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LAS MUJERES “NOBELES”

El afio de 2004 sera memorable por un hecho inusitado:
tres mujeres de los 8 laureados que recibieron el Premio
Nobel: la austriaca Elfriede Selinek, el de Literatura; la
Keniana Wangari Mathai, el de la Paz y la estadouni-
dense Linda Buck el de Fisiologia (o Medicina)
compartiéndolo con Richard Axel.

Tanto Wangari como Linda provienen del area quimico-
biologica, lo cual es todavia mas sorprendente, gratifi-
cante e inspirador para quienes nos dedicamos a la
investigacion en esos campos.

Es dificil resistir la tentacion de mirar al pasado y no
hacer un recuento de las mujeres “nobeles”. Impresiona
descubrir que los hasta ahora otorgados en Quimica,
Fisica o Medicina (Fisiologia) suman apenas 12,
contrastando con los recibidos por mujeres en Literatura
y la Paz , que son 22; ambos no constituyeron ni el 5%
del total otorgados desde el inicio de los Premios Nobel.
El Premio Nobel de Economia todavia no se recibe por
ninguna mujer.

Un analisis profundo de estas cifras, escapa al propdsito
de este escrito. La intencion del mismo es mas bien
resaltar los méritos de las 7 mujeres que han sido
homenajeadas con el Premio Nobel en Medicina o
Fisiologia.

El primero de ellos en 1947, para Gerty Theresa Cori, lo
compartio con su esposo, Carl Ferdinand y Bernando
Houssay por sus estudios en el metabolismo de los
carbohidratos. Rosalia Yalow, en 1977, recibid el
Premio por el desarrollo de los inmunoensayos para las
hormonas peptidicas y Barbara Mc Clintock los obtuvo
en 1983, por sus descubrimientos en la movilidad de los
elementos genéticos. En ambos casos fueron las tnicas
receptoras sin compartirlo con nadie mas.

En los afios siguientes, 1986, 1988 y 1995 las 3 mujeres
ganadoras lo han compartido. Asi, fueron Stanley
Cohen y Rita Levi- Montalcini; James W. Black,
Gertrude B. Elion y George H. Hitchius; Edward B.
Lewis, Christiane Niisslein-Volhard y Eric F. Wies-

chaus, en los respectivos afios, por sus aportaciones en el
descubrimiento de los factores de crecimiento nervioso y
epitelial, los principios de la terapéutica y el control
genético durante el desarrollo embriologico temprano,
respectivamente.

Ninguna mujer antes que Linda Buck habia sido galardo-
nada por ocuparse de la Biologia de los receptores
sensoriales; Linda estudia el sistema olfatorio y compartid
con Richard Axel el Premio Nobel de Medicina o Fisiolo-
gia en el 2004 por sus descubrimientos en los receptores
periféricos moleculares de las sustancias odoriferas y sus
efectos en las vias centrales del olfato.

El proceso por el cual el receptor periférico recibe la
informacién odorifera y la transmite al cerebro, para que
éste se de cuenta de que esta “oliendo” e identifique el
olor, es muy complejo, y numerosos grupos de investiga-
dores se han abocado a estudiarlo en diferentes modelos
experimentales.

Lo que Linda Buck y Richard Axel descubrieron es que en
las células olfatorias del epitelio sensorial nasal, existen
receptores, proteinas embebidas en las membranas, que
reconocen a los diferentes componentes quimicos que
constituyen a los distintos olores. Cada célula olfatoria
detecta un s6lo componente. Al hacerlo envia una senal
eléctrica que pasa por distintos relevos hasta llegar a la
corteza olfatoria del cerebro. En esas neuronas es donde se
integra esa informacion, combinandose en un patrén que
es caracteristico de cada olor. Los receptores moleculares
olfatorios son codificados en una familia de cerca de 1,000
genes, cuyas combinaciones y expresion dara por resulta-
do el proceso descubierto por Linda y Richard.

Este estudio inspirard a muchos otros investigadores (e
investigadoras) que se dedican al olfato y a otro receptor
sensorial quimico no menos intrincado, que es el “gusto”.

Dra. Graciela Meza Ruiz
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.
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PAPEL DE LAS ISOFORMAS DE LA PROTEINA
INHIBIDORA IkB EN LA ACTIVACION DEL
FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-«B*

RESUMEN

Las proteinas inhibidoras kB regulan la actividad del

factor transcripcional NF-kB al permitir su translocacion
al nucleo tras su degradacion especifica. Practicamente
todas las vias de transduccion de sefiales que involucran

NF-kB, incluyen la fosforilacion, ubiquitinacién y
degradacion de IkB por parte del proteosoma. Se han
identificado al menos seis isoformas de IKB, que son
capaces de interactuar a su vez con distintos heterodime-
ros de NF-kB. Las isoformas IkB-o, IkB-f y IkB-¢
responden a los estimulos clasicos que activan a NF-kB
como citocinas inflamatorias y antigenos bacteria-
nos. La degradacion diferencial de estas isoformas
no solo determina la velocidad de translocacion del
factor sino que también liberan diferentes pozas de
homo y heterodimeros NF-kB. Por su parte las
isoformas IkB-¢ y Bcl-3 son especificas de ciertos tipos
celulares, en particular de lineas mieloides y parecen ser
relevantes en un control fino de NF-kB durante el
desarrollo y diferenciacion del sistema inmune.

PALABRAS CLAVE: Factores de transcripcion, proteinas
inhibidoras, proteosoma, inmunidad innata, citocinas
inflamatorias, familia Rel

Lucia Nikoraia Lorez BojorRQUEZ

ABSTRACT

The IkB inhibitory proteins regulate the NF-kB trans-
cription factor activity by controling its traslocation in to
the nucleus. All NF-kB mediated transcription pathways
involve the phosoporylation, ubiquitination and degra-
dation of IkB. There are six reported isoforms able of
interacting with different NF-kB dimers that inhibit their
activity. The isoforms that are degraded in response to
classical stimuli, such as inflammatory cytokines, and
bacterial antigens are IkB- o, IkB-f3 and IkB-€. These
inhibitors are processed by different time courses and
release different NF-kB pools. On the other hand, the
isoforms IkB-¢ and Bcl-3 are restricted to specific
cellular types, in particular to those from the myeloid

lineage and allow a fine-tuning regulation during
immune system development and differentiation.

KEY WORDS: Transcription factors, inhibitory proteins,
proteosome, innate immunity, inflammatory cytokines,
Rel family

INTRODUCCION

El factor de transcripcion NF-kB se ha
convertido en una de las proteinas
reguladoras mas estudiadas de los
ultimos 10 afios. Fue descubierto
como parte de la maquinaria de
transcripcion de los genes de la cadena
K de las inmunoglobulinas en linfoci-
tos B (de ahi su nombre). Ahora se le
reconoce un papel privilegiado en la
sefalizacion de una gran variedad de
fenomenos celulares. El sistema NF-

KB participa en la transcripcion de la

mayoria de los genes involucrados en
la respuesta inmune innata, por lo que
su activacion es crucial tanto para la
secrecion de productos pro-
inflamatorios por parte de los
macréfagos, como para la activacion
endotelial.

NF-xB estd constituido en
realidad por homo y heterodimeros
que componen un factor de transcrip-
cion funcional que regula la expresion
genética al unirse a secuencias
especificas localizadas en la region
promotora de los genes blanco. Es

* Recibido: 11 de mayo de 2004

Aceptado: 05 de octubre de 2004

Instituto de Fisiologia Celular UNAM Apartado Postal 70-243 México D.F. 04510

Correo E: llopez@ifisiol.unam.mx

importante mencionar que la mayor
parte de los procesos de activacion
conocidos se dan en respuesta a
estimulos extracelulares y que es un
factor de transcripcion cuya actividad
se induce en pocos minutos. Su rapida
activacion resulta del hecho de que en
la mayoria de las células hay grandes
cantidades de este factor, que sin
embargo, se encuentran en un estado
inactivo.

La familia de factores NF-xB
regula la expresion de una gran
variedad de genes, en particular
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aquellos relacionados con el sistema
inmune y el control de la proliferacion
celular. NFxB es un homo/hete-
rodimero constituido por diferentes
subunidades proteicas que se agrupan
dentrodela familiaRel.

Lafamilia Rel incluye genes que
han permanecido altamente conserva-
dos durante la evolucion de vertebra-
dos. En mamiferos se han descrito
varias proteinas Rel: p65 también
denominada RelA, c-Rel, RelB, p105
(la cual es el precursor de p50) vy
p100 (de donde proviene p52).Se han
descrito también homodlogos de
miembros de la familia Rel en
Drosophila, plantas e incluso en
levaduras (1). Todas las proteinas de
esta familia tiene una region conser-
vada de 300 aminodcidos en el
extremo N llamado dominio Rel que
es responsable de la dimerizacion, la
union a ADN y la interaccion con las
proteinas inhibidoras IxB (2).

Como ya se menciono, los
factores de transcripcion inducibles,
generalmente estan asociados a
mecanismos que permiten su funcion
solamente en respuesta a un estimulo
externo. El caso de NF-kB es un
ejemplo interesante de como un factor
de transcripcion puede ser activado y
desactivado mediante un complejo
mecanismo que implica la interaccion
con otras proteinas reguladoras.

Esta revision aborda aspectos que
tienen que ver casi exclusivamente
con los mecanismos que regulan a la
familia de proteinas inhibidora IxB,
mas que sobre el funcionamiento del
factor NF-xB, mismos que se abordan
en otra revision de cardcter mas
general y que se complementa con la
presente (3).

El sistema NF-xB/IxB

De manera constitutiva, los dimeros
NF-kB se encuentran secuestrados en
el citoplasma como moléculas
inactivas formando un complejo con
proteinas inhibidoras de la familia
IkB. En sus extremos carboxilos de
las subunidades de NF-«B contienen
secuencias de aminoacidos que actiian

Cinasa de IkB
(IKK)

Maquinaria de
ubiquitinacion

Translocacion
al nicleo

M

Activacion de
la trasncripcién

4—

141

Degradacion en
el proteosoma

FIGURA 1. Mecanismo clisico de activacion de NF-xB. La fosforilacion y subsecuente
degradacion de la proteina inhibidora IxB, es necesaria para la translocacion del factor al niicleo.
En esta figura se muestra tanto la activacion de NF-«B que depende de la degradacion total de
IxB, como la activacion dependiente de la degradacién parcial del precursor p105.

como péptidos sefial o secuencias de
localizacién nuclear (NES+), que
determinan su destino nuclear. Esto
quiere decir que si bien el factor se
sintetiza en el compartimiento
citoplasmico, su eventual transloca-
cion al nucleo es el resultado de la
exposicion de los péptidos sefal. La
interaccion con IkB oculta una de las
dos secuencias que determinan el
destino nuclear de NF-«B, de manera
que para alcanzar su destino nuclear,
debe primero disociarse de IkB. La
translocacion al nucleo ocurre en
respuesta a varios estimulos que
finalmente convergen en mecanismos
moleculares que favorecen la separa-
cion de NF-xB de su inhibidor IxB.
Diversas evidencias experimentales
sugieren que la activacion de NF-kB
solo requiere de la exposicion de la
secuencia de destino nuclear.

Los pasos necesarios para la trans-
locacion de NF-kB al nucleo son:

fosforilacion, ubiquitinaciéon y
degradacion de la proteina inhibidora
IkB en el proteosoma (Fig. 1). Una
vez en el nacleo, el factor se une a la
region promotora de los genes blanco
y activa la transcripcion. Este circuito
regulatorio es la razon por la que el
estudio de la regulacion de NF-xB se
ha centrado, sobre todo, en los
procesos de fosforilacion de la
proteina inhibidora IkB y del control
de sudegradacion.

Existen mecanismos alternativos
de liberacion de NF-kB independien-
tes de los IxBs. Uno de estos mecanis-
mos concierne al origen de las
subunidades p50 y p52, que se
producen a partir de precursores de
alto peso molecular (p105 y pl100
respectivamente). A estas formas se
les ha descrito como moléculas NF-
kB Tipo I (Fig. 2) cuyo extremo C
contiene repeticiones de anquirina
que ocultan las secuencias de localiza-
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Familia NF -KB /Rel

Dominio del factor

A

de transcripcién

Dominio de la proteina
inhibidora

v

A
v
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P50/p105
Tipo I P52/p100 Dominio Rel N I I I I I I .I
Relish
Unién a DNA secuencia PEST
Unién a IxB
Dimerizacion
P65
Rel B Dominio Rel
Tipo II c-Rel N
Dorsal
Dif
Transactivacion
Proteinas IxB
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& IkB-0. 317 aa 36Kda .
= 1
g
& IkB-B  359aa 45Kda ss I” I”.
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¥
IkB-¢ 500aa 46Kda ss III III
IkB-y 507aa 47Kda """ll
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p105 y p100 Dominio Rel I I I I I I.I

secuencia PEST

FIGURA 2. Estructuras de los distintos miembros de la familia Rel y de la familia IxB . G: sitio
ricoen glicina P: sitio consenso de fosforilacion N:secuencia de localizacion nuclear (modificada

de referenciab).

ci6n nuclear del extremo amino de la
misma proteina en la que se encuen-
tran. Esta particular regulacion se
discutira mas adelante.

La fosforilacion de IkB es
responsabilidad del complejo multi-
proteico IKK (por las siglas en inglés
de IkB kinase). La btisqueda de esta
cinasa fue motivo de intenso estudio
durante la década de los 90, ya que las
evidencias bioquimicas apuntaban a
que se trataba de una cinasa de muy
alta especificidad por los miembros de
la familia IkB. El complejo IKK
contiene dos subunidades cataliticas
(IKK-o ¢ IKK-B) y una sub-unidad
reguladora (IKK-y, también denomi-
nada nemo) (4). Ya que la fosforila-

cionde las distintas isoformas de IkB
constituye el punto medular de su
regulacion, el estudio de esta cinasa ha
cobrado interés particular en los
ultimos afos. En uno de los escenarios
mejor estudiados, IKK es activada por
la cinasa NIK (NF-kB inducible
kinase) quien responde directamente a
la accion de citocinas como TNF-a o
de IL-1PB a través de sus receptores
membranales. La interaccion del
complejo IKK con sus sustratos (los
diferentes miembros de la familia
IxB) y la fosforilacion de dos residuos
conservados de serina en todas las
isoformas de kB, constituye la sefial
primaria que determina su degrada-
cion (5). Las dos cinasas del complejo

Lucia Nikolaia Lopez Bojorquez

IKK actian de manera independiente
y se activan en forma diferencial,
dependiendo del estimulo, asi por
ejemplo, en respuesta a TNF-a o IL-
1B seactivan las cinasas IKK-f.

