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LA PILDORA ANTICONCEPTIVA
DE EMERGENCIA

En 2004 se cumpliran 30 afios de haberse publicado las
primeras experiencias clinicas con la administracion
poscoital de la formulacion de anticonceptivos orales
combinados (ACO) que en la actualidad se conoce
como pildora anticonceptiva de emergencia (PAE)(1).
Coincidentemente, en este mismo afio la PAE se incluyo
por primera vez en la Norma Oficial Mexicana de los
Servicios de Planificacion Familiar de nuestro pais (2),
hecho que origind un importante debate a nivel nacional
motivado principalmente por la idea equivoca de que el
método acttia induciendo abortos tempranos. En
oposicion a este concepto hay que sefialar que la
comunidad cientifica internacional ha incluido a la PAE
dentro de la gama de métodos anticonceptivos que
previenen que el embarazo se produzca. Mas aun, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha manifesta-
do en forma explicita que la PAE no seria efectiva en
aquellas mujeres que la tomaran estando ya embaraza-
das, aunque tampoco seria de esperar que su administra-
cion en dichas condiciones resultara dafiina para la
salud de la mujer o del producto, o para el desarrollo del
embarazo(3). Frente a esta situacion quiénes durante
varios afios hemos trabajado en el estudio de los
mecanismos de accion de la PAE nos hemos planteado
la posibilidad de que la informacion que nuestra
sociedad tiene acerca de PAE (y quiza de otros métodos
anticonceptivos) sea insuficiente y por ende dé lugar a
confusiones y a debate, innecesario en algunos aspec-
tos. Asi, es posible que se confunda con otros métodos
que si son abortifascientes como la mifepristona o RU-
486, que no existe en nuestro pais, o bien que el solo
hecho de que la PAE se administre después del coito
lleve a pensar que €sta interrumpira un embarazo ya
establecido. Con el objeto de contribuir en algo al
conocimiento general del tema y por ende a la resolu-
cion de algunos conflictos, a continuacién resumimos la
informacion mas relevante acerca de PAE.

Para empezar hay que sefalar que en la actualidad
existen dos esquemas de PAE. El esquema de Yuzpe,
que lleva el nombre del investigador que lo describiod
por primera vez en 1974, contiene dos hormonas
sintéticas que son el etinil-estradiol (EE) y el levonor-

gestrel (LNG). Ambas hormonas son utilizadas en los
AOC de uso comun, pero en la PAE las dosis requeridas
son mayores: 200ug de EE y 100ug de LNG, como dosis

total. El segundo esquema de PAE es mas nuevo y a
diferencia del de Yuzpe no contiene estrogenos, incluye
so6lo LNG que es la hormona de accidon progestacional, a la
dosis total 1500ug. En ambas modalidades la dosis total se

administra en forma fraccionada en 2 tomas, con intervalo
de 12 h. En este punto es importante resaltar que si bien la
ventana de administracion de la PAE abarca hasta 72 h
después del coito, la efectividad es mayor mientras menor
sea el tiempo transcurrido entre el coito y la toma de la
primera dosis. En un estudio realizado por la OMS se
demostro que la efectividad anticonceptiva de los regime-
nes de LNG solo y Yuzpe o combinado, respectivamente,
fue de 95% y 77% cuando la administracion se hizo dentro
de las primeras 24 h postcoito, 85% y 36% entre 24 y 48 h
y 58% y 31% entre 49 y 72 h (4). Por ello el titulo de
“pildora del dia siguiente” es inadecuado y puede dar
lugar a que errobneamente se difiera el inicio de la PAE
hasta un dia después del coito.

Otro aspecto que ha preocupado a la sociedad es el
relacionado con los efectos secundarios que la PAE puede
ocasionar. En el mismo estudio antes citado, la OMS
documento que la ndusea y el vomito son los problemas
que mas frecuentemente se presentan, siendo la frecuencia
de nausea de 23.1% y 50.5% y de vomito de 5.6% y
18.8%, para el LNG solo y Yuzpe, respectivamente. Pese a
que las dosis de hormonas utilizadas en la PAE son
mayores que las que se usan en los AOC regulares no hay
evidencias de que la PAE produzca trombosis u otros
problemas mayores. Es mas, la OMS considera que
cualquiera de los dos esquemas puede utilizarse para
prevenir el embarazo en mujeres que padecen enfermeda-
des cardiovasculares (3).

Como mencionamos al inicio el punto de mayor interés se
refiere al mecanismo de accion de la PAE. En realidad ésta
puede actuar a través de varios mecanismos: inhibiendo o
retardando la ovulacion, alterando varias funciones de los
espermatozoides como son su movilidad, su capacidad de
trasladarse desde la vagina hasta las trompas de Falopio y
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su capacidad de fecundar al 6vulo(5). También se ha
planteado un tercer mecanismo que implica que la PAE
podria actuar a nivel del endometrio, modificando el
tejido al grado de que la implantacion de un évulo
fecundado (cigoto) no pudiera realizarse. Hay consenso
general de que la PAE no tiene efectos post-
implantacion.

La posibilidad de que la PAE modifique el endometrio
impidiendo la implantacion constituye el punto medular
del debate, ya que bajos criterios no médicos ello podria
ser equivalente a aborto. Afortunadamente los estudios
mas adecuados y recientes, incluyendo los de nuestro
grupo, han demostrado que durante la “ventana de
implantacion” las caracteristicas histologicas, morfomeé-
tricas, ultramicroscopicas y bioquimicas del endometrio
de mujeres estudiadas antes y después de la administra-
cion de la PAE son son similares (6-8).

Las evidencias que indican lo contrario provienen de
estudios antiguos cuyas limitaciones metodologicas los

REB 23 (2):57-58, 2004

hacen invalidos en la actualidad (1). Otro estudio mas
reciente ha documentado alteraciones importantes, pero
utilizando dosis 4-6 veces superiores a las necesarias (9).
Por lo tanto consideramos que las evidencias cientificas
actuales no apoyan el concepto de que la PAE induzca
alteraciones endometriales que impidan la implantacion
del 6vulo fecundado, y por lo tanto que los efectos sobre
la ovulacion y el espermatozoide constituyen sus principa-
les mecanismos de accién. Se requeriran mas estudios para
ampliar nuestro conocimiento sobre otros posibles
mecanismos.

Para concluir mencionaremos que la PAE es un método
cuyo uso correcto e informado permitird mejorar la
calidad de los servicios de planificacion familiar.

Ma. del Carmen Cravioto y Fernando Larrea
Departamento de Biologia de la Reproduccion
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran”
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EL ESPLAICEOSOMA: CORTE Y EMPALME DEL Pre-ARNmM*

ERNESTO JIMENEZ-GARCIA, JUANA VIRGINIA TAPIA-VIEYRA Y JAIME MAS-OLIVA

RESUMEN

El acido ribonucleico mensajero (ARNm) eucariota se
transcribe integramente del gen estructural como
precursor del ARNm, para después sufrir algunas
modificaciones. En su extremo 5" se adiciona el grupo 7-
metilguanosina trifosfato (Cap) y al extremo 3" se agrega
un polinucleoétido de adenina llamado “cola de adenina”.
Después se eliminan los intrones, los exones que los
flanquean se unen para generar el ARNm maduro. Este
proceso recibe el nombre de corte y empalme (splicing),
elcuales catalizado por el esplaiceosoma o empalmoso-
ma, un complejo formado por cinco ARNs nucleares
pequetios (ARNsn): U1, U2, U4, US, U6, y varias
proteinas denominadas factores de corte y empalme. Las
secuencias consenso en el ARNm son reconocidas por
estos componentes y el complejo se ensambla para
intervenir eficientemente en el proceso. Este ensamblaje
es muy importante ya que puede afectarse por mutacio-
nes en los genes que codifican sus componentes protei-
cos. Este es el caso observado con alteraciones en los
factores de procesamiento del pre-ARNm PRP3, PRPS y
PRP31 las cuales, por ejemplo, pueden ocasionar el
desarrollo de enfermedades como la retinitis pigmento-
sa.

PALABRAS CLAVE: ARNm, reaccion de corte y

ABREVIATURAS: mRNA, acido ribonucléico mensaje-
ro; Cap, guanosintrifosfato; snRNA, 4cido ribunocléico
nuclear pequefio; PRP, factor de procesamiento del pre-
mRNA.

ABSTRACT

Formation of eukaryotic messenger ribonucleic acid
(mRNA) starts with the transcription of the whole
structural gene, including introns and exons forming a
pre-mRNA. This pre-mRNA is modified in its 5' and 3'
ends, its introns eliminated and exons joined in order to
generate a mature mRNA. This process is known as
splicing and it is catalyzed by the spliceosome, a
complex formed by five small nuclear RNAs: Ul, U2,
U4, US, U6 and several proteins known as splicing
factors. In order for this reaction to take place, the
consensus sequences have to be recognized by these
elements and the complex is assembled. The assembly of
the spliceosome may be affected by mutations in the
genes coding for protein components that constitute the
complex. This is the case with mutations of the proces-
sing factors: PRP3, PRP8 and PRP31 which for instance
might lead to the development of retinitis pigmentosa.

KEY WORDS:mRNA, splicing reaction, spliceosome,
introns, exons.

INTRODUCCION

La produccion del ARNm involucra
dos etapas: la transcripcion integra-
mente del gen estructural y su
posterior procesamiento para generar
al ARNm maduro. Esto ultimo
implica modificaciones del pre-
ARNm, las cuales consisten en la
adicion en el extremo 5' de la 7-
metilguanosina trifosfato denomina-
do Cap, la que es una modificacion
esencial para la unidn al ribosoma del
extremo 5' del ARNm, paso inicial
durante la traduccion. La mayor parte

de las veces el pre-ARNm se modifica
en su extremo 3' por la adicion de una
secuencia de aproximadamente 50 a
250 nucledtidos de adenina llamada
cola de poli(A), lo que constituye el
extremo 3'del ARNm maduro.

La mayoria de los genes de eucariotos
contienen secuencias codificantes o
exones y secuencias intercaladas no
codificantes o intrones. Las regiones
del pre-ARNm correspondientes a los
intrones son eliminados en el nucleo
durante el proceso de maduracion;
una vez formado el ARN maduro se

* Recibido: 20 abril 2004

Aceptado: 28 mayo 2004

transporta al citoplasma en donde
participa en la traduccion. La elimina-
cion de las secuencias intercaladas o
intrones del pre-ARNm se realiza por
el proceso de corte y empalme
(splicing), paso esencial en la expre-
sion de los genes de eucariotos (1). En
primer término, se eliminan los
intrones escindiéndolos del  pre-
ARNm: posteriormente, se unen los
exones para dar lugar a un ARNm
maduro. Quimicamente el proceso de
corte y empalme consiste en dos
reacciones sucesivas  de trans-

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Apartado Postal 70-242, C.P. 04510. México D.F. Tel: 5622-5584, Fax: 5622-5611.

Correo E. jmas@ifc.unam.mx
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Figura 1. Arreglo estructural de los ARNs nucleares pequeiios (ARNsn) Ul- U6, que

formanel esplaiceosoma.

esterificacion (2-4). Esta reaccion de
corte y empalme es dependiente de la
hidrélisis de ATP y es catalizada por
un gran complejo de ribonucleopro-
teinas llamado esplaiceosoma o
empalmosoma. Este esta formado por
cinco ARNs nucleares pequefios
(ARNSsn), los cuales han sido denomi-
nados U1, U2, U4, U5 y U6, debido a
que estas secuencias son ricas en
uridina, junto con un grupo adicional
de factores de corte y empalme (2, 5,
6) constituido por una serie de
proteinas necesarias en el adecuado
ensamblaje del esplaiceosoma (7). El
ARNsn U3 participa en el procesa-
miento del ARN  ribosomal (8).
Algunas mutaciones descritas en los
genes que codifican factores de corte y
empalme han sido asociadas al
desarrollo de diferentes enfermeda-
des (7).

COMPOSICION DEL
ESPLAICEOSOMA

Los acidos ribonucleicos
nucleares pequenos

Los ARNsn son moléculas relativa-
mente estables que estan presentes en
el nicleo eucariota, tienen un tamafo
variable de entre 60 y 300 nucleotidos,
y poseen una estructura poco usual
trimetilada en la region 5' terminal

(Fig. 1). Estas secuencias de nucleoti-
dos especificas son transcritas del
ADN por diferentes ARN polimera-
sas; por ejemplo, el ARNsn U6 es
transcrito por la ARN polimerasa III,
mientras que los ARNsn U1, U2, U4y
U5 son transcritos por la ARN
polimerasa Il (9).

El ensamblado del esplaiceosoma no
solo involucra a estos cinco ARNsn
sino que también estd relacionado
con mas de 150 proteinas conocidas
(2-4) (TablaI), clave en el ensambla-
do del esplaiceosoma y de entre las
cuales destaca lamolécula PRPS. Esta
proteina es altamente conservada en
los eucariotos, presenta una secuen-
cia de 2300 residuos de aminoacidos,
que se muestra especificamente
asociada a los ARNsn U4, U5 y U6
(10, 11). PRPS interactiia conel pre-
ARNmMm en los sitios 5'y 3' del exdn
para efectuar la union entre los exones
(2, 9). La importancia de PRP8 se
dilucidé6 mediante experimentos de
inactivacion por calor y por reconoci-
miento con anticuerpos especificos,
eventos que eliminan la funciéon de
PRP8 in vitro, corroborando su
requerimiento para la formacién
estable del complejo constituido por
los ARNsn U4, U5 y U6. Ademas la
ausencia de PRPS8 in vivo provoca una
disminucion en los niveles de U4, US
y U6 (12-14). Mas aun, la proteina
PRP8 ha sido involucrada en el
desarrollo de Caenorhabditis elegans
(15). La alteracidon de su estructura
molecular puede ser causa de algunas

Los factores de corte y enfermedades en humanos como la
empalme retinitis pigmentosa, relacionada con
TABLA 1

ALGUNAS PROTEINAS COMPONENTES

DEL ESPLAICEOSOMA DE LEVADURA.
U1 U2 U4 U5 ué u4/ué U4/U5/U6
Sm B-G Sm B-G Sm B-G Sm B-G Lsm 2-8 Prp6? Prp38?
70K/Snp1 A'/Lea1 Prp3 Dib1/Snu16 Prp24 Prp31° Snu23?
A/Mud1 B"/Yib9/Msl1 Prp4 Prp8 Snu66?
C/Yhcet Cus1 Snu13 Prp28 Spp381°?
Luc7 Cus2 Prp44/Brr2 (Prp18)®
Nam8/Mud15 Hsh49 Snu40
Prp39 Hsh155 Snu114
Prp40 Prp9

Prp42/Mud16 Prp11

Snu56/Mud10 Prp21
Snu71 Rse1
Snu17

* Estas proteinas s6lo son encontradas formando estos complejos. Negritas: proteinas implicadas
en algunas enfermedades . Tomada de referencia 14.
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Figura 2. Ensamblado del esplaiceosoma. A) pre-ARNm, B) Reconocimiento de los sitios de procesamiento 5'y el punto de ramificacion por Ul y
U2, respectivamente, C) Asociacion de (U4/U5/U6) al pre-ARNm, formando asi el esplaiceosoma completo.

mutaciones enelexon42 del gen que
codifica a PRP8 (7).

FORMACION DEL

ESPLAICEOSOMA

El procesamiento del pre-ARNm
durante la formacion del esplaiceoso-
ma involucra por cada sitio dos
exones; exon-1 y exon-2, los cuales
son interrumpidos por un intrén (Fig.
2A). El esplaiceosoma es inicialmen-
te formado por la interaccion del
ARNsn Ul con el sitio de procesa-
miento 5' del ex6n 1 del pre-ARNm,
seguido por el reconocimiento del
punto de ramificacién en el intron del
pre-ARNm por el ARNsn U2,
formando el pre-esplaiceosoma (Fig.
2B). Este es finalmente armado por la
subsiguiente asociacion de los ARNsn
U4,U6 y US, formando asi un esplai-
ceosoma maduro (8, 16-18) (Fig. 2C).

Deesta forma, launionde Uly U4 se
desestabiliza y el esplaiceosoma es
activado para llevar a cabo su catalisis
17).

Estudios in vitro realizados con
sustratos sintéticos del pre-ARNm
marcados radioactivamente e incuba-
dos con extractos de células HeLa,
demuestran que los intrones son
eliminados del pre-ARNm en dos
pasos distintos, en los cuales intervie-
nen un sitio de procesamiento 5', un
sitio de ramificacion y un sitio de
procesamiento 3' (8) (Fig. 3A). La
reaccion, que es iniciada por un ataque
nucleofilico (Fig. 3B), conocida como
una sustitucion nucleofilica 2 (SN2)
del grupo OH de la posicion 2' de una
adenosina que se encuentra en la
secuencia del intron, conocida como
sitio de ramificacion sobre el enlace
fosfodiéster que une al exon-1 en la
posicion  5' del intréon, también

llamado sitio de procesamiento 5' .
Esto resulta en la liberacion del exon-
1 y la formacién de un intermediario
en forma de lazo, el intron 3'- exon-2 .
El siguiente paso de la reaccion se
lleva a cabo con un segundo ataque
nucleofilico del 3' OH del exon libre
(ex6n 5") sobre el enlace fosfodiéster
del exo6n 3', conocido como sitio de
procesamiento 3' (Fig. 3C), dando
como resultado la liberacion del
intrén y la union de los dos exones (5,
9,14)(Fig.3D).

Reconocimiento del sitio de
procesamiento 5' por los
ARNsn

El reconocimiento del sitio de
procesamiento 5' por Ul esta dado
en la primera porcién del intrdn,
donde el ARNsn Ul contiene una
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Primera reaccion de trans-esterificacion
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Figura 3. Reacciones de trans-esterificacion que intervienen en el corte y empalme del pre-
ARNm. A) Se muestra el pre-ARNm y los sitios de corte y empalme. B) Primer ataque nucleofilico
enlaregion 5'del exon por parte del OH de la adenosina que forma parte del sitio de procesamien-
to 5'. C) Segundo ataque nucleofilico enla region 3'del exon que forma parte del intermediario en
forma de lazo, por parte del OH del exon cortado en la primera reaccion. D) Se muestran los dos

exones unidos formando de esta forma el ARNm maduro, siendo eliminando el intron.

secuencia que es complementaria a
este sitio (Fig. 2B). Este apareamien-
to involucra los primeros seis nucle6-
tidos del intron (8). A continuacion,
el ARNsn U2 se une al punto de
ramificacion del intron (Fig. 2C). La
consiguiente asociacion entre Ul y
U2 favorece el acercamiento entre los
sitios de procesamiento 5'y 3' del pre-
ARNm. La asociacion de U2 con el
pre-ARNm es independiente de ATPy
requiere una conformacion especifica

de estamolécula.

El ensamblaje previo de las tres
moléculas U4, U5 y U6 para que el
esplaiceosoma se complete, se lleva a
cabo mediante un apareamiento
extensivo de aproximadamente 20
bases entre los ARNsn U4y U6.

La funcion del ARNsn U5 en el
esplaiceosoma ha sido gradualmente
esclarecida con una convergencia de
datos genéticos y bioquimicos
provenientes de varios sistemas. Una

comparacion filogenética nos revela
que U5 contiene una secuencia
invariable de  nueve nucle6tidos
dispuestos en un lazo de 11 nucledti-
dos. Algunos datos genéticos y
bioquimicos en células de mamifero y
levaduras dan lugar a un modelo
funcional para ARNsn US, en el cual
uno de sus lazos interactia con
secuencias del exén en el sitio de
procesamiento 5' y 3'. Los datos
muestran que los contactos existentes
entre U5 y la parte 5' del exén-1 son
estables en el pre-ARNm y persisten a
través de ambos pasos cataliticos (18).
Una vez incorporados los cinco
ARNSsn, se completa el esplaiceoso-
ma, sin embargo, para que éste tenga
actividad catalitica, ain debe sufrir
varios cambios conformacionales (5).
Uno de ellos es la interrupcion de la
interaccién U4-U6 y una secuencia
motivo en U6 sustituye a U1 en el sitio
de procesamiento 5'. La ruptura del
apareamiento entre U4 y U6 permite
la activacion catalitica de este ultimo,
determinando asi la primera fase del
corte y empalme. De esta manera
ARNsn U4 act@ia como un inhibidor
que protege a U6 hasta que estén
alineados los centros especificos de
empalme. A continuacion, U6 es
liberado de U4 y se aparea con las
secuencias conservadas del intrén en
el sitio de procesamiento 5'. Poste-
riormente U6 queda apareado con
U2, el cual a su vez estéd apareado con
el punto de ramificacion del intrén.
Probablemente, los ARNsn U2 y U6
forman el centro catalitico del
esplaiceosoma (18).

CONCLUSIONES

Lamayoriade los genesde eucariotos
consisten en una secuencia de ADN
cuyo proposito es el de codificar para
una proteina. Sin embargo, existen
casos en los que una secuencia simple
de ADN codifica para mas de una
proteina, esto implica el sobrelapa-
miento de genes para la generacion de
proteinas funcionales. Para que lo
anterior se lleve a cabo, se requiere del
corte de intrones y empalme de
exones. Este proceso es llamado
constitutivo cuando se mantiene el
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mismo sitio de corte y empalme para
una secuencia determinada y se
produce solo una proteina, y alternati-
vo cuando el corte y empalme se lleva
a cabo en diferentes sitios a tiempos
distintos en una misma secuencia de
un gen, produciendo una familia de
proteinas. Para que este proceso de
corte y empalme se lleve a cabo se

requiere de la formaciéon del esplai-
ceosoma, por lo que se ha hecho
hincapié¢ en la importancia de la
formacion de este complejo dindmico,
necesario para la maduracion del pre-
ARNm y de sus propios factores de
corte y empalme. Uno de estos
factores es la proteina PRP8, impor-
tante en la estabilizacion del centro
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SMAC/DIABLO Y SU PAPEL EN LA
REGULACION DE LA APOPTOSIS*

RESUMEN

La apoptosis juega un papel central en el desarrollo y
homeostasis de todos los organismos multicelulares.
Este proceso es iniciado tanto por la via extrinseca como
por la via intrinseca. Estas vias inducen finalmente
actividades proteolitica y/o nucleolitica asociadas a la
muerte celular. Durante la apoptosis la actividad
proteolitica es efectuada por miembros de la familia de
las caspasas, las cuales cortan multiples sustratos
celulares. Esta actividad esté sujeta a la inhibicion por los
miembros de la familia de proteinas inhibidoras de la
apoptosis. La inhibicion de la actividad de las caspasas
mediada por las proteinas inhibidoras de apoptosis es
removida por la proteina proapoptdtica Smac/Diablo.
Hasta el momento se han descrito cuatro isoformas de
Smac/Diablo, generadas por el procesamiento
alternativo del ARN mensajero; dos citosolicas y dos
mitocondriales. Estas tultimas se liberan de la
mitocondria al citosol después de un estimulo
apoptdtico. Smac/Diablo utiliza su extremo N-terminal
para interactuar con las proteinas inhibidoras de
apoptosis e inhibir su funcion. El objetivo de este articulo
es presentar la informacion mas relevante con respecto a
los mecanismos de regulaciéon conocidos para
Smac/Diablo, asi como sus implicaciones terapéuticas al
actuar como sensibilizador de apoptosis.

PALABRAS CLAVE: Smac/Diablo, caspasas, proteinas
inhibidoras de apoptosis, apoptosis.

Moists MARTiINEZ VELAZQUEZ', JuLio MORAN ANDRADE,
VitmA MALDONADO LAGUNAS' Y JORGE MELENDEZ ZAJGLA'!

ABSTRACT

Apoptosis plays a central role in the development and
homeostasis of all multicellular organisms. Apoptotic
cell death is triggered by extrinsic, receptor-mediated, or
intrinsic, mitochondria-mediated, signaling pathways
that induce death-associated proteolytic and/or
nucleolytic activities. The mechanism of apoptosis is
executed by a family of cysteine proteases that cleave
after an Asp residue in their substrates, hence the name
caspase. Caspases are synthesized as latent proenzymes;
once activated they cleave a wide range of molecules that
eventually result in the dismantlement of cells. Active
caspases can be specifically inhibited by the inhibitors of
apoptosis proteins (IAPs). IAP proteins are counteracted
by Smac/Diablo. Four Smac/Diablo isoforms generated
by alternative splicing have been described so far. Upon
receiving proapoptotic signals, Smac/Diablo is released
from mitochondria into the cytosol where it interacts
with [APs and abrogates their caspase-inhibitory
activity. Smac/Diablo interacts with [APs via its N-
terminal IAP-binding motif. This motif is indispensable
and sufficient for counteracting IAP's inhibition of
caspases. The aim of this paper is to review the most
outstanding knowledge regarding to several known
regulatory aspects for Smac/Diablo, as well as its
potential therapeutic implications by acting as apoptotic
sensitizer.

KEY WORDS: Smac/Diablo, caspases, [APs, apoptosis.

INTRODUCCION

La apoptosis juega un papel central
en el desarrollo y homeostasis de
todos los organismos multicelula-
res (1). Se presenta en procesos tan
diversos como la embriogénesis, el
recambio normal en tejidos adultos
y en la atrofia de oOrganos. Este
proceso es también fundamental
para la regulacion y operacion de

procesos fisiopatologicos como la
respuesta inmune, la inflamacion y
la eliminacion de células que
presentan alteraciones genéticas.
En los humanos, la apoptosis
excesiva o insuficiente puede tener
severas consecuencias patologi-
cas. La supresion de la maquinaria
apoptotica causa enfermedades
autoinmunes y es un sello caracte-

* Recibido: 13 abril 2004

Aceptado: 28 mayo 2004

ristico en el cancer (2). Por otra
parte, la apoptosis en exceso
contribuye al desarrollo de enfer-
medades neurologicas y al SIDA
(3).

La capacidad de una célula para
experimentar apoptosis en res-
puesta a una sefial de muerte, esta
relacionada con su estado prolife-
rativo, posiciéon dentro del ciclo

"Laboratorio de Biologia Molecular, Subdirecciéon de Investigacion Basica, Instituto Nacional de Cancerologia, Av. San Fernando 22,
Tlalpan, 14080, D.F., México. Tel. (+52)(55) 56280439. Fax: (52)(55) 56280432. Correo E: moyocoyo 98@yahoo.com,
vilmaml@yahoo.com, jorgezajgla@hotmail.com. ‘Departamento de Neurociencias, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Circuito
Exterior, Ciudad Universitaria, 04510, México, D.F. Tel. (52-55) 56225616. Fax: (52-55) 56162282 Correo E: jmoran@ifisiol.unam.mx.
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celular, tipo celular, estimulo
apoptotico y la expresion de varios
factores que modulan el programa
de muerte. Debido a esto, el tiempo
de inicio de la apoptosis es varia-
ble. Sin embargo, una vez activada,
los cambios celulares observados
son rapidos, con duracion de
minutos. En la apoptosis ocurren
cambios coordinados en el ntcleo,
el citoplasmay la superficie celular
(4). Las células pierden contacto
con sus vecinas y adquieren una
forma redondeada. Posteriormente
se presenta una pérdida de volu-
men, debida a la salida de agua e
iones, con la consecuente compac-
tacion de los organelos y el aumen-
to en la densidad celular. El nicleo
se condensa y la cromatina se
concentra en la membrana nuclear.
A continuacion, en la superficie
celular se forman protuberancias y
el nlcleo se rompe en varios
fragmentos que conservan la
membrana integra y la célula se
fragmenta en multiples cuerpos
apoptdticos, los cuales contienen a
los organelos intactos. Estos
cuerpos apoptoticos son fagocita-
dos por células vecinas o por
macrofagos, sin generar una
reaccion inflamatoria en el orga-
nismo (5).

La muerte celular apoptdtica es
iniciada tanto por la via extrinseca
(mediada por un receptor), como
por la via intrinseca (mediada por
las mitocondrias). En la via de
receptor de muerte, los receptores
como TNFR1, Fas, DR-3, DR-4 o
DR-5, interactian con sus respecti-
vos ligandos. Esta union permite el
reclutamiento intracelular de
varias moléculas efectoras que
inducen la activacion de caspasas.
En la via mitocondrial, una senal
determinada de muerte (tal como
drogas antineoplasicas, luz UV,
radiacion ionizante, etc.) induce la
liberacion del citocromo ¢ del

espacio intermembranal de la
mitocondria. El citocromo c
liberado se une a Apaf-1 para
formar un complejo multimérico
que recluta y activa a la procaspa-
sa-9. La caspasa9 activadaasu vez
activa a las procaspasas 3 y 7.
Aunque estas vias pueden activar-
se de manera independiente, puede
existir una intercomunicacion
entre ellas. La caspasa 8 que
participa en la via de receptor de
muerte, puede cortar a Bid, un
miembro proapoptético de la
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(mediada por receptor)

Fas/Apol)

Procaspasa 8 ——

i . - >
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Ligando de muerte

Receptor de muerte
4 (Apo2/TRAIL
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familia de Bcl-2. Bid cortado se
transloca del citosol a la membrana
externa mitocondrial e induce
cambios en la permeabilidad de la
membrana que promueven la
liberacion del citocromo ¢ del
espacio intermembranal de la
mitocondria hacia el citosol. De
esta manera se conectan las vias
extrinseca e intrinseca. La activi-
dad proteolitica de las caspasas
proporciona las bases bioquimicas
para el fenotipo apoptotico (Fig.
1).

Via intrinseca
(mediada por mitocondria)

Estimulo apoptotico:
Dexametasona, doxorubicina, cisplatino,
etopdsido, taxol, ionidamina, trioxido de

arsénico, radiacion ionizante, luz UV
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E‘ @ EndoG
¢ A
I Caspasa 9
—

Sustratos de +— I Caspasa 3
muerte

.

Muerte celular

Figura 1. Vias de muerte celular. En la via extrinseca (mediada por receptor) la union de un
ligando a su receptor de muerte es seguida por la formacion del DISC (complejo de serializacion
inducible por muerte), lo que resulta en la activacion de la procaspasa 8. En las células tipo I la
caspasa 8 activa a la procaspasa 3, la cual corta a proteinas blanco, conduciendo a apoptosis. En
las células tipo 11, la caspasa 8 corta a Bid, el cual induce la translocacion, oligomerizacion e
insercion de Bax y/o Bak en la membrana externa mitocondrial. Esto es seguido por la liberacion
de varias proteinas del espacio intermembranal mitocondrial, incluyendo a Smac/Diablo, Omi y
citocromo c. Este ultimo forma un complejo citosélico (apoptosoma) con Apaf-1y la procaspasa
9. Esto resulta en la activacion de la procaspasa 9, la cual activa a la procaspasa 3. En la via
intrinseca (mediada por mitocondria), las sefiales de muerte inciden directa o indirectamente en
la mitocondria, resultando en la formacion del apoptosoma. Esta via de muerte celular es
controlada por proteinas de la familia de Bcl-2. La via intrinseca puede funcionar a través de
mecanismos independientes de caspasas, implicando la liberacion desde la mitocondria y la
translocacion hacia el nicleo de AIF y endonucleasa G. Se ha comprobado que todos los
estimulos apoptoticos mostrados inducen la liberacion de Smac/Diablo de la mitocondria.
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CASPASAS

La apoptosis es un proceso conser-
vado en la evolucidbn que es
ejecutado por una familia de
proteasas de cisteina (caspasas),
las cuales cortan después de un
residuo de 4cido aspartico conteni-
do en sus sustratos. En mamiferos
se han identificado catorce caspa-
sas, de las cuales al menos ocho
participan en la regulacién del
proceso apoptotico (6). Las
caspasas implicadas en la apopto-
sis se dividen generalmente en dos
categorias: las caspasas iniciado-
ras, que incluyen a la caspasa 2, 8§,
9 y 10, y las caspasas efectoras,
que incluyen ala caspasa3, 6y 7.
Una caspasa iniciadora se caracte-
riza por tener un prodominio N-
terminal extendido (>90 amino4ci-
dos) importante para su activacion,
mientras que una caspasa efectora
contiene de 20-30 residuos en la
secuencia del prodominio. Todas
las caspasas se producen en las
células como zimdgenos cataliti-
camente inactivos y deben experi-
mentar activacion proteolitica
durante la apoptosis. La activacién
de una caspasa efectora es realiza-
da por una caspasa iniciadora a
través del corte en un residuo
especifico interno de Asp que
separa a la subunidad grande de la
pequefia. En cambio, las caspasas
iniciadoras son autoactivadas.
Estas ultimas contienen invaria-
blemente uno de dos dominios de
interaccidon proteina-proteina: el
CARD (dominio de reclutamiento
de caspasas) o el DED (dominio
efector de muerte). Estos dominios
interactiian con dominios similares
presentes en proteinas adaptadoras
oligomerizadas y de esta manera se
reclutan caspasas iniciadoras que
al estar en estrecho contacto unas
con otras facilitan su autoactiva-
cion (6). Una vez activadas, las
caspasas efectoras son responsa-

bles del corte proteolitico de un
amplio espectro de blancos
celulares, conduciendo finalmente
a la muerte celular. Los sustratos
celulares conocidos incluyen
componentes estructurales (como
actina y la ldmina nuclear), protei-
nas regulatorias (como la DNA-
PK (proteina cinasa activada por
DNA)), inhibidores de desoxirri-
bonucleasa (como ICAD (inhibi-
dor de la DNAsa activada por
caspasa)) y otras proteinas proa-
poptoticas y caspasas.

PROTEINAS INHIBIDORAS DE
APOPTOSIS (IAPs)

La actividad de las caspasas esta
sujeta a la inhibicion por los
miembros de la familia de protei-
nas inhibidoras de apoptosis
(IAPs) (7). Las IAPs fueron
originalmente identificadas en
baculovirus por su capacidad de
suprimir la apoptosis en células
infectadas del hospedero. Se ha
sugerido que la accion de estas
moléculas ocurre por medio de una
interaccion directa con las caspa-
sas. En mamiferos se han identifi-
cado ocho distintas IAPs, siendo
las mas estudiadas la XIAP, c-
IAP1, c-IAP2, survivina y ML-
IAP/Livina. La unidad funcional
en las IAPs es el repetido IAP
baculoviral (BIR por Baculoviral
IAP Repeat), el cual contiene ~80
aminoacidos plegados alrededor
de un atomo de zinc. XIAP, c-IAP1
y c-IAP2 contienen tres dominios
BIR cada una, exhibiendo cada
dominio funciones diferentes. En
estas [APs el dominio BIR3 inhibe
potentemente la actividad de la
caspasa 9 procesada, mientras que
la regioén de uniodn entre los domi-
nios BIR1y BIR2 inhibe selectiva-
mente a las caspasas3y 7(8).

SMAC/DIABLO Y SUS

ISOFORMAS

La inhibicién de las caspasas
mediada por las IAPs es removida
por la proteina proapoptdtica
Smac/Diablo, lo que conduce a la
apoptosis. Esta proteina fue
descubierta paralelamente por dos
grupos de investigacion. Por una
parte, Du et al (9) aislaron una
fraccién a partir de extractos de
membrana mitocondrial de células
HelLa, relacionada con la activa-
cion de caspasa 3. De esta fraccion
purificaron una proteina de
aproximadamente 25 kDa que
denominaron Smac (del inglés
second mitochondria-derived
activator of caspase). Por otro lado,
Verhagen et al (10), mediante
ensayos de coinmunoprecipitacion
con XIAP-Flag transfectada en
células 293T, aislaron una proteina
de 23 kDa con un punto isoeléctri-
co (pI) de aproximadamente 5.3
que se unia a la XIAP. La secuencia
peptidica de esta proteina fue
usada para hacer una busqueda en
la base de datos de secuencias
expresadas de DNA, ESTs (del
inglés Expressed Sequence Tag) y
se encontr6 un alineamiento
idéntico con secuencias de huma-
no y de raton. La clona de cDNA
EST de raton elegida codificaba
una proteina de 26.8 kDa, la cual
fue nombrada Diablo (del inglés
direct IAP binding protein with
lowpl).

Smac/Diablo se expresa de
manera diferencial en varios
tejidos de humano adulto. Presenta
una expresion elevada en testiculo,
corazon, higado, rifidon, bazo,
prostata y ovario y una baja
expresion en cerebro, pulmon,
timo y leucocitos. Diablo/Smac
presenta un patrén similar de
expresion en tejidos de raton
adulto. Este patréon de expresion
diferencial sugiere que
Smac/Diablo se encuentra bajo
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Sitio de union

MTS alAP

p 4

Smac a (717 pb)

Smac 3 (558 pb)

Smac vy (585 pb)

Smac 6 (588 pb)

Figura 2. Estructura del gen smac/diablo y las diferentes isoformas generadas por
procesamiento alternativo del RNA mensajero. El gen smac/diablo presenta siete exones. El exon
2 es un exon criptico que permite la generacion de la isoforma B. La MTS (sefial de localizacion
mitocondrial) es codificada por los exones 1 y 3. Smac/Diablo o y & son mitocondriales
(presentan una MTS intacta), mientras que Smac/Diablo By son citosélicas (no tienen MTS).

control transcripcional en los
diferentes tejidos del organismo.
El RNA mensajero de
Smac/Diablo codifica una proteina
de 239 aminoacidos. La region
amino terminal (55 aminoacidos)
representa una tipica sefial anfipa-
tica de localizacion mitocondrial
(MTS), la cual es cortada una vez
que Smac/Diablo se importa a la
mitocondria. En condiciones
normales Smac/Diablo reside en el
espacio intermembranal. Después
de un estimulo apoptotico (dexa-
metasona, radiacion ionizante, luz
UV, Apo2L/TRAIL, Fas/Apol,
doxorrubicina, cisplatino, etoposi-
do, taxol, ionidamina, trioxido de
arsénico), Smac/Diablo se libera
de la mitocondria al citosol, en
donde se une a varias [APs, antago-
nizando su funcidon. Se sabe que
Smac/Diablo puede interactuar
con XIAP, c-IAP1, cIAP2, survivi-
na y la IAP baculoviral OpIAP.
So6lo la proteina Smac/Diablo

madura tiene la capacidad de
promover la activacion de caspa-
sas, mientras que el precursor con
la sefial de localizacién mitocon-
drial no posee tal capacidad.
Smac/Diablo por lo tanto requiere
de un proceso de maduracion
dentro de la mitocondria antes de
presentar su actividad apoptdtica
9).

El gen smac/diablo se localiza
en el humano en el cromosoma 12q
y estd compuesto de siete exones.
Han sido reportadas cuatro isofor-
mas de Smac/Diablo, generadas
por procesamiento alternativo del
RNA mensajero, a las cuales se les
denominé a, B, yy d (esta tltima
también llamada Smac3) (Fig. 2).
Smac/Diablo o0 y & son mitocon-
driales mientras que Smac/Diablo
By vy son citosolicas debido a que
no presentan una MTS. Se ha
encontrado que Smac/Diablo f3,
generada por un procesamiento
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alternativo que integra un exon
criptico, se expresa en todas las
lineas celulares probadas inclu-
yendo: HeLa, Jurkat, 293, THPI,
MCEF-7, A431 y 697, aunque en
una cantidad menor que
Smac/Diablo o (11, 12). Por su
parte, Smac/Diablo & (Smac3) es
generada por el procesamiento
alternativo del exon 4. Esta isofor-
ma particular posee una MTS, por
lo cual se dirige a la mitocondria
una vez sintetizada. Su expresion,
al igual que Smac/Diablo a, es
diferencial en tejidos de humano
adulto. De igual forma se expresa
en las lineas celulares: MCF-7,
HeLa, 293T, Jurkat y HEK293
(13). La isoforma y es la menos

estudiada y se desconoce casi todo
deella.

MECANISMO DE
INHIBICION DE LAS IAPS
POR SMAC/DIABLO.

Smac/Diablo o madura se com-
porta como un dimero en solucion
y utiliza su region N-terminal para
interactuar con las IAPs e inhibir
su funcién. Smac/Diablo o se une
a los dominios BIR2 y BIR3 de la
XIAP, pero no al BIR1. La unioén a
cada BIR es mutuamente exclu-
yente. Se ha demostrado que las
mutantes monoméricas de
Smac/Diablo o interactiian
fuertemente con el BIR3, pero no
forman un complejo estable con el
BIR2. Estas mutantes tienen
menor capacidad para promover la
activacion de la procaspasa 3 (14).
Smac/Diablo a se une al BIR3 de
la XIAP a través de sus primeros
cuatro residuos de aminoacidos N-
terminales AVPI (Fig. 3). La
sustitucion de cualquiera de estos
residuos elimina la capacidad de
uniodn, probablemente debida a una
pérdida de interacciones hidrofo-
bicas (15). Smac/Diablo 3, por otro
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Péptido linker

XIAP

Smac/Diablo

Figura 3. Mecanismo de inhibicion de las IAPs por Smac/Diablo. La proteina Smac/Diablo o
madura inhibe a la XIAP a través de su region N-terminal AVPI. Dada la similitud que existe en la
secuencia primaria de las diferentes IAPs, es probable que Smac/Diablo inhiba a los BIRs de
esas IAPs a través de un mecanismo similar al mostrado aqui.

BIR, Baculovirus IAP Repeat. RING, Dominio con actividad de ligasa de ubiquitina E3. N,

extremo amino. C, extremo carboxilo.

lado, interactia con los dominios
BIR1 y BIR2 de la XIAP, pero no
con el BIR3. Smac/Diablo B
promueve principalmente la
actividad de las caspasas efectoras
3 y 7, aunque en todos los casos
presenta una actividad promotora
de caspasas menor que
Smac/Diablo o. Esta diferencia
puede explicarse en parte porque
los primeros residuos N-
terminales de Smac/Diablo f
(MKSDFY) son diferentes a los de
Smac/Diablo o (AVPI), siendo
estos ultimos indispensables para
la union al BIR3 de la XIAP (12).
Mas aun, Roberts et a/ (12) demos-
traron que Smac/Diablo B no es
capaz de interactuar con XIAP, c-
IAP1 ni c-IAP2 in vivo. Ellos
proponen que 20 aminoacidos del
N-terminal de Smac/Diablo 3 son
procesados intracelularmente.
Sorprendentemente, esta forma de
la proteina es capaz de potenciar la
apoptosis inducida por diversos
estimulos al mismo nivel que

Smac/Diablo a.. Como Smac/Diablo
B no posee los aminoacidos necesa-
rios para la interaccion con las
IAPs, se postula que el (los)
dominio(s) para la funcion proa-
poptdticareside(n) en el fragmento
C-terminal y que la union de
Smac/Diablo a a la XIAP es
unicamente una funcion secunda-
ria. Smac/Diablo 6 madura interac-
tua con los dominios BIR2 y BIR3
de la XIAP a través del tetrapépti-
do N-terminal AVPI, promoviendo
laactivacion de lacaspasa 3 (13).

MECANISMOS DE
REGULACION DE
SMAC/DIABLO.

Smac/Diablo estd sujeta a regula-
cion a distintos niveles. El meca-
nismo de regulacién mas evidente
para Smac/Diablo o y o es la
translocacion desde el espacio
intermembranal de la mitocondria
al citosol durante la apoptosis. Este
evento es regulado por miembros
de la familia de Bcl-2, la sobreex-

presion de Bel-2 o Bel-x, inhibe la
translocacion, mientras que Bid
truncado la favorece, al parecer es
necesaria la activacion de la via de
JNK (cinasas del N-terminal de c-
Jun) para tal translocacion (16).
Una vez en el citosol, las mismas
proteinas IAPs regulan la concen-
tracion y la actividad de
Smac/Diablo a. Por una parte, se
ha demostrado que XIAP, c-IAP1
y cIAP2 tienen actividad de ligasa
de la proteina ubiquitina (E3), a
través de su dominio RING, sobre
la proteina Smac/Diablo o. Se
requiere tanto de la asociacion de
las IAPs con Smac/Diablo como
de la presencia del dominio RING
para la ubiquitinacion. Esta
actividad promueve la répida
degradacion de Smac/Diablo o
liberada de la mitocondria y
proporciona un mecanismo por el
cual las IAPs inhiben la muerte
celular, dirigiendo a moléculas
proapoptdticas a la degradacion
mediada por el proteosoma (17,
18). Sin embargo, la proteina
Smac/Diablo 6 también tiene la
capacidad de promover la autoubi-
quitinacién de la proteina XIAP.
Esta actividad, la cual no presenta
Smac/Diablo a, requiere la
asociacion de Smac/Diablo & con
la. XIAP y el dominio RING
intacto de esta ultima, aunque aun
se desconoce el mecanismo por el
cual Smac/Diablo & acelera la
autodestruccion de la XTAP (13).
Por otro lado, los diversos
miembros de la familia de las IAPs
pueden cooperar entre ellos para
inhibir la apoptosis. Se sabe, por
ejemplo, que XIAP, pero no
survivina, puede unirse a caspasa
9. Sin embargo, XIAP y survivina
si pueden unirse a Smac/Diablo.
Existe al menos un reporte en el
cual se muestra que XIAP se une a
la caspasa 9, mientras que survivi-



REB 23 (2): 64-70, 2004 Inhibicion de las proteinas IAPs por Smac/Diablo

na se une a Smac/Diablo y de esta
forma evita que Smac/Diablo
inhiba a XIAP. En este modelo la
apoptosis se inhibe ya que la
survivina mantiene secuestrada a
Smac/Diablo, en tanto que XIAP
inhibe la funcion de la caspasa 9
(19). Aparentemente Smac/Diablo
B es regulada intracelularmente
por protedlisis. La pérdida de sus
20 aminoacidos N-terminales, crea
una proteina incapaz de interactuar
con las IAPs, conservando sin
embargo su actividad promotora
de apoptosis. Hasta ahora se
desconoce el mecanismo por el
cual esta isoforma induce apopto-
sis, sin la necesidad de interactuar
conlas IAPs (12).

Por su parte, el gen smac/diablo
es regulado a nivel transcripcional.
Existen varios estimulos apoptoti-
cos capaces de inducir la expresion
del mensajero de Smac/Diablo.

La deprivacion de suero en
células HeLa induce un incremen-
to en la expresion del RNAm de
Smac/Diablo (resultados de
nuestro laboratorio). El tratamien-
to de fibroblastos de origen
humano GM701, con el compuesto
de acido hidroxamico BMD188,
induce de igual forma un incre-
mento en la expresiéon de
Smac/Diablo (20). Finalmente, el
tratamiento de una linea de células
B inmaduras, derivadas de raton
WEHI 279, con IFN-y, induce un
aumento en los niveles de expre-
sion endogenos del mensajero de
Diablo/Smac. Este incremento
sensibiliza a estas células a experi-
mentar apoptosis (21).

IMPLICACIONES
TERAPEUTICAS

Desde el descubrimiento de la
proteina Smac/Diablo se conoce
que su sobreexpresion hace mas
sensibles a las células a experimen-
tar apoptosis (9, 10). En células

saludables, Smac/Diablo exogena
de longitud completa, se acumula
4en la mitocondria, mientras que
Smac/Diablo exdgena sin MTS se
acumula en el citosol, sin que estas
sean capaces de inducir apoptosis
por si solas. Intentando sacar
ventaja de esta particularidad, se
han propuesto varios métodos para
sobreexpresar a Smac/Diablo
intracelularmente y potenciar el
efecto de agentes terapéuticos
conocidos. Inicialmente se disefia-
ron vectores que codificaban la
forma completa de Smac/Diablo la
cual se dirige a la mitocondria. El
inconveniente es que la salida de
Smac/Diablo de la mitocondria
puede ser bloqueada por Bcl-2 y
Bcl-x,. Actualmente la estrategia
ha sido no dirigir a la proteina a la
mitocondria sino expresarla en el
citosol. Los métodos desarrollados
incluyen: 1) fusion de los primeros
4-8 aminodcidos N-terminales de
Smac/Diablo al péptido acarreador
penetratina antennapaedia de
Drosophila, 2) fusién de
Smac/Diablo madura al dominio
de transduccion de proteinas de la
proteina TAT del VIH-1, 3) fusion
de los primeros siete aminoacidos
N-terminales de Smac/Diablo a
poliarginina para generar un
péptido permeable a las células, 4)
construcciéon de un vector de
adenovirus citomegalovirus
(CMV)-Smac/Diablo madura y 5)
fusion de Smac/Diablo madura a
ubiquitina. Todos estos métodos
han dado resultados positivos. La
sobreexpresion de Smac/Diablo o
sus péptidos ha permitido la
sensibilizacion de un amplio
espectro de tipos celulares a
experimentar apoptosis, después
de la aplicacion de estimulos
inductores de muerte igualmente
diversos.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

El estudio de moléculas regulado-
ras de la muerte celular es un
campo que sigue en expansion. Dia
a dia aparecen nuevas proteinas
moduladoras de este proceso y las
redes intracelulares son cada vez
mas complejas. A pesar de que la
funcién proapoptdtica de la
proteina Smac/Diablo ha sido
claramente demostrada, los
mecanismos utilizados para
ejercer dicha funcion aun no son
completamente entendidos. La
sobreexpresion de Bcl-2 o Bel-x,
inhibe la salida de Smac/Diablo y
citocromo c de la mitocondria. Sin
embargo, el tratamiento con
dexametasona induce solamente la
salida de Smac/Diablo, pero no de
citocromo c. Esta observacion
indica que Smac/Diablo puede
promover la apoptosis en una via
independiente de citocromo
c/Apaf-1/caspasa 9 y ademas
genera una pregunta interesante:
(Smac/Diablo utiliza una ruta de
salida diferente a la utilizada por
citocromo c¢? Por otra parte, hasta
el momento se desconocen los
mecanismos por los que
Smac/Diablo [ promueve la
apoptosis sin la necesidad de
interactuar con las proteinas IAPs.
De igual forma, no se sabe como
Smac/Diablo 6 acelera la auto-
ubiquitinacion y la destruccion de
XIAP. En cuanto a las isoformas de
Smac/Diablo, resultados prelimi-
nares de nuestro laboratorio
apuntan hacia la existencia de mas
isoformas que las cuatro hasta
ahora descritas, por lo que la
funcion y efectos de esta proteina
pueden ser mucho mas complica-
dos de lo que actualmente se
conoce. Las regiones regulatorias
del gen smac/diablo son igualmen-
te desconocidas y se ignoran los
mecanismos transcripcionales que
regulan la expresion diferencial de
Smac/Diablo en los diferentes
tejidos del organismo.
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MECANISMOS DE REPLICACION
DE LOS PLASMIDOS BACTERIANOS*

RESUMEN

Los plasmidos bacterianos son moléculas de ADN
extracromosomico que juegan un papel importante en la
adaptacion bacteriana a diferentes ambientes, ya que
promueven la transferencia de genes entre estos microor-
ganismos. Se conocen tres mecanismos principales de
replicacion de los plasmidos circulares: a) el mecanismo
de replicacion asimétrico por el circulo rodante, b) el
mecanismo tipo theta y, ¢) el mecanismo por desplaza-
miento de la cadena. Estudios recientes relacionan el
mecanismo de replicacion de los pldsmidos con su
capacidad para colonizar diferentes hospederos. El
establecimiento de un plasmido en diferentes hospederos
puede tener implicaciones biotecnologicas importantes,
ya que estas moléculas con frecuencia son utiles en el
disefio de herramientas moleculares.

PALABRAS CLAVE: Plasmido, replicacion, circulo
rodante, mecanismo theta, desplazamiento de la cadena.

Pebro D. Loeza LARA, JuAN ). VALDEZ ALARCON,
Victor M. BAaizaBaL AGUIRRE Y JoEL E. LoPEz MEzA

ABSTRACT

Bacterial plasmids are extrachromosomal DNA mole-
cules which play important roles for bacterial environ-
mental adaptation due to their ability to transfer genes
among bacterial populations. Three mechanisms for
circular plasmid replication have been described: a) the
rolling circle asymmetric mode, b) the theta mechanism
and, c) the strand displacement mechanism. Recent
studies have related the plasmid replication mechanism
with the enormous ability of these replicons to colonize
different hosts. Establishment of a plasmid in different
hosts may have important biotechnology implications,
because plasmids are often useful as molecular tools.

KEY WORDS:Plasmid, replication, rolling circle, theta
mechanism, strand displacement.

INTRODUCCION

Los plasmidos son elementos genéti-
cos extracromosomicos que se han
encontrado esencialmente en todos los
tipos de bacterias estudiadas hasta la
fecha. Dependiendo de su tamafio
pueden codificar desde unas cuantas
proteinas hasta cientos de ellas. Sin
embargo, raramente codifican produc-
tos esenciales para el crecimiento
celular, tales como ARN polimerasas o
enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. En cambio, los
productos de sus genes generalmente
dan a las bacterias una ventaja selecti-
va solo bajo ciertas condiciones. La
resistencia a antibidticos como la
ampicilina, tetraciclina y kanamicina;
la nodulacién de raices de legumino-
sas; y la produccion de antibiodticos

como la bacteriocina (activa contra
otras especies bacterianas), son
algunas caracteristicas fenotipicas
codificadas por los plasmidos (1, 2).
Los plasmidos varian amplia-
mente en tamafio, desde miles a cientos
de miles de pares de bases (un tamafio
comparable al cromosoma bacteriano)
y son, con mayor frecuencia, molécu-
las circulares de ADN de doble cadena.
Sin embargo, algunas bacterias poseen
plasmidos de estructura lineal, la cual
no es una caracteristica comun en los
plasmidos bacterianos por lo que no
seran discutidos en esta revision. Estos
elementos juegan un papel crucial en la
evolucion y adaptacion bacterianas, ya
que son mediadores del intercambio de
material genético entre estas poblacio-
nes. La transferencia de la informacion

* Recibido: 9 dciembre 2003

Aceptado: 27 mayo 2004

genética contenida en el plasmido de
una bacteria donadora a una receptora
se conoce con el nombre de conjuga-
cion. Este proceso requiere de la
expresion de genes y de la presencia de
regiones en el ADN del plasmido
necesarios para su movilizacion. El
plasmido se moviliza a través de un
puente de conjugacion entre las células
(2).

La transferencia de ADN de la
bacteria tumorigénica Agrobacterium
tumefaciens a la planta hospedera
ocurre por un mecanismo semejante a
la conjugacion. Ademas, algunos
plasmidos se recombinan de manera
dindmica entre si o con el genoma,
constituyendo una fuente de diversidad
genética importante para las bacterias
(2,3).

Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo. Apartado Postal 53, Administracion Chapultepec. C.P. 58262, Morelia Mich., México. Tel/Fax (443)295-80-29

Correo E: elmeza@zeus.umich.mx



72

Pedro D. Loeza Lara, Juan J. Valdez Alarcon, Victor M. Baizabal Aguirre y Joel E. Lopez Meza

TABLA 1

PLASMIDOS UTILIZADOS COMO HERRAMJENTAS
IMPORTANTES EN ESTUDIOS BIOTECNOLOGICOS.

Plasmido Aplicaciones Algunas Caracteristicas
pBR322 Vector de clonacion Origen de ColE1, bla, tet
seleccién de recombinantes por
color
pTrcHis A Vector de expresion; purificacion de Origen de pBR322, bla, trc
proteinas recombinantes Promotor, histidinas, péptido
sefal
pGV2260 Generacion de plantas transgénicas; Contiene los bordes del T-DNA
transformacion con A. tumefaciens del plasmido Ti y secuencias de
pBR322
pKM101 Plasmido conjugativo Ori T, tra, eex
pTn5cat Plasmido multifuncional con Plasmido:, tet, tnp; Transposon:
caracteristicas de transposon, para origen de ColE1, cat (sin
mutagénesis, identificacion de promotor), neo, region Mob
promotores y conjugacion
BAC's, Plasmidos con elementos del BAC's: OriS, repE, parA,By C
YAC’s cromosoma para conferir estabilidad YAC's: Ori, ARS1, Amp, TRP1,
mitotica en bacterias BAC) y levaduras  CEN4
(YAC)

Bla,p-lactamasa (resistencia a ampicilina); fef, resistencia a tetraciclina; frc, promotor de
triptofano; oriT, origen de transferencia; tra, genes que codifican funciones de transferencia; eex,
genes que previenen la entrada de otros plasmidos; fnp, transposasa; cat, resistencia a
cloranfenicol; neo, resistencia a kanamicina; Mob, region necesaria para la conjugacion; OriS,
origen basado en el factor F para clonacion de fragmentos mayores de 350 kpb; repE, helicasa,
pard4,By C, facilitan la division exacta del plasmido; Ori, origen de replicacion de ColE1; ARSI,
secuencia de replicacion autéonoma; Amp, resistencia a ampicilina; 7RPI, auxotrofia sobre
triptofano; CEN4, secuencia permite una segregacion eficiente del cromosoma entre células hijas.

Desde los puntos de vista basico
y aplicado, los plasmidos han servido
como herramientas importantes en
estudios de Biologia Molecular y
Biotecnologia. La Tabla I muestra
algunos ejemplos del uso de los
plasmidos como herramientas biotec-
nologicas y algunas de sus caracteristi-
cas. En este sentido, la mayoria de los
plasmidos naturales no son vectores de
clonacioén o de expresion convenien-
tes. Sin embargo, pueden ser modifica-
dos para su uso como tales. Para lograr
el disefio y construccion de vectores de
clonacion de amplio rango de hospede-
ros (vector que tiene la capacidad de
replicarse en otras bacterias), vectores
binarios (vectores “shuttle”, con dos
origenes de replicacion distintos), es
necesario conocer las caracteristicas o
factores moleculares que les permiten

a estos plasmidos colonizar y mante-
nerse en diferentes hospederos;de ahi
la importancia de estudiar los mecanis-
mos de replicacion. Otro ejemplo de
vectores que se pueden replicar en
bacterias y otros hospederos, por
contener un origen de replicacion
bacteriano y elementos que contribu-
yen a la estabilidad de los cromosomas,
lo constituyen los cromosomas
artificiales de bacterias, levaduras y
mamiferos (BAC's, YAC's y MAC's,
respectivamente), elementos amplia-
mente utilizados en la caracterizacion
de los genomas de diversos organis-
mos por su capacidad de contener
fragmentos de ADN muy grandes
(~300, ~2000 y mas de 1000 kpb,
respectivamente).

Los plasmidos se replican de
manera autéonoma con respecto al

cromosoma, ya que codifican elemen-
tos propios que controlan su replica-
cion. La Tabla II muestra una breve
comparacion de algunas caracteristicas
y factores involucrados en la replica-
cion de los plasmidos y el cromosoma
bacteriano (1). Algunos plasmidos se
replican en pocas especies bacterianas
y se dice que poseen un rango de
hospederos reducido. Un segundo
grupo de plasmidos se replica en un
amplio rango de hospederos y se les
denomina promiscuos (4). Existen
diversos factores que influyen en la
capacidad de los plasmidos para
colonizar diferentes hospederos; una
replicacion eficiente es el paso mas
critico y es el resultado de una interac-
cion adecuada entre el plasmido y el
hospedero. Esta interaccion plasmido-
hospedero se ha estudiado con detalle
debido a las implicaciones basicas y de
aplicacion biotecnoldgica que repre-
senta (5).

Los primeros estudios sobre la
replicacion de estos elementos fueron
realizados con plasmidos de Escheri-
chia coli como ColEl, pSC101, R6K,
R1, RK2 y F, que tienen como una
caracteristica comun que replican su
material genético por el mecanismo
tipo theta (1). Recientemente se ha
caracterizado un gran numero de
plasmidos pequefios (2-15 kb) que se
replican por mecanismos diferentes al
anterior. Estos son: a) el mecanismo
del circulo rodante, originalmente
observado en bacteriéfagos de ADN de
cadena sencilla (ADNcs) de E. coli; b)
el mecanismo llamado por desplaza-
miento de la cadena, cuyos plasmidos
representativos son elementos promis-
cuos asociados a la familia IncQ
(plasmidos del grupo de incompatibili-
dad Q) cuyo prototipo es el plasmido
RSF1010deE. coli (1, 6).

En esta revision se presenta un
analisis de los diversos mecanismos de
replicacion de los plasmidos bacteria-
nos, y se mencionan las ventajas y
desventajas de cada mecanismo con
relacién a sus posibles aplicaciones
biotecnologicas.

CARACTERiSTICA§ GENERALES
DE LA REPLICACION POR EL
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TABLA 11

COMPARACION DE ALGUNAS CARACTERISTICAS
Y FACTORES INVOLUCRADOS EN

LOS

MECANISMOS DE REPLICACION DE PLASMIDOS
BACTERIANOS Y EL CROMOSOMA.

Mecanismo de replicacion
Caracteristica Circulo rodante Theta Desplazamiento Cromosoma
de la cadena bacteriano
. Rep Rep y/o RNAp Rep DnaA
Proteina iniciadora )
(endonucleasa) (helicasa) (helicasa) (helicasa)
Funcion de la Cortaunade las  Apertura de la Apertura de la Apertura de la
proteina iniciadora cadenas de ADN doble hélice doble hélice doble hélice
Rep: plasmido
Proteina iniciadora Plasmid Plasmid H g
asmido . asmido ospedero
codificada por: ARNp: P
hospedero
Intermediarios de Genera No genera ** No genera
ADNcs intermediarios intermediari os intermediari os
Simetria en el
mecanismo de Asimétrico Simétrico * Simétrico
replicacion
Gruposde
i o Ausentes Presentes Presentes Ausentes
incompatibilidad

** Existen ambas caracteristicas en diferentes plasmidos dentro del mismo grupo. ARNp = ARN

polimerasa

MECANISMO DEL CIRCULO
RODANTE

La mayoria de los plasmidos de
bacterias Gram positivas con un
numero grande de copias se replican
por un mecanismo asimétrico 1llamado
circulo rodante o RC (por sus siglas en
inglés “rolling circle”). La replicacion
de estos plasmidos denominados RC,
se realiza en dos etapas bien definidas,
la sintesis de la cadena temprana y la
sintesis de la cadena tardia. Este
mecanismo no estd restringido a
plasmidos de bacterias Gram positivas
y se han incrementando los reportes de
plasmidos RC caracterizados en
bacterias Gram negativas y Arqueas
(7).

Para que ocurra la replicacion de
un plasmido RC se requieren tres
modulos estructurales: (i) El gen rep
que codifica la proteina iniciadora de

la replicacion (Rep) de la cadena
temprana y sus elementos regulatorios;
(i) el origen de replicacion de la doble
cadena (dso), el cual es reconocido por
la proteina Rep; y (iii) el origen de la
cadena sencilla (sso), reconocido por
factores del hospedero (ARN polime-
rasa). En los plasmidos RC pueden
estar presentes otros modulos no
esenciales para la replicacion, como el
gen mob, el cual codifica una proteina
involucrada en la movilizacion de
diversos plasmidos (de manera natural,
algunos plasmidos poseen estos genes
mob cuyo producto participa en la
transferencia de ADN), o bien los
genes de resistencia a antibioticos (Fig.
la)(1,4).

La proteina Rep posee actividad
de endonucleasa (enzima que se une al
ADN vy corta una de las cadenas en un
sitio especifico), ya que se une al
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origen de replicaciéon del plasmido
(funcién equivalente a la de la proteina
DnaA en el origen de replicacion del
cromosoma bacteriano), con lo que
libera la tensién generada por la
separacion de las cadenas al inicio de la
replicacion (3). Por otra parte, el origen
dso posee dos regiones importantes
para la replicacion, una involucrada en
la union de la proteina Rep y otra que
contiene el sitio de corte para la
actividad de endonucleasa especifica
de Rep. La regién de ADN a la cual se
une Rep incluye secuencias repetidas
invertidas, las cuales tienen la capaci-
dad de formar estructuras de tallo y asa,
importantes para el inicio de la
replicacion, ya que el sitio de corte de
Rep se encuentra en el asa de la
horquilla (Fig. 1b). El origen sso
también tiene la capacidad de formar
estructuras secundarias debido a las
secuencias repetidas invertidas que
posee. Se ha postulado que la forma-
cion de dichas estructuras es importan-
te para el reconocimiento de los
factores del hospedero (como la ARN
polimerasa), los cuales son esenciales
para el inicio de la sintesis de la cadena
tardia (Fig. 1¢) (3, 8).

REPLICACION POR EL
MECANISMO DEL CiRCULO
RODANTE

El primer evento durante el inicio
de la replicacion RC involucra una
interaccion entre la proteina Rep y la
region del dso, especificamente en el
sitio denominado “bind”. Posterior-
mente, Rep elabora un corte de una
hebra, o “nick”, en una region especifi-
ca del ADN, el asa, lo cual genera
extremos 5'P y 3'OH libres. La proteina
Rep seune al extremo 5'P con lo cual se
inicia la sintesis de la cadena temprana
por medio de la extension del extremo
3'OH libre, el cual es reconocido por la
ADN polimerasa III. La extension
procede hasta que la cadena temprana
es completamente desplazada.
Posteriormente, Rep realiza un
segundo corte en el limite entre la
nueva cadena y la original, donde se ha
regenerado el sitio de corte. Con esto se
producen dos moléculas, una de ADN
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Figura 1. Caracteristicas de los plasmidos RC. a) Esquema general de un plasmido RC. rep = gen que codifica a la proteina Rep involucrada en la
replicacion; dso = origen de replicacion de la doble cadena, sso = origen de replicacion de la cadena sencilla; mob = gen que codifica una proteina
involucrada en la movilizacion del plasmido; Ab" = determinante de resistencia a antibidticos. b) Estructura tallo-asa formada por el origen de
replicacion de la doble cadena (dso) del plasmido RC pT181 de Staphylococcus aureus. Se muestra el sitio de corte de la endonucleasa Rep. c)
Estructura secundaria formada por el origen de la cadena sencilla (sso) del plasmido RC pUB110de S. aureus (Tomado de referencias 1, 4).

de doble cadena y un mondmero de
cadenasencilla (Fig. 2) (1, 3).

Luego de una serie de eventos de
corte y union, la molécula de ADN de
doble cadena (la cual contiene la
cadena temprana recién sintetizada), es
ligada y superenrollada por las
enzimas ligasa y girasa, respectiva-
mente (8). El ADN de cadena sencilla
que fue desplazado es convertido a

ADN de doble cadena utilizando para
ello la region del sso. Este origen es
reconocido por la ARN polimerasa del
hospedero, encargada de sintetizar un
oligonucledétido con una longitud
promedio de 20 bases, que funciona
como iniciador, el cual posteriormente
es extendido por la ADN polimerasa |
seguido por la replicacion de la ADN
polimerasa III. Finalmente, esta

molécula de ADN es también ligada y
superenrollada (Fig. 2) (3, 8).

El arreglo de estos plasmidos,
constituido por los médulos necesarios
para la replicacién de la cadena
temprana, replicacion de la cadena
tardia y modulos de transferencia de
ADN ha evolucionado de tal manera
que ha contribuido a incrementar la
plasticidad del acervo genético
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Figura 2. Modelo de la replicacion de los plasmidos RC mediante un intermediario de cadena
sencilla. Se representa el mecanismo asimétrico de la replicacion, la sintesis de la cadena

temprana y la generacion del intermediario de

cadena sencilla. Los detalles del modelo se

explican en el texto. Tir = residuo de tirosina. Abreviaturas como en la figura 1 (Modificado de

referencial 2).

procaridtico (9). Algunos plasmidos
han adquirido diversas secuencias, con
lo cual han logrado intensificar su
diseminacién y han ampliado su rango
de hospederos.

Ciertos plasmidos tienen varios
sso, cada uno funcional en diferentes
hospederos, mientras que otros poseen
elementos de transposicion, de tal
manera que su composicion modular y
su presencia ubicua pueden ser
facilitados por el amplio rango de
hospederos y por los sistemas de
transferencia horizontal de ADN. Por
otra parte, los plasmidos RC carecen de
grupos de incompatibilidad (incompa-
tibilidad de plasmidos: fendmeno que
se presenta cuando dos plasmidos no
pueden coexistir en la misma célula, ya
que comparten el mismo mecanismo
de control de la replicacion) por lo que
permiten la replicacion simultanea de
otros plasmidos corresidentes (Tabla
1D (1,9).

Las caracteristicas de los plasmi-
dos RC son también importantes desde
el punto de vista biotecnologico, ya
que los plasmidos con distribucion

amplia representan herramientas muy
utiles en el disefio de vectores de
clonacion o de expresion (7). Existen
varios ejemplos sobre el disefio y uso
de vectores binarios a partir de plasmi-
dos RC, entre ellos el plasmido pPP8-1
de Pseudomonas putida caracterizado
por Holtwick y col en 2001. Unade las
limitantes del uso de estos plasmidos
como vectores es que algunos de ellos
poseen solo un sitio sso, el cual es
reconocido de manera eficiente
unicamente por los factores de su
hospedero natural. Lo anterior trae
como resultado la acumulacion de
multimeros de alto peso molecular
(ADNCcs), los cuales no pueden ser
convertidos a ADN de doble cadena
cuando se replican en otro hospedero.

CARACTERISTICAS GENERALES
DE LA REPLICACION POR EL
MECANISMO TIPO theta

La replicacion por el mecanismo tipo
theta (llamado asi por la similitud de
los intermediarios con la letra griega 6)

esta distribuida ampliamente entre
plasmidos de bacterias Gram negativas
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y Gram positivas. Este mecanismo de
replicacion requiere de dos modulos
estructurales: (i) el gen que codifica la
proteina Rep y sus elementos regulato-
rios, y (ii) el origen de la replicacion.
Es importante resaltar que existen
algunas excepciones para este meca-
nismo, ya que lareplicacion de algunos
plasmidos se inicia de manera inde-
pendiente de la proteina Rep, la cual es
sustituida en su funcion por la ARN
polimerasa del hospedero (8). El
proceso consiste, de manera general,
en la apertura de las cadenas de ADN
en el origen de replicacion y el ensam-
blaje secuencial de las proteinas
involucradas en el inicio de la replica-
cion, incluida Ia sintesis y extension de
los oligonucledtidos de ARN que
funcionan como iniciadores (10).

Los origenes de replicacion
poseen secuencias especificas caracte-
risticas de cada plasmido, con las
cuales interactua la proteina Rep; estas
secuencias poseen una region rica en
A+T yuno o mas sitios donde se une la
proteina iniciadora DnaA del hospede-
ro. En muchos casos el origen de
replicacion posee secuencias repetidas
directas, llamadas iterones, las cuales
son los sitios de union de la proteina
Rep y tienen otras funciones en el
control de lareplicacion (Fig. 3a) (11).

REPLICACION POR EL
MECANISMO TIPO theta

Se han descrito dos mecanismos de
replicacion tipo theta: el primero es
dependiente de factores de inicio
codificados por el plasmido, como
ocurre en los plasmidos de E. coli
pSC101, R6K y RI1. Este tipo de
replicacion requiere de las proteinas
Rep codificadas por el plasmido y
DnaA, del hospedero, para el inicio
de la sintesis de ADN. La proteina
Rep se une a los iterones formando
un complejo de preiniciacion; este
complejo incluye a proteinas del
hospedero como las helicasas DnaA,
DnaB y DnaC, la ADN polimerasa
III y la primasa. La replicacion se
inicia cuando Rep y DnaA interac-
than con la region rica en A+T, en
donde se inicia la apertura de las
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alacadenatemprana (13).

La mayor parte de los plasmidos
que se replican por el mecanismo
tipo theta posee un rango de hospe-
deros reducido; sin embargo,
algunos de estos plasmidos presen-
tan un amplio rango de hospederos,
de manera similar que los plasmidos
RC. Se haestablecido que algunos de
los iterones son capaces de ejercer
incompatibilidad, ya que presentan
similitud con los iterones de otros
plasmidos que se replican por el
mismo mecanismo (Tabla II). Por
otra parte, la mayoria de los plasmi-
dos que se replican a través del
mecanismo theta poseen un tamafio
superior a 15 kb y se han utilizado
para construir vectores de clonacion;
por ejemplo: los vectores pBR322,
pUCI19, pBluescript y pGEM son
derivados de estos replicones. Estos
vectores ademas han servido como
base para el disefio de una gran
variedad de nuevos vectores de
clonacioén o de expresion, muchos de
ellos disponibles de manera comer-
cial (Tablal).

CARACTERISTICAS GENERALES
DE LA REPLICACION POR EL
MECANISMO DE
DESPLAZAMIENTO DE LA
CADENA

Figura 3. Caracteristicas de la replicacion por el mecanismo theta. a) Origenes de replicacion de
los plasmidos pPS10 y pP1 que se replican por el mecanismo theta. Se muestran los iterones
(flechas sélidas encerradas en cajas), las regiones ricas en A+T que contienen repetidos directos
(flechas), las regiones de union de la proteina DnaA (rectangulos solidos). b) Modelo de la
replicacion por el mecanismo tipo theta dependiente de los factores del hospedero. Los detalles

Los ejemplos mejor conocidos de los
plasmidos que se replican por el
mecanismo de desplazamiento de la
cadena son los elementos promis-

del modelo se explican en el texto (Modificado de referencia 8).

cadenas del ADN. DnaB y DnaC
auxilian en esta apertura, seguida por
la primasa la cual sintetiza un
oligonucledtido de RNA iniciador,
mismo que se extiende por la ADN
polimerasa III hasta lograr la
replicacion completa de ambas
cadenas (Fig. 3b) (12).

El segundo mecanismo de
replicacion tipo theta es indepen-
diente de factores iniciadores
codificados por el plasmido. El
replicon mejor caracterizado es el
plasmido ColEl de E. coli, cuya
replicacion involucra la actividad

consecutiva de la RNA polimerasa 'y
DNA polimerasas 1 y 11, entre otras
proteinas. La RNA polimerasa del
hospedero sintetiza un oligonucleo-
tido para iniciar la replicacion de la
cadena temprana. La sintesis se
inicia por la ADN polimerasa I, la
cual incorpora aproximadamente
400 nucleotidos de la cadena
temprana para posteriormente ser
reemplazada por la ADN polimerasa
111, la cual posee mayor capacidad de
incorporacion de nucleotidos. El
cambio entre las ADN polimerasas |
y III se favorece por proteinas unidas

cuos asociados a la familia IncQ; por
ejemplo: los plasmidos RSF1010 de
E. coli (6) y pTC-F14 de Acidithio-
bacillus caldus (14). Los miembros
de esta familia requieren para su
replicacion de tres proteinas codifi-
cadas por el plasmido. Estas protei-
nas promueven el inicio de la
replicacion, en el origen del plasmi-
do, mediante la apertura de las
cadenas de ADN en una region rica
en A+T y la sintesis de oligonucle6-
tidos de ARN como iniciadores de la
replicacion (14).

El origen de replicacion incluye
tres iterones idénticos de 20 pb
(pares de bases), una region rica en
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Figura 4. Caracteristicas de la replicacion por el mecanismo de desplazamiento de la cadena. a)
Origende replicacion y regiones importantes en la replicacion del plasmido pRSF1010de E. coli.
Se muestran las regiones de union de la proteina Rep C (iterones); los sitios de interaccion de Rep
B (repeticiones invertidas ssi) y la region rica en A+T b) Replicacion por el mecanismo de
desplazamiento de la cadena (Modelo propuesto en referencia 6). Los detalles del modelo se

explican en el texto.

G+C de 28 pb y un segmento rico en
A+T de 31 pb. Otras regiones
importantes dentro del origen son los
sitios ssiA y ssiB, los cuales son
repetidos invertidos localizados en
cadenas opuestas (Fig. 4a). Los
iterones y la region rica en A+T
facilitan la apertura de la doble
cadena, mientras que los sitios ssiA 'y
ssiB  favorecen la formacion de
estructuras de tallo y asa, las cuales
son especificamente reconocidas por
la primasa (RepB), codificada por el
plasmido, que sintetiza el oligonu-
cleétido iniciador (15).

El proceso de replicacion se
lleva a cabo por la accion concertada
de las proteinas RepA, RepB y
RepC. También se requieren la ADN
polimerasa III y las proteinas de
union a ADN de cadena sencilla
(SSB). La primera etapa de este
proceso involucra la union de RepC
a los iterones del origen de replica-
cion. Posteriormente RepA, que
muestra actividad de helicasa, se une
alaregionrica en A+T con lo cual se
separan las cadenas de ADN
activando los sitios ssi (Fig. 4b;
etapas1a?2).

El inicio de la replicacion puede

ocurrir de manera independiente en
cualquiera de los sitios ssi, de tal
manera que la replicacion procede de
forma continua con la helicasa RepA
facilitando el desplazamiento de la
cadena original no replicada. Se ha
observado que una replicacion
continua en ambos sitios ssi en
direcciones opuestas origina una
estructura de ADN de doble cadena
semejante a la formada en la replica-
cion tipo theta (Fig. 4b; etapas 3 a 4).
Por otra parte, puede ocurrir la
sintesis desacoplada de ambas
cadenas, lo cual permitiria la
generacion de moléculas de ADN
superenrrollado de doble cadenay de
intermediarios de ADNcs. Estas
moléculas de cadena sencilla pueden
corresponder a cualquiera de las
cadenas y por lo tanto podrian
contener las secuencias ssiA o ssiB.
La replicacion de estos mondomeros
se inicia en el origen ssi expuesto,
con lo que se sintetiza la cadena
complementaria y los monomeros
son convertidos a ADN de doble
cadena. Debido a las actividades de
las tres proteinas Rep codificadas por
el plasmido, su replicacion es
independiente de los factores del
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hospedero que participan en las
primeras etapas del proceso, como la
ARN polimerasa y las proteinas
DnaA, DnaB y DnaC, entre otras
(15).

Los plasmidos que se replican
por el mecanismo de desplazamiento
de la cadena, de manera similar a los
plasmidos RC, son capaces de
replicarse en una gran variedad de
bacterias Gram positivas y Gram
negativas, ademas de transferirse de
manera eficiente. Como resultado
del amplio rango de hospederos y de
su movilidad, estos plasmidos son
considerados promiscuos. Algunos
vectores de clonacion con estas
caracteristicas se han obtenido a
partir de los plasmidos conjugativos
RSF1010 y RP4, los cuales se
replican en bacterias Gram negati-
vas. Sin embargo, se ha establecido
que los plasmidos de la familia IncQ
y otros relacionados, muestran
similitud en las secuencias de los
iterones, con lo cual se han formado
grupos de incompatibilidad (Tabla
II). Esto trae como consecuencia una
disminucion en el nimero de copias
o la segregacion o curacion de los
plasmidos que tienen elementos de
su maquinaria de replicacion en
comun. Lo anterior representa un
inconveniente para el uso de estos
plasmidos en el disefio de vectores
de clonacion (14).

CONCLUSIONES

Los estudios sobre la replicacion de
los plasmidos bacterianos han
revelado una variedad de factores,
algunos codificados por el plasmido
y otros por el hospedero, que son
importantes para este proceso. El
analisis de la replicacion de estos
elementos genéticos provee, por lo
tanto, una ventana muy amplia para
obtener informacién concerniente a
la interaccion entre el plasmido y el
hospedero, y de esta manera enten-
der la capacidad de algunos plasmi-
dos para colonizar diferentes
hospederos. Lo anterior puede tener
implicaciones biotecnoldgicas
importantes, por ejemplo, en la
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busqueda y caracterizacion de con caracteristicas mas eficientes.
vectores de clonaciéon de amplio
rango de hospederos o vectores
binarios, asi como vectores de

expresion con nuevas propiedades o
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PROBLEMA BIOQUIMICO
MECANISMO CINETICO PROPUESTO PARA LA ASPARAGINA
SINTETASA A

Laasparagina sintetasa A cataliza lareaccion de amidacion
del aspartato para formar el aminoacido no esencial
asparagina mediante la hidrolisis de ATP a pirofosfato
(PPi) y AMP. Se han hecho experimentos de velocidad
inicial y de inhibicion por producto, entre otros, para
determinar el mecanismo cinético de la asparagina
sintetasa A de Escherichia coli(1).

Aspartato+ NH, + ATP &> Asparagina + AMP + PPi

En las siguientes tablas se muestran los patrones graficos
de los experimentos de velocidad inicial entre los sustratos
y los patrones de inhibiciéon por producto, tanto los
determinados experimentalmente para esta enzima
trirreactante como aquellos pronosticados para un
mecanismo con una reaccion parcial ordenada (1).

TABLA L.

PATRONES GRAFICOS DE DOBLES RECIPROCOS (LINEWEAVER-BURK:
LB) OBTENIDOS DE LOS EXPERIMENTOS DE VELOCIDAD INICIAL.

Sustrato variable Sustrato fijo variable Patréon grafico (LB)
NH3 Aspartato Paralelas
NH3 MgATP Paralelas
MgATP Aspartato Intersectantes
MgATP NH3 Paralelas
Aspartato MgATP Intersectantes
Aspartato NH3 Paralelas
TABLA’ I1.
PATRONES DE INHIBICION POR PRODUCTO.
Producto Sustrato variable |Pronosticado Experimental
no saturante
AMP NH; Incompetitivo No competitivo
AMP MgATP Competitivo Competitivo
AMP Aspartato No competitivo No competitivo
PPi NH; Competitivo Competitivo
PPi MgATP No competitivo No competitivo
PPi Aspartato No competitivo No competitivo
Asparagina NH; No competitivo No competitivo
Asparagina MgATP Incompetitivo No competitivo
Asparagina Aspartato Incompetitivo Competitivo

Con los datos de las Tablas I y II disefia en un diagrama de Cleland el mecanismo cinético de la asparagina sintetasa de

E. coli.
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HORIZONTALES
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Metabolito fosforilado de la via glucolitica posee un
alto contenido energético, su AG® de hidrdlisis es de -
61.9 kJoules por mol.

Producto de la eliminacién de un grupo fosfato a una
molécula trifosforilada, esta reaccion le genera a la
célula aproximadamente 30 kJoules por mol.

En este grupo de enzimas quedan incluidas todas las
que participan como transportadoras de electrones.
Grupo quimico presente en la mayoria de los

C L
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13
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metabolitos con alto contenido energético.

Asi se llaman a la reaccion en las que los productos
poseen mayor cantidad de energia libre que los
sustratos.

Reaccion que para que se pueda realizar se le necesita
proporcionar energia, tiene un valor de AH positivo.

Ciencia que estudia que el calor resulta del
movimiento desordenado de las moléculas ya que
tienen triple movimiento (traslacién, vibracion y
rotacion).

Se llama asi al conjunto de procesos exergonicos
mediante el cual los seres vivos obtienen energia
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21

25
26

27

28

31

33

35

proveniente de los alimentos ingeridos.

Tipo de energia que se utiliza en la transmision
nerviosa.

Llamadas asi a las reacciones que liberan energia.
Tipo de energia mediante la cual las luciérnagas
activan su luciferina por la presencia del ATP.
Producto final de la transferencia de protones y
electrones desde el primer sustrato hasta el oxigeno.
Se produce ademas del AMP cuando el ATP se

hidroliza (AG°=-35.9 kJoules por mol).
Contenido caldérico de un sistema, sus cambios se
representan por AH, en el caso de la oxidacién de la

glucosa es de aproximadamente 2,800 kJoules por
mol.

La primera ley de la termodindmica, llamada también
ley de la conservacion de la , dice que
aunque hay transformaciones, la energia de un
sistema es constante.

Cantidad de energia necesario para pasar un gramo
de agua, de 15 a 16° C.

VERTICALES

Tipo de reaccion en la cual se realiza la transduccion
de la energia en las células mediante el flujo de
electrones.

Coenzima que interviene en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos en una reaccion de oxidorreduccion,
tieneun valor E°de-0.219 V.

Es parte de la termodinamica, que estudia los
intercambios de energia en los seres vivos.

Se liberan cuando un compuesto o elemento reducido
se oxida, por ejemplo cuando Fe* pasaaFe' .
Proteinas con el grupo hemo, participan como
transportadores electronicos en la respiracion celular.
Asi se conoce a una reaccion que libera calor y tiene
un valor de AG negativo.
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Llamada también coenzima Q, participa como
transportador electronico en la cadena respiratoria; su
reducciéon completa se realiza en dos pasos, un
metabolito intermedio es unradical libre.

Enzimas que participan en reacciones de
oxidorreduccion eliminando pares de hidrogenos de
los sustratos.

Proceso endergdnico mediante el cual se lleva a cabo
la sintesis de metabolitos.

Forma de energia que permite a los seres vivos
desplazarse o contraer un musculo.

Ante la oxidacion de los alimentos es la forma de
energia que participa en la regulacion de la
temperatura.

Tipo de fosforilaciéon en la que estd acoplada la
generacion de ATP con la transferencia de electrones,
desde los sustratos hasta el oxigeno.

En una reaccién quimica de este tipo es cuando hay
pérdida de oxigeno o bien ganancia de atomos de
hidrogeno.

Reaccion en la que se gana oxigeno o bien se pierden
atomos de hidrogeno.

Forma de energia que permite que las moléculas se
transformen; si los productos tienen menor cantidad
de energia que los sustratos, el excedente se libera en
forma de calor.

Las sustancias deben estar de esta forma para que al
oxidarse se pueda realizar la fosforilacion a nivel de
sustrato.

Es la medida del desorden de un sistema y se basa en
la segunda ley de la termodinamica dice que el 6ptimo
equilibrio se obtiene con el maximo desorden.

Es electrofilico, altamente oxidante y tiene gran
avidez por electrones.

Siglas de molécula que en los sistemas bioldgicos
participa en la transferencia de energia entre
reacciones exergonicas y endergonicas.
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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

De acuerdo con la Tabla I, el MgATP y aspartato tienen un
mecanismo cinético secuencial entre ellos. Los mecanis-
mos al azar y ordenado se clasifican como mecanismos
secuenciales debido a que es necesario que los dos sustra-
tos (en el caso de una enzima birreactante) estén unidos a la
enzima de manera consecutiva formando un complejo
ternario para poder llevar a cabo la catalisis. Estos meca-
nismos secuenciales pueden tener diferentes subtipos de
acuerdo a la relacion entre los valores de &, y &, de cada
uno de ellos, ya que puede ser un mecanismo en equilibrio
rapido (k,,, <<< k) o en estado estacionario (k. k). Los
mecanismos secuenciales en general tienen una ecuacion
de velocidad inicial de la siguiente forma (1)

v]A]B]

NN ANANG

Donde es la velocidad inicial, A y B son las concentracio-
nes de los sustratos, } es la constante cinética de velocidad
maxima, es la constante de disociacion del sustrato A, y
son las constantes de Michaelis-Menten para los sustratos
AyB respectivamente.

En el caso del NH,, respecto a los otros dos sustratos,
MgATP y aspartato, el patron grafico de velocidad inicial
es paralelo, lo cual es diagnostico de un mecanismo Ping
Pong. El mecanismo Ping Pong esta clasificado como
mecanismo cinético no secuencial. Es no secuencial
debido a que no es requisito que los dos sustratos estén
unidos al mismo tiempo a la enzima para que se lleve a cabo
la catalisis (1). Estas evidencias sugieren que en este
mecanismo cinético Ter-Ter, existen dos reacciones
parciales; sin embargo, para determinar el orden de unién
de los sustratos y el de liberacion de los productos es
necesario analizar los patrones de inhibicion por producto.

En el caso de los patrones de inhibicién por producto
pronosticados por un mecanismo parcial ordenado (Tabla
II), estos sugieren un mecanismo cinético ordenado entre
MgATP y aspartato y una liberacion del mismo tipo entre
AMP y asparagina. Esta conclusion se obtuvo a partir de
analizar que el AMP es un inhibidor competitivo respecto
al ATP, lo cual sugiere que se unen a la misma forma de la
enzima y s6lo podrian hacerlo si A es MgATP y R el AMP
(ambos se unen a la enzima libre: E), o si fueran C y P,
respectivamente, y se unieran a la forma /' modificada (Ver
esquema 1). Sin embargo, la ultima opcién queda
completamente descartada porque el AMP proviene
directamente del MgATP y no es posible entonces que

primero se libere P (AMP) y luego se una C (MgATP) en
la reaccion “forward”. Asimismo, el PPi muestra un
patrdn de inhibicion de tipo competitivo respecto al NH,,
indicando que se unen a la misma forma de la enzima,
por lo que este par corresponde a Py C respectivamente.
Si efectivamente el AMP es el Gltimo producto en
liberarse, entonces la inhibicion de este producto con
respecto al aspartato deberia ser no competitiva debido a
que se unen a diferentes formas de la enzima y estan
interconectados por pasos reversibles (1). Bajo estas
circunstancias se esperaria una inhibicion incompetitiva
del AMP con respecto a C, debido a que se unen a
diferentes formas de la enzima y existe un paso de
liberacion de producto intermedio entre ellos. En este
caso, B y Q serian aspartato y asparagina y se esperaria
que la asparagina tuviera una inhibiciéon de tipo no
competitivo respecto a C (probablemente NH,) e
incompetitivo respecto a los otros dos sustratos
(aspartatoy MgATP).

De acuerdo con todo el analisis anterior, el patron de
inhibiciéon esperado corresponde con el siguiente
esquema de Cleland.

A B P c Q R
4 v i \ T T
E EA EAMBoFP F  FCoEQR ER E

Esquema 1. Diagrama de Cleland del mecanismo
cinético basado en los patrones de inhibicion predichos
para la asparagina sintetasa. Donde : A= MgATP, B=
aspartato, C= NH,, P= PPi, Q= asparaginay R =
AMP.

Respecto a los patrones obtenidos experimentalmente,
estos no concuerdan con aquellos predichos para un
mecanismo con una reaccion parcial en la que los
sustratos y los productos se unen de manera ordenada.
Las principales diferencias se encuentran en que los
patrones de inhibicion incompetitiva que se predecian no
se presentan y experimentalmente son no competitivos o
competitivos. Otra diferencia notoria es el patron de
inhibiciébn competitiva que existe entre los pares
AMP/MgATP, asparagina/aspartato y PPi/NH,. De
acuerdo con las reglas generales para predecir patrones
de inhibicion por producto (1, 2), la inhibicién
competitiva se observa cuando el sustrato y el producto
son mutuamente excluyentes. La mutua exclusion entre
moléculas puede deberse a que ambas se unen a la misma
forma de la enzima o a que comparten el mismo sitio de
union dentro de la enzima.

De acuerdo con los patrones de inhibicion
determinados experimentalmente para la asparagina
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sintetasa, las inhibiciones competitivas entre
AMP/MgATP y asparagina/aspartato se deben a que estas
moléculas tienen el mismo sitio de union dentro de la
enzima, lo cual es posible atin a pesar de unirse a diferentes
formas de la enzima de acuerdo al mecanismo cinético.
Por otra parte, la inhibiciéon competitiva entre el PPiy NH,
se mantiene tanto en el patron predicho como en el
determinado experimentalmente y puede explicarse como
que ambas moléculas se unen a la misma forma de la
enzimay no necesariamente a que las dos ocupen el mismo
sitio dentro de ella, como es el caso de las moléculas
estructuralmente semejantes (como AMP/ATP y
asparagina/aspartato).

Finalmente, la inhibiciéon incompetitiva entre
asparagina/MgATP, asparagina/aspartato y AMP/NH, no
se observd experimentalmente. Estos patrones
incompetitivos constituyen el diagnoéstico de un paso
intermedio de liberacion de producto dentro de la reaccion
que involucra al par de moléculas que se esta analizando
(1), confirmandose de esta manera que el mecanismo
cinético predicho correspondia a la liberacion ordenada de
la asparagina y AMP. Los patrones de inhibicion no
competitivos determinados para los pares
asparagina/MgATP y AMP/aspartato, sugieren que la
asparagina y el AMP se liberan al azar (esquema 2A), ya
que ambos presentan el mismo tipo de inhibicion respecto a
los sustratos MgATP y aspartato.

Con estos datos, no se puede distinguir si los
sustratos A y B se unen a la enzima de manera ordenada
como se planteo en el esquema 1 o al azar (esquema 2B).
Sin embargo, de acuerdo con los datos experimentales

REB 23 (2): 82-83, 2004

interpretados, existen dos posibles mecanismos
cinéticos que pueden ser evaluados posteriormente
utilizando otra serie de herramientas cinéticas (por
ejemplo: intercambio isotopico, formacion de complejos
sin salida, ensayos cinéticos con combinaciones de
productos y/o sustratos, etc.) para determinar el
verdadero mecanismo cinético de la enzima. De hecho,
se ha propuesto (3) que la enzima tiene un mecanismo
cinético como el que se presenta en el esquema 2A.

A
R Q
0 0
A B P C
E EA EAB &» FP F FC ER E
?
EQR | {
Q R
B
A B
Pl S

EAB-FP F FC
t

EGR | 1
t l
B A Q R
Esquema 2. Diagramas de Cleland de las

diferentes posibilidades de mecanismos cinéticos
basados en los datos experimentales mostrados en la
Tabla Il para la asparagina sintetasa.
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X1l CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A. C. 2004

La Semana de Educaciéon Bioquimica 2004, que se
realizara en el Auditorio Raoul Fournier de la Facultad de
Medicina en la Universidad Nacional Auténoma de
México del 9 al 13 de agosto del presente afio, tendra en sus
actividades durante los dias 9 y 10 al XII Congreso de la
Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C.
y los dias 11, 12 y 13 se llevara a cabo el XXXI Taller de
Actualizacion Bioquimica, ambas actividades organizadas
con el apoyo del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicinade la UNAM.

Una de las funciones de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A. C., es la de dar servicio e
informacion tanto a sus Asociados como a los que no lo
sean, en lo relacionado con la ensefanza de la Bioquimica,
con la publicacion de la Revista de Educacion Bioquimica
y con la organizacion del Congreso Anual.

Al igual que en el afio anterior y tal como se habia
previsto, el tema central del Congreso sera: “Diagndstico
de la Ensefianza de la Bioquimica en México” ya que
solo a través de algunos afos podremos reunir informacion
que nos permita acercarnos a conocer la realidad al
respecto; durante el Congreso habra conferencias magis-
trales y presentaciones libres.

La Asociacion tiene el compromiso ante los bioquimi-
cos del pais, de poseer y en su caso proporcionar informa-
cion de las universidades o centros de ensefianza superior
en donde existan las carreras de Agronomia, Biologia,
Ciencias Quimicas, Enfermeria, Medicina, Nutricion,
Odontologia, Psicologia, Veterinaria, u otra en donde se
ensefie bioquimica.

Por tal razon es importante conocer las caracteristicas
de la materia de Bioquimica en las diferentes escuelas o
facultades del campo bioldgico arriba mencionadas, tal es
el caso de: A) los planes de estudio, B) los diferentes
programas, C) la duracion de ellos, D) los materiales de

apoyo (libros, practicas u otros), E) los indices de inscrip-
cion, F) los porcentajes de acreditacion, G) de reprobacion,
H) de desercidn, etc.

Para realizar el diagndstico propuesto y con la finalidad
de dar mejor servicio, nos estamos dirigiendo por este
conducto a todos los involucrados en el proceso: ya sean
directivos de la correspondiente carrera, jefes de Departa-
mento de Bioquimica, coordinadores de la materia,
organizadores de curso y profesores, para invitarles a que
participen en el XII Congreso de la Asociacion Mexicana
de Profesores de Bioquimica, A. C. presentando sus datos
yaseaen forma oral o en cartel.

Para la participacion es indispensable enviar un resu-
men que deberd ser escrito en letra Arial 10 a 11 puntos, con
una extension maxima de una cuartilla, a espacio sencilloy
con un margen de 2.5 cm por lado. En el resumen se debe
especificar: titulo (a mayusculas), autores y adscripcion,
introducciodn, contenido, resultados, discusion y conclusio-
nes. Le pedimos cuidar su presentacion y ortografia pues
los resumenes serdn publicados en las memorias que se
elaboraran en ocasion del XII Congreso tal y como se
envien.

Al original de su trabajo, el cual no debera tener borro-
nes ni tachaduras, se anexaran de tres copias del mismo,
ademas de la forma de registro y de la fotocopia del pago de
su inscripcion al Congreso deberd enviarse sin doblar por
correo al apartado postal de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica o entregarlos personalmente a la
Sra. Marivel Garcia Rojas, en las oficinas de la Asociacion
en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina, UNAM. Los trabajos también podran enviarse
por correo electronico a cualquiera de las direcciones abajo
mencionadas; no se aceptaran envios por Fax. Se sugiere
que la presentacion del resumen se apegue al siguiente
ejemplo:
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LOS APOYOS DIDACTICOS EN LA ENSENANZA DE BIOQUIMICA
EN LA FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA
UNIVERSIDAD DEL DESIERTO.

Isabel Trujillo Mier, Mariano Rodriguez Anaya y Carlos Baez Macias. Departamento de Bioquimica, Facultad
de Agronomia, Universidad del Desierto. Av. LluviaNo.22, Acueducto, S. L. P.

RESUMEN...

Fecha limite para el envio de resumenes: 8 de Julio de
2004.

COSTOS

Socios:
Inscripcidon y pago de

Membresia anual MN $300.00

Nosocios:

Inscripcion MN $350.00

El pago debera hacerse en Sucursales del Banco BBVA
Bancomer a nombre de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A. C. en la cuenta 0133718123
Sucursal Perisur (3517).

Enviar sus resimenes junto con una copia de su deposito
con sellos bancarios visibles, a: Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A. C. al Apartado Postal 70-
281, C. P. 04510, México, D. F. o entregar a Sra. Marivel

Rojas Garcia en el Departamento de Bioquimica, Facultad
de Medicina, UNAM.

INFORMES: reb@bqg.unam.mx Teléfono: 01 (55) 5623-
2170 Fax:01(55)5618-2419

COMITE ORGANIZADOR DEL CONGRESO

Dra. Yolanda Saldafia Balmori

balmori@laguna.fmedic.unam.mx

Dra. Virginia Sanchez Meza

sanchezvicky@hotmail.com

Dra. Rocio Salceda Sacanelles

rsalceda@ifc.unam.mx
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Xll Congreso de la Asociacion Mexicana de Profesores de

Bioquimica, A. C.
9y 10 de agosto de 2004, Auditorio Raoul Fournier, Facultad de Medicina, UNAM

FORMA DE REGISTRO

Nombre Apellidos

Miembro de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. Si[ | Nol[ |

Jefe de Departamento | Coordinador de la materia [ Profesor [

Nombre de la materia

Departamento

Escuela o Facultad

Universidad

(Conoce la Revista de Educacion Bioquimica (REB), antes BEB ? Si | | No [ ]
(Larecibe? Si| | Nol[ | En caso de no recibirla ;le gustaria recibirla? Si[ |No[ |

La REB estara disponible en Internet en proxima fecha, para incluirlo en el directorio envienos su o
sus:
Correo(s) E:

Domicilio Institucional

Calle y

Numero

Colonia Ciudad

Estado C.P Teléfono Fax

Domicilio Particular
Calle y Numero
Colonia Ciudad

Estado C.P. Teléfono Fax

Sitio donde desea recibir su correspondencia: Domicilio institucional [ | Domicilio particular[ |

Trabajos enviados al Congreso
Numero de resumenes enviados:
Titulo de el o los trabajos:

Indique la forma en que desee hacer su presentacion: Oral [ ]  Cartel [ ] Indistinto [ ]
Pago realizado a la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. MN §| \
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PROGRAMA

Lunes 9 de agosto de 2004

8:00 11:00h

11:00 11:15h

11:15 12:15:h

12.15 12:30h

12:30 13:30h

13:30 14:30h

14:30-16:00h

16:00 17:00h

17:00 17:30h

17:30 18:-30h

Registro e Inscripciones.

INAUGURACION dela Semana de Educacién Bioquimica 2004
Dr. José Narro Robles, Director de la Facultad de Medicina, UNAM

Conferencia

EL TRIPANOTION Y LA TRIPANOTION REDUCTASA DE Entamoeba histolytica: UN
NUEVO “BLANCO” A DROGAS.

Dr. Raul N. Ondarza Vidaurreta, Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina,
UNAM y Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas, Instituto Nacional de Salud
Publica.

RECESO

Conferencia . ,

ESTRATEGIA DE EVALUACION CURRICULAR EN BIOQUIMICA

Dr. Federico Martinez Montes, Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM
Presentaciones de trabajos (15-20 min cadauno).

RECESO

Conferencia

LAS MITOCONDRIAS EN LA HERENCIA MATERNA

Dra. Graciela Meza Ruiz, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

RECESO

Presentacion del Observatorio de Visualizacion, UNAM “Ixtli”en la
Direccion General de Servicios de Computo Académico, UNAM

Martes 10 de agosto de 2004

11:00-12:00h

12:00-13:00h

13:00-13:15h

13:15-14:30h

14:30-16:00h

16:00 18:00h

18:00 19:00h

19:00h

Conferencia . .

ANDROGENOS Y PROGESTINAS SINTETICAS EN CANCER DE MAMA

Dr. Gregorio Pérez Palacios, Coordinador de Investigacion, Facultad de Medicina, UNAM
Conferencica ) .

CIENCIA Y EDUCACION: EL CONFLICTO HUMANO-TECNOLOGICO

Dr. Leopoldo de Meis, Departamento de Bioquimica Médica, Instituto de Ciencias
Biomédicas, Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil

Receso

Presentaciones de trabajos (15-20 min cadauno.)

RECESO

Presentaciones de trabajos (15-20 min cadauno.)

CARTELES

CLAUSURA del XII Congresodela Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C.
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ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A C.

CONVOCATORIA PARA NUEVOS SOCIOS

Se invita a los profesores de Bioquimica y ciencias afines, de los distintos centros educativos del pais a inscribirse

como miembros activos.

Requisitos:
1.- Ser Profesor de Bioquimica o materia afin
2.- Presentar carta solicitud
3.- Ser propuesto por dos socios activos
4.- Presentar curriculum vitae el cual sera evaluado por la Comision de Admision
5.-Pago de registro MN $ 200.00 (el pago debera hacerse en las sucursales del Banco BBVA Bancomer a nombre
de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A C en la cuenta 0133718123 Sucursal Perisur (3517)
en México, D F y entregar comprobante)
Beneficios:
1.- Durante la asistencia al Congreso Anual de la Asociacion:
a) Actualizacion en diversos temas.
b) Establecer lazos de comunicacion entre los docentes a nivel nacional.
¢) Informacion editorial de libros de bioquimica.
d) El pago anual de su membresia incluye un descuento en el pago de la
inscripcion al Congreso.
2.- Acceso a informacion de interés:
a) Derecho a recibir la Revista de Educacion Bioquimica (REB).
b) Acceso a un banco de preguntas de la materia.
¢) Apoyos didacticos para la imparticion de la clase.
d) Nombres y direcciones de los miembros de la Asociacion.
e) Acceso al directorio de Departamentos de Bioquimica de diferentes
universidades.
f) Disponer, una vez elaborado, de un catalogo de informacion de programas de
bioquimica.
3.- Asesoria para la elaboracion de posibles publicaciones en la REB.
4.- Vinculo entre la Sociedad Mexicana de Bioquimica, A C y las universidades del pais,

para la organizacion de cursos de difusion, seminarios, platicas o conferencias.
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XXXI TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA

Departamento de Bioquimica Facultad de Medicina, UNAM
Auditorio Rall Fournier, del 11 al 13 de agosto de 2004.

MIERCOLES

JUEVES

VIERNES

8:30-9:30
Registro e Inscripciones

9:00-10:10
Dr. Rogelio Hernandez
Instituto Nacional de la Nutricién

9:30-10:00

“Inmunopatologia de la

9:00-10:10
Dr. Guillermo Elizondo:
CINVESTAV, IPN
“Uso de Ratones Transgénicos

Dr. Leopoldo De Meis
Universidad Federal de Rio de Janeiro,
Brasil

“El mecanismo de transduccion
de energia en sistemas

INAUGURACION tuberculosis pulmonar en la Farmacologia y
experimental” Toxicologia”
10:00-11:15 10:10-11:20 10:10-11:20

Dr. Julio Polaina
Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Valencia, Espana
“Ingenieria molecular de
enzimas implicadas en la

Dr. Luis Vaca
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
“RNA interferente: una
herramienta y un novedoso
mecanismo de regulacion

Dr. Alfredo Saavedra
Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo

“Papel patofisiolégico del 6xido
nitrico mitocondrial”

biolégicos” digestion de carbohidratos” génica”

11:15-11:40 11:20-11:40 11:20-11:40
RECESO RECESO RECESO

11:40-12:50 11:40-12:50 11:40-12:50

Dr. Gustavo Viniegra
Universidad Autbnoma Metropolitana:
Iztapalapa
“La ingenieria metabolica

la bioquimica (el caso de la
glucdlisis)"

requiere una nueva didactica de

Dr. Félix Recillas
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
“Participacion de la estructura

de la cromatina en la requlacion
de la expresion génica”

12:50-14:00
Dr. Ricardo Tapia
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
“Mecanismos de

12:50-14:00
Dra. Rosario Muioz
Facultad de Quimica, UNAM
“Genio y figura de la betaina

12:50-14:00
Dra. Estela Sanchez
Facultad de Quimica, UNAM
“Mecanismos de control

Medicina, UNAM)

Neurodegeneracion” aldehido deshidrogenasa” traduccional en plantas”
14:00-16:00 14:00-16:00 14:00-14:20
COMIDA COMIDA CLAUSURA
16:00-17:00 16:00-17:00
Dr. Leopoldo De Meis Dr. Gustavo Viniegra
Universidad Federal de Rio de Janeiro, UAM: Iztapalapa
Brasil "La ingenieria metabdlica
“La mitocondria en 3 actos” | requiere una nueva didactica de
Proyeccion de audiovisual la bioquimica (el caso de la
comentado por el propio autor. glucdlisis)". Segunda Parte
(Auditorio Guevara Rojas, Fac. 17:00-18:00 17:00-18:00

Dr. Fernando Basurto
Universidad del Estado de Morelos
Presentacion: “La Guia
Interactiva de Quimica”

Dra. Geneviéve Lucet
Dir. Gral. Computo Académico, UNAM
“Realidad Virtual como una

herramienta para el desarrollo

18:30-19:30
Dra. Geneviéve Lucet
Dir. Gral. Computo Académico, UNAM
“Realidad Virtual como una
herramienta para el desarrollo
de las ciencias Biomédicas I”
Sala Ixtli, en DGSCA

18:30-19:30
Dra. Geneviéve Lucet
Dir. Gral. Computo Académico, UNAM
“Realidad Virtual como una
herramienta para el desarrollo
de las ciencias Biomédicas II”
Sala Ixtli, en DGSCA

de las ciencias Biomédicas IlI”
Sala Ixtli, en DGSCA
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CORRESPONSALES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

Si eres miembro de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C o suscriptor de la REB y
vives fuera de la Ciudad de México, te invitamos a que
seas corresponsal de nuestra revista en el sitio donde
radiques.

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

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

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

5. DE LOS CORRESPONSALES

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

5.b) Uno de los editores se encargara de la coordina-
cion de los corresponsales y de la comunicacion con ellos
para lograr que los objetivos se cumplan. El puesto sera
rotatorio y se cambiara cada dos o cuatro afios, de acuerdo
con el Comité Editorial.

5.c) La proposiciéon de corresponsales se hara,
mediante documento firmado por cuando menos dos de
los editores, que se acompafara con el Curriculum vitae
del candidato propuesto.

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

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

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

5.g) El Comité Editorial dara el crédito correspondien-
te a los corresponsales en la Revista en el formato que el
propio Comité decida.

5.h) La salida de un corresponsal puede ser por
renuncia voluntaria. presentada por escrito, o bien por
acuerdo del Comité Editorial, después de la evaluacion de
sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

5.1.a) Envio a través del Coordinador de
Corresponsales de al menos una contribucion propia o de
su comunidad al afio y de las noticias relevantes de su
localidad o region.

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

5.1.c) Colaboracion en la promocion, difusion y
distribucion de la REB entre los miembros de su comuni-
dad.

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

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

Por favor, dirige tu correspondencia a la Coordinadora
de Corresponsales, Apartado Postal 70-253, México,
04510, DF, MEXICO, o bien al teléfono 5622-5669 y
Fax:5622-5607; correo E: rsalceda@ifc.unam.mx

Dra. Rocio Salceda Sacanelles
Coordinadora de Corresponsales de la REB
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

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

1)

2)

3)

4

5)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para computadora, escrito
en el procesador de textos Word, con una extension maxima de 15
cuartillas a doble espacio (27 renglones por cuartilla y 70
caracteres por renglon). Este debera ir acompaiiado de tres
impresiones del articulo y de la solicitud para su publicacion,
firmada por cada uno de los autores.

El trabajo debe iniciarse con el titulo del articulo, nombre de los
autores, iniciando por nombre propio completo y marcado como
pie de nota, la afiliacion del o los autores (por ejemplo: departa-
mento e institucion), domicilio. codigo postal, ciudad, estado,
pais, teléfono, fax y correo electronico en caso de tenerlos. Debe
incluirse cuatro renglones mas abajo, un titulo breve con un
maximo de 60 caracteres incluyendo los espacios, para insertarlo
como cabeza de pagina.

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

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

Fraga C G y Oteiza P 1 (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricion y participacion en la prevencion de ciertas
patologias. Bol. Educ. Bioq 7/4:12-17

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

Losarticulos en libros deberan citarse de la siguiente forma:

Word K J (1992) Tolerance to alloantigens. En: The molecular
biology of immunosuppression . Editor: Thomson A W. John
Willey and Sonsd Ltd, pp81-104.

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

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

Se aceptaran como maximo seis ilustraciones, figuras mas tablas,
las cuales deberan estar dibujadas sobre papel albanene con tinta

6)

7

1)

2)
3)

4

china o bien impresiones laser o presentarse como fotografias en
blanco y negro sobre papel brillante, cuya localizacion debera
estar seflalada en el texto. La limitacion en el nimero de figuras, de
tablas y referencias, obliga a los autores a que se seleccionen
aquellas que sean realmente importantes e informativas. Las
figuras se deberan numerar con arabigos y las tablas con romanos.
Las leyendas y los pies de figuras se deberan adicionar en una hoja
aparte. Se debera considerar que las figuras y las tablas se reduciran
de tamafio, aproximadamente a la mitad o a un cuarto de las
dimensiones de una hojacarta; las letras y nimeros mas
pequeiios no deben ser menores a los dos milimetros. Las tablas se
deberan presentar conforme alguna de las publicadas en los
nameros de 2002. En caso de emplear figuras previamente
publicadas, debera obtenerse el permiso para su publicacion. Las
figuras dentro del texto deberan mencionarse con minusculas, la
palabra entera y sin paréntesis; cuando se haga referencia a ellas
debera citarse asi (Fig. X) numerandolas con arabigos. Las tablas
siempre llevaran la inicial maytscula y se numeraran con romanos.

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

Se recomienda revisar los niimeros recientes para familiarizarse
conel estilo de larevista.

I1. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado;
desde resimenes de articulos interesantes, relevantes o significa-
tivos, informacion de tipo general, avisos de reuniones académi-
cas y cursos, bolsa de trabajo, comentarios o erratas de articulos
publicados previamente, etcétera.

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

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

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

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

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