquema de Cleland
final para la enzima malica es el siguiente:

NAD" malato HCO; piruvato ~ NADH
Y ! 1 1 1
E  ENAD® ENAD-malato <> ENADH-piruvato-HCO; ENADH-piruvato ENADH E
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INFORME DEL XXX TALLER DE ACTUALIZACION
BIOQUIMICA DURANTE LA SEMANA DE LA
EDUCACION BioqQuimMmicA 2003

Este afio el XXX Taller de Actualizacién Bioqui-
mica (TABO3), se celebro6 en la Ciudad de México
en las instalaciones de la UNAM, del 11 al 14 de
agosto de 2003. EI Comité Organizador estuvo con-
formado por los doctores Alejandro Sosa Peinado,
Héctor Riveros Rosas, Edgar Vazquez Contreras y
Oscar Flores Herrera, todos ellos profesores del cur-
so de Bioquimica y Biologia Molecular que se im-
parte en el Departamento de Bioquimica de la Fa-
cultad de Medicina de la UNAM.

Durante la ceremonia de inauguracion del progra-
ma académico del XXX Taller, el Dr. José Narro,
director de la Facultad de Medicina de la UNAM,
destaco la importancia de continuar este tipo de ac-
tividades que han permitido una comunicacion di-
recta entre los académicos involucrados en la gene-
racion de los conocimientos, los responsables de
transmitirlos y los alumnos de pre y posgrado.

Asimismo, la Dra. Ana Maria Lépez Colomé, al
hacer la presentacion del evento, sefiald que tam-
bién se cumplen 27 afios de la publicacion del libro
Mensaje Bioquimico, asi como la reciente institu-
cion del reconocimiento Forjadores de la Ciencia
en la UNAM, entre quienes se encuentra el Dr. Ar-
mando Gémez Puyou, ponente en este evento. De
igual manera, recordd que en este afio se cumplen
cinco décadas del descubrimiento de la estructura
del ADN por James Watson, Francis Crick, Maurice
Wilkins y Rosalyn Franklin; la primera secuencia-
cion de una proteina: la insulina de bovino, también
en 1953, por Frederick Sanger. Entre los invitados
se encontraron los doctores Hugo Aréchiga (q.e.p.d.)
y Gregorio Pérez Palacios.

Los trabajos preparativos para el XXX TAB ini-
ciaron desde un afio antes. Se convoco a participar a
profesores y estudiantes de Bioquimica y materias
afines de diversas instituciones de Educacion Me-
dia Superior y Superior tanto del Distrito Federal
como del interior de la Republica. La difusion del
programa del Taller de Bioquimica se realizd6 me-
diante carteles, anuncios en la Gaceta UNAM, la
Gaceta de la Facultad de Medicina, la Revista de
Educacion Bioquimica, la revista ;Como Ves?, asi

como a través de correo electronico e Internet, prin-
cipalmente por medio de la pagina electronica dedica-
da especialmente a promocionar y aportar informa-
cion del evento (http://bg.unam.mx/%7Ecomitetab/),
a la cual también se puede acceder a través de la
pagina del Departamento de Bioquimica de la pro-
pia Facultad.

Se inscribieron un total de 221 estudiosos de la
Bioquimica. 71 profesores, 106 estudiantes de licen-
ciatura y 39 estudiantes de posgrado. El nimero de
asistentes de los diferentes estados de la Republica
fue el siguiente:

Baja California Sur 1 Irapuato 1
Campeche 1  Morelos 2
Chihuahua 5 Nuevo Ledn 3
Distrito Federal 186  Puebla 2
Estado de México 6  Sinaloa 2
Guanajuato 2 Tamaulipas 1
Hidalgo 1 Veracruz 3

Ademas contamos con la presencia de estudian-
tes de Argentina y Cuba, y un profesor espafiol.

Adicionalmente, acudieron sin registrarse entre
40-60 profesores y/o estudiantes, quienes asistieron
a las conferencias de su interés o en funcion de su
disponibilidad de tiempo. Cabe sefialar que para el
70% de los inscritos, esta fue la primera vez que
asisten al Taller de Actualizacion Bioquimica.

El programa del TABO3 consisti6 en dos tipos de
sesiones: las matutinas donde se celebraron confe-
rencias magistrales, en las que se revisaron temas
de actualidad, y las sesiones vespertinas que fueron
tedrico-practicas, en éstas se abordo la construccion
de hipertextos con el uso del Atlas TI.

Los temas y ponentes del XXX Taller de Actuali-
zacion de Bioquimica fueron los siguientes:

¢ Bases Bioquimicas y Fisiopatologicas de las en-
fermedades peroxisomales. Gerardo Jiménez
Sanchez, del Consorcio Promotor del Instituto de
Medicina Gendmica, México, y Johns Hopkins
University, Baltimore MD, USA.



® Virtudes y pecados de una enzima: la F F, ATP
sintasa. Marieta Tuena de Gémez Puyou, del Ins-
tituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

® Sistema de secrecion de proteinas en bacterias:
biogénesis flagelar y translocacion de factores de
virulencia. Berta Gonzalez Pedrajo, de Yale
University, BA, USA.

¢ ;,Como se determinan estructuras de proteinas por
resonancia magnética nuclear? José Federico del
Rio Portilla, del Instituto de Quimica de la
UNAM.

® La complejidad de las proteinas: relacion entre
estabilidad, flexibilidad y catalisis en las enzimas.
Armando Goémez Puyou, del Instituto de Fisiolo-
gia Celular de la UNAM.

® Microarreglos de DNA. Jorge Ramirez, de la Uni-
dad de Microarreglos ubicada en el Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM.

¢ ;Es toxico el etanol? Enrique Pifia, de la Facultad
de Medicina de la UNAM.

® Experimentacion en el pez cebra: un modelo para
la biologia del desarrollo. Ernesto Maldonado, del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

® Mecanismos de regulacion en el mantenimiento
de la linea germinal de C. elegans. Rosa Navarro,
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

® Neurobiologia de la toma de decisiones. Ranulfo
Romo, del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM.

® [a migracion de genes de la mitocondria al nu-
cleo y la evolucion de los genomas mitocondria-
les. Diego Gonzalez Halphen, del Instituto de Fi-
siologia Celular de la UNAM.

¢ [a vitamina biotina modifica los patrones de ex-
presion genética en células humanas. Alfonso
Leon del Rio, del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

¢ Hipertexto y aprendizaje en la educacion supe-
rior. Iliana Cuenca Almazan y Manuel Aguilar
Tamayo, de la Universidad Autonoma del Estado
de Morelos.

Como ha sido costumbre, los ponentes disertaron
sobre el tema de su presentacion desde un enfoque
basico, general e integral, hasta llegar a los aspectos
mas relevantes y de frontera, que habitualmente sélo
se encuentran en las publicaciones especializadas
mas recientes. Al término de cada presentacion, los
profesores y asistentes tuvieron la posibilidad de
que sus dudas fueran aclaradas por los ponentes, lo
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que permitié un intercambio fructifero de ideas y
conocimientos.

El tema de cada ponencia se redactd por los po-
nentes de las platicas, como una monografia que fue
arbitrada por el Comité Editorial del Mensaje
Bioquimico y posteriormente publicada en el libro
Temas Bioquimicos de Vanguardia 2003 (coleccion
Mensaje Bioquimico, Vol. XXVII), el cual fue dis-
tribuido oportunamente a todos los inscritos al XXX
Taller de Actualizacion Bioquimica. Es importante
mencionar que la edicion electronica de Temas
Bioquimicos de Vanguardia puede ser consultada de
forma gratuita a través de la siguiente pagina de
Internet: http://bg.unam.mx/mensajebioquimico.
Esto permitira dar una mayor difusion al excelente
trabajo que hicieron todos los expositores y que se
pone al alcance de un gran numero de profesores y
estudiantes, quienes podran actualizar sus conoci-
mientos a través de este medio.

