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EDITORIAL

LA DIVULGACION DE LA CIENCIA

La divulgacion cientifica es una forma de comunicacion
dirigida a las diferentes esferas de la poblacion, para darle
un acceso facil, rapido y veraz a conocimientos y conceptos
cientificos; desplazando las explicaciones empiricas y magi-
cas de los fenomenos, por conocimientos que explican los
marcos de referencia y los paradigmas en los que se basa
nuestro actual entendimiento racional del universo y fomen-
tando el empleo del razonamiento logico para la resolucion
de los problemas y el entendimiento de la naturaleza.

Si bien la actividad cientifica es en si misma una tarea
que tiene serias dificultades en su consecucion y manteni-
miento, la divulgacion de los conocimientos cientificos no
es menos complicada y en varias formas tiene aristas que la
complican aun mas. Para divulgar los conocimientos cien-
tificos nos enfrentamos por lo menos a tres grandes proble-
mas: la falta de preparacion de los investigadores y acadé-
micos para comunicar a un publico no especializado los
conceptos tan especializados que se emplean en la ciencia,
la falta de estructuras administrativas que promuevan la
divulgacion y el bajo nivel educativo y la nula cultura cien-
tifica de la poblacion en general.

En nuestro pais es muy poca la cantidad de materiales
destinados a la divulgacion de la ciencia en general y toda-
via mas baja la cantidad de materiales empleados para la
divulgacion de los resultados de la ciencia nacional. Una
buena parte de los materiales de divulgacion son traduccio-
nes extranjeras, a veces mal hechas y cuya distribucion esta
muy limitada en cualquiera de los medios. Sélo algunos ejem-
plos pueden rescatarse como loables esfuerzos por realizar
esta actividad. Es claro que nuestros medios de difusién
buscan una ganancia economica, que depende del impacto
en la poblacién y que dificilmente se encontraran medios
involucrados de manera altruista en la formacion y educa-
cion. En este sentido, el medio se enfrenta no solo a que el
comunicador logre tener un lenguaje accesible, un publico
al que le interese esta informacion, sino ademas a contar
con el apoyo econdmico que le permita obtener un produc-
to de calidad. El resultado es la pobre divulgacion de la cien-
cia que tenemos en el &mbito nacional. Lo anterior deja la
tarea casi exclusivamente a las instituciones educativas pu-
blicas y a otras dependencias del estado y siempre con la
amenaza de que el primer ajuste de presupuesto afectara
esta actividad, ya de por si marginada.

La finalidad filosofica del trabajo cientifico es conocer
e interpretar el universo, arrancarle sus mas intimos secre-

tos y con ello incidir en el corto o largo plazo en mejorar la
calidad de vida de la humanidad. Sin embargo, esta consi-
deracion filosofica, si bien totalmente cierta, es frecuente-
mente mal entendida, no solo en objetivo, sino también en
tiempo y en espacio.

Los problemas de no entender las posibilidades y al-
cances de la finalidad cientifica tienen serios impactos en
el reconocimiento de la ciencia como una actividad estraté-
gica para el desarrollo de un pais, pero también provoca
una baja aceptacion y notables confusiones en la poblacion
que espera, al igual que las esferas gubernamentales o los
niveles empresariales, resultados rapidos, contundentes,
baratos y que en no pocas ocasiones, estén de acuerdo con
su concepcion de la realidad, o que confirmen sus sospe-
chas intuitivas o sus ideas preconcebidas.

Cuando se sabe que alguien se dedica a la investiga-
cion cientifica, de inmediato se generan diferentes pregun-
tas que pueden ir desde el origen de la vida, pasar por los
hoyos negros y alcanzar cuestionamientos sobre ovnis o
aspectos de la vida después de la vida y en ocasiones se
propone al investigador que estudie una planta que puede
combatir al cancer. Si ante tales cuestionamientos el inves-
tigador cientifico responde con su entrenamiento en el mé-
todo cientifico, en base a sus premisas y el razonamiento
logico y declina hablar de lo que no es experto o peor aln,
habla técnicamente sobre un fenémeno y expresa posibili-
dades, probabilidades o en el extremo confiesa el descono-
cimiento del caso; al instante se convierte en una platica
aburrida, o incomprensible o se cuestiona si en verdad sabe
algo sobre algin tema.