La regulacion de la actividad de
NF-«B ha resultado ser sumamente
compleja, dada la gran cantidad de
combinaciones que presenta el
sistema: 1) Si bien hay una gran
cantidad de heterodimeros p65/p50
también existe un variedad de
heterodimeros como p65/cRel e
incluso homodimeros p50/p50. 2) Se
han descrito diferentes variantes de la
secuencia blanco kB que unen de
manera diferencial a los diferentes
tipos de homo y heterodimeros, no
siempre activando la transcripcion del
gen en cuestion. 3) Los diferentes
homo y heterodimeros se pueden
asociar con las diferentes isoformas
de la familia de IkB. 4) Diferentes
estimulos extracelulares encienden
diferentes procesos de activacion de
los miembros del sistema NF-xB
generando diferentes perfiles de homo
y heterodimeros activos.

Por lo tanto, cuando nos referimos
al factor NF-kB incluimos a una
familia de homo y heterodimeros
cuyos distintas arreglos, producen
efectos transcripcionales diferentes
entre si y que incluso pueden llegar a
ser antagonicos.

La estructura de IxB

El complejo IkB-NF-«B ha sido
cristalizado y su estructura molecular
ha sido resuelta con detalle (6). El
tamafo de las distintas isoformas de
IxB es de 35 a 70 kDa es decir, su
tamafo es menor que el que forma el
dimero NF-xB (entre 90y 120 kDa).
Todas las isoformas de IxB
descritas hasta el momento son muy
semejantes en estructura tridimensio-
nal aunque tienen distinto numero de
dominios repetidos de anquirina que
constituyen el sello caracteristico de
la molécula, y que forman los sitios de

interaccion con NF-kB.

Cabe recordar que los precursores
de p50 y p52 presentan también estos
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dominios repetidos de anquirina, por
lo que puede considerarse que en esas
moléculas la funcién de la proteina
inhibidora y la del factor de transcrip-
cion forma parte integral de una sola
cadena peptidica.

La familia IxB

Mucha de la investigacion bioquimica
acerca del mecanismo de accion del
sistema NF-«B se ha enfocado no solo
al funcionamiento del factor en si,
sino en gran medida a caracterizar a
las distintas isoformas de IxB existen-
tes y a la busqueda de otras nuevas. La
razén de esto resulta evidente en el
sentido de que las diferencias que
existen en la activacion de NF-xB
estan basicamente dirigidas a diferen-
cias en la regulacion de la fosforila-
cion y degradacion de las proteinas
IxB que secuestran distintas poblacio-
nes del factor. En esta seccion se
describen generalidades y particula-
ridades concernientes a cada una de
las isoformas de IkB identificadas
hasta el momento en células de
mamiferos.

Se han caracterizado al menos seis
isoformas de la proteina inhibidora
IxB. Las mejor caracterizadas son
IkB-a e IkB-f que se encuentran en
practicamente todos los tipos celula-
res y que por tanto son responsables de
regular la mayor parte de los efectos
de NF-kB. La otra isoforma que en los
ultimos dos afios ha cobrado relevan-
cia es IkB-g, que participa en respues-
tas bifasicas que estan probablemente
mas restringidas a estimulos especifi-
cos. A estas tres isoformas se les
denomina IkB’s pequenas. El cuarto
miembro de esta familia es [kB-y, de
la cual se conocen un par de variantes.
IkB-y proviene del mismo gene que
genera al precursor pl105, que al ser
procesado proteoliticamente, genera a
la subunidad p50, cuya expresion se
restringe a ciertos tipos celulares. Por
ultimo se encuentra Bcl-3 que
secuestra unicamente a los homo-
dimeros p50 , p52 vy al hetrodimero
p50/p52.

IxB-a

Esta isoforma fue la primera en ser
descrita y es también la mejor caracte-
rizada. Fue identificada originalmente
junto con IkB-B a partir de una
purificacion parcial. Tiene la cinética
de degradacion mas rapida de estas
proteinas. En casi todos los tipos
celulares donde se ha probado, tanto el
TNF-a como el PMA y la IL-1p,
inducen una rapida y completa
degradacion de IkB-o desde los 5
min. Sin embargo, la ausencia de IxB-
o, es transitoria ya que 1 h después de
haber sido degradada aparecen
nuevamente niveles detectables de
proteina. Los ensayos de analisis de
hibridacion de ARN mensajeros por
“Northern Blot” han demostrado que
tras la fase de degradacion, existe un
incremento significativo en la
transcripcion y la sintesis de novo de
la proteina. Ademas, gracias a que su
promotor presenta sitios kB y hay una
regulacion positiva de su transcrip-
cion durante las siguientes 24 h que
reestablecen los niveles citoplasmi-
cos. La transcripcion de IkB-o esta
sujeta entonces a un circuito auto
regulatorio inductor por ser uno de los
primeros genes que se transcriben tras
laentradade NF-xB alnucleo.

Este mecanismo es un ejemplo
interesante dentro de la biologia
molecular, de como un factor de
transcripcion puede regular su propia
actividad al promover la sintesis de la
proteina que lo inhibe. Si bien existen
otros ejemplos en la literatura, el caso
NF-xB/IxB ha sido estudiado con
particular atencion.

Laestructura de IkB-a consiste de
un dominio central con seis repe-
ticiones de anquirina esenciales para
su interaccion con el factor. En los
primeros 35 residuos del extremo
carboxilo estd contenida la region
PEST, rica en residuos de amino-
acidos cargados negativamente, e
indispensable para su degradacion en
respuesta a diferentes estimulos. En el
extremo amino, se encuentran los
residuos de serina (ser 32 y ser 36)y
de lisina (lis 51 y lis 52) sobre los que
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recaen las sefales que regulan su
actividad y también en esta region se
encuentran los dominios de la
proteina que enmascaran las sefiales
de localizacion nuclear de NF-xB (7)

IxB-a regula ademas la actividad

nuclear de NF-xB, gracias a la
presencia, unica dentro de la familia
IkB de secuencias de exportacion
nuclear (NES) capaces de unir al
receptor nuclear CRM 1. La mutacion
de estas secuencias de localizacion
nuclear que contiene IkB o el uso de
inhibidores del CRM1 (como lepto-
micina B) impiden la salida de IxB-a
del compartimiento nuclear una vez
que ha conseguido entrar (8). Dentro
del nucleo IkB-a puede unir formas

libres de NF-kB e incluso disociar al
factor del DNA y gracias a la secuen-
cia de exportacion nuclear puede
remover las formas activas de NF-«B
del compartimiento nuclear.

La entrada de IkB-a al nicleo
permite también mantener la respues-
ta de NF-«xB frente a estimulos
persistentes. Es decir, una subpobla-
cion de IkB unido al factor de trascrip-
cion puede ser translocado al nucleo y
degradarse in situ de manera paulatina
para prolongar la actividad de NF-kB

(9).

IxB-3
Esta isoforma fue clonada utilizando
como anzuelo oligonucledtidos
especificos disefiados para amplificar
por PCR una region conservada de la
secuencias de anquirina, de las cuales
esta proteina presenta seis repeticio-
nes consecutivas. Es una proteina de
369 aminoacidos con un peso molecu-
lar aparente de 45 kDa. Su extremo
carboxilo es rico en residuos de
prolina, glutdmico y serina. Contiene
el mismo numero de residuos de
serina y de treonina que IkB-a, pero
no presenta el sitio de fosforilacion
para PKC presente en esta isoforma.
La estructura de la molécula del
ARN mensajero que codifica para
IkB-[3 es tinica ya que presenta regio-
nes cortas no traducidas en ambos
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extremos y a diferencia del mensajero
de IkB-o, no contiene secuencias
AUUUA en el extremo 3" lo que
sugiere que se trata de un mensajero
que no esta sujeto a un recambio
rapido debido a una pronta degrada-
cion, como es el caso del mensajero de
IkB-a (10)

IkB-B ha sido asociada con una
respuesta bifasica y persistente de
NF-kB. Se ha encontrado en distintos
modelos que su degradacion se inicia
mucho mas tarde que en la isoforma
IkB-o, que normalmente ocurre en
minutos. La degradacion de [kB-p se
inicia hasta casi una hora después del
estimulo. Si bien hay variaciones
dependiendo del tipo celular, bajo la
misma serie de estimulos, la primera
de las tres isoformas que se degrada es
IkB-a que desaparece por completo
en 15 minutos, seguida de IxB-f cuya
degradacion se inicia entre 30 y 40
minutos después del estimulo. La
sintesis de novo de IxB-p3 es mas lenta
que la de IxB-o de manera que los
niveles de esta isoforma en el citoplas-
mase normalizan mas lentamente.

Aligual que IxkB-a, IxB-B puede
viajar al nticleo celular y capturar NF-
kB activo, como parte de un eficiente
mecanismo de inhibicion de la
transcripcion. Sin embargo, a diferen-
cia de la isoforma o, IkB-f no es
capaz de romper las uniones funciona-
les entre NF-xB y la maquinaria de
transcripcion (11).

IxB-B se fosforila también en
residuos de serina (serinas 32y 36)y
se ubiquitina en lisinas 21 y 22.
Diversos experimentos han demostra-
do que en su extremo amino existen
dos serinas cuya fosforilacion
también es importante para la funcion
de este inhibidor (serinas 19 y 23) ya
que la sustitucion de estas  por
alaninas previene su proteolisis. En
algunos modelos, IkB-p se encuentra
constitutivamente fosforilado en una
de estas dos serinas. La degradacion
inicial de IxkB-p en células B 'y en
respuesta a LPS, es seguida de la
sintesis de novo de esta proteina en

una forma hipofosforilada. Esta se
asocia con NF-xB libre previniendo
suinteraccion con [kB-a. A diferencia
del IxB—p basalmente fosforilado, el
IkB-B no fosforilado no es capaz de
enmascarar las secuencias de localiza-
cion nuclear de NF-xB y por lo tanto
de inhibir su translocacion al nucleo.
El NF-xB unido a IkB-f3 hipofosfori-
lado, retiene cierta capacidad de
ingresar al nucleo y de activar la
transcripcion de manera que al
competir con IkB-a, la forma
hipofosforilada de [kB-f permite que

exista una poblacion de NF-xB
transcripcionalmente activo de
manera persistente (12)

El espectro de proteinas Rel con
que puede interactuar IkB-B es
practicamente el mismo que IkB-a,
aunque en algunos casos se ha
observado que la fuerza de retencién
de IkB-B puede ser menor es decir,
que aunque unen los mismos dimeros
de NF-kB, la afinidad por estos de
IkB-a es en general mayor que la de
IxkB-B.

En la mayoria de los modelos, la
degradacion de IkB-B esta asociada
con una actividad prolongada de NF-
kB, en donde la respuesta inicial es
consecuencia de la rapida degrada-
cion de [kB-a o de [kB-¢ y la respues-
ta persistente se debe a la desaparicion
mas lenta de IxkB-f3 (13)

IxB-¢

Esta es la ultima isoforma que se ha
descrito (8). Su estructura es muy
similar a las otras isoformas referidas,
con multiples repeticiones de anquiri-
na.

El mensajero de IkB-¢ posee
diferente patron basal de expresion a
los de IkB-a y IkB-f. Aunque también
puede capturar distintos dimeros de
NF-xB, se le ha implicado en la
regulaciéon de complejos de NF-kB
que contienen c-Rel (14)

La degradacion de [kB-¢ tiene una
cinética parecida a la de IkB-B, es decir
ocurre a tiempos mas largos que IkB-
o, sin embargo la sintesis de novo es
mucho mas rapida de manera que los
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niveles basales de la proteina pueden
restablecerse hasta 3 horas después
del estimulo. Esta recuperacion
coincide con la cinética de acumula-
cion del mensajero que muestran los
analisis de hibridacion de ARN
mensajeros tipo “Northern”. Por esta
razon se ha sugerido que I[kB-¢€ puede
regular un tipo de respuesta de NF-
kB, lento y transitorio (14). Como las
otras IkB’s pequenas IkB-e¢ se
degrada también en respuesta a la [L-
1Byal LPS.

Se ha observado en células
endoteliales que la cinética de
degradacion de IkB-¢ coincide con la
expresion de un subgrupo de genes
regulados por c-Rel, como la molécu-
la de adhesion celular de la vasculatu-
ra (V-CAM), lo cual correlaciona con
el hecho de que IkB-¢ tiene cierta
preferencia por el dimero p65/c-Rel

(15)

IxB-y

Esta isoforma de 607 aminoacidos se
produce a partir de un empalme
alternativo del precursor p105 (Fig.
2). Es decir a partir del mismo
transcrito primario, codificado en el
mismo gene (el mismo que codifica
para pl05 y p50) pueden traducirse
distintas proteinas mediante un
procesamiento particular del mARN.
Los primeros estudios bioquimicas
demostraron que la region del
extremo carboxilo de p105 es idéntica
a la proteina IxB-y de 70-kDa. Se han
identificado también otras dos
isoformas de menor peso molecular
que provienen del mismo gene, con
pesos moleculares de 63 kDa y 55 kDa
denominadas respectivamente IkBy-1
e IkBy-2. A IkBy-1 se le puede en-
contrar en el citoplasma y nucleo
mientras que a IkBy-2 se le localiza
preferentemente en el compartimien-
to nuclear, ambas formas tienen
distintas actividades inhibidoras y
tienen distintas afinidades relativas
por p50.

IxB-y se expresa en un nimero
muy discreto de tipos celulares y tiene
una marcada preferencia por homodi-
meros de p50 y c-Rel. Por esta razéon
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existe poca literatura con respecto a su
regulacion.

Debido a que tanto p5S0 como IkB-
y provienen del mismo gene que
codifica también pl05 (ver mas
adelante), la translocacion del dimero
p50/p50 al nucleo puede provenir de
mas de una fuente. Se ha propuesto
que en modelos donde se observa
translocacion preferencial de homo-
dimeros de p50, estos provienen de la
degradacion especifica de IkB-y (16).
En algunos modelos como en lesiones
isquémicas se observa una transloca-
cion continua de p5S0/p50 activada por
IkB-yyasociadaa una disminucion en
losniveles de p105 (17)

Bcl-3

Fue caracterizada inicialmente como
un oncogene a partir de un linfoma
cronico de células B. Aunque
estructuralmente es muy parecido al
resto de los miembro de la familia IxB
(tiene siete dominios de anquirina) su
funcidén parece ser completamente
distinta (18).

De todas las isoformas conocidas
de IxB, Bcl-3, es la tinica que no es
degradada por accion de las vias
clasicas de activacion de NF-«xB. De
hecho su localizacion es preferente-
mente nuclear y parece estimular el
potencial transcripcional de NF-«B.
Bcl-3 generalmente captura dimeros
p52/p50 v se cree que puede tener
distintos efectos sobre la union de
estos al ADN dependiendo de su
propio estado de fosforilacion, de su
concentracion nuclear y de su interac-
cion con otros factores nucleares (19).
Lo que es claro, es que puede translo-
carse al nucleo ya sea libre o unida a
NF-«B y regular la actividad transcrip-
cional del factor. Por ejemplo, puede
disociar a p50 y p52 de la cromatina,
o puede competir por p50 en la
formacion de un heterodimero con
p52. Alternativamente, Bcl-3 puede
formar complejos terciarios con los
homodimeros de p5S0 o p52 unidos a
ADN vy actuar como un activador
transcripcional (20). Esta interaccion
puede ser estimulada por la acetilasa
de histonas Tip60.

La sobreexpresion de Bcl-3
aumenta las cantidades del dimero
p50 en el nucleo de células de timo y
células B. El mecanismo involucrado
parece ser la captura de p50 de los
complejos pl05/p50 sin que se
incremente el procesamiento de p105
(20).

La formacién del complejo Bcl-
3/p50 es inducida por una variedad de
agentes activadores de NF-xB y
depende de la actividad enzimatica
del proteosoma pero es independiente
de la translocacion al nucleo de
pS0/p65, lo cual sugiere, que los
homodimeros de p50 provienen de la
degradaciéonde p105 (19).

Regulacion diferencial de 1kB-f3 e
IxB-a

Practicamente todos los inductores
conocidos de NF-kB, producen
degradacion de IkB-o, sin embargo,
solo una fraccién de ellos induce
degradacion de IxB-B. Entre los
estimulos que degradan IxB-B
destacan LPS, IL-1B y la proteina tax
de HIV-1. Aunque la caracterizacion
inicial sugeria que IkB-B resulta
insensible al estimulo por PMA o
TNF-q, ahora se sabe que esto depende
del tipo celular en cuestion y que la
degradacién en respuesta a TNF—q,
por ejemplo, ocurre con una cinética
distinta ala de IkB-a (18).

Cuando NF-kB se transloca al
nucleo, uno de las primeras proteinas
en producirse es IkB-o, que una vez
en el citoplasma, secuestra el factor
remanente inactivando la recién
encendida sefial. Cuando la sefal de
activacion conlleva a la degradacion
de IxB-B, este se fosforila mas lenta-
mente y puede secuestrar al NF-xB
remanente previniendo su interaccion
con IkB-a

En la mayoria de los modelos
estudiados, la presencia persistente
de NF-kB se asocia a la lenta cinética
de fosforilacion y consecuente
degradacion de 1kB-B. Esta diferencia
con respecto a la acelerada degrada-
cion de IkB-o permite una aparente
respuesta bifasica en la presencia de
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NF-«B en el nucleo.

In vivo, IkB-o parece ser un
inhibidor mas potente de la actividad
de NF-xB que IkB-B, esta habilidad
correlaciona directamente con la
afinidad de IxkB—a para unir al factor
de transcripcion (21). Adicionalmente
se han documentado para esta
isoforma, otras vias de degradacion
independientes del proteosoma (22)

Los precursores de p52 y p50 son
respectivamente p100 y p105

La proteolisis de las proteinas p100 y
p105 dalugaralas proteinas p52 y p50
respectivamente. Sin embargo, poco
se sabe acerca de la via de sefializa-
cion que genera estas formas de NF-kB
(Figs. 1 y2). A partir del mismo gene
puede producirse un precursor de
mayor peso molecular que en el
extremo amino, contiene la secuencia
que corresponde al factor de transcrip-
cion y en el extremo carboxilo, las
secuencias repetidas de anquirina que
en la estructura tridimensional de la
proteina, se asocian a la region amino
terminal, inhibiendo la translocacion
nuclear y la actividad del factor (Fig.
2).

Aunque p50 y p52 pueden
originarse a partir de la proteolisis
parcial de pl100 y pl105, existe una
poza constitutiva de estos homo-
dimeros, que no proviene de la
degradacion de sus precursores. Esta
poza (que después se asocia con p65
por ejemplo) se genera por protedlisis
parcial de la proteina naciente en
forma paralela a su traduccién. Este
procesamiento ocurre en el proteoso-
ma y constituye un ejemplo de
degradacion parcial por este complejo
de degradacion (23). Por otro lado el
precursor p105 también da lugar a la

isoforma IxkB-y. En la secuencia
primaria de esta proteina, los residuos
376-404, son necesarios para el
procesamiento y sirven como sefial de
término para la maquinaria del
proteosoma y los residuos de lisinas
localizadas en las posiciones 441y
442 sirven como sefial de ubiquitina-
cion.

La via de degradacion de pl05
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para la obtencidén de p50, puede ser
inducida por estimulos especificos.
Estudios recientes sugieren que los
estimulos clasicos de activacion de
NF-kB como TNF-a, IL-1p y PMA
inducen la degradacion de pl05 a
través de IKK-o y IKK-B. En estos
casos, una region de 23 aminoacidos
cercana al extremo carboxilo y rica en
residuos de glicina funciona como
seflal de procesamiento para generar
p50. Esta misma secuencia es impor-
tante, ya que puede dirigir una pro-
tedlisis especifica cuando se inserta a
otras proteinas mediante técnicas de
biologia molecular (24).

La porcién carboxilo terminal de
p105 estd involucrada en laregulacion
ya que en ella se localizan los sitios de
fosforilacion por la cinasa IKK. Por
otro lado, el papel de pl05 como
inhibidor de NF-xB, depende de
fosforilacion que se da en respuesta a
un estimulo externo.

Es importante sefialar que la
degradacién de pl05 requiere de la
activacion del complejo de cinasas

IKK, y del complejo SCF™™ de
ubiquitina-ligasa. Esta degradacion
inducida contrasta con la prote6lisis
constitutiva de pl105 que genera la
poza de la isoforma p50 (5). Esto
quiere decir, que en el proteosoma
pueden ocurrir distintos tipos de
procesamiento del mismo precursor.
Uno de ellos esta dirigido por la sefial
de fosforilacion de pl105 y de los
estimulos encargados de generar p50
activo que se transloca al nucleo, y el
otro, para generar una poblacion de
p50 destinada a asociarse con p65 u
otros heterodimeros que a su vez se
uniran a inhibidores IxB. Este ultimo
tipo de procesamiento ocurre co-
traduccionalmente, es decir en forma
simultanea a la sintesis del precursor,
sin que los mecanismos que controlan
este procesamiento se hayan com-
prendido hasta el momento.

El gene que codifica para p100
(NFxB1) fue uno de los primeros de
esta familia en ser caracterizados. Fue
originalmente descrito por su poten-
cial de transformacion celular, ya que
su fusion con el gene Ca de inmuno-

globulinas (que puede ocurrir espon-
taneamente debido a su cercania
fisica) se asocia a algunas leucemias
de células B. Por esta razon pl100
(NFxB1) fue bautizado inicialmente
como el oncogen Lyt-10.

p100 es la tnica molécula inhibi-
dora capaz de asociarse con la
subunidad Rel-B. La regulacion de
Rel-B es distinta a la de las otras
subunidades transactivadoras (p65,
p50 y c-Rel) Su actividad no es
regulada aparentemente por ninguna
de las [kBs pequenas. Solamente IkB—
o tiene una pobre capacidad de union
a esta proteina. Rel-B ha sido descrito
como el miembro de la familia de NF-
kB que contribuye a la poza constituti-
va de este factor. Aunque fue original-
mente descrito como un inhibidor de
la actividad de NF-«B, ya que no
puede formar homodimeros y no une
directamente ADN, Rel-B puede
asociarse tanto con p5S0 como con p52
y adquirir asi, una fuerte capacidad
transcripcional. Sin embargo, la
expresion de RelB esta restringida a
tejidos linfoides, como el timo, ciertas
areas del bazo y los nodulos linfaticos
(29).

RelB se une a p100 en el citoplas-
ma, para este proceso los residuos de
aminoacidos del 623 al 900 de la
secuencia primaria del factor son
indispensables. Al igual que con
pl105, La porcion carboxilo terminal
de pl00 contiene las sefiales de
localizacion nuclear (18) (Fig. 2).

En el procesamiento de pl00
también participa la via NIK/IKK-a
de manera determinante. De hecho la
cinasa NIK es responsable de la
fosforilacion directa de p100 y de la
localizacion nuclear de Rel-B (24).
Esta fosforilacion de p100 que mas
tarde sirve como una sefial para su
ubiquitinacion y subsecuente degra-
dacion en el preotosoma ocurre en los
residuos de serina 867y 870.

Por otro lado la protedlisis
dirigida de pl00 da origen a la
subunidad p52 por un mecanismo
muy similar al que da origen a p50, es
decir ocurre en forma paralela a la
traduccion y que requiere regiones
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ricas en residuos de glicina localiza-
dasenel extremoamino (24).

Interaccion de IxB con el comple-
jo IKK

Como se ha mencionado, IKK es el
complejo multiproteico encargado de
la fosforilacion de las distintas IkB’s.
Estudios in vitro han demostrado que
las tres isoformas mas comunes de
IxB (o, B y €) ademas de ser sustratos
de la cinasa de IkB (IKK) pueden
interactuar con el complejo, y que
practicamente, todos los miembros de
la familia Rel (p65, RelB, cRel, p100
y pl05) también tienen esta capaci-
dad. Todas estas proteinas son
capaces de formar complejos estables
que pueden ser co-purificadas con
IKK. De hecho, si se utilizan como
sondas péptidos que corresponden
tanto al extremo carboxilo como al

amino de IxB-a, -B y & se han
observado interacciones de alta
afinidad con el complejo multiprotéi-
co IKK. Mas aun, una vez unidos,
estos péptidos son fosforilados in
vitro en forma secuencial corroboran-
do su papel como sustratos del
complejo (26). El péptido correspon-
diente al extremo carboxilo de IkB-a
es capaz por si solo, de activar esta
actividad de cinasa in vitro, lo cual es
congruente con los datos que sugieren
que el extremo carboxilo juega un
papel en la regulacion de su degrada-
cion.

CONCLUSION

Las distintas isoformas de IkB,
contribuyen a la compleja regula-
cion de NF-xB

Como se ha visto, la regulacion de

NF-kB es un fendmeno complejo y
multifactorial. Hay que resaltar que
en una misma célula existen diferen-
tes poblaciones del factor NF-xB, que
son sensibles a distintos estimulos y
que estan sujetos a complicados
mecanismos de regulacion. Por un
lado, la posibilidad de formar distintos
homo y heterodimeros, permite la
translocacion de variadas actividades
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de NF-kB al nucleo. Esta diversidad 65

de formas de NF-«B tiene consecuen-
cias importantes considerando que
cada homo- o heterodimero puede N
tener una actividad transcripcional
antagénica y ademas muestran
distintas afinidades por sus secuencias
blanco en los promotores de diferen-
tes genes. Por otro lado, una poblacion
de heterodimeros equivalentes puede
estar secuestrada por distintas
proteinas IxB. Por ejemplo, el dimero
formado por las subunidades p50/p65
puede estar retenido en el citoplasma

tanto por IkB-a, como por IkB-f o por

Fosforilacion y a
o

ubiquitinacién Secuencia de

localizacion nuclear

s (SLN)

Dimerizacién

| Unién a DNA

Repeticiones de anquirina

IkB-¢, estableciéndose con ello tres
subpoblaciones del mismo factor que
pueden acceder al nucleo bajo
distintos estimulos, o que pueden ser
liberados secuencialmente de su C
inhibidor permitiendo una actividad
sostenida del heterodimero de NFxB
p50/p65 (27). Es esta variedad de
posibilidades la que permite la
versatilidad que se ha encontrado en

FIGURA 3. Representacion de la estructura tridimensional de IxB-o unido al dimero p50/p65.
Las repeticiones de anquirina interactiian directamente con la secuencia de localizacion nuclear
(SLN) del factor de trascripcion. N y C: extremos amino y carboxilo respectivamente (modificada
de referencia 28).

este factor y la multiplicidad de
fendmenos en los que participa. A esto
contribuyen ademas las distintas
poblaciones de IkB que pueden
interactuar con NF-«B.

Si bien las distintas isoformas no
estan presentes en todos los tipos
celulares y muchos de estos mecanis-
mos estan restringidos a ciertas

condiciones, las vias que aqui se
describen, constituyen interesantes
ejemplos de los mecanismos bioqui-
micos que regulan la transduccion de
sefiales.

Asi, en este momento queda claro
que una parte importante de la
regulacion de NF-xB recae en la
manera en que participan los miem-
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MONO-ADP-RIBOSILACION:
IMPLICACION EN LA FISIOLOGIA DE LOS ORGANISMOS*

RESUMEN

La mono-ADP-ribosilacion es la transferencia
enzimatica de una molécula de ADP-ribosa a partir del
NAD" a una proteina aceptora. Esta reaccion es
catalizada por ADP-ribosiltransferasas presentes en
multiples organismos, desde los virus hasta los
vertebrados. Hay dos subclases de estas enzimas: las
exoenzimas, como son algunas toxinas bacterianas que
inhiben irreversiblemente la funcion de proteinas blanco
celulares en la patogénesis bacteriana y las enzimas
intracelulares que regulan importantes actividades de
proteinas involucradas en la sefalizacion celular y el
metabolismo. En este ultimo caso, la regulacion se
efectia con la ayuda de ADP-ribosilhidrolasas
intracelulares que revierten la reaccion de ADP-
ribosilacion hidrolizando el enlace ADP-ribosa-
proteina. En este trabajo se revisan algunos de los
hallazgos mas importantes en el campo de la bioquimica
de estas enzimas y se describen las funciones biologicas
de tan extendida modificacion quimica.

PALABRAS CLAVE: ADP-ribosilacion, ADP-
ribosiltransferasa, modificacion postraduccional,
proteinablanco, NAD'.