Como ha ocurrido desde sus inicios, en el Taller
de Actualizacion Bioquimica se realizd una encues-
ta entre los asistentes, a fin de conocer en forma
objetiva y oportuna, los resultados de este evento.
La opiniodn sobre la suficiencia y oportunidad de la
informacion recibida para anunciar el programa de
actividades, sobre la duracion del evento y de las
sesiones, asi como del interés que gener6 cada po-
nencia para seguir estudiando dicho tema, el cono-
cimiento que adquirieron y la aplicacion que dicho
conocimiento tendra sobre actividades docentes, se
presenta en las siguientes graficas.

Es importante sefialar que mas del 70% de los
profesores asistentes utilizan el libro Mensaje
Bioquimico, para complementar sus clases y pro-
porcionar a sus alumnos articulos citados en el mis-
mo como bibliografia. Aunado a esto, el 87% de los
asistentes consideran que su participacion en el Ta-
ller repercute positivamente en su formacion perso-
nal y su practica docente.

En lo referente a nuestra Universidad, los partici-
pantes del XXX Taller de Actualizacion Bioquimica
fueron académicos y alumnos de las Escuelas o Fa-
cultades de Ciencias, Medicina, Psicologia, Medi-
cina Veterinaria y Zootecnia, Odontologia, Quimica,
Cuautitlan, Iztacala y Zaragoza. Ademas tuvimos
una importante presencia de estudiantes y profeso-
res de los Institutos de Fisiologia Celular, de Inves-
tigaciones Biomédicas y de Quimica.

Las Instituciones ajenas a nuestra Universidad que
estuvieron representadas durante el evento fueron: el
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Curso Taller
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Instituto Politécnico Nacional, el Instituto Tecnolo-
gico Agropecuario No. 5, el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, la Universidad Autonoma
Metropolitana (Unidades Iztapalapa y Xochimilco),
la Universidad Autonoma de Baja California Sur, la
Universidad Autonoma de Ciudad Juarez, la Uni-
versidad Autonoma de Chihuahua, la Universidad
Autoénoma del Estado de Hidalgo, la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, la Universidad Autono-
ma de Puebla, la Universidad Auténoma de Sinaloa,
la Universidad Autobnoma de Tamaulipas, la Univer-
sidad del Estado de Veracruz, la Universidad Monte
Morelos y la Universidad Panamericana.

El 90% de los participantes opinaron que la in-
formacion del programa académico del XXX Taller
de Actualizacién Bioquimica fue recibida en forma
oportuna y suficiente.

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

Finalmente queremos destacar que la edicion del
libro Temas Bioquimicos de Vanguardia 2003 (co-
leccion Mensaje Bioquimico, Vol. XXVII) y el ciclo
de conferencias del Taller de Actualizacion Bioqui-
mica, también necesitan de otro tipo de colaborado-
res que son los patrocinadores. Agradecemos las fa-
cilidades que nos proporcionaron en todo momento
el Dr. José Narro Robles, Director de la Facultad
de Medicina, UNAM; la Dra. Ana Maria Lopez
Colomeé, Jefe del Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Medicina, UNAM; el Dr. Hugo
Aréchiga Urtuzuastegui (q.e.p.d.), Jefe de la Divi-
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sion de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Medicina, UNAM; el Dr. Luis Felipe
Abreu Hernandez, Coordinador del Posgrado en
Ciencias Médicas, Odontologicas y de la Salud,
UNAM; la Dra. Rosario Muinoz Clares, Coordina-
dora del Posgrado en Ciencias Bioquimicas, sede
Facultad de Quimica, UNAM. Asimismo, el proyec-
to del Taller de Actualizacion Bioquimica cuenta
con el apoyo financiero de la Red Latinoamericana
de Biologia (RELAB), dependiente del CONACYT,
por el cual deseamos agradecer en especial a la Dra.
Alicia Gonzdlez Manjarrez por su dedicado apoyo.
Dentro del personal de la Facultad de Medicina, de-
seamos agradecer la colaboracion de la Lic. Julieta
Ambriz y al personal de disefio grafico a su cargo;
al CP Alfonso Aguirre, Jefe de la imprenta; a los
doctores Alejandro Cerritos y Francisco Herndndez
del Departamento de Computo; al Lic. Armando
Barbosa Calderdn, Jefe Administrativo del Depar-
tamento de Bioquimica, asi como la Dra. Alicia Cea
Bonilla, Dra. Patricia del Arenal Mena, Dr. Antonio
Caso, Quim. Héctor Delgado, Biol. Adriana Julian
Sanchez, Sra. Rosa Maria Lopez y Sra. Marivel
Rojas Garcia. En esta ocasion también contamos
con la colaboracion de las siguientes compaiiias, a
las cuales agradecemos sinceramente: Grupo Dartos,
S. A., McGraw Hill Interamericana, Editorial Pear-
son Education / Addison Wesley.

Gracias a la participacion de los ponentes y asis-
tentes, el Comité Organizador del XXX Taller de
Actualizacién Bioquimica seguird retroalimentan-
dose para ofrecer cada vez mejores programas de
actividades, acordes al desarrollo de esta actividad
cientifica.

Comité Organizador del
XXX Taller de Actualizacion Bioquimica:

Oscar Flores Herrera
Facultad de Medicina, UNAM
Alejandro Sosa Peinado
Facultad de Medicina, UNAM
Héctor Riveros Rosas
Facultad de Medicina, UNAM

Edgar Vazquez Contreras
Instituto de Quimica, UNAM
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INFORME DEL XI CONGRESO DE 1A ASOCIACION
MEexicana DE PROFESORES DE Bioquimica, A.C.

Durante los dias 14, 15y 16 de agosto y en el marco
de la Semana de Educacion Bioquimica 2003 en el
Auditorio Alfonso Caso de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), se realiz6 el Con-
greso de la Asociacion, el cual como ya es costum-
bre, sirve de vehiculo de comunicacion entre los
asociados. El tema central del Congreso fue “Diag-
nostico de la Ensefianza de la Bioquimica en
México”. La invitacion a participar se hizo por co-
rreo postal, por correo electronico y mediante la
convocatoria en éste nuestro 6rgano de comunica-
cion la REB, en los volimenes 2/(4) y 22(1), a los
miembros de la Asociacion y a la comunidad acadé-
mica que tiene acceso a la revista.

El tema arriba mencionado se eligio consideran-
do que la Asociacion tiene el compromiso, con los
bioquimicos del pais, de servir de vinculo de comu-
nicacion en cuanto a la ensefianza de la bioquimica
en las diferentes escuelas o facultades en lo relacio-
nado con: planes de estudio, programas, contenidos,
enfoques, duracion de los cursos, materiales de apo-
yo, numero de estudiantes, criterios de evaluacion,
etc. Las participaciones con las que contamos du-
rante este Congreso son el inicio de los materiales
con que se contard para ese diagnostico y debido a
la complejidad y extension del contenido para lo-
grar reunirlo, se propone que se conserve el mismo
titulo como tema del Congreso, durante el nimero
de afios que se considere necesarios, para tener una
relativa representacion de la informacion a la que
nos estamos comprometiendo.

El programa estuvo constituido de cinco conferen-
cias: “Educacion quimica” por el doctor Andoni
Garritz, de la Facultad de Quimica de la UNAM; “Me-
canismos moleculares de la fisiopatologia de la enfer-
medad causada por priones en humanos” por los doc-
tores Jorge Guevara, del Instituto Nacional de Neuro-
logia y Edgar Zenteno, de la Facultad de Medicina de
la UNAM; “El Departamento de Bioquimica del Cen-
tro de Investigaciones y de Estudios Avanzados
(CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional
(IPN): sus primeros 40 afios” por el doctor Agustin
Guerrero, del propio Instituto; “Enfermedades virales

emergentes: El caso del Sindrome Respiratorio Agudo
(SARS)” por el doctor Gustavo Reyes Teran, del Insti-
tuto Nacional de Enfermedades Respiratorias, y “El
funcionamiento de las enzimas” por el doctor José
Victor Calderdn Salinas, del CINVESTAV del IPN.

Las presentaciones cortas fueron: “Factores que
afectan el aprendizaje de la bioquimica en la Facul-
tad de Medicina de la UNAM” por A Cea Bonilla,
HJ Delgadillo Gutiérrez y Y Saldafia Balmori; “Es-
tructura y funcion molecular en la Escuela de Bio-
logia de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla” por JR Davila Marquez, LM Garcia Flores
y SA Espinosa Morales; “Importancia de que la
materia de Biogimica en la carrera de Médico Ciru-
jano sea tedrica-practica” por R Milan Chavez y CV
Sanchez Meza; “Los intereses de los estudiantes y
la investigacion formativa” por A de la Roz y HJ
Delgadillo Gutiérrez; “Incidencia de los conoci-
mientos de quimica en el aprendizaje de la bio-
quimica en la Facultad de Medicina de la UNAM”
por A Cea Bonilla, MY Gutiérrez Cardenas y H
Hiranaka Nakatsura; “La materia de Bioquimica en
la Facultad de Medicina de la Universidad Autono-
ma de Nuevo Leon” por H Martinez Rodriguez, AA
Gonzalez Blanco, R Ramirez Hernandez, AR Cruz
Cabrera, B Aleman de Puente y HA Barrera
Saldafia; “Grupo experimental en la ensefianza de
la bioquimica” por A Sakuntala Gonzara y ME Car-
vajal Juarez; “La investigacion modular en las li-
cenciaturas profesionales en la Universidad Auto-
noma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X)” por HJ
Delgadillo Gutiérrez y A de la Roz; “Manual de
Bioquimica I. UAM-Iztapalapa” por E Gonzalez
Soto, L Bucio Ortiz, F Diaz de Ledén Sanchez, E
Cortés Barberena, L Pérez Flores y P Damian
Matsumura; “La ensefianza de la bioquimica en el
Sistema Modular Xochimilco de la UAM. Estudio
de caso” por MG Valdéz Hernandez; “La calidad
como objetivo estratégico en la educacion médica”
por MD Ramirez Gonzalez y “La ensefianza de la
bioquimica en la Division de Ciencias de la Salud
en la Universidad de Monterrey” por G Quintero
Flores.
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Un grupo formado por los profesores: ME Re-
vuelta Miranda, JL Rico Pérez, A Hernandez Bel-
tran, ME Esquivel Mondragon, T Nopal Guerrero,
JF Montiel Sosa, B Rosas Guti¢rrez, MP Zuiiga
Cruz, O Grajales Muiiiz y R Santiago Diaz, de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM,
presentaron la Mesa Redonda: “Modelos educati-
vos multidisciplinarios de la ensefianza de la bio-
quimica en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan”.

El hacer una relacion de los trabajos presentados
tiene la intencion de invitar a los lectores de la REB,
sean miembros o no de la Asociacion, a preparar
una contribucion para el proximo Congreso ya que
es importante promover la comunicacion y la parti-
cipacion activa entre los docentes de bioquimica y
ciencias afines, y de esa manera contribuir a que se
logre tener un catalogo de programas, enfoques, si-
tios, contenidos, etc. de las escuelas o facultades en
las que se ensefia esta disciplina.

Se inscribieron 47 profesores y la asistencia a las
sesiones fue constante pues oscilo entre 40 y 50 per-
sonas ya que asistieron algunos profesores y estu-
diantes no inscritos; 18 profesores iniciaron su tra-
mite para el registro como nuevos miembros de la
Asociacion. Se hizo la invitacion a diferentes casas
editoriales para participar durante el Congreso y en
esta ocasion contamos con la presencia de Deu
Press, Mc Graw Hill y Pearson Educacion de México.

Con base en el articulo noveno de los Estatutos
de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bio-
quimica, A. C. en REB 2/(4):276, 2002 se publico
la convocatoria para que los Asociados postularan
candidatos a ocupar la Presidencia de la Asociacion
para el siguiente bienio. En la Sesion de Negocios
se llevo a cabo la votacion y quedo electa por una-
nimidad la doctora Yolanda Saldana Balmori,
miembro fundador de la Asociaciéon, como nueva
Presidenta para el bienio 2003-2005. Posteriormen-
te, conto con la aceptacion de la doctora Rocio Sal-
ceda Sacanelles, del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM, para cubrir el cargo de Vicepresidenta
y de la doctora Celia Virginia Sanchez Meza, del
Departamento de Bioquimica de la Facualtad de
Medicina de la UNAM, para ser la Secretaria-Teso-
rera durante esta gestion.
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En la misma sesion, el doctor Marco Antonio
Juarez Oropeza, Presidente saliente, propuso la mo-
dificacion de algunos incisos del articulo cuarto de
los Estatutos que se refiere a los objetivos de la Aso-
ciacion, dichas modificaciones se aceptaron previa
discusion. La modificacion de los Estatutos tiene
por objeto cumplir con los requisitos fiscales sefia-
lados por la Secretaria de la Hacienda y Crédito
Publico para poder recibir donativos y emitir reci-
bos fiscales deducibles de impuesto. Por otro lado,
se informd que proximamente se contara con la pu-
blicacion de la REB en internet, un servicio apoya-
do por el doctor Jaime Més Oliva, Director del Pro-
grama Universitario de Investigacion en Salud,
UNAM. Finalmente, el doctor Judrez Oropeza agra-
decio la colaboracion de las doctoras Alicia Cea
Bonilla y Patricia Duran Torres en las tareas de co-
laboradoras de la Mesa Directiva de la Asociacion
como Vicepresidenta y Secretaria-Tesorera respec-
tivamente, durante el trienio 2000-2003.

La Semana de Educacion Bioquimica, que se rea-
liza desde hace once afios, permite que en dias veci-
nos, dos actividades académicas con diferente per-
fil como son el Taller de Actualizacién Bioquimica
que organiza el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina de la UNAM y el Congreso
de la Asociacion, puedan contribuir a que los profe-
sores tengamos un mejor ejercicio docente.

Es muy importante mencionar que para la reali-
zacion del Congreso se contd con el apoyo del De-
partamento de Bioquimica, tanto de la Jefatura del
Departamento como del area administrativa, con el
del Departamento de Disefio Grafico, el de la Se-
cretaria de Ensefianza Clinica Internado y Servicio
Social, asi como las gestiones hechas por la propia
Direccion de la Facultad de Medicina ante su Uni-
dad de Estudios de Posgrado, queremos expresar
nuestro agradecimiento y reconocer que su partici-
pacién fue muy significativa para la realizacion del
Congreso.

La Comision Organizadora:
Yolanda Saldafia Balmori
Celia Virginia Sanchez Meza
Sara Morales Lopez
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VOCABULARIO INGLES-ESPANOL DE BI10QUuiMICA Y BI0LOGIA MOLECULAR
(2.% entrega)

GONZALO CLAROS' Y VERONICA SALADRIGAS?

Articulo reproducido con autorizacion de Panace@ , Boletin de Medicina y Traduccion 2003; 4 (11) 18-29.
http://www.medtrad.org/Panacea/PanaceaPDFs/Marzo2003.htm

aberrant mRNA: ARNm aberrante.

Moléculas de ARNm de caracteristicas peculiares (ARN
ultraleidos —readthrough—, con estructura secundaria com-
pleja debido a la presencia de apareamientos intracatenarios,
con modificaciones covalentes, con falta de edicion o ARN
incompletos), que son sustrato de degradacion por parte de pro-
teinas especificas en la ribointerferencia. Véase READ-
THROUGH, RNA EDITING y RNA INTERFERENCE.

acyl-: acil-.

Nombre genérico del grupo funcional que resulta de la eliminacion
de un grupo hidroxilo de los 4cidos organicos tales como los
aminoacidos.

acylated tRNA: aminoacil-ARNt.
— AMINOACYL tRNA.

amino acid-accepting RNA: ARN de transferencia.
— TRANSFER RNA.

amino acid-tRNA ligase: aminodcido-ARNt-ligasa.

Grupo de enzimas especificas que catalizan la formacion de un
aminoacil-ARNt (L-aa-ARNtaa) a partir de ATP, el aminoacido
especifico (L-aa) y el ARNt aceptor correspondiente (ARNtaa),
con liberacion de pirofosfato (PPi) y AMP:

ATP + L-aa + ARNtaa = AMP + PPi + L-aa- ARNtaa

Hay tantas aminoacido-ARNt-ligasas como aminodcidos
constituyentes de proteinas (21): tirosina-ARNt-ligasa, leucina-
ARNt-ligasa, Balanina-ARNt-ligasa, etc.

Observacion: segun el Comité de Nomenclatura de la Union
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB),
el nombre oficial de estas enzimas del grupo 6.1.1 (Ligases form-
ing aminoacyl-tRNA and related compounds) es aminoacid-
ARNt ligases, pero también reciben otras denominaciones:
aminoacyl-tRNA synthetases; aminoacyltransfer ribonucleate
synthetases,; aminoacyl-transfer RNA synthetases,; aminoacyl-
transfer ribonucleic acid synthetases; aminoacyl-tRNA ligases;
amino acid-transfer RNA ligases; amino acid-transfer

ribonucleate synthetases;, amino acid translases;, amino acid
tRNA synthetases.

aminoacyl tRNA: aminoacil-ARNt.

Molécula de ARNt unida a su aminoacido especifico. La union
se efectlia mediante un enlace éster entre el carboxilo del
aminoacido y el hidroxilo de la posicion 3’ de la adenosina ter-
minal del ARNt. Las enzimas que catalizan estas uniones son
las aminodcido-ARNt-ligasas.

aminoacyl-tRNA synthetase: aminodcido-ARNt ligasa.
— AMINOACID-tRNA LIGASE.

antisense-RNA control: regulacion por ARN complementario,
regulacion por ARN antiparalelo,

regulacion por ARN antisentido.

1 Mecanismo de regulacion génica comun a los tres reinos de la
naturaleza, observado solo recientemente en los organismos
eucariotas. Los ARN monocatenarios reguladores se unen, por
complementariedad total o parcial de bases, a uno o varios ARN
monocatenarios efectores o mensajeros especificos (sense RNA)
y, tras formar el hibrido correspondiente, logran impedir el
desempeiio de la funcién del ARN efector o la traduccion en
proteina del ARN mensajero.

2 Por extension, técnica de laboratorio que se basa en la
utilizacion de ARN monocatenarios complementarios para
reducir la expresion de un gen especifico.

Observacion: los ARN complementarios naturales suelen ser
moléculas de 35 a 150 nucleotidos de largo, de estructura terciaria
compleja (que facilita el reconocimiento y la uniéon al ARN
especifico) y con capacidad de difundir a otros compartimentos
celulares. Pueden estar codificados en cis (es decir, se transcriben
de un promotor localizado en la hebra opuesta de la misma
molécula de ADN) o, mas raramente, en trans. Desde el punto
de vista metabodlico algunos son estables (la mayoria de los
codificados en cromosomas y unos cuantos de origen fagico o
transposonico), pero otros son inestables (los implicados en la
regulacion del numero de copias de plasmidos).

Véase ANTISENSE RNA y SENSE RNA.

'Doctor en Ciencias. Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Universidad de Malaga (Espafia). Direccion para correspondencia:
claros@uma.es. *Doctora en Ciencias Bioldgicas, con especializacion en Biologia Molecular por la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires (Argentina). Traductora y revisora. Novartis Pharma AG, Basilea (Suiza).
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Argonaute proteins: proteinas Argonauta.

Familia de proteinas que se caracterizan por tener dos dominios
estructurales denominados PAZ y Piwi (este ultimo en el extremo
carboxilo). Se identificaron inicialmente en mutantes de
Arabidopsis que presentaban una morfologia foliar anomala,
pero luego se comprobo que existen en numerosos organismos
eucariotas. Un miembro de esta familia, la Ago-2, es una
subunidad del complejo RISC en Drosophila melanogaster.

backbone: esqueleto.

a) Pentose-phosphate backbone, sugar-phosphate backbone
(esqueleto de pentosas y fosfatos): serie concatenada de anillos
de desoxirribosas o ribosas de una hebra de acido nucleico,
enlazados entre si por sus posiciones 5’ y 3’ a través de un grupo
fosfato. Los azlcares y fosfatos confieren las propiedades
estructurales al acido nucleico, en cuyas bases nitrogenadas,
que no forman parte del esqueleto, se almacena la informacion.
b) protein backbone, peptide backbone (esqueleto proteico):
estructura basica de todos los polipéptidos formada por la serie
de enlaces peptidicos que conectan los aminoacidos de una
cadena polipeptidica entre si, con exclusion de los grupos
radicales (-R) asociados a estos aminoacidos.

¢) carbohydrate backbone (esqueleto glucidico): serie conca-
tenada de monosacaridos unidos entre si por enlaces glucosidicos
entre el carbono anomérico de uno de los monosacaridos y uno
de los carbonos del otro monosacarido, distinto del anomérico.

carbohydrate backbone: esqueleto glucidico.
— BACKBONE.

charged tRNA: aminoacil-ARNt.
— AMINOACYL tRNA.

cognate tIRNAs: ARNt cognados, ARNt analogos.

1 Dicese de dos ARNt reconocidos por la misma aminoacil-
ARNt-ligasa (aceptan, pues, el mismo aminodcido) que tienen
anticodones idénticos, pero distinta estructura terciaria.

2 Dicese de dos ARNt reconocidos por la misma aminoacil-
ARNt-ligasa (aceptan, pues, el mismo aminodcido) que tienen
anticodones distintos, pero reconocen el mismo codon en el
ARNmM. Esto es posible gracias a que el codon y el anticodon se
reconocen con cierto titubeo (wobble). Véase WOBBLE.
Observacion: los ARNt cognados también se conocen con el
nombre de «ARNt isoaceptores», pues son capaces de aceptar
el mismo aminoacido.

— ISOACCEPTING tRNA.

co-suppression: cosupresion.

Inhibicion postranscripcional conjunta de la expresion de un
gen endogeno y de su copia transgénica. Es un mecanismo
esencialmente idéntico o similar al de la ribointerferencia (RNA
interference), pero recibid este nombre cuando fue descubierto
inicialmente en plantas transgénicas del género Petunia. Véase
POSTTRANSCRIPTIONAL GENE SILENCING (PTGS) y
RNA INTERFERENCE.
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countertranscript: transcrito complementario.
— ANTISENSE RNA.

denaturation: desnaturalizacion.

Desplegamiento total o parcial de la conformacion nativa de un
polipéptido, una proteina o un acido nucleico. Las proteinas
con estructura terciaria, como lo son casi todas las enzimas y
proteinas que desempefian funciones de regulacion, se
desnaturalizan o despliegan al ser calentadas o cuando varia el
pH de la disolucidn en la que se encuentran. Puede ser un proceso
irreversible, que se acompafa de la pérdida de la actividad
bioldgica y de la solubilidad de la molécula. En el caso de los
acidos nucleicos, no se considera desnaturalizacion la pérdida
de superenrollamiento, pero si la desaparicion de los puentes
de hidrégeno entre cadenas complementarias.

denature, to: desnaturalizar.
Perder un biopolimero (por ejemplo, una proteina o un acido
nucleico) su estructura original.

Dicer: Dicer.

Enzima que interviene en los procesos de ribointerferencia (RNA
interference) y de represion de la traduccion (translational re-
pression). Consta de varios dominios, uno con actividad helicasa
del ARN, dependiente de ATP (en el extremo amino), un dominio
PAZ, dos dominios contiguos con actividad endorribonucleasa
III (ARNasa III) en serie y un dominio de uniéon a ARNbc (en el
extremo carboxilo). Desde el punto de vista evolutivo es una
enzima muy conservada. Actua sobre moléculas de acido
ribonucleico de dos tipos:

a) ARNbc de 100 o mas pares de bases. [I[IIAMN] En este ca-
s0, la enzima divide el ARNbc en fragmentos regulares de 21 a 25
pares de bases conforme se va desplazando a lo largo de la mo-
lécula; este proceso requiere energia (ATP). Los fragmentos re-
sultantes se denominan «ARN interferentes pequetios» (small in-
terfering RNA) y son indispensables para la degradacion de ARNm
invasores o aberrantes en el fenomeno de la ribointerferencia.
Véase RNA INTERFERENCE y SMALL INTERFERING RNA.
b) ARN en forma de horquilla de aproximadamente70 nucleo-
tidos (ARNhc).

En este segundo caso, la enzima escinde la horquilla y las zonas
no apareadas del ARN horquillado, y libera un fragmento
monocatenario de 21 a 23 nucledtidos (linea negra). Este
fragmento se denomina «ARN temporal pequefio» (small tem-
poral RNA) y es indispensable para la regulacion postranscrip-
cional de algunos ARNm endogenos. Véase MICRORNA, SHORT
HAIRPIN RNA, SMALL TEMPORAL RNA y TRANSLA-
TIONAL REPRESSION.

DNA backbone: esqueleto del ADN.

— BACKBONE.

DNA-dependent RNA polymerase: ARN polimerasa
dependiente de ADN.

— DNA-DIRECTED RNA POLYMERASE.
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Observacion: es una antigua y frecuente denominacion de la
enzima cuyo nombre sistematico y recomendado es «ARN
polimerasa dirigida por ADNy.

DNA-directed RNApolymerase: ARN polimerasa dirigida por
ADN.
— PNA POLYMERASE.

double-stranded RNA interference: ribointerferencia,
interferencia por ARN (1ARN).
— RNA INTERFERENCE.

dsRNA-induced gene silencing:
interferencia por ARN (iARN).
— RNA INTERFERENCE.

ribointerferencia,

dsRNA trigger: ARNbc desencadenante.
— TRIGGER, RNA INTERFERENCE.

elicitor: inductor, desencadenante.

— TRIGGER.

Observacion: se solian [lamar y se siguen llamando de este
modo las sustancias que inducen la formacion de fitoalexinas
—productos de defensa— en las plantas vasculares; las
fitoalexinas pueden ser de origen exdgeno (procedentes de
microorganismos patogenos) o endogeno (procedentes de la
degradacion de la pared celular). Hoy dia, la voz se utiliza casi
siempre para denominar cualquier molécula inductora de un
proceso.

HDGS: HDGS.
— HOMOLOGY-DEPENDENT GENE SILENCING (HDGS).

highly repetitive DNA: ADN altamente repetitivo.

ADN no codificante formado por secuencias muy cortas de
nucleotidos que se repiten en serie numerosas veces y se
disponen en grandes conglomerados en los genomas eucariotas.
Cuando se desnaturaliza tiende a volver a hibridarse muy rapido.
Comprende el ADN satélite, minisatélite y microsatélite. En los
seres humanos representa el 10 % del genoma nuclear. Véase
MICROSATELLITE, MINISATELLITE y SATELLITE DNA.

homology-dependent gene silencing (HDGS): silenciamiento
génico por homologia de secuencias.

Matzke y cols. acufiaron este término en 1994 para nombrar los
procesos de inhibicion de la expresion de un gen especifico que
se basan en la existencia de homologia entre secuencias de acidos
nucleicos. Se clasifican en dos tipos: cuando la homologia entre
las secuencias de los acidos nucleicos afecta a la region
promotora de un gen dado se produce el «silenciamiento
transcripcional» de dicho gen (transcriptional gene silencing,
TGS); cuando la homologia entre las secuencias de los acidos
nucleicos afecta a la region codificante de un gen dado ocurre
el «silenciamiento postranscripcional» de dicho gen (post-tran-

171

scriptional gene silencing, PTGS). Véase RNA INTERFEREN-
CE, POST-TRANSCRIPTIONAL GENE SILENCING (PTGS).

initiator tRNA: ARNt iniciador.

Metionil-ARNt que reconoce especificamente el codon de inicio
de la traduccién de una proteina —generalmente AUG, pero en
las bacterias también puede ser GUG o UUG— en el sitio P del
ribosoma. Pese a tener el anticodon UAC especifico de la
metionina, no puede reconocer los codones AUG del interior
del ARNm, porque su estructura se lo impide. En los organismos
procariotas, la metionina unida a este ARNt esta formilada y el
ARNt iniciador se indica con el simbolo ARNt fMet ({RNAfMet);
en los organismos eucariotas, en cambio, la metionina no esta
formilada y el ARNt iniciador se suele indicar con el simbolo
ARNtiMet ((RNAiMet). Tanto en los eucariontes como en los
procariontes, el simbolo del ARNt que reconoce los AUG internos
es ARNtmMet (1RNAmMet). (Estas convenciones de escritura
pueden presentar ligeras variantes.).

intergenic DNA: ADN intergénico.

ADN de los genomas eucariotas que separa los genes entre si.
Lo conforman secuencias de diversas clases, en ocasiones
extremadamente repetidas, como sucede en los genomas de las
plantas. E1 ADN intergénico constituye un gran porcentaje del
genoma de numerosos organismos, incluido el de los seres
humanos, y no carece necesariamente de funcion. Algunos
autores consideran que los promotores forman parte del ADN
intergénico (en este caso, el ADN intragénico constaria
solamente de exones ¢ intrones). Véase JUNK DNA.

isoaccepting tRNAs: ARNt isoaceptores.
— COGNATE tRNAS.

junk DNA: ADN redundante.

1 ADN de los genomas eucariotas, de funcion desconocida. En
estos genomas, muy poco ADN son secuencias codificantes
(en los seres humanos, solo en torno al 3 % del genoma codifica
proteinas) y un gran porcentaje del genoma no tiene funcion
asignada (cerca del 97 % del genoma humano estd compuesto
sobre todo de intrones y de ADN intergénico). Este ADN de
funcion desconocida suele denominarse junk DNA y engloba
diversos tipos de secuencias, tanto inicas como repetidas, a
saber: 1) retroelementos; 2) repeticiones en tandem cortas (short
tandem repeats) de secuencias especificas de nucledtidos, como
(GATA)n, localizadas en el ADNc de ciertos ARNm (algunos
son ARNm de proteinas que se asocian a las membranas celulares
e intracelulares); 3) intrones; dentro de las secuencias intronicas
existen repeticiones dispersas de tipo Alu 'y L1, que componen
cerca del 35 % de la longitud total de los intrones humanos; 4)
ADN intergénico; 5) ADN de la heterocromatina, un ADN muy
repetido y condensado, caracteristico de los centrémeros, los
telomeros o el cromosoma Y. Véase INTERGENIC DNA.

2 ADN singular, habitualmente ramificado, que a veces se forma
in vitro durante la multiplicacion de un ADN catalizada por la
ADN-polimerasa I de E. coli.



172

Observacion: en su primera acepcion, el ADN redundante recibe
otros nombres: selfish DNA, intergenic DNA. No se debe
confundir con los espaciadores no transcritos o intergénicos
(non-transcribed spacers). Algunos autores se refieren a él como
si fuera sinonimo de «ADN no codificante» (non-coding DNA),
pero esto es un error. En los libros de texto en castellano figura
asimismo con las traducciones literales de «ADN basura» o
«ADN chatarray (junk DNA) o de «<ADN egoista» (selfish DNA).
Sin embargo, ahora se tiende a considerar erroneos estos nombres,
pues parece haber indicios de que esta fraccion de ADN
desempeiia una funcién especifica dentro del genoma celular.

microsatellite: microsatélite.

ADN sin funcion conocida del genoma eucariota, formado por
repeticiones en serie de unidades compuestas de unos pocos
nucleétidos (menos de una decena), que pueden llegar a tener
una longitud total de hasta cien pares de bases. Se encuentran
dispersas por todo el genoma eucariota. Estas unidades nucleo-
tidicas breves se identificaron por primera vez dentro del ADN
satélite, y por su pequefio tamafio recibieron el nombre de
«microsatélitesy. Véase SATELLITE DNA.

microRNA: microARN.

Pequefias moléculas de ARN monocatenario (de 21 a 25
nucleotidos) que se aparean con el extremo 3’ de ARNm
homologos ¢ impiden la traduccion de éstos en proteinas.
Desempefian un papel regulador de la traduccion. Véase stRNA
y TRANSLATIONAL REPRESSION.

minisatellite: minisatélite.

ADN sin funcion conocida del genoma eucariota, formado por
repeticiones en serie de unidades compuestas de una decena de
nucledtidos, que pueden llegar a tener una longitud total de 500
a 30 000 pb. Se encuentran dispersas por todo el genoma
eucariota, incluso en los telomeros; por ejemplo, en los telomeros
de los cromosomas humanos existen repeticiones de hexanu-
cleétidos (TTAGGG) de unas 10 000 a 15 000 pb de longitud
(la telomerasa afiade estas secuencias para asegurar la multipli-
cacion completa del cromosoma). Estas unidades nucleotidicas
breves se identificaron por primera vez dentro del ADN satélite
y por su menor tamafio recibieron el nombre de «minisatélitesy.
Véase SATELLITE DNA.

miRNA: miARN.
— MICRORNA.

misacylated tRNA: disaminoacil-ARNt, ARNt disaminoacilado.
— MISCHARGED tRNA.

mischarged tRNA: disaminoacil-ARNt, ARNt disaminoacilado.
Molécula de ARNt unida a un aminoacido equivocado.

Observacion: segun el DUE, el adverbio «mal» puede antepo-
nerse a verbos o participios «para expresar que la accion o estado
que expresan se realiza o tiene lugar de manera perjudicial o
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que no es la que conviene, la deseada o la debida» (como en
«malviviry, «malheriry», «malaconsejado», «malhabladoy,
«malacostumbrado», etc.), de modo que también cabe la
posibilidad de traducirlo por kK ARNt malaminoacilado» o « ARNt
mal aminoaciladoy.

moderately repetitive DNA: ADN moderadamente repetitivo.
ADN formado por secuencias presentes en mas de una copia en
el genoma. Cuando se lo desnaturaliza tiende a volver a renatu-
ralizarse o a reasociarse mas rapido que el ADN no repetido.
En los seres humanos representa el 30 % del genoma nuclear.

nascent: incipiente, nuevo, naciente.

Adjetivo que califica a una molécula en via de sintesis o que
acaba de ser sintetizada.

a) nascent RNA (ARN incipiente): molécula de ARN en via de
sintesis;

b) nascent RNA (ARN nuevo): molécula de ARN recién
sintetizada;

¢) nascent polypeptide (polipéptido naciente): polipéptido en
via de sintesis que emerge por el sitio P del ribosoma.

nested genes: genes anidados.

Genes situados dentro de los intrones de otros genes en los
genomas eucariotas. Los genes anidados pueden a su vez con-
tener o no intrones. En este ultimo caso, posiblemente sean
copias retrotranscritas de algin gen. Constituyen cerca del 6 %
del genoma humano.

nonrepetitive DNA: ADN no repetitivo.

ADN formado por secuencias nucleotidicas presentes una sola
vez 0 en muy pocas copias en el genoma. Cuando se lo desnatu-
raliza tiende a volver a renaturalizarse o a reasociarse muy des-
pacio. Es el unico componente de los genomas procariotas y un
componente importante de los genomas eucariotas. Constituyen
el 60 % del genoma humano.

PAZ domain: dominio PAZ.

Dominio de unos 110 aminoacidos que toma su nombre de las
tres familias de proteinas en las que se ha encontrado: Piwi,
Argonauta y Zwille/Pinhead. También es comun a ciertas
proteinas de la diferenciacion celular y de la ribointerferencia
tales como CAF, Sting y Dicer.

pentose-phosphate backbone: esqueleto de pentosas y fosfatos.
— BACKBONE.

peptide backbone: esqueleto peptidico.
— BACKBONE.

peptide bond: enlace peptidico.

Enlace covalente resultante de una reaccion de condensacion
entre el grupo carboxilo a de un aminoacido y el grupo amino a
de otro, con pérdida de una molécula de agua. Los aminoacidos
de una proteina se enlazan entre si mediante enlaces peptidicos.
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peptide linkage: enlace peptidico.
— PEPTIDE BOND.

Pphosphodiester backbone: esqueleto de enlaces fosfodiéster.
— BACKBONE.

Piwi box: dominio Piwi.

Dominio conservado de unos 40 a 80 aminoacidos descubierto
por primera vez en el extremo carboxilo de las proteinas Piwi
—forma abreviada de P-element induced wimpy testis—y Sting
de Drosophila. Forma parte de un dominio estructural mas
grande (de 300 aminoacidos), también muy conservado, que
estd presente, incluso, en los genomas procariotas. Se desconoce
su estructura y funcion, pero suele caracterizar a las proteinas
que participan en la ribointerferencia y el mantenimiento de las
células precursoras de la linea germinal de Drosophila.

polymerase: polimerasa.
Nombre comun con el que se designan las enzimas que forman
polimeros de nucleotidos.

post-transcriptional gene silencing (PTGS): silenciamiento
génico postranscripcional.

Degradacion citoplasmatica del ARNm de un gen especifico
debido a la presencia de ARNbc complementarios a él. Puede
acompafiarse de metilaciones en el gen especifico. Son fend-
menos de silenciamiento génico postranscripcional la cosupre-
sion, la extincion (quelling) y la ribointerferencia. Véase CO-
SUPPRESSION, HOMOLOGY-DEPENDENT GENE SI-
LENCING (HDGS), QUELLING y RNA INTERFERENCE.

PPD proteins: proteinas PPD.

— ARGONAUTE PROTEINS.

Observacion: el acronimo PPD proviene del nombre «PAZ and
Piwi Domainy. Véase PAZ domain y Piwi box.

pre-RISC: preRISC.

Complejo RISC antes de su activacion con ATP. Véase RNA-
INDUCED SILENCING COMPLEX y RNA INTERFE-
RENCE.

pre-stRNA: preARNtp.
— SHORT HAIRPIN RNA.

protein backbone: esqueleto proteico.
— BACKBONE.

PTGS: PTGS.
— POST -TRANSCRIPTIONAL GENE SILENCING.

quelling: extincion (quelling).

Inhibicioén transitoria de la expresion de un gen especifico por
introduccion de secuencias transgénicas homdlogas en el hongo
filamentoso Neurospora crassa. Es esencialmente idéntica al
fenémeno de cosupresion. Véase COSUPPRESSION.
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Observacion: la palabra quelling fue acuiada en 1992 por
Nicoletta Romano y Giuseppe Macino (ambos del Dipartimento
di Biopatologia Umana, del Policlinico Umberto I, Universita
di Roma ‘La Sapienza’, Roma, Italia) sobre la base de una
sugerencia de Claudio Scazzocchio. Se aconseja colocarla entre
paréntesis la primera vez que aparezca mencionada en el texto.

RARP: RARP.
— RNA-DIRECTED RNA POLYMERASE.

readthrough: ultralectura.

1 readthrough RNA (ARN ultraleido): transcripcion del ADN
mas alla de la secuencia de terminacién normal del gen, cuando
la ARNpolimerasa dirigida por ADN no reconoce la sefial de
finalizacion de la transcripcion.

2 readthrough protein (proteina ultraleida): traduccion de una
proteina mas alla del codén normal de finalizacion de lectura del
ARNm, cuando el codon de finalizacion de lectura se convierte
por mutacion en un codon determinante de un aminoécido (sense
codon).

refolding: renaturalizacion, replegamiento.
— RENATURATION.

renaturation: renaturalizacion, reasociacion.

Recuperacion de la conformacion que tenia un biopolimero
desnaturalizado (proteina, ADN, etc.) al reestablecerse las
interacciones fisicas y quimicas de la conformacién original.
En general se habla de «renaturalizacion de una proteina» y de
«reasociacion de un acido nucleico». Véase DENATURATION.

repetitive DNA: ADN repetitivo.

ADN formado por secuencias nucleotidicas que estan presentes
en mas de una copia en el genoma. E1 ADN repetido se clasifica
en dos clases: ADN moderadamente repetitivo (moderately re-
petitive DNA) y ADN altamente repetitivo (highly repetitive
DNA).

RISC: RISC.
— RNA-INDUCED SILENCING COMPLEX.

RNA-dependent RNA replicase: ARN replicasa dependiente
de ARN.

— RNA-DIRECTED RNA POLYMERASE.

Observacion: es una antigua y frecuente denominacion de la
«ARN polimerasa dirigida por ARN», que es el nombre sis-
tematico de esta enzima. Se recomienda utilizar la denomina-
cion oficial.

RNA-directed RNA polymerase (RARP): ARN polimerasa
dirigida por ARN.

Enzima que cataliza la extension del extremo 3’ de un ARN,
afiadiendo un nucledtido cada vez, utilizando como plantilla un
ARN. Es indispensable para la multiplicacion de los virus de
genoma de ARNmc y tiene actividad polimerasa, ain en ausencia
de un cebador (primer).
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Observacion: segun el Comité de Nomenclatura de la Unién
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-
IUBMB), el nombre oficial de esta enzima (EC 2.7.7.48) es
RNAdirected RNA polymerase, pero también recibe otras
denominaciones: RNA nucleotidyltransferase (RNA-directed);
RNA nucleotidyltransferase (RNA-directed); RNA-dependent
ribonucleate nucleotidyltransferase; 3D polymerase; PB1 pro-
teins, PB2 proteins, phage f2 replicase; polymerase L; Q-
replicase; phage f2 replicase; ribonucleic acid replicase; ribo-
nucleic acid-dependent ribonucleate nucleotidyltransferase; ri-
bonucleic aciddependent ribonucleic acid polymerase; ribo-
nucleic replicase; ribonucleic synthetase; RNA replicase; RNA
synthetase; RNA transcriptase; RNA-dependent ribonucleate
nucleotidyltransferase; RDRP; RNA-dependent RNA poly-
merase;, RNA-dependent RNA replicase; transcriptase.

RNAi: iARN.
— RNA INTERFERENCE.

RNA-induced silencing complex (RISC): complejo silenciador
inducido por ARN (RISC).

Complejo citoplasmatico de unos 500 kDa formado por una
molécula de ARNip y una serie de proteinas todavia no
identificadas ni caracterizadas en su totalidad. La molécula de
ARNip sirve de guia al complejo ribonucleoproteico para
reconocer y degradar el ARNm especifico en el fenomeno de la
ribointerferencia. Una de las subunidades de este complejo ribo-
proteico es una proteina de la familia Argonauta (ago?2), también
denominada miRNP en las células humanas. La enzima respon-
sable de la degradacion del ARNm es una endorribonucleasa
desconocida, que lleva el nombre provisional de SLICER. Se
presume que RISC esta asociado a los ribosomas y que sélo se
activa en presencia de ATP; su forma inactiva se denomina pre-
RISC o siRNP. Véase RNA INTERFERENCE , SLICER y
SMALL INTERFERING RIBONUCLEOPROTEIN (siRNP).

RNA interference (RNAi): ribointerferencia, interferencia por
ARN (iARN).

1 Mecanismo de silenciamiento post-transcripcional de genes
especificos asociado a la presencia de ARN bicatenarios
(ARNbc) homologos en el citoplasma celular. Consiste en la
degradacion especifica de los ARNm complementarios de una
de las hebras del ARNbc. Los ARNm degradados suelen ser
transcritos de genes viricos, transposones, transgenes, ARNm
aberrantes e incluso cualquier ARNm enddgeno que presente
complementariedad de bases con una de las hebras del ARNbc.
El inicio de la ribointerferencia coincide con la aparicion, en el
citoplasma celular, de una larga molécula de ARN bicatenario,
conocida con el nombre de «ARNbc desencadenante» (dsRNA
trigger). Los ARNbc se forman espontineamente en el curso de
la multiplicacion de ciertos virus (a través de una ARNpolimerasa
dependiente de ARN) y asimismo a partir de ARNm celulares
aberrantes o de transgenes, por mecanismos todavia descono-
cidos, probablemente a través de una ARNpolimerasa depen-
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diente de ARN (aunque todavia no se ha identificado ninguna
en los seres humanos). Luego, una primera endorribonucleasa
denominada «Dicer» (Dicer) fragmenta el ARNbc en una serie
de ARNbDc de 21 a 25 nucledtidos de longitud denominados
«ARN interferentes pequeiios» (ARNip). Cada ARNip recién
producido se asocia con una serie de proteinas con actividades
diversas y forma el complejo RISC. En este complejo, una de las
hebras del ARNip sirve de guia para localizar cualquier ARNm
complementario presente en la célula con vistas a su destruccion
por parte de una endorribonucleasa del complejo RISC, provi-
sionalmente denominada «Eslicer» (Slicer), que escinde en dos
el ARNm reconocido. Se trata de un mecanismo extremadamente
conservado entre los organismos eucariotas (protozoarios,
mamiferos, plantas, peces, insectos, hongos, invertebrados y
seres humanos) y se ha postulado que desempeiia un papel
fundamental en la defensa de esos organismos contra la invasion
de 4cidos nucleicos intrusos (como los virus). También se le
atribuye una funcién de mantenimiento de la integridad del
genoma (por supresion de la movilizacion de transposones y la
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acumulacion de ADN repetido en la linea germinal) y de
destruccion de ARNm aberrantes, incompletos o inestables.
Ademas, existen indicios de que la ribointerferencia afecta a la
expresion de genes endogenos por otros mecanismos; en algunas
plantas, por ejemplo, la presencia de ARNbc induce metilaciones
gendmicas en zonas homologas a una de las hebras del ARNbc.
Se ha propuesto que algunos de los componentes del aparato de
ribointerferencia participan en la regulacion de la expresion de
genes celulares. Por ltimo, mientras en algunos organismos
(por ejemplo, en las células humanas) se manifiesta como un
fenémeno transitorio (que cede con la desaparicion del ARNbc
exogeno desencadenante), en otros (plantas y nematodos), se
amplifica y difunde hacia el resto de las células del organismo,
pudiendo llegar a ser heredable, al menos por algunas genera-
ciones (en Drosophila y en nematodos, pero no en plantas).
Véase DICER, RISC, SIRNA.

2 Por extension, técnica de laboratorio que se basa en la
introduccion de ARN bicatenarios desencadenantes o de ARN
pequeiios interferentes (ARNpi) en un organismo o en una
poblacion celular para suprimir la actividad de un gen especifico,
la mayoria de las veces con miras a estudiar la funcion de un gen
del que se conoce su secuencia pero no su funcion.
Observacion: el término RNA interference o double-stranded
RNA interference fue acufiado por Andrew Fire y Craig Mello en
1998 cuando investigaban la supresion de la expresion de un
gen con ARN complementarios en el nematodo C. elegans.
Descubrieron que una inyeccion de ARN monocatenarios
complementarios de un gen enddgeno, que estaba contaminada
con pequeiias cantidades de ARNbc, producia una inhibicién
del gen enddgeno mas potente que la que lograban los ARN
monocatenarios purificados. En la actualidad, la ribointerferencia
se considera un fenomeno idéntico o muy similar a la cosupresion,
el silenciamiento postranscripcional y la extincion (quelling).
Véase CO-SUPPRESSION, POST -TRANSCRIPTIONAL
GENE SILENCING y QUELLING.

satellite DNA: ADN satélite.

ADN del genoma eucariota sin funcioén conocida, formado por
unidades repetidas en serie —no hay consenso en cuanto a la
longitud de estas unidades; segun algunas fuentes varian de 5 a
200 pares de bases— y pueden llegar a ocupar un espacio de
hasta cientos de miles de pares de bases e incluso mayor, lo que
otorga a este ADN propiedades tnicas, por ejemplo, la de poder
identificarlo como una fraccion separada de la banda principal
de ADN en un gradiente de densidad en cloruro de cesio, de alli
la denominacion de «satélite» (no obstante, en los seres
humanos, no todas estas secuencias se distinguen como una
banda separada en un gradiente de densidad, tal es el caso del
ADN satélite alfa y del ADN alfoide, que constituye el grueso de
la heterocromatina centromérica en todos los cromosomas
humanos). Representa mas del 10 % del genoma eucariota. Se
ubica sobre todo en los centromeros y los telomeros de los
cromosomas. Véase HIGHLY REPETITIVE DNA, MICRO-
SATELLITE y MINISATELLITE.
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satellite RNA: ARN satélite.

Pequeiia molécula de ARN (aunque de tamafio superior a 350
nt) que en las plantas vasculares se encapsida con otros virus;
también se conoce con el nombre de «virusoidey.

satellite virus: virus satélite.
Virus defectuoso que necesita de otro virus (por lo general del
mismo género) para poder multiplicarse y encapsidarse.

selfish DNA: ADN redundante.
— JUNK DNA.

sense RNA: ARN mensajero, ARN efector.

— MESSENGER RNA (mRNA).

Observacion: el término sense RNA se aplica por lo general a
moléculas de ARNm. Véase ANTISENSE RNA, ANTISENSE-
RNA CONTROL y MESSENGER RNA (mRNA).

short hairpin RNA (shRNA): ARN horquillado corto (ARNhc).
Molécula de ARN monocatenario que adopta la forma de una
horquilla debido a apareamientos intracatenarios: Es sustrato
de la endorribonucleasa Dicer, que al escindirlo libera

un ARN monocatenario de unos 22 nt

denominado «ARN temporal pequefio»

(segmento negro de la figura, el ARNtp).

El ARNhc se conoce asimismo con el nombre de stRNA pre-
cursor (pre-stRNA). Véase Dicer, small temporal RNA y stRNA
precursor.

shRNA: ARNhc.
— SHORT HAIRPIN RNA.

silencing trigger: desencadenante del silenciamiento.
— TRIGGER, RNA INTERFERENCE.

SiRNA: ARNip.
— SMALL INTERFERING RNA.

SiRNP: RNPip.
— pre-RISC.

Slicer: Eslicer.

Enzima con actividad endorribonucleasa del complejo
ribonucleoproteico RISC. Véase RISC, RNA INTERFERENCE.
Observacion: el nombre de esta enzima proviene de un juego
de palabras entre los verbos fo dice (cortar en cubitos) y fo slice
(cortar en rebanadas).

small interfering ribonucleoprotein (siRNP):
ribonucleoproteina interferente pequeiia (RNPip).
— PRE-RISC.

small interfering RNA (siRNA): ARN interferente pequeiio
(ARNip).

Pequefios ARNbc de 21 a 25 nucledtidos, resultado de la
fragmentacion de un ARNbc de mayor tamafio por parte de la
endorribonucleasa DICER en el fendmeno de ribointerferencia.
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Los dos ultimos nucleotidos de cada extremo 3’ quedan sin
aparear —son nucle6tidos protuberantes (overhang)— y sus
extremos 5’ estan fosforilados. Véase DICER, RNA INTER-
FERENCE, SMALL TEMPORAL RNA.

small temporal RNA (stRNA): ARN temporal pequefio
(ARNtp).

Pequeiias moléculas de ARN monocatenario (de 21 a 25
nucledtidos) que no se traducen en proteina y que desempefian
una funcioén reguladora al reprimir la traduccion de ARNm
especificos en determinados momentos del desarrollo de un
organismo. Actuan bloqueando la traduccion del ARNm al
unirse con secuencias parcialmente complementarias de la
secuencia trasera (3’UTR) del ARNm, sin afectar a la
integridad del mismo. Fueron descubiertos por primera vez
en el nematodo Caenorhabditis elegans. Constituyen una
subclase de microARN. Véase Dicer, microRNA, trailer se-
quence y translational repression.

Sting domain: dominio Sting.
— [TIWI BOX.

StRNA: ARNtp.
— SMALL TEMPORAL RNA.

StRNA precursor: precursor del ARNtp.
— SHORT HAIRPIN RNA.

sugar-phosphate backbone: esqueleto de aziicares y fosfatos.
— BACKBONE.

TGS: TGS.
— TRANSCRIPTIONAL GENE SILENCING (TGS).

transgene-induced co-suppression: cosupresion inducida por
transgenes.

— CO-SUPPRESSION, RNA INTERFERENCE.
Observacion: es un caso de ribointerferencia causada por
ARNbc de origen transgénico.

transgene silencing: silenciamiento por transgenes.
— TPANSGENE-INDUCED CO-SUPPRESSION, COSU-
PPRESSION.

transcriptional gene silencing (TGS): silenciamiento génico
transcripcional.

Bloqueo de la transcripcion de un gen activo debido a la presencia
de secuencias homdlogas (por ejemplo, ARNbc homoélogos). Se
acompafia de metilaciones locales, usualmente en el promotor
del gen. Las metilaciones traen aparejados a su vez cambios
estructurales en la cromatina, que entonces se convierte en
heterocromatina y pierde la capacidad de transcribirse. Se trata
de un fendmeno epigenético estable y heredable. Véase RNA
INTERFERENCE.
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translational repression: represion de la traduccion.
Regulacion temporal de la expresion de un gen durante el
desarrollo de un organismo eucarionte gracias a la presencia de
pequefios ARN monocatenarios denominados «ARN temporales
pequenos» (ARNtp), que se hibridan con los correspondientes
mensajeros (ARNm) e inhiben de este modo su traduccion en
proteina. Véase DICER, SMALL TEMPORAL RNA.

trigger: desencadenante, inductor.
Dicese de la biomolécula o sefial que induce o desencadena un
proceso celular.

tRNAfMet: ARNtfMet.
— INITIATOR tRNA.

tRNAiMet: ARNtiMet.
— INITIATOR tRNA.

uncharged tRNA: ARNt.
Molécula de ARNTt sin su aminodacido.

VIGS: VIGS.
— VIRALLY INDUCED GENE SILENCING.

virally induced gene silencing (VIGS): silenciamiento génico
inducido por virus (VIGS).

— RNA INTERFERENCE.

Observacion: es un caso de ribointerferencia causada por ARNbc
de origen virico.

viroid: viroide.

Pequeiia molécula de ARN monocatenario circular (~350 nt),
de multiplicacion autonoma, que infecta a las células de las plantas
vasculares. Posee una gran autocomplementariedad de bases,
carece de genes y, por lo tanto, no expresa proteinas ni se
encapsida, s6lo se multiplica utilizando el aparato sintético de la
célula. En cada ciclo de multiplicacion, forma concatdmeros que
luego se escinden por un mecanismo autocatalitico para fomar
nuevos viroides. Se presume que son intrones convertidos en
unidades de multiplicacién autéonoma, pues tienen actividad
ribonucleasa. Tienen un gran poder infeccioso en las plantas
vasculares y se sospecha que también existen en el reino animal.

virusoide: virusoide.
— SATELLITE RNA.

wobble: titubeo.

Propiedad de reconocimiento de codones y anticodones
mediante la cual una base que ocupa la primera posicion del
anticodon del ARNt puede aparearse con distintas bases ubicadas
en la tercera posicion del codon del ARNm, de suerte que un
mismo ARNt es capaz de reconocer mas de un codoén. Por
ejemplo, un inico ARNtTyr (anticodon 3°-AUG-5") traduce los
codones 5°-UAU-3" y 5’-UAC-3’ en tirosina:

codon 5> UAC 3’

anticodon 3’ AUG 5’
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Si entre codones y anticodones s6lo hubiera apareamientos per-
fectos de bases, las células deberian contener tantas especies de
ARNt como codones existen en el ARNm. Lo cierto es que,
debido a este reconocimiento titubeante, muchos ARNt se
aparean con mas de un  codon. Cabria esperar, pues, que el
numero de ARNt fuera menor que el nimero de codones
representantes de aminoacidos del codigo genético (61). No
obstante, se han identificado mas de 80 especies de ARNten E.
coli y hasta 50-100 ARNt distintos en células de animales y
vegetales, por lo tanto, la cantidad de moléculas de ARNt es
superior tanto al nimero de aminoacidos presentes en las
proteinas (21) como al nimero de codones del codigo genético.

Zwille protein: proteina Zwille.
Miembro de la familia de proteinas Argonauta (ARGONAUTE
PROTEINS), identificado inicialmente en Arabidopsis, donde
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interviene en la regulacion del desarrollo del meristemo apical
durante la embriogénesis. También recibe el nombre de PIN-
HEAD.
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