Cuando se comunica algo a través de una entrevista o
directamente en algin material de divulgacion, también se
altera notablemente el mensaje. Si por ejemplo, se comuni-
ca que en ratas embarazadas y expuestas a plomo algunos
estudios indican que incrementar la concentracion de cal-
cio en la dieta aumenta la cantidad de plomo que circula en
la sangre; se piensa y se acepta de inmediato que el calcio
en la dieta es malo para las mujeres embarazadas y que debe
prohibirse y se hacen una serie de deducciones, inducciones
o analogias, con premisas equivocadas que llevan a tener la
informacion como un hecho contundente, un hallazgo in-
variable y que se aplica a las mujeres embarazadas en todo
el pais; sin entender que se trata de un paso mas en el largo
camino de la generacion de un conocimiento que pueda ser
aplicado directamente en una conclusion que afecte al ser
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humano y que ademads sea veraz y que pueda usarse sin
riesgo o con todos los riesgos calculados y asegurados para
su uso en el humano.

Lo anterior habla, evidentemente, de la falta de cultura
cientifica que se tiene en todos los niveles de la poblacion,
lo que lleva a fincar falsas expectativas en el trabajo cienti-
fico y la creencia de que se puede plantear un problema
general y tener la respuesta en unos dias. Esto mismo ocu-
rre y constituye un serio problema con los administradores
del presupuesto del estado y los tomadores de decisiones
de la inversion y la inyeccion de dinero fiscal al desarrollo
y apoyo de la ciencia y también de los empresarios e indus-
triales, todo lo cual frena el desarrollo de la ciencia por
falta de dinero del estado o de inversion privada ya que
todos los sectores quieren ver resultados concretos, en el
corto tiempo y con la minima inversién (lo cual abordare-
mos en otro momento).

Por ahora nos preocupa que ante la necesidad de comu-
nicar los avances de una investigacion, en lugar de escribir
en parrafos sencillos, concretos y claros, terminemos con
textos muy técnicos, con marcos de referencia muy compli-
cados y con aplicaciones de muy largo alcance. O en el otro
extremo, datos muy simplificados, donde se deben de ex-
plicar incluso conocimientos muy basicos, como los que se
estudian a nivel secundaria, con conclusiones imprecisas,
con grandes lagunas, que facilmente se rellenan con menti-
ras o verdades a medias.

Gran parte del problema es la mala preparacion, la poca
aficion a la lectura y por ende la falta de informacion y la
nula cultura cientifica que tiene la poblaciéon en general,
incluyendo a los profesores de todos los niveles educati-
vos. Sin embargo, cambiar la cultura cientifica de un pais
no es nada facil y menos a corto plazo, por lo que los inves-
tigadores y los encargados de la educacién deben sumar
esfuerzos para lograr hacer el ansiado cambio a una pobla-
cién mas y mejor informada, indispensable en el avance de
cualquier pais que aspira competir en un mundo globalizado.

Si bien la generacion del conocimiento cientifico y su
difusioén en revistas de circulacion internacional es de im-
portancia fundamental para los cientificos, el divulgar los
logros y avances de lo que se realiza es importante y nece-
sario para que los conocimientos se integren a las diferen-
tes estructuras nacionales para su aprovechamiento en el
pais, lo cual dar cuenta a la ciudadania y a los administra-
dores de la ciencia que el dinero fiscal o de desarrollo esta
invertido correctamente; y esta comunicacion va mas alla
de los reportes oficiales y técnicos y requieren llegar a re-
portes de difusion o divulgacion nacionales, que en verdad
impacten y sean entendidos por la poblacion no experta y
que le den sentido a la actividad en el pais y para el pais.