ANGEL Hitari0 ALvarRez HERRERA

ABSTRACT

Mono-ADP-ribosylation is the enzymatic transfer of
ADP-ribose from NAD' to acceptor proteins. It is
catalyzed by ADP-ribosyltransferases found in diverse
organisms, from virus to vertebrates. There are two
subclasses of these enzymes: the exoenzymes, such as
some bacterial toxins that inhibit irreversibly the
function of cellular protein targets in bacterial
pathogenesis, and the intracellular enzymes that regulate
important activities of proteins involved in cell signaling
and metabolism. In this latter case, the enzyme regulation
is carried out with assistance of intracellular ADP-
ribosylhydrolases that reverse the ADP-ribosylation
reaction by hydrolyzing the proteinADP-ribose linkage.
In this work are reviewed some important findings on the
field of the biochemistry of these enzymes, and the
biological functions of this widespread chemical
modification are described.

KEY WORDS:ADP-ribosylation, ADP-ribosyl-
transferase, post-translational modification, target
protein, NAD".

INTRODUCCION

Con el establecimiento en 1936 de la
estructura de la coenzima nicotinami-
da adenina dinucle6tido (NAD") y con
el descubrimiento 30 afios mas tarde
del mecanismo de la actividad de la
toxina de la difteria, en 1968 se marco
el comienzo de la descripcion de una
nueva familia de enzimas que regulan
la funcion de muchas proteinas
mediante la mono-ADP-ribosilacion.
Esta actividad enzimatica se ha
descrito en muchas formas de vida y
en casi todos los compartimentos
celulares (1). La ADP-ribosilacion es

considerada como una de las modifi-
caciones postraduccionales mas
generales con la que los seres vivos
modifican la estructura y las funcio-
nes de las proteinas.

Las mono-ADP-ribosiltrans-
ferasas (MADPRTs) modifican la
funciéon de muchas proteinas, de
manera similar a la fosforilacion,
transfiriendo un monémero de ADP-
ribosa a partir de la molécula de
NAD', a un aminoacido crucial en la
funcién de la proteina blanco,
liberando la nicotinamida (Fig. 1).
El aminoacido aceptor de la ADP-

* Recibido: 11 de mayo de 2004

Aceptado: 05 de octubre de 2004

ribosa en las proteinas puede ser
arginina y cisteina principalmente y
ademas, asparagina e histidina en
algunos casos (Fig. 2). En general, la
mono-ADP-ribosilacién conlleva a
la inhibicion de la funcion de la
proteina blanco, aunque también
puede modificarla a un estado
permanentemente activo. Existen
dos subclases de las mADPRTs: 1)
las exoenzimas, muchas de ellas
importantes toxinas bacterianas, que
modifican de forma irreversible a sus
proteinas blanco y 2) las enzimas
intracelulares, que actian regulando

Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Edificio B-3, Ciudad
Universitaria, C.P. 58030. Morelia, Mich. Tel: (443) 326 57 88 Correo E: alvarhan@hotmail.com
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FIGURA 1. Reaccion de mono-ADP-ribosilacion. Las mono-ADP-ribosiltransferasas
(mADPRTs) usan BNAD' para transferir una molécula de ADP-ribosa a una proteina blanco,
liberando nicotinamida. En algunos casos, esta reaccion puede ser reversible por la actividad de

ADP-ribosilhidrolasas (ADPRH), liberando la ADP-ribosa de la proteina.

de forma reversible algunos procesos
celulares enddgenos tales como la
actividad de algunas enzimas
metabolicas y la transduccion de
sefiales (1,2).

1. mADPRTs BACTERIANAS

Las reacciones de mono-ADP-
ribosilacion mejor caracterizadas son
las que son catalizadas por algunas
toxinas de bacterias patdgenas,
debido a que muchas son los princi-
pales factores de virulencia produci-
dos por las bacterias (Tabla I). La
gran mayoria de estas toxinas
pertenecen a la clase de toxinas tipo
A-B, donde el componente A posee
la actividad catalitica de mADPRT y
B es el componente de union al
receptor de la célula blanco, necesa-
rio para la translocacion del fragmen-
to A por la membrana de la célula.
Ambos dominios A y B pueden estar
en el mismo péptido, como en las
toxinas DTx y ExoA de Corynebac-

terium diphtheriae y Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente, o bien,
en diferentes subunidades como en
las toxinas LTx, CTx y PTx, de
Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), Vibrio cholerae y Bordete-
lla pertussis, respectivamente. Un
segundo grupo de mADPRTs
toxigénicas carecen del dominio B y
son inyectadas por la bacteria
directamente al citoplasma de la
célula blanco, como las toxinas ExoS
y ExoT de P, aeruginosa, o bien, en el
caso de las exoenzimas C3 y EDIN
de Clostridium botulinum y Staphy-
lococcus aureus respectivamente,
todavia se desconoce el mecanismo
por el cual entran a la célula blanco y
si son o no verdaderos factores de
virulencia (3). Otra clase de
mADPRTs no toxigénicas se locali-
zan en el interior de algunas bacterias
y regulan importantes actividades
metabolicas relacionadas con la
asimilacion de nutrientes (4).

Angel Hilario Alvarez Herrera

a) Toxinas bacterianas
Muchas de las mADPRTs de bacte-
rias se han asociado a procesos de
patogénesis (5), donde la mayoria se
trata de enzimas secretadas que
tienen actividad toxigénica sobre las
células de sus hospederos (Tabla I).
Ademas, con base en su mecanismo
de accion, algunas de ellas se han
utilizado como una herramienta
molecular para estudiar y caracteri-
zar distintos fendmenos intracelula-
res (6) como por ejemplo, las
mADPRTs bacterianas del género
Clostridium, cuyas mADPRTs estan
involucradas en la desorganizacion
de la red de microfilamentos del
citoesqueleto. La toxina C2 que es
secretada por C. botulinum, se une a
la membrana de la célula blanco y se
transloca directamente a su citoplas-
ma, donde ADP-ribosila a la actina
monomeérica (actina G). Por otra
parte, C. perfringens, C. spiroformey
C. difficile producen las toxinas iota,
“iotalike” y CDTa, respectivamente,
que al igual que la toxina C2 blo-
quean irreversiblemente la polimeri-
zacion de los filamentos de actina,
impidiendo el ensamblaje de los
monodmeros de actina G ahora ADP-
ribosilados, causando que la célula
pierda su morfologia lo que la lleva
posteriormente a su lisis. C. botuli-
num produce ademas otra enzima con
actividad de mADPRT, la exoenzima
C3, la cual al menos in vitro, ADP-
ribosila especificamente a la GTPasa
Rho de muchos tipos celulares; la
proteina Rho participa en la regula-
cion del citoesqueleto de actina, por
lo que la enzima C3 también causa la
destrucciéon de los filamentos de
actina. Otras mADPRTs capaces de
ADP-ribosilar, al menos in vitro, a la
proteina Rho son las proteinas
denominadas EDIN (A, B y O)
aisladas de S. aureus, desconocién-
dose si son verdaderos factores de
virulencia. Sin embargo, las exoenzi-
mas C3 y EDIN se han utilizado
como una herramienta farmacolégi-
ca para estudiar fenomenos intracelu-
lares de transduccion de sefiales que
involucran alas GTPasas Rho (3, 6).
Otras mADPRTs bien caracteri-
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TABLA 1
mADPRTs DE BACTERIAS Y SUS SUSTRATOS
BACTERIA mADPRT AMINOACIDO PROTEINA
MODIFICADO BLANCO
Eschericha coli ETEC Toxina LTx Arginina Gys (G alfa estimu latoria)
Vibrio cholerae Toxina CTx Arginina Gs
Pseudomonas aeruginosa Toxina Exo S Arginina Ras
Pseudomonas aeruginosa Toxina ExoT Arginina CrkI 'y CrkII
Clostridium botulinum Toxina C2 Arginina Actina
Clostridium perfringens Toxina iota Arginina Actina
Corynebacterium diphtheriae Toxina DTx Diftamid a EF-2 (Factor de elongacion 2)

Pseudomonas aeruginosa Toxina Exo A

Bordetella pertussis Toxina PTx
Clostridium botulinum Toxina C3
Staphylococcus aureus Toxina EDIN
Salmonella typhimurium Toxina SpvB
Rhodospirillum rubrum Enzima DRAT
Rhizobium meliloti NR*
Streptomyces coelicolor NR*

Diftamida EF-2
Cisteina Gy (G alfa inhibito ria)
Asparagina  Rho

Asparagina  Rho

NR* Actina

Arginina Nif (Dinitrogenasa reductasa)
Arginina GSIII (Glutamino sintetasa I1I)
Ciste ina MalE (proteina de unidén a maltosa)

#NR: no reportado.

zadas son la toxina del colera (CTx)
de V. cholerae, y la toxina termolabil
(LTx) de E. coli ETEC, las cuales
poseen una similitud superior al 80%
en su secuencia primaria de aminoa-
cidos. Estas toxinas, junto con la
toxina pertussis (PTx) de B. pertus-
sis, pertenecen a una familia de
mADPRTs que ADP-ribosilan la
subunidad alfa de las proteinas G
(Gx) ubicadas en el lado interno de la

membrana plasmatica de la célula
blanco y que participan en procesos
de transduccion de sefiales. LaPTx es
uno de los distintos factores de
patogenicidad secretados por B.
pertussis que al ADP-ribosilar la
subunidad alfa de la proteina G
inhibitoria (G,;) induce una actividad

constitutiva de la adenilato ciclasa
causando la elevacion permanente de
los niveles de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) intracelulares y la
inhibicion de la movilizacion
intracelular de iones Ca™ (3, 5).

En el caso de las toxinas CTx y
LTx, mucho se ha avanzado en el
estudio de los mecanismos molecula-
res de su accion debido a la letalidad
de ambas toxinas. Mientras que la

CTx es codificada por un bacterioéfa-
go localizado en el genoma de la
bacteria, la LTx es codificada por un
plasmido bacteriano. La CTx es
secretada directamente por la
bacteria al medio, no asi la LTx, Ia
cual permanece en el periplasma
hasta que se libera dentro de vesicu-
las que la bacteria desprende de su
membrana externa; esto es un reflejo
de la diferente letalidad entre las dos
toxinas. Mientras que la infeccion de
un individuo con V. cholerae puede
ser mortal, la infeccion con E. coli
ETEC suele ser menos agresiva y se
relaciona tan s6lo con una diarrea
moderada. Se ha descubierto que
ambas toxinas se unen al ganglidsido
GM, de la célula blanco a la que se
introducen por medio de transporte
vesicular retrogrado. Ya en el interior
celular, las toxinas ADP-ribosilan la
subunidad alfa de la proteina G
estimulatoria (G,,) acoplada a la

adenilato ciclasa, causando asi la
activacion persistente de la enzima y
una sobreproduccion de AMPc lo
cual tiene como consecuencia una
hipersecrecion de electrolitos tales
como el cloruro y el bicarbonato, asi
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como la inhibicion de la absorcion de
sodio, lo que conlleva a una pérdida
celular excesiva de agua, causando la
deshidratacion masiva del individuo
infectado (3, 6).

Por otro lado, otro grupo de
mADPRTs con una alta actividad
toxigénica son la toxina de la difteria
(DTx) producida por C. diphtheriae
y la exoenzima A (ExoA) de P
aeruginosa (3). La toxina DTx esta
codificada por el gen fox del coryne-
bacteriofago beta integrado al
genoma de la bacteria y ExoA es
codificada por el gen tox4 de P
aeruginosa. Las dos toxinas son
sintetizadas y secretadas por las
bacterias bajo deprivacion de hierro
durante el proceso infectivo. Aunque
no poseen ninguna similitud conside-
rable en su secuencia primaria y se
unen a diferentes receptores en la
célula blanco, las dos toxinas se
introducen a la célula por transporte
vesicular retrogrado y poseen el
mismo mecanismo de accion,
catalizan la transferencia de ADP-
ribosa al factor de elongacion 2 (EF-
2)de células eucariotes y al inactivar-
lo impiden la sintesis de proteinas
causando la muerte celular. El
aminoacido ADP-ribosilado en el
EF-2 por estas toxinas es la diftami-
da: 2-[3-carboxiamido-3-(trimetil-
amonio) propil] histidina, un
aminoacido de esta proteina seme-
jante alahistidina (Fig. 2).

Otras mADPRTs que son impor-
tantes factores de patogenicidad son
las exoenzimas Sy T (ExoS y ExoT)
de P. aeruginosa. Las toxinas son
inyectadas por la bacteria directa-
mente al citoplasma de la célula
blanco por un sistema de secrecion
tipo III. La ExoS ADP-ribosila
algunas GTPasas de bajo peso
molecular tales como las proteinas
Ras, Rab5, Ral4 y Rap (3). Por otro
lado, ExoT ADP-ribosila a las
proteinas intracelulares Crkl y Crkll,
que son importantes activadores de la
fagocitosis, causando una reorgani-
zacion del citoesqueleto de actina en
la célula blanco. ExoT podria ser un
factor que contribuye a evitar que la



152
Diftamida
Arginina
-HN-(I';H-CO- -HN-(I:H-CO-
CH; CH;
HG=G ¢H,
= NH N CH,
1
- NH,
CH; C=NH;,
I
OH: | NH;
C(H)-N(CHs)s 1
//”C\
O NH;

Asparagina Cisteina
-HN-CH-CO-  -HN-CH-CO-
! 1
CH: CH:
C SH
VAN
O NH; 1

1

FIGURA 2. Aminodcidos que son ADP-ribosilados en reacciones de mono-ADP-ribosilacion. El
aminodcido varia segun el sustrato modificado por lamADPRT. La flecha indica el sitio de enlace

con la ADP-ribosa.

bacteria sea fagocitada durante el
proceso infectivo. De esta manera,
ExoS, ExoT y ExoA contribuyen en
gran medida en la patogénesis
provocada por P. aeruginosa
inhibiendo algunos procesos
celulares tales como la adhesion, la
endocitosis, la proliferacion y la
diferenciacion celular, y ademas
causando la apoptosis de las células
infectadas.

Recientemente con la secuencia-
cion completa de algunos genomas
bacterianos, se ha llegado a la
identificacion de al menos 21 genes
de posibles mADPRTs tanto de
bacterias Gram-positivas como de
Gram-negativas (7). En algunos
casos ya se ha comprobado la funcion
del gen, por ejemplo, de un plasmido
de Salmonella typhimurium se
identific6 y se clond el gen de la
proteina SpvB, la que posteriormente
se demostr6 que puede ADP-
ribosilar a la proteina actina y que
puede despolimerizar la red de
microfilamentos en la célula infecta-
da, convirtiéndose asi en un impor-
tante factor de patogenicidad durante
el mecanismo de invasion bacteria-
no. Por otro lado, en la bacteria
Neisseria meningitidis se identificd
el gen de la proteina NarE, demos-
trandose que es una mADPRT que

posee una semejanza estructural con
la toxina LTx, aunque no se ha
descrito su sustrato fisiologico (8).

b) mADPRTs intracelulares
bacterianas
Algunas mADPRTs bacterianas son
enzimas intracelulares que regulan
importantes procesos fisioldgicos
propios de las bacterias (Tabla I). En
las bacterias fotosintéticas Rhodospi-
rillum rubrum y Rhodobacter
capsulatus se han descrito
mADPRTs que regulan la actividad
de enzimas endogenas relacionadas
con el metabolismo del nitrégeno. En
estas bacterias existe la enzima
DRAT (ADP-ribosiltransferasa de la
dinitrogenasa reductasa) que ADP-
ribosila a la dinitrogenasa reductasa
(Nif) inhibiendo su actividad fijadora
de nitrégeno, y la cual recupera
posteriormente su funcion gracias a
una ADP-ribosilhidrolasa la que
libera la ADP-ribosa unida a la
enzima Nif. Este sistema enzimatico
se considera entonces un importante
regulador de la fijacion de nitrogeno
y fue practicamente el primer reporte
de una actividad enzimatica regulada
mediante la reversibilidad de la
ADP-ribosilacion (4, 5).

La bacteria Rhizobium meliloti,
fijadora de nitrégeno y simbionte en
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los nodulos de las raices de algunas
leguminosas, posee a la glutamino
sintetasa III (GSII) que es ADP-
ribosilada por unamADPRT endoge-
na. La ADP-ribosilacion disminuye
su actividad, lo que parece permitir a
la bacteria regular la asimilacion de
nitrogeno bajo diferentes condicio-
nes de crecimiento.

Por otro lado, en la bacteria
Streptomyces coelicolor se identifi-
caron algunas proteinas de membra-
na que pueden ser ADP-ribosiladas
por una mADPRT intracelular, una
de éstas es la proteina MalE, una
proteina clave que induce la utiliza-
cion de maltosa mediante el transpor-
te membranal de este disacarido. Es
probable que la ADP-ribosilacion de
MalE impida su ensamblaje en la
membrana y su funcidn transportado-
ra, por los que esta actividad de
mADPRT pudiera ser parte del
control en el transporte membranal
paralaasimilacion de nutrientes.

2. mADPRTs VIRALES

Las pocas mADPRTS de origen viral
descritas hasta el momento son
codificadas por algunos fagos, ya sea
integrados en los genomas bacteria-
nos, como en el caso de las toxinas
CTx y DTx de V. cholerae y C.
diphtheriae, respectivamente, o bien,
por fagos como el T4 que infectan a
E. coli. El genoma del fago T4
codifica para tres mADPRTs cuyo
blanco de accion es la RNA polime-
rasa bacteriana. Durante la replica-
cion intracelular del fago, cualquiera
de las proteinas virales Alt, ModA y
ModB, ADP-ribosila una arginina de

la subunidad & de la RNA polimera-

sa bacteriana, lo que causa rearreglos
estructurales de ésta que llevan a la
inhibicion de la transcripcion de los
genes de la bacteria huésped,
ocupandose ahora la RNA polimera-
sa ADP-ribosilada de la transcripcion
de los genes virales (9). Cabe sefialar
que ésta fue la primera actividad de
ADP-ribosilacion descrita intracelu-
larmente en bacterias (5).
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3. mADPRTs EN EUCARIOTES

El descubrimiento de las mADPRTs
bacterianas impulsé la busqueda de
estas enzimas en células de distintos
eucariotes (7, 10). Asi, estas enzimas
se han encontrado desde organismos
unicelulares hasta vertebrados como
las aves y los mamiferos (5 y referen-
cias incluidas). Algunas son abun-
dantes en fracciones citosoélicas
(Tabla II), mientras que otras estan
localizadas en la membrana celular
como exoenzimas ancladas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI), otras
al no poseer dominios de uniéon a
GPI, se postula que son proteinas
secretadas (11).

Distintas mADPRTs se han
encontrado practicamente en todos
los tejidos en donde se han buscado,
tales como el musculo esquelético de
conejo, higado, cerebro y corazén de
bovino, células de médula 6sea y
sangre periférica de aves, roedores y
del humano (2, 5). De acuerdo a los
distintos sustratos ADP-ribosilados
que se han observado, se ha propues-
to que tales enzimas podrian desem-
penar funciones regulatorias tales
como el control del transporte celular
de diferentes sustratos, el manteni-
miento de la arquitectura del citoes-
queleto, el trafico vesicular y la
estructura del aparato de Golgi.
Ademas, con base en un mayor
numero de evidencias, se propone
fuertemente que las mADPRTs
participan en la transduccion de
sefiales, la proliferacion celular y en
regular la activacién de los linfocitos
T, inhibiendo su citotoxicidad y
secrecion de citocinas (12).

Aunque se ha tenido un gran
progreso en la caracterizacidon
bioquimica de las distintas mADPRT
observadas, auin muy pocos genes de
estas enzimas han sido descritos y
clonados (10). A la fecha se han
identificado siete genes de las
mADPRTs extracelulares (denomi-
nadas ARTI1-ART7) de células
humanas, del conejo, roedores y del
pollo (2, 10, 11). Por su parte, en
algunos tejidos como el musculo
esquelético de la rata y el raton,
eritrocitos del pavo y cerebro del

humano, también se han identificado
ADP-ribosilhidrolasas intracelulares
que revierten la reaccion de ADP-
ribosilacion (Fig. 1), lo que sugiere la
existencia de una regulacion fisiolo-
gica de la ADP-ribosilacion, sin
embargo, ain la funcién de muchas
de las ARTs se desconoce, en parte
debido a que en algunos casos se ha
observado que una misma ART
puede ADP-ribosilar a distintos
sustratos (2).

a) mADPRTs extracelulares y sus
funciones

Entre las mADPRTs mejor caracteri-
zadas estan las proteinas ARTI1 y
ART2, las cuales son exoenzimas
ancladas a la membrana plasmatica.
La proteina ARTI1, originalmente
purificada en musculo esquelético de
conejo, ADP-ribosila varias protei-
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nas de superficie tales como la
integrina 7, involucrada en Ia
miogénesis; sin embargo, también se
encontrd en la superficie de linfoci-
tos T citotoxicos donde se observo
que ADP-ribosila a los antigenos
LFA-1,CD27,CD43, CD44 y CD45,
causando una incorrecta asociacion y
formacion del receptor de la célula T
(TCR), lo que lleva a la inactivacion
dellinfocito (11, 12).

Por su parte, la ART2 es la
proteina de superficie denominada
RT6.2 en los linfocitos T maduros de
roedores, la cual es capaz de ADP-
ribosilar algunas proteinas de
superficie del propio linfocito,
causando una inhibicion de su
funcion citotoxica. Ademas, la ART2
liberada de la célula mediante
metaloproteasas extracelulares,
puede actuar como un factor extrace-

TABLA 11

mADPRTs DE BACTERIAS Y SUS SUSTRATOS

FUENTE DE mADPRT LOCALIZACION  AMINOACIDO PROTEINA

MODIFICADO
BLANCO

Neutréfilos de humamo Extracelular Arginina Defensina

NP-1

Plaquetas de humano Citosol Arginina Gus

Eritrocitos de humano Citosol Cisteina Gui

Polimo rfonu cleares de gallina Secretable Arginina Tuftsina

Linfocitos T de rata y raton Extracelular Arginina RT6.2,

CD38

Musculo esquelético de conejo Citosol, extracelular Arginina Desmina,

integrina a7

Reticulocitos de conejo Citosol NR* EF-2

Células CHO Citosol Arginina Gg

heterotrimérica

Células CHO Citosol Histid ina EF-2

Células Hep-G2 Mitocondria Ciste ina GDH

Células U937 Citosol NR*? GAPDH

Células HL-60 Citosol NR* Actina

Células Hepa R. endop lasmico NR* Chaperona

BiP/GRP78

Trypanosoma brucei Nucleo NR* Histona

H2A

Phycomyces blakesleeanus Citosol Arginina GAPDH

Entamoeba histolytica Secretable Arginina NR*

#NR: no reportado.
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lular importante en la regulacion
intercelular. La ART2 también puede
auto ADP-ribosilarse en presencia de
concentraciones elevadas de NAD'
extracelular, situacion que se puede
alcanzar en sitios donde hay inflama-
cion y lisis celular. Es probable que
de esta forma el linfocito T autorre-
gule su citotoxicidad por una
disminucion en su capacidad
adhesiva, o bien, por la induccion de
su apoptosis, como un posible
mecanismo de proteccion contra su
accién destructiva sobre el tejido
celular normal en los sitios de la
inflamacion (11, 12).

Asimismo, la ADP-ribosilacion
del antigeno CD38 observada en la
superficie de los linfocitos T de
raton, es quiza otro ejemplo de una
actividad de mADPRT que posible-
mente estd involucrada en la regula-
cion de la actividad de los linfocitos
T activados. Bajo concentraciones
elevadas de NAD" extracelular, el
antigeno CD38 es ADP-ribosilado
por una mMADPRT anclada a la
membrana del propio linfocito, lo
que lleva a un decremento intracelu-
lar de ADP-ribosa ciclica (ADPRc) y
por ende de los niveles de calcio
intracelulares, causando la apoptosis
del linfocito T (13). Probablemente
este mecanismo también sea parte de
un sistema de regulacion de la
respuesta inmune celular.

UnamADPRT que es secretada se
encontrd en los granulos citoplasmi-
cos de leucocitos polimorfonucleares
(PMN) del pollo. Se ha visto que una
vez liberada del granulo citotoxico,
su actividad puede ser ejercida sobre
una molécula del plasma sanguineo:
la tuftsina. La tuftsina es un tetrapép-
tido (TKPR) con afinidad por los
neutrofilos y macrofagos, que
estimula la fagocitosis y la quimiota-
xis. La ADP-ribosilacion de la
tuftsina inhibe dicha estimulacion,
posiblemente como resultado de una
baja afinidad de la molécula ADP-
ribosilada por la célula receptora
(14), por lo que podria estar involu-
crada en la regulacién de la respuesta
inmune de estas células.

Las ADP-ribosilacion de las

defensinas es quiza hasta ahora el
unico reporte de una regulacion
molecular fisiolégica mediada por
mADPRTs en el ser humano. Las
defensinas son moléculas de 29 a 33
aminoacidos con actividad bacterici-
da y citolitica, secretadas por los
leucocitos PMN de humano como un
mecanismo de inmunidad innata.
Estas moléculas se han aislado en su
estado ADP-ribosilado en lavados
bronquiales de pacientes con
tabaquismo cronico, en los cuales se
acumulan los leucocitos PMN en las
vias respiratorias. La ADP-
ribosilacion de las defensinas inhibe
su actividad citotoxica, por lo que es
posible que esta modificacion sea
parte de un sistema celular de
proteccion del epitelio respiratorio
contra un efecto secundario dafiino
de estas moléculas (15). Es probable
que las defensinas sean ADP-
ribosiladas por las mADPRTs de los
propios leucocitos PMN, ya que se ha
reportado su existencia en la superfi-
cie de estas células. Otros leucocitos
de humano que también poseen
mADPRTs en su superficie son los
monocitos. Cuando los monocitos se
incuban con NAD"y lipopolisacérido
(LPS) bacteriano, varias proteinas de
su superficie son ADP-ribosiladas,
posiblemente como un mecanismo
de activacion celular.

b) mADPRTs intracelulares y sus
funciones

Se ha observado que la regulacion de
algunas actividades enzimaticas
intracelulares se lleva a cabo por la
accion conjunta de mADPRTs y
ADP-ribosilhidrolasas, en ciclos de
ADP-ribosilacion y desADP-
ribosilacion (Fig. 1). Tal es el caso de
una actividad de mADPRT intracelu-
lar generada en respuesta al estrés por
acumulacion de metabolitos toxicos,
que tiene su efecto sobre la enzima
glutamato deshidrogenasa (GDH)
mitocondrial en células Hep-G2, un
hepatoma humano. La GDH es
inhibida por su ADP-ribosilaciéon en
un residuo de cisteina en respuesta a
las altas concentraciones de su
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sustrato el glutamato, lo que evita
que se acumule amoniaco, un
subproducto de la actividad de esta
enzima, el cual es toxico para la
célula. Cuando los niveles de
glutamato bajan, la actividad de la
GDH es restablecida por una ADP-
ribosilhidrolasa mitocondrial
especifica de residuos de cisteina
(16).

En células de ovario de hamster
chino (CHO), la subunidad B de las
proteinas G heterotriméricas (Gy) es
ADP-ribosilada por una mADPRT
intracelular. Esta modificacién es
revertida por una ADP-ribosilhi-
drolasa citoplasmica especifica para
residuos de arginina. Este sistema
parece controlar la transduccion de
sefiales mediada por proteinas G, y es
importante en la modulacion de la
proliferacion y diferenciacion
celular, en la organizacion del
citoesqueleto y el trafico vesicular
(17). Otros sistemas endogenos que
también consisten en la ADP-
ribosilacion reversible de las
subunidades heterotriméricas G,; y
G, que conllevan a la regulacién
intracelular de la adenilato ciclasa,
fueron descritos en eritrocitos y
plaquetas de humano.

En células Hepa, un hepatoma de
raton, se ha observado la ADP-
ribosilaciéon de la chaperona
BiP/GRP78 en respuesta a una baja
concentracion de glucosa y aminoa-
cidos esenciales como el triptofano.
Esta chaperona estd situada en el
lumen del reticulo endoplasmico y
participa en el ensamble de proteinas
destinadas a la secrecion. La ADP-
ribosilacion de la chaperona proba-
blemente sea una respuesta al estrés
nutricional, causando una disminu-
cion de la secrecion de proteinas para
evitar la salida excesiva de proteinas
y lapérdida celular de aminoéacidos.

Por otro lado, se ha observado que
la sintesis de proteinas esta regulada
por mADPRTs intracelulares. En
células CHO vy reticulocitos de
conejo se encontr6 una ADP-
ribosilacion endogena del EF-2, un
componente indispensable en la
extension de la cadena polipeptidica
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en los ribosomas, que inactiva su
funcion (18).

c) mADPRTs en eucariotes
unicelulares

En algunos eucariotes unicelulares
también se ha observado que las
mADPRTs regulan ciertas activida-
des metabolicas. En el hongo
Phycomyces blakesleeanus se ADP-
ribosila la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), una
enzima clave en la glucolisis; la
ADP-ribosilacién inhibe su activi-
dad, posiblemente como una res-
puesta de adaptacion del hongo a
cambios ambientales o diferentes
condiciones de crecimiento. En el
parésito Trypanosoma brucei se
encontr6 que la ADP-ribosilacion de
la histona H2A, por la proteina Sir2
de localizacion nuclear, estd implica-
da en la relajacion de la cromatina,
formando parte del sistema de
reparacion del ADN de este microor-
ganismo. En otro parasito, en el
protozoario Entamoeba histolytica
se encontrdé que secreta una
mADPRT, la cual ADP-ribosila en
residuos de arginina algunas protei-
nas que también son secretadas por el
parasito, posiblemente como un
mecanismo de regulacion de la
funcion de algun factor extracelular
que puede estar involucrado en la
interaccion de la amiba con su
huésped (19).

4. MONO-ADP-RIBOSILACION
DE OTRAS MOLECULAS

Aunque la ADP-ribosilacién ocurre
sobre una gran cantidad de proteinas,
existen dos moléculas completamen-
te diferentes que son mono-ADP-
ribosiladas: la rifampicina, un
antibidtico antimicobacteriano y el
ADN. En el primer caso, una mico-
bacteria no patogena, Mycobacte-
rium smegmatis, utiliza la mono-
ADP-ribosilaciéon como un mecanis-

mo de resistencia en contra de la
rifampicina. La bacteria secreta una
mADPRT que modifica la rifampici-
na en el radical 23-OH formando 23-
(O-ADP-ribosil)rifampicina, incre-
mentando su tolerancia al antibidti-
co. En el segundo caso, la ADP-
ribosilacion del ADN estd causada
por la pierisina-1, una toxina que se
descubrio en las pupas de larvas de la
mariposa Pieris rapae de la col y que
se comenz6 a estudiar por sus
propiedades citotoxicas contra
células cancerosas. La pierisina-1 es
un factor inductor de apoptosis que es
letal para una gran mayoria de tipos
celulares, y se encontr6 que ADP-
ribosila secuencias ricas en desoxi-
guanosinadesoxicitidina (dG-dC) del
ADN. La modificacion por la
pierisina-1 ocurre sobre la guanosina
y forma N’-(ADP-ribos-1-il)-2'-
desoxiguanosina, lo que provoca
mutaciones por sustitucion de bases
en el ADN durante la replicacion
celular. Debido a que la pierisina-1 se
acumula en la etapa larvaria del
insecto, este mecanismo de modifi-
cacion del ADN podria ser importan-
te durante los eventos de la metamor-
fosis del insecto (20).

CONSIDERACIONES FINALES

La funcién fisiologica de la ADP-
ribosilacion estd mas clara en el caso
de las enzimas bacterianas, en las que
ya se ha comprobado su funcion in
vivo, no asi en la mayoria de los
sistemas de eucariotes, donde
muchos de los casos se han descrito
en modelos in vitro, utilizando
células transformadas. Por otro lado,
se ha observado la presencia de genes
de mADPRTSs en elementos genéti-
cos moviles como fagos y plasmidos
en bacterias, sin dejar de mencionar
que las distintas mADPRTs descritas
desde los fagos hasta los mamiferos
poseen una semejanza en su estructu-
ra secundaria, y ademas, poseen
aminoacidos que son muy conserva-

155

dos en los sitios cataliticos. Todo esto
hace suponer que la ADP-
ribosilacion es un mecanismo de
regulacion proteica muy conservado
que muy probablemente se ha
transmitido por transferencia
genética horizontal a través de las
distintas especies. Ahora bien, los
genes de las ART1 ARTS tanto del
humano como del raton, se identifi-
caron en el mismo tipo de tejido
celular de ambos seres vivos. ART1
es una proteina especifica del
musculo esquelético, ART2 de los
linfocitos T, ART3 y ARTS de los
testiculos y ART4 del corazon,
higado, pulmén y bazo; lo que
también demuestra la conservacion
de este sistema de regulacion
postraduccional en la filogenia de las
especies. Durante los ultimos afios,
un numero cada vez mayor de
disciplinas han coincidido en el
estudio de la ADP-ribosilacion,
contribuyendo en la comprension de
los sistemas de ADP-ribosilacion en
los organismos, tanto unicelulares
como multicelulares. Con un mejor
entendimiento de la fisiologia de la
ADP-ribosilacion en el ser humano,
es posible que las futuras investiga-
ciones se enfoquen al disefio de
estrategias moleculares que sirvan
para el tratamiento de diversas
afecciones, entre ellas el cancer. Por
ejemplo, algunos avances en la
terapia oncologica ya contemplan el
uso de toxinas quiméricas, las cuales
son moléculas hibridas compuestas
por una proteina con afinidad por un
tejido especifico (como un anticuer-
po, el factor de crecimiento o la
interleucina-13), acoplada a una
mADPRT bacteriana (como ExoA).
Estos agentes especificos con una
alta citotoxicidad podrian ser
utilizados en un futuro no muy lejano
para combatir distintos tipos de
células cancerosas.
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LA UNIDAD Y LA DIVERSIDAD DE LOS COMPLEJOS DE
INICIACION DE LA TRANSCRIPCION EN
PROMOTORES BASALES DE TIPO 1I*

Micuer MArTiNEZ TRUJILLO, GLORIA SoLis GUZMAN Y YAzZMIN CARREON ABUD

RESUMEN

El inicio de la transcripcion de un gen por la ARN
polimerasa II a partir de la region nticleo de un promotor,
requiere de varios factores de iniciacion, los cuales
forman un complejo de preiniciacion. Aunque estos
factores estan conservados en los diferentes eucariotes,
existe evidencia reciente de que los diferentes
promotores son reconocidos en su region nucleo por una
maquinaria de transcripcion altamente diversificada, lo
cual permite regular de manera especifica la iniciacion de

ABSTRACT

Initiation of transcription of a gene by RNA polymerase
II from a core promoter region requires the assembly of
several initiation factors to form a preinitiation complex.
Although these factors are well conserved in the different
eukaryotic organisms, there is recent evidence for highly
diversified transcription machinery responsible for
recognizing distinct core promoters with specific
regulatory activities.

la transcripcion.

PALABRAS CLAVE:
promotor.

INTRODUCCION

La transcripcion del ADN se lleva a
cabo por las ARN polimerasas, sin
embargo, mientras que so6lo una
enzima es responsable de este trabajo
en eubacterias y arqueas, los eucarion-
tes tienen tres ARN polimerasas que
comparten la tarea de transcribir los
genes nucleares. Estas tltimas son: la
ARN polimerasa I, la cual es respon-
sable de sintetizar la mayor parte de
los precursores del ARN ribosomal
(188S, 5.8S y 28S); la ARN polimerasa
II sintetiza el ARN mensajero y la
mayoria de los ARN nucleares
pequefios (ARNsn Ul, ARNsn U2,
etc.); la ARN polimerasa III sintetiza
los ARN de transferencia (ARNt), el
ARN ribosomal 5S y los ARN
nucleares pequefios U6 (ARNsn U6).
Todas las ARN polimerasas son
complejos de proteinas, con dos
subunidades grandes y un intrincado
arreglo de pequeiios componentes
cuyos tamaiios varian de 10 a 90 kDa.
Las subunidades B220 y C160 de las

Transcripcion,

KEY WORDS: Transcription, initiation, promoter.

iniciacion,

polimerasas Il y III, respectivamente,
son mas similares entre si con respec-
to a la subunidad grande A190 de la
polimerasa I, lo que sugiere que las
polimerasas II y III tienen un precur-
SOr comun mas cercano en términos
evolutivos (1).

LAS REGIONES PROMOTORAS
PRESENTAN ELEMENTOS DE
SECUENCIA ESPECIFICOS

Los promotores se definen de manera
general como secuencias en el ADN
que tienen la capacidad de causar la
transcripcion en un sistema de prueba
in vivo o in vitro. Aunque existen
variaciones entre los promotores
reconocidos por las tres diferentes
ARN polimerasas, éstos comparten
algunas caracteristicas:

a) Los promotores reconocidos por la
ARN polimerasa I consisten de dos
regiones separadas, una de ellas
llamada el nticleo del promotor, que se
extiende hacia ambos lados del sitio
de inicio de la transcripcion, desde -45

* Recibido: 11 mayo 2004

Aceptado: 05 octubre 2004

hasta +20, generalmente con secuen-
cias ricas en GC, excepto por una
secuencia corta rica en AT alrededor
del sitio de inicio, y que se conoce
como Inr. La otra regiéon importante
del promotor (UPE) se ubica desde
-180 a -107 y también contiene una
secuencia rica en GC. La region UPE
es reconocida por el polipéptido UBF,
de 85-97 kDa y la region nucleo es
reconocida por un factor que consiste
de 4 proteinas, de las cuales una de
ellas (TBP) es un factor que es
requerido para la iniciacion por las
ARN polimerasas 1y III. Una vez que
UBF y el factor que se une a la region
nicleo estan en posicion, la ARN
polimerasa I puede entrar al complejo
del promotor (1).

b) La caracteristica mas asombrosa e
inusual de los promotores usados por
la  ARN polimerasa III es que la
mayoria incluyen elementos de
secuencia importantes hacia delante
del sitio de inicio de la transcripcion,
entre las posiciones +55 y +80. En

Facultad de Biologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Ciudad Universitaria, Edificio B4, Morelia, Michoacan,
México. C.P. 58066. Tel. (443) 3166973. Correo E: migueltrujilloira@yahoo.com.mx
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estos casos existen dos secuencias o
cajas separadas, una caja A combina-
da ya sea con una caja B o C. Estas
cajas son unidas por TFIIIC, ya sea
independientemente o en conjuncioén
con TFIIIA. La presencia de TFIIIC
permite que TFIIIB se una al sitio de
inicio y esto es suficiente para
permitir que la ARN polimerasa III se
una al sitio de inicio de la transcrip-
cion (1). Otro tipo de promotores
usados por la polimerasa III se
encuentran antes del sitio de inicio de
la transcripcidn y contienen elemen-
tos similares a los reconocidos por la
polimerasa II, los cuales seran
mencionados mas adelante.

¢) La organizacion de los promotores
reconocidos por la ARN polimerasa II
consisten de un promotor nucleo,
definido como la secuencia mas corta
en la que la ARN polimerasa II puede
iniciar la transcripcion y su funciona-
miento es de una eficiencia baja.
Antes del promotor nucleo, a pocas
decenas de bases, se encuentran
secuencias que varian de acuerdo al
promotor y a las cuales se unen
proteinas activadoras para incremen-
tar la eficiencia de transcripcion.
Entre estas secuencias se encuentran
las cajas CAAT y GC. De esta manera,
el promotor nucleo con las secuencias
cercanas que unen proteinas activado-
ras, conforman un promotor mas
eficiente. Es necesario hacer una
distinciéon entre las secuencias
cercanas que forman parte del
promotor y secuencias mas alejadas, a
cientos o miles de bases respecto al
sitio de inicio de transcripcion, que
permiten incrementar o potenciar la
transcripcion. Este ultimo tipo de
secuencias son conocidas como
“enhancers” o potenciadores y
contienen los mismos elementos de
secuencia que son encontrados en los
promotores, pero tienen como
caracteristica que pueden funcionar
de manera bidireccional y tanto antes
como delante del promotor (1).

LOS PROMOTORES NUCLEO O
BASALES RECONOCIDOS POR
LA ARN POLIMERASA II

Miguel Martinez Trujillo, Gloria Solis Guzman y Yazmin Carre6n Abud

PUEDEN TENER VARIACION EN
SUS SECUENCIAS

Los elementos nticleo del promotor
mejor caracterizados son el elemento
o caja TATA, localizado entre 25 y 30
bases antes del sitio de inicio de la
transcripcion, con una secuencia
consenso TATAa/tAa/t y el elemento
iniciador (Inr), centrado en el sitio de
inicio de la transcripcion que es rico
en pirimidinas, aunque su secuencia
precisa es variable (YYANa/tYY) (2).
La caja TATA estd presente en la
mayoria de los promotores y puede
combinarse con el elemento iniciador.
En otros promotores en que no hay
caja TATA el elemento iniciador
generalmente esta presente, aunque
puede faltar. Los promotores con caja
TATA presentan elementos iniciado-
res débiles, ya que la eliminacion de la
caja TATA ocasiona la pérdida de la
actividad del promotor y en estos
casos el elemento iniciador tiene la
funcion de precisar el sitio correcto de
inicio del transcrito (3). Otro elemento
presente en el nucleo del promotor es
el DPE (“downstream promoter
element”) o elemento que se encuen-
tra después del nucleo del promotor y
que se ha reportado en algunos
promotores de Drosophila y huma-
nos, con una secuencia consenso
a/gGa/tCGTG ubicada 30 nucledtidos
después del sitio de inicio de trans-
cripcion (4). En un estudio de 205
promotores de Drosophila se encontrd
que existe una mayor flexibilidad en la
secuencia DPE y que es tan comun
como la caja TATA (5). Se ha descrito
un nuevo elemento presente en la
region nucleo del promotor, BRE
(elemento reconocido por TFIIB), con
la secuencia consenso G/C-G/C-G/A-
CGCC, el cual probablemente juegue
un papel en determinar la fuerza del
promotor (6).

Existen promotores sin las secuencias
mencionadas anteriormente y en
cambio presentan secuencias ricas en
guaninas y citosinas (GGGGCG), que
se han reportado como sitios de union
del factor Spl, que consiste en una
proteina de unidén a ADN con dedos
de zinc. Estas secuencias se han

reportado en genes de humanos,
murinos y recientemente en plantas,
particularmente en el promotor del
gen de la sacarosa fosfato sintasa de
arroz (7).

LOS FACTORES GENERALES DE
TRANSCRIPCION PERMITEN EL
ENSAMBLAJE DE LA ARN
POLIMERASA 11 Y EL INICIO DE
LA TRANSCRIPCION

No es posible iniciar la transcripcion
de un gen in vitro cuando se utiliza
solo la ARN polimerasa II purificada;
en cuyo caso es necesario adicionar
componentes proteicos aislados de
extractos celulares crudos. Este hecho
demuestra que se requieren factores
de transcripcion, los cuales son
definidos como cualquier proteina
que es necesaria para la iniciacion de
la transcripcion, pero que no es parte
propiamente de la ARN polimerasa.
El estudio de la transcripcion in vitro
ha permitido encontrar los componen-
tes minimos necesarios para este
proceso, que corresponde a la trans-
cripcion basal. Los factores necesa-
rios adicionales a la ARN polimerasa
se han definido como factores
generales de transcripcion y se han
nombrado de acuerdo al orden en que
fueron aislados: TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH y TFIIJ.
Los factores y el proceso de iniciacion
de la transcripcion se esquematizan en
la figura 1 y han sido descritos de la
manera siguiente (6): a) Reconoci-
miento de los elementos del nucleo
del promotor por el factor TFIID; b)
Reconocimiento del complejo TFIID-
promotor por TFIIB; ¢) Reclutamien-
to de la ARN polimerasa y el factor
TFIF; d) Union de TFIE y TFIIH
para completar el complejo de
preiniciacion; e) Formaciéon de un
complejo de iniciacion abierto, por la
separacion de cadenas del ADN; f)
Sintesis del primer enlace fosfodiéster
en el transcrito naciente de ARNm; g)
Liberacion de los contactos de la ARN
polimerasa II y aclaramiento del
promotor y h) Alargamiento del
transcrito de ARN. TFIIA puede
unirse al complejo en cualquier etapa
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después de la union de TFIID,
estabilizando el complejo de inicia-
cion.

EL FACTOR TFIID PARTICIPA EN
EL RECONOCIMIENTO DE
ELEMENTOS NUCLEO DEL
PROMOTOR

TFIID es un complejo de proteinas
formado por TBP (proteina de uniéon a
TATA)y de 8 a 12 factores asociados a
TBP, conocidos como TAF;s (factores
que se asocian a TBP), que han sido
estudiados en levadura, Drosophila y
humanos (8)(Fig. 2). El reconoci-
miento del elemento TATA es a través
de la proteina TBP en el surco menor
del ADN, lo que ocasiona una
distorsion del mismo y al doblarse
forma una curvatura a manera de un
sable que permite un mejor recluta-
miento para otros factores (9).
Estudios de interaccion in vitro entre
dominios de activacion y TAF,s
aislados y estudios de reconstitucion
de TFIID muestran que los TAF,s son
los blancos obligatorios de los
activadores. Existe evidencia de que
los TAF,s desempefian un papel en el
reconocimiento del promotor,
principalmente en lo que respecta a
TAF,150 que en algunos promotores
con elemento iniciador permite el
funcionamiento eficiente de éstos
(10). Estudios de unién in vitro
proporcionan evidencia de que es el
complejo dimérico TAF,250-
TAF,150 el que reconoce al elemento
iniciador (11). Diferentes estudios
demuestran que las funciones prima-
rias tanto de TATA como del elemento
iniciador consisten en reclutar a
TFIID al nucleo del promotor,
resultando en ambos casos en un
complejo TFIID/ADN. Estudios de
entrecruzamiento (“cross-linking”)
sugieren que el reconocimiento del
elemento situado después del promo-
tor (DPE), en promotores de Drosop-
hila se lleva a cabo por TAF,60 y
TAF,40 (4) (Fig.2).

EL FACTOR TFIIB FUNCIONA
COMO UNA PLATAFORMA

y TFIID \‘1
< TFIA /
/ A {/T‘BE}/,
TATA
.-'/P_.__hx\
..—f"__—__"'ll l‘
<"/ TFID R
TFIIB |
TFIA I,
/ - TBP ) _A_ '
TATA

TATA

FIGURA 1. Orden de ensamblaje de los factores generales de transcripcion y la ARN polimerasa
1l en el promotor tipico de Adenovirus ML. El reconocimiento del promotor se lleva a cabo por la
union de TBP a la caja TATA. TBP funciona como parte del complejo TFIID y el resto del factor
representa a los TAFs. TBP unido al ADN recluta a TFIIA y TFIIB, el cual proporciona una
plataforma para que la polimerasa Il unida al factor TFIIF se incorpore al complejo. TFIIE y
TFIIH son reclutados al final mediante interacciones con la ARN polimerasa II. (Figura
adaptada de la referencia l).
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FIGURA 2. Modelo de union de TFIID a un promotor idealizado con 3 elementos del nucleo del promotor. El DNA se representa como una banda
negra con los elementos de secuencia (TATA, INR, DPE). Dentro del complejo, TBP se une a la caja TATA. El complejo TAF,150-TAF,250 se une al
elemento iniciador y TAF,60-TAF,40 se unen a DPE. Aunque se conocen las interacciones mencionadas, el acomodo de los TAF's se desconoce. De
manera natural los promotores pueden carecer de uno 6 mds de los elementos que se muestran o bien tener una secuencia altamente degenerada.

(Figura adaptada de referencia 13).

PARA LA ARN POLIMERASA 11

Este factor es un polipéptido de 35
kDa, el cual presenta sitios de interac-
cion para el complejo TFIID-
promotor, TFIIF y para la ARN
polimerasa II, proporcionando una
plataforma para el reclutamiento de la
polimerasay el factor TFIIF. Estudios
in vitro en los que se hicieron inter-
cambios de TFIIB de levadura y
mamiferos  demostraron que este
factor es, junto con la polimerasa, el
unico responsable en la determinacion
del sitio de iniciacion de transcrip-
cion; lo cual fue confirmado por
estudios de cristalografia. Adicional-
mente se ha demostrado que este
factor interacciona con el elemento de
secuencia BRE (elemento que
reconoce la secuencia B), que se
localiza en algunos promotores antes
de la caja TATA y es posible que esta
interaccion juegue un papel en la
fuerza del promotor o el orden de

ensamblaje del complejo de preinicia-
cion (12).

EL FACTOR TFIIF ESCOIOA A LA
ARN POLIMERASA 11

Este factor, formado por los polipépti-
dos RAP30 y RAP74, de 30 y 74 kDa
respectivamente, se encuentra
fuertemente asociado a la polimerasa
Il incluso en ausencia de ADN y
suprime interacciones inapropiadas
entre la polimerasa Il y sitios que no
son promotores (13). RAP30 ha
evolucionado claramente de un factor
bacteriano sigma. En estos organis-
mos, sigma se une al resto de la ARN
polimerasa, formada por las subuni-
dades o, By B'y permite de esa manera
el reconocimiento de los promotores.
RAP30no sélo tiene homologia con el
factor sigma de bacterias, sino que
puede unirse directamente a la ARN
polimerasa de Escherichia coli.

TFHHE Y TFHIH PRESENTAN
MUITIPLES ACTIVIDADES

El tetramero TFIIE esta compuesto de
dos subunidades de 56 kDa y 34 kDa
y entra al complejo de iniciacion
después de la polimerasa y TFIIF,
aunque es posible que entre simulta-
neamente. Una vez que TFIIE es
incorporado establemente, recluta a
TFIIH al promotor (14), completando
el proceso de ensamblaje y haciendo
competente a la polimerasa para
iniciar la transcripcion. TFIIH es un
factor complejo de 9 subunidades y
multiples actividades enzimaticas: a)
dos subunidades son helicasas
dependientes de ATP, que pueden
desenrollar el DNA duplex, una en
cada direccion b) la ciclina H y la
cinasa dependiente de ciclina (cdk7)
son otras subunidades, las cuales junto
con un polipéptido regulatorio forman
una actividad de cinasa activadora de
cdk (CAK); ¢) cinco subunidades
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FIGURA 3. Factores TBP relacionados a TBP codificados por diferentes genomas. Los
dominios conservados de estos factores se presentan de una manera semicircular y los extremos
aminoy carboxilo no conservados aparecen como proyecciones lineales. La caja TATA es obviay
las secuencias de reconocimiento diferentes a TATA se describen como RECON. Se indica en
Drosophila un elemento DRE. (Figura adaptada de la referencia 16)

tienen un papel en la reparacion de
ADN, lo que permite acoplar la
transcripcion a lareparacion (6).

DIVERSIDAD DE LOS
COMPLEJOS DE
TRANSCRIPCION QUE
RECONOCEN AL PROMOTOR
Inicialmente se pensaba que la
formacion de los complejos de
iniciacion de la transcripcion en la
secuencia nucleo del promotor eran
invariables y se tenia solamente un
tipo de complejo. La secuenciacion de
genomas y otros estudios demuestran
que existe diversidad tanto en los
miembros de las familias TBP como
en los TAFs que se asocian a TBP para
formar a TFIID. Se ha encontrado
que ademas del gen que codifica para
el TBP tipico, puede haber otros genes
con alta homologia (mas del 90%) los

cuales codifican para TBPs que
difieren en el extremo amino terminal
de la proteina, pero que son capaces de
unirse a cajas TATA (15) (Fig. 3). En
el caso de plantas y vertebrados se han
denominado TBP2 y en Drosophila
TRF1 (TBP-related factor 1). Este
ultimo (TRF1) se expresa a niveles
altos en el sistema nervioso y gonadas
de Drosopihila, sugiriendo que su
funcion es especifica de tejido y sélo
relacionada con ciertos genes.
Ademas, se ha encontrado una familia
de genes adicionales que codifican
para factores relacionados a TBP,
conocidos como TLFs (“TBP like
factors”) y que comparten alrededor
de un 60% de similitud con TBP (15).
Se ha demostrado que a diferencia de
TBP, los factores TLF no reconocen
cajas TATA y pueden unirse al ADN
con una especificidad completamente
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diferente, por lo que pueden funcionar
en promotores sin caja TATA (16). En
Caenorhabditis elegans un TLF,
TRF2 (“TBP-related factor 2”) es
importante en el desarrollo embriona-
rio, ya que la inactivacion del gen
correspondiente detiene el desarrollo
del embrion. En murinos otro TLF
(TRF2) se expresa principalmente en
los testiculos, ya que su inactivacion
ocasiona esterilidad y en Drosophila
otro TLF (dTRF2) esta relacionado
con la expresion de un grupo de genes
(17).

Ademas de la diversidad de factores
relacionados con TBP se ha encontra-
do que existe diversidad en los
factores que se asocian a TBP (TAFs)
para conformar a TFIID (Fig. 4). Por
ejemplo, en ovario de raton (Fig. 4b)
el TAF,130 (TAF4b) es sustituido por
TAF,105, permitiendo la activacion
selectiva de un grupo pequeno de
genes; la inactivacion especifica de
TAF4b produce hembras que son
estériles. De manera similar, TAF,80
es reemplazado por TAF5b (“cannon-
ball”) en los testiculos de Drosophila
(Fig. 4¢), y su presencia es necesaria
parala espermatogénesis (16).

Otro nivel de complejidad es adicio-
nado por la presencia de complejos
multiproteicos de TAFs que carecen
de TPB y factores relacionados, y que
han sido aislados de levaduras,
Drosophila y células humanas (18).
Estos complejos de TAFs libres de
TBP (TFTC) pueden reemplazar a
TFIID y funcionar en ensayos de
transcripcién in vitro, tanto en
promotores con caja TATA o sin ella.
Entre las proteinas que conforman a
estos complejos se encuentran
homologos de TAE la enzima acetil
transferasa GCN5 y TRRAP (“trans-
formation-transactivation domain-
associated protein”) que se requiere
para la activacion de la oncoproteina
Myc y la proteina del ciclo celular
E2F. La presencia de enzimas acetil
transferasas en estos complejos
sugiere que puedan participar en la
regulacion de la transcripcion al nivel
de remodelacion de la cromatina,
mediante la acetilacion de histonas.
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CONCLUSION

Por lo anteriormente reportado es
evidente que la diversidad de factores
TBP y TAFs en los organismos
metazoarios les permiten la formacion

Miguel Martinez Trujillo, Gloria Solis Guzman y Yazmin Carre6n Abud

FIGURA 4. Representacion esquemdtica de varios complejos que tienen TAFs. Los esquemas a, b y ¢ representan formas de TFIID que presentan
TBPy reconocen secuencias con cajas TATA. (a) TFIID estandar, utilizado en la formacion de complejos de transcripcion de la mayoria de los genes.
(b)TFIID utilizado en células de ovario de raton. (c)TFIID utilizado durante la espermiogénesis en los testiculos de Drosophila. (d) Complejo de
transcripcion sin TBP utilizado en células humanas. (Figura adaptada de la referencia 18).

de diferentes complejos de iniciacion
de la transcripcion al nivel del niicleo
o region basal del promotor, lo que
permite acomodar programas de
transcripcién mas complejos, relacio-
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Disefio de un oligonucleétido para su utilizacion como
sonda de hibridacion

En ocasiones, en los laboratorios de investigacion se
requiere disefiar un oligonucle6tido a partir de una secuen-
cia corta de amino4acidos obtenida por digestion y secuen-
ciacion de aminoacidos de una proteina purificada, para
utilizarlo como sonda en la bisqueda del gen respectivo en
bibliotecas gendmicas o de cADN.

Ya que la mayoria de los aminoacidos son codificados
por 2-6 codones, seria dificil predecir la secuencia de
nucledtidos exacta que codificaria para ese péptido. Por
ejemplo, existen 64 posibles oligonucledtidos de 18 bases
que pueden codificar para la secuencia
Asn,Phe,Tyr,Ala,Trp,Lys.

Una estrategia comtn es utilizar mezclas de oligonu-
cléotidos degenerados para incrementar las posibilidades de
hibridacién con el gen blanco. Estas son mezclas que
contienen todas las combinaciones posibles de oligonucléo-
tidos que pueden codificar para un péptido (Sambrook y
Russell, 2001). Los oligonucleotidos de secuencia tinica son
sintetizados por la adicion quimica sucesiva de cada
nucleotido (de acuerdo a la secuencia deseada) a un nucled-
tido unido a un soporte de fase solida. Las mezclas de
oligonucléotidos degenerados por lo tanto, se sintetizan por
la adicion de hasta las cuatro bases en una misma posicion,
creando oligonucleotidos con diferentes combinaciones en
dicha posicion (Sambrook y Rusell, 2001).

Emma Saavedra
Correo E: emma_saavedra2002@yahoo.com

La digestion proteolitica y secuenciaciéon de dos
proteinas de los parasitos Entamoeba histolytica'y Trypano-
soma cruzi (causantes de la amibiasis y de la tripanosomiasis
humanas), fueron obtenidas por el mismo procedimiento de
purificacion y dieron como resultado el siguiente péptido,
idéntico en ambas proteinas:

NH,-AQHRNDILISHPMETL

PREGUNTA 1
Considerando (i) el uso de codones que se muestra en
la Tabla I, (ii) el nimero de codones que codifica para
cada aminoacido y (iii) el hecho de que los genes de
estos organismos no contienen intrones, disefiar para
Entamoeba histolytica la mejor opcion de una mezcla
de oligonucledtidos degenerados con una longitud de
18 bases.
Explicar el razonamiento seguido para el disefio de la
mezcla.

PREGUNTA 2
(Esta mezcla de oligonucledtidos disefiado para E.
histolytica seria también adecuada para localizar el
gen en una biblioteca genoémica de Trypanosoma
cruzi? Sino es el caso, indicar la secuencia de la
nueva mezcla de oligonucleotidos degenerados para
este parasito

-Sambrook J, Russell, DW. (2001) Molecular Cloning. A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory. NY.
Vol. 2, p 10.1-10.52.

TABLA L

Uso de codones de Entamoeba histolytica'y Trypanosoma cruzi (consultado en la base de datos http://www.kazusa.orjp/codon/)

h Tc Eh Tc Eh Tc Eh Tc
Uuu F 30.2 22.6 ucu s 17.0 10.9 UAU Y 31.9 7.9 UGU C 19.8 6.5
uuc F 12.5 13.2 ucc s 1.6 13.7 UAC Y 4.1 17.7 UcC C 2.3 12.5
UUA L 39.8 4.9 UCA S 28.4 9.5 UAA * 2.0 0.5 UGA * 0.4 1.3
UuuG L 6.5 15.7 UcG s 0.7 12.9 UAG * 0.1 0.6 UGG W 9.2 11.6
CUU L 26.1 20.8 CCU P 8.5 8.5 CAU H 15.4 9.3 CGU R 4.3 14.7
cuc L 2.2 14.8 CcC P 0.6 12.0 CAC H 2.4 13.7 CGC R 0.1 17.8
cva L 2.7 3.7 ccA P 27.8 12.3 CAA Q 35.0 12.0 CGA R 2.9 7.1
CuUG L 0.6 28.4 CCG P 0.2 15.5 CAG Q 1.7 24.4 CGG R 0.2 10.1
AUU I 57.4 20.5 ACU T 25.5 10.9 AAU N 46.5 16.5 AGU S 16.5 11.0
AUC I 5.9 14.2 ACC T 3.0 15.2 AAC N 8.4 20.8 AGC S 1.8 15.4
AUA I 14.0 5.1 ACA T 26.7 15.4 AAA K 63.6 16.1 AGA R 27.4 4.3
AUG M 26.8 25.1 ACG T 1.1 24.6 AAG K 18.9 35.5 AGG R 1.7 7.3
GUU V 42.2 18.1 GCU A 28.5 17.3 GAU D 45.9 22.4 GGU G 18.1 18.5
GUC VvV 4.6 13.2 GCC A 2.9 25.1 GAC D 8.5 26.7 GGC G 0.8 26.4
GUA V 16.4 6.0 GCA A 28.1 19.4 GAA E 65.6 23.8 GGA G 43.9 12.8
GUG V 2.6 36.3 GCG A 0.5 29.6 GAG E 6.5 44.4 GGG G 2.6 14.9

Eh=E. histolytica: Cddigo GC 31.45%; primera letra GC 44.86%; segunda letra GC 35.32%); tercera letra GC 14.17%
Te= T cruzi: Codigo GC 54.34%; primera letra GC 58.20%; segunda letra GC 44.24%; tercera letra GC 60.57%

* indica codon de término
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HORIZONTALES

4  Moléculas de 21 atomos de carbono, la aldosterona
pertenece a este grupo y tienen como funcién actuar
sobre el tabulo distal del rifion, aumentando la
reabsorcionde Na'ylaexcrecionde K e H'.

5 Hormona que se produce en la corteza de la glandula
suprarrenal y regula el metabolismo de la glucosa, es
transportada por una globulina llamada transcortina.

7  Analogo estructural del cortisol al que se le ha
afiadido un atomo de flaor en el carbono 9, es

10

11

13

utilizado en terapéutica y disminuye algunos efectos
secundarios, como por ejemplo la retencion de agua y
sales minerales.

Grupo de hormonas que promueven la
gluconeogénesis y para ello, el aumento en la
degradacion de las grasas y de las proteinas.

Tipo de circulacion mediante la cual los acidos
biliares que se absorben en el intestino delgado,
regresan en un porcentaje muy alto al higado.

Accion del cortisol ya que puede estimular la sintesis
de lipomodulinas, proteinas que impiden la sintesis y
laliberacion de prostaglandinas, que son mediadores



166

16

19

24

25

26

27

28

29

30

31

delainflamacion.

Producto de la reduccion de la 3-hidroxi-
metilglutaril-coenzima con la participacion de
NADPH, al bloquear su sintesis por estatinas, se
disminuye la produccion de colesterol.

Con este término se designan a las hormonas cortisol,
corticosteronay aldosterona.

Hormonas que poseen en su estructura al
ciclopentanaperhidro-fenantreno.

Vitamina D, es un compuesto formado por el
cornezuelo de centeno, hongo que es parasito a este
grano.

Hormonas que participan en el ciclo ovarico y son
necesarias para el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios en las hembras.

Sindrome ocasionado por la deficiencia de vitamina D
que se expresa con reblandecimiento y debilidad en
los huesos.

Hormona responsable del desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios en el hombre.

Tiene como funcidn solubilizar a los lipidos de la dieta
y es el producto de la reaccion entre colil-coenzima A
y un aminoécido.

Tiene azufre en su estructura, actiia como detergente
propiciando la formacién de micelas y con ello
permite que haya una mejor accion de las lipasas
hidrosolubles.

Se excreta en las heces y ayudado por bacterias
intestinales, es el producto de degradacion del
colesterol.

VERTICALES

Por la accion de la luz ultravioleta da lugar a
colecalciferol.

La deficiencia o carencia de receptores para las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) impide que
éstas se endociten y por lo tanto permanezcan altas en
plasma, ocasionando esta patologia.

Es un gestageno, prepara los revestimientos del utero

12

14

15

17

18

20

21

22

23
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para que el 6vulo se implante.

Hormona que se forma a partir de la vitamina D
mediante reacciones de hidroxilacion.

Hormonas anabolicas que estimulan la sintesis de
proteinas, aumentan la masa muscular y disminuyen
lareserva de lipidos del tejido adiposo.

Patologia ocasionada por la produccién no regulada
de colesterol lo cual induce su acumulacién en forma
de placas en los vasos sanguineos.

Hormona que se produce en las glandulas
suprarrenales y tiene como funcién regular la
reabsorcionde Na', Cl'y HCO, en el rifion.

Es el resultado en la deficiencia de la 21-hidroxilasa,
enzima que interviene en la sintesis de
glucocorticoides, como consecuencia se eleva la
producciéon de hormona adrenocorticotrofica y
finalmente se incrementa la produccion de
andrégenos.

Vitamina D,, es precursor de la hormona 1,25-
dihidroxicolecalciferol la cual regula la fijacion o
eliminacionde Ca" en huesos.

Se le llama activo y es el producto de la
fosforilacion y descarboxilacion del mevalonato.
Forma en la que el colesterol y sus ésteres se
transportan en la sangre.

Producto de ciclizacion del escualeno, la reaccion
requiere NADPH, O, y es catalizada por unaciclasa.
Tipo de radiacion que abre el anillo B del 7-
dehidrocolesterol para iniciar la sintesis de las
vitaminas D.

Particulas formados por colesterol, una gran cantidad
de triacilgliceroles y la apoproteina B-48, esta ultima
tiene unaregion hidrofilica.

Esteroide que modula la fluidez de lamembranay que
es precursor de glucorticoides, mineralocorticoides y
estrogenos entre otras moléculas- .

Asi se conoce a la patologia ocasionada por la
deficiencia de vitamina D en nifios y que se
caracteriza por una calcificacién inadecuada de
huesos y cartilagos.
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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

Respuesta 1.

A pesar de que la secuencia de aminoacidos de dos protei-
nas puede ser idéntica en una region pequeia (por ejemplo
la secuencia de unidon de sustratos o cofactores o de
aminoacidos involucrados en la catalisis), el uso de
codones de cada organismo puede ser muy diferente y esto
determina la secuencia de nucledtidos que codifica para
dicho fragmento.

Enla Tabla I se puede apreciar que el uso de codones entre
los dos organismos es bastante diferente. E. histolytica
tienen un bajo contenido de G y C en sus secuencias
codificantes (31.45%) mientras que los genes de T. cruzi
tienen en sus genes un mayor contenido de GC (54.3%).
Por lo tanto, la secuencia de nucle6tidos que se obtendra en
el primero mostrara un alto contenido de A y T, mientras
que el segundo tendrd mayor porcentajede Gy C

Para el disefio de un oligonucle6tido es necesario atender a
ciertas recomendaciones:

- Evitar escoger regiones donde existan aminoacidos que
son codificados por muchos codones; por ejemplo arginina
(R), leucina (L) y serina (S) son codificados por seis
codones, mientras que alanina (A), glicina (G), prolina (P),
treonina (T) y valina (V) son codificados por cuatro
codones. Esto evita tener que insertar los cuatro nucleoti-
dos en las tres posiciones de cada triplete codificante.

- Evitar que al final del oligonucleétido queden este tipo de
aminoacidos.

- Si existen aminoacidos que son codificados por un
numero grande de codones, tratar de que estos queden en
medio del oligonucledtido, mientras que en los extremos
escoger aminoacidos codificados por pocos codones.

- Por lo tanto, de preferencia hay que escoger regiones
donde haya aminoacidos codificados por 1-3 codones. Esto
favoreceria una mayor hibridacion entre la sonda y el
DNA blanco.

Los oligonucledtidos deben tener una longitud de 18 bases,
esto es, deben corresponder a una secuencia contigua de 6
aminoacidos.

El andlisis de las sextetas de aminodcidos posibles y
considerando las recomendaciones anteriores tenemos los
siguientes combinaciones posibles para disefiar el oligonu-
cléotido:

Oligo 1. Esta region inicial contiene en su mayoria
aminoacidos codificados por dos codones, excepto la R
que es codificado por 6 y esta en un posicion intermedia; el
inconveniente radica en que la A estd también codificada

AQHRNDILISHPMETL secuencia obtenida
AQHRND oligo 1
QHRNDI oligo 2
HRNDIL oligo 3
RNDILT oligo 4
NDILIS oligo 5
DILISH oligo 6
ILISHP oligo 7
LISHPM oligo 8
ISHPME oligo 9
SHPMET oligo 10
HPMETL oligo 11
por cuatro codones

Oligo 2. Esta region tiene en su mayoria aminoacidos
codificados por dos codones excepto R y a diferencia con
el oligo 1 termina con I, que es codificado por tres
codones. Sin embargo, la diferencia diferencia con el
oligo 1 termina con I, que es codificado por tres codo-
nes. Sin embargo, la diferencia en estos tres radica
unicamente en la tercera base del codon por lo que podria
no representar un problema mayor. Por lo tanto, esta es
una buena region para hacer un oligonucléotido.

Oligos 3-11 tienen en los extremos o en medio aminoaci-
dos codificados por 6 codones (R, L, S) 0 4 codones (P y
T) lo que podria desfavorecer la hibridaciéon en estas
regiones debido a las diferentes posibilidades en cada
posicion de estos codones.

Por lo tanto la secuencia de aminoacidos mas favorecida
es laque presenta el oligo 2:
QHRNDI

De acuerdo al uso de codones de E. histolytica (Tabla
I), los nucleodtidos con mayores posibilidades de
encontrarse serian los siguientes:

Q H R N D I
5" CAA CAT AGA AAT GAT ATT
CGT ATA

La mezcla de oligonucleotidos degenerados contendria
oligonucledtidos que difieren en la base donde existen
las dos posibilidades de nucle6tido, por lo que la mezcla
final contendria en total ocho oligonucléotidos diferen-
tes.

Un problema que tendria un oligo como este es que su
contenido de AT es muy alto. Ya que solamente se
establecen dos puentes de hidrogeno entre estas dos
bases, se tendrian que utilizar temperaturas de hibrida-
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cion bajas, asi como la utilizacion de altas concentraciones
de sales en la solucion de hibridacioén para favorecer la
union de la sonda al DNA blanco

Respuesta 2

De acuerdo a la misma secuencia de aminoacidos anterior,
para T. cruzi los codones mas representados para dichos
aminodacidos serian los siguientes:

Q H R N D I
5° CAA CAT CGC AAT GAT ATT
CAG CAC CGT AAC GAC ATC
CGG
AGG
CGA

Para los oligonucleotidos de este parasito se escogieron
mas variedad de codones que para el caso anterior ya que
como se puede observar en la Tabla I, para algunos amino-
acidos 7. cruzino muestra una preferencia marcada en un
codon. La mezcla de oligonucléotidos degenerados seria
mas compleja en este caso.

Como se habia predicho del uso de codones, la sonda para
este parasito presenta codones que tienen mayor contenido
de GC que el de E. histolytica; por lo tanto la sonda disefia-
da para éste ultimo no serviria para buscar el gen de T

REB 23 (4): 167-168, 2004

cruzi. Por otro lado, a pesar de que la sonda de 7. cruzi
contiene los codones que codificarian para la mayoria de
los aminoacidos de la secuencia de la amiba, el problema
radica en que la R estaria codificada por codones
extremadamente diferentes y podria dificultar el proceso
de hibridacion. Por lo tanto, es mas adecuado sintetizar
sondas independientes para cada organismo.

Conclusion

Con este ejercicio se trata de demostrar que cuando
se requiere disefar oligonucledtidos para usarlos como
sonda de hibridacion en procedimientos de bisquedas de
genes en bibliotecas genomicas o de cDNA, o alternati-
vamente, en el diseflo de pares de oligonucledtidos para
utilizarlos como primers en reacciones de PCR, lo mas
adecuado es basarlos en el uso de codones del organismo
de estudio.

Siguiendo el mismo razonamiento, se debe de poner
especial atencion al uso de genes o segmentos de un gen
de un organismo para ser utilizados como sonda para
buscar el gen de otro organismo que pertenezca a un
grupo taxonomico muy diferente, ya que si el uso de
codones es tan divergente como en el presente ejercicio,
las probabilidades de tener hibridacion exitosa disminu-
yen en alto grado, con resultados desalentadores.
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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 Correspon-
sales de al menos una contribucion propia o de su comu-
nidad al afio y de las noticias relevantes de su locali-
Ldad oregion.

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

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 deuna hojacarta; lasletras ynimeros mas
pequeiios no deben ser menores a los dos milimetros. Las tablas se
deberan presentar conforme alguna de las publicadas en los
numeros 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.

II. 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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