Aun cuando todos reconocemos la importancia de la
divulgacion de la ciencia, la misma no solo no se fomenta,
sino que incluso se obstaculiza de diferentes formas. Por
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un lado tenemos a los propios investigadores cientificos,
que enfrentan serios problemas por la falta de preparacion
en materias que permitan la introduccion, la facilitacion e
incluso, en su caso, la profesionalizacion de esta actividad,
que fluctia entre literaria, educativa, didactica y cientifica;
dificultades por las cuales buena parte de los investigadores
pierden el interés por difundir los conocimientos en los que
son expertos. Sin embargo, lo hasta ahora mencionado no
pretende ser una critica facil y general; debemos de reco-
nocer lo verdaderamente dificil que representa la tarea de
modificar un lenguaje tan preciso, como lo es el lenguaje
cientifico y llevarlo a un plano coloquial, peor aun cuando
tratamos con los conceptos, en los cuales se tiene que refe-
rir a elementos sencillos, conocidos y susceptibles de en-
tender por una persona que no tiene una base de conoci-
mientos necesarios para tener un marco de referencia y
con ello entenderlos de manera adecuada.

Aun con las dificultades del caso, existen multiples in-
vestigadores, académicos y comunicadores que tratan de
hacer un esfuerzo por divulgar los conocimientos cientifi-
cos emanados de la ciencia mexicana; evidentemente algu-
nos lo hacen mejor que otros, en nuestra particular opinion,
pero lo loable aqui, es el esfuerzo y el trabajo invertido
para concretarlo, asi como la preocupacion por hacerlo. Lo
malo, es que aun cuando se reconoce su utilidad, necesidad
y dificultad, no se tiene un estimulo administrativo a su
realizacion, ya que los diferentes sistemas de evaluacion
cientifica no los reconoce o los califica muy por debajo de
otras actividades académico-cientificas, desincentivando su
realizacion, por decir lo menos, si no es que bloqueandola.
Es curioso que esta actividad es limitada precisamente por
aquellas instancias administrativas que deberian de estimu-
larla como una de las tareas fundamentales, que es infor-
mar a la poblacion y verter los conocimientos cientificos de
la manera mas simple posible.

Bajo este contexto es claro que la actividad de divulga-
cion de la ciencia seguird siendo por mucho mas tiempo
una tarea que estara reservada para los cientificos, acadé-
micos y comunicadores que tienen la certeza de que ésta es
necesaria y parte del trabajo cientifico. Actividad que tiene
que realizarse para incidir en la poblacion, en su educacion
y sobre todo en su formacion y que aun sin que el esfuerzo
necesario para llevarla a cabo se reconozca en su justa me-
dida, estara dispuesto a trabajar y continuar con una tarea
de gran trascendencia y que le da forma a la finalidad filo-
sofica de la investigacion cientifica. Gracias a todos los que
realizan esos esfuerzos y nuestros votos para que cada vez
mas personas se integren a los mismos en el bien del desa-
rrollo de la ciencia, el conocimiento y la educacion.

José Victor Calderdn Salinas
Editor en Jefe
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DETERMINACION DE LA TOPOLOGIA DE
TRANSPORTADORES BACTERIANOS*

RESUMEN

Los transportadores de membrana son proteinas que des-
empefian papeles esenciales para el adecuado funcionamien-
to de todos los organismos vivos. En las bacterias, la capta-
cion de nutrientes y la expulsion de sustancias nocivas se
encuentran entre sus funciones principales. La estructura
de los transportadores estd dada en gran parte por sus
interacciones con la membrana celular, por lo que el anali-
sis topologico, esto es, la determinacion del numero y la
orientacion de los segmentos transmembranales (STM) con
respecto a la bicapa lipidica, es fundamental para compren-
der su funcion. La informacion sobre la topologia mem-
branal puede usarse para la identificacion de residuos esen-
ciales o para conocer el origen evolutivo de los transporta-
dores. Se ha disefiado una variedad de métodos bioquimicos
para el estudio de la topologia de las proteinas de membra-
na. Estos métodos se basan en modificaciones genéticas
que permiten distinguir la localizacion en la membrana de
regiones especificas de las proteinas en estudio. En este
trabajo se resumen los hallazgos reportados sobre la topo-
logia de transportadores bacterianos, con énfasis en los sis-
temas que transportan iones inorganicos. Deun total de 111
transportadores analizados, destacan dos grupos: uno que
atraviesa una sola vez la membrana y otro grupo que posee
12 STM; ademas, hay varias proteinas con 4, 6, 8 6 10 STM.

PALABRAS CLAVE: Transportadores de membrana,
topologia membranal, bacterias.

INTRODUCCION

Rafael Jiménez y Carlos Cervantes'

ABSTRACT

Membrane transporters are proteins that play essential
roles for the adequate functioning of all living organisms.
In bacteria, nutrient uptake and extrusion of toxic
compounds are among the main functions of these
proteins. The structure of transporters is mainly given by
their interactions with the cell membrane, thus making
topological analysis, i.e. determination of the number and
orientation of transmembrane segments (TMSs) with
respect to the lipid bilayer, fundamental to understand
their function. Information on membrane topology may
be used for the identification of essential residues or as
an approach to understand the evolutionary origin of
transporters. A variety of methods has been designed
to study the topology of membrane transporters. These
methods are based on genetic modifications that allow
to locate specific regions of the protein of interest within
the membrane. In this work we summarize the reported
findings on the topology of bacterial transporters, with
emphasis on systems transporting inorganic ions. Of a
total 111 transporters studied, two groups predominate:
one that crosses only once the membrane and another
group possessing 12 TMSs. In addition, many proteins
contain 4, 6, 8 or 10 TMSs.

KEY WORDS: Membrane transporters, membrane
topology, bacteria.

Como todas las células, las bacterias
poseen membranas que aislan el
citoplasma del ambiente exterior y
donde reside la permeabilidad
selectiva, propiedad vital para los
organismos vivos. Las membranas

bioldgicas son estructuras complejas
constituidas principalmente por una
bicapa lipidica y por numerosas
proteinas asociadas a ella. Algunas
proteinas interaccionan s6lo en forma
parcial con los lipidos de la membrana
y se denominan proteinas periféricas;

*Recibido: 14 de junio de 2005

Aceptado: 22 de noviembre de 2005

estas proteinas, en consecuencia, s6lo
estan expuestas a una de las caras de
la membrana. En contraste, las
proteinas integrales cruzan la
membrana, interaccionando con
ambas caras de la bicapa. Las proteinas
integrales de membrana contienen una

Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Edificio B-3, Ciudad
Universitaria. Morelia, Michoacan. Tel/Fax: (443) 326-5788. ! Autor responsable Correo E: cvegal999(@yahoo.com
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elevada proporcion de aminoacidos
hidrofébicos. Estos residuos no
polares se localizan principalmente en
las regiones de la proteina que se
encuentran inmersas en la membrana.

Las proteinas integrales de la
membrana desempefian papeles
esenciales para el funcionamiento de
los organismos vivos. Una de las
funciones fundamentales de estas
proteinas es el transporte. Las pro-
teinas involucradas en el transporte,
o transportadores, permiten la
captacion de nutrientes, la excrecion
de productos finales del metabolismo
y de otras sustancias nocivas, ademas
de la comunicacion entre las células y
su entorno. Los transportadores
también participan en procesos que
generan o consumen energia. Asi, por
ejemplo, los sistemas primarios de
transporte activo emplean la energia
generada por la hidrdlisis del ATP para
promover la acumulaciéon o la
expulsion de solutos o para impulsar
el flujo de electrones en contra de un
gradiente electroquimico. La translo-
cacion unidireccional de sustratos
cargados llevada a cabo por estos
transportadores origina potenciales
electroquimicos que pueden ser
utilizados por los transportadores secun-
darios para facilitar el movimiento de
otros solutos a través de la membrana.

El conocimiento de la estructura de
los transportadores es necesario para
una completa comprensiéon de su
funcioén, por ello, en este trabajo se
analizan las estrategias bioquimicas y
moleculares que han sido empleadas
para el establecimiento de la topologia
membranal de los transportadores
bacterianos.

TOPOLOGIA DE LAS PRO-
TEINAS DE MEMBRANA

El conocimiento de la estructura
proteica es sin duda esencial para
entender su funcion. La estructura
tridimensional de muchas proteinas
solubles ha sido dilucidada gracias al
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Figura 1. Andlisis de hidrofobicidad de una proteina de membrana (perfil hidropdtico). La
localizacion de probables segmentos transmembranales (STM) se indica con los niimeros ro-
manos de la parte superior, que corresponden a los picos de hidrofobicidad con un valor supe-
rior a 1.0. La proteina hipotética de 400 aminodcidos mostrada probablemente posee 12 STM.

empleo de métodos cristalograficos.
Debido a la dificultad de generar
cristales de proteinas de membrana,
solo se conoce la estructura detallada
de un pequefio grupo de estas
moléculas. Un aspecto importante de
la estructura de las proteinas de
membrana es la topologia membranal,
esto es, el nimero y la orientacion de
los segmentos de la proteina que
atraviesan la bicapa lipidica. Las
proteinas bitdpicas de membrana, por
ejemplo, poseen un solo segmento
transmembranal (STM) que conecta
dos dominios de la proteina locali-
zados en ambos lados de la membrana.
En el caso de las proteinas politopicas,
varios STM atraviesan la membrana.

Aunque las proteinas de membra-
na muestran una estructura muy va-
riada, se han identificado ciertos ras-
gos comunes entre ellas, sobre todo los
relacionados con sus interacciones con
el ambiente hidrofoébico en que habi-
tan. Un factor importante para el aco-
pio de esta informacion ha sido el gran

numero de secuencias de proteinas de
membrana que ha aparecido en la lite-
ratura reciente, como resultado de la
secuenciacion de los genomas comple-
tos de diversos organismos. Entre las
caracteristicas comunes de las protei-
nas de membrana resalta que los STM
son por lo general, tramos de 20
aminoacidos, en su mayoria de natu-
raleza hidrofobica, que adoptan estruc-
turas de hélice o.. Estas hélices se en-
cuentran inmersas en la membrana
manteniendo una orientacion perpen-
dicular con respecto al plano de la
bicapa. Los STM estan unidos entre
si por asas extramembranales de tama-
flo variable y compuestas principal-
mente por aminoacidos hidrofilicos.
Como ocurre con todas las mem-
branas bioldgicas, las membranas
bacterianas son estructuras asimétricas;
esto es, las caras interna y externa pre-
sentan una diferente composicion de
lipidos y de proteinas y estan expues-
tas a ambientes acuosos distintos: en
el caso de la membrana interna, al cito-
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plasma, y en el de la membrana exter-
na, al espacio periplasmico. Se ha pos-
tulado que la distribucion de las asas
hidrofilicas de las proteinas de mem-
brana obedece la llamada regla de "po-
sitivos adentro" (1), que sefiala que las
asas no translocadas, o citoplasmicas,
muestran una mayor proporcion de
aminoacidos con carga positiva (prin-
cipalmente arginina y lisina), en com-
paracion con las asas que son
translocadas al periplasma.

ANALISIS TOPOLOGICO DE
PROTEINAS DE MEMBRANA
El papel de las proteinas de membrana
depende en gran parte de sus
interacciones con la fase lipidica, por
lo que la determinacion de su topo-
logia es importante. La topologia de
una proteina permite conocer la
localizacion de residuos o regiones
esenciales, ya sea para la funcion o
para mantener la estructura correcta
de la proteina en estudio. Un primer
paso para este fin es la localizacion
de regiones hidrofobicas en la
secuencia de aminoacidos. Esto se
logra mediante la obtencion de un
"perfil hidropatico", empleando
programas de computadora (2). El
perfil hidropatico es un analisis del
grado de hidrofobicidad que presenta
una proteina a lo largo de su secuencia
de aminoacidos (Fig. 1). Este perfil
permite identificar regiones o dominios
hidrofobicos que representen STM po-
tenciales, asi como localizar las posibles
asas hidrofilicas que los conectan.

Para predecir la orientacion preci-
sa de los probables STM se han dise-
fiado y aplicado diversos métodos que
modifican las proteinas, generalmen-
te mediante la manipulacion del gen
correspondiente. Los principales mé-
todos empleados se describen a con-
tinuacion.

A) Fusiones traduccionales con
proteinas reporteras
En las fusiones génicas, el gen que

i
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Y () Periplasma
Citoplasma
t
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/ LacZ
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Figura 2. Fusiones traduccionales con las proteinas reporteras fosfatasa alcalina (PhoA) y -
galactosidasa (LacZ). Se representa una proteina de membrana con seis segmentos
transmembranales con los extremos amino y carboxilo terminales en el citoplasma. Una fusion
peripldsmica en la posicion 1 con PhoA produce actividad de fosfatasa alcalina, mientras que
una fusion citopldsmica con LacZ en la posicion 2 origina actividad de B-galactosidasa. (Adap-

tada de la referencia 16).

codifica una proteina "reportera" (cu-
yas propiedades, por ejemplo su acti-
vidad enzimatica, dependen de su lo-
calizacion celular) se fusiona con el
gen de la proteina de membrana en
estudio en sitios en los que se predice
codifican asas o dominios hidrofilicos.
La proteina generada por la fusion es
el resultado de la transcripcion y tra-
duccion de los dos genes, unidos de
tal forma que conservan sus marcos
de lectura "en fase". Las propiedades
de la proteina reportera fusionada re-
sultante indicaran en qué parte de la
membrana se localiza el sitio donde
ocurri6 la fusion (3).

La proteina reportera mas utiliza-
da para estudios de fusiones génicas
en bacterias es la enzima fosfatasa
alcalina (PhoA), codificada por el gen
phoA de Escherichia coli. La forma
activa de PhoA se localiza en el es-
pacio periplasmico y se sintetiza como
un precursor con una secuencia sefial
N-terminal que es eliminada durante

su transporte a través de la membrana
(4). El plegamiento y ensamble correc-
tos de PhoA ocurren después de su
exportacion al periplasma, por lo que
solo en este compartimiento la enzi-
ma es activa (Fig. 2).

Las fusiones con la enzima B-
galactosidasa (LacZ), también de E.
coli, con frecuencia son usadas de
manera complementaria a las fusiones
con PhoA. A diferencia de PhoA,
LacZ solo tiene actividad enzimatica
en el citoplasma, debido a que los
grupos sulfhidrilo de sus residuos de
cisteina permanecen reducidos por el
pH mas acido de este compartimiento
y se oxidan en el periplasma (5).
Cuando LacZ se une a una sefial de
exportacion, la enzima queda atrapada
en la membrana, lo cual evita su
plegamiento apropiado y la enzima es
inactiva (3) (Fig. 2). De esta manera,
la determinacion de la actividad de estas
dos enzimas, en fusiones construidas de
distintas regiones de la proteina de
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membrana en estudio, permite conocer
su localizacion celular.

Una ventaja de estos métodos es
que los ensayos enzimaticos son faci-
les de realizar al cuantificar los pro-
ductos de manera sencilla. Ademas,
existe una gran variedad de vectores
de expresion para construir las fusio-
nes. Sin embargo, estos procedimien-
tos pueden presentar algunas dificul-
tades, como la alta actividad de PhoA
cuando se fusiona en el extremo amino
terminal de un asa citoplasmica. Por otra
parte, cuando PhoA o LacZ se fusionan
dentro de un STM su actividad puede
variar y originar resultados confusos.

Otra proteina reportera que se ha
empleado como alternativa de PhoA
es la enzima B-lactamasa (BlaM).
Cuando la enzima se expresa en el
periplasma es activa y confiere resis-
tencia a antibidticos B-lactamicos. En
contraste, las células que expresan
BlaM en el citoplasma son sensibles a
estos agentes. Asi, la distinta suscep-
tibilidad a antibioticos de bacterias que
expresan fusiones de proteinas de
membrana con BlaM se puede usar
para determinar su localizacion. El
empleo de esta enzima presenta algu-
nas desventajas que han limitado su
uso. Por ejemplo, cuando BlaM se fu-
siona al extremo amino de un asa
periplasmica no confiere resistencia a
B-lactamicos; en otros casos, cuando se
fusiona a un sitio citoplasmico llega a
conferir resistencia a los antibioticos.

Como una alternativa para el
analisis de la topologia de proteinas
de membrana se ha empleado la
proteina verde fluorescente (GFP).
Esta proteina fluoresce so6lo si se
encuentra en el citoplasma. La
actividad de GFP se produce al excitar
con luz ultravioleta el fluordéforo
interno localizado en la proteina, lo
cual origina la emision de luz verde
que puede ser detectada en un
fluorometro (6). Cuando se fusiona en
diferentes sitios de la proteina de
membrana en estudio, la fluorescencia

de la GFP se puede usar para localizar
regiones citoplasmicas. GFP es una
proteina monomérica, lo cual puede
representar una ventaja para su
expresion sobre LacZ, que es un
tetrdmero. Este reportero se ha usado
aun muy poco para el analisis
topoldgico de proteinas de membrana.

La enzima cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) cataliza la
acetilacion del cloranfenicol sdlo
cuando la proteina esta en el citoplas-
ma. Esta modificacion inactiva al
cloranfenicol confiriendo resistencia al
antibiotico a las bacterias que expre-
san la enzima. Cuando CAT se fusio-
na a una proteina de membrana, su
localizacion puede ser determinada
con base en la susceptibilidad al
cloranfenicol de la bacteria que expre-
sa la fusion (7). Otra enzima reporte-
ra, la B-glucuronidasa (GUS), lleva a
cabo la hidrolisis de B-glucurénidos
solo cuando se encuentra en el cito-
plasma. Su actividad es determinada
por la velocidad de hidrolisis de
sustratos cromogénicos como el p-
nitrofenil glucuroénido (8). El uso de
CAT y GUS es muy reciente por lo
que se han utilizado en muy pocos
casos para el analisis topoldgico, no
habiéndose atin reportado problemas
en su aplicacion.

B) Mutagénesis y monitoreo de
cisteinas

Debido a que la cisteina posee un gru-
po R relativamente pequefio e
hidrofilico (-SH), su sustitucién por
otro aminoacido (usualmente serina)
es tolerada por la mayoria de las pro-
teinas de membrana, conservando €és-
tas su funcion. Para el analisis topo-
logico de transportadores se ha em-
pleado el método de monitoreo
("scanning") de cisteinas. Este proce-
dimiento consiste en sustituir mediante
mutagénesis todos los residuos de
cisteina de la proteina y después re-
emplazar determinados aminoacidos
por nuevas cisteinas. A continuacion

Jiménez R, Cervantes C

se emplean reactivos especificos para
grupos sulthidrilo que permiten cono-
cer la localizacion del residuo con res-
pecto a la membrana. Los compues-
tos mas utilizados con estos fines son
los derivados de la maleimida (Fig. 3),
la cual se une formando un enlace de
tioéter con los grupos sulthidrilo. Asi,
se han usado reactivos permeables o
impermeables a la membrana, que
contienen biotina o grupos fluo-
rescentes o radioactivos que se pue-
den detectar por su unidén con
estreptavidina, por su fluorescencia o
mediante autorradiografia. Estos
reactivos se usan para cuantificar la
accesibilidad del sitio bajo estudio y
pueden conducir a su localizacion ce-
lular (Fig. 3). La principal ventaja del
método de monitoreo de cisteinas so-
bre las fusiones traduccionales, es que
la proteina se conserva practicamente
intacta con s6lo algunas modificacio-
nes menores en su secuencia de
aminoacidos que no alteran su topo-
logia. La desventaja es que los proce-
dimientos son mas complejos y cos-
tosos, ya que se requiere la modifica-
cion de la proteina por mutagénesis del
gen que la codifica y su posterior iden-
tificacion mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida o incluso por
ensayos de inmunodeteccion.

C)Insercion de sitios de reconoci-
miento para anticuerpos o proteasas
Otro de los enfoques empleados para
el anlisis de la topologia de proteinas
de membrana hace uso de la insercion
de epitopos. Un epitopo es una peque-
fia region de un antigeno que es reco-
nocida por un anticuerpo. La insercién
de epitopos es util para obtener infor-
macion de proteinas de membrana ex-
terna, principalmente cuando se des-
conoce la estructura tridimensional. El
método consiste en insertar un péptido
reportero corto, correspondiente a un
epitopo, en regiones hidrofilicas de la
proteina de membrana en estudio; las
proteinas por lo general toleran la in-
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Figura 3. Monitoreo de cisteinas para el andlisis topologico de transportadores de membrana.
Para la localizacion de residuos periplasmicos de cisteina (A) introducidos en la proteina de
membrana, se pueden realizar ensayos de accesibilidad en células completas utilizando reactivos
derivados de maleimida permeables (% ) o impermeables (‘e ), en donde ambos compuestos
pueden reaccionar con el aminodcido. Para residuos citoplasmicos (B), solo con derivados
permeables de maleimida se podra marcar la cisteina. En la parte inferior se muestra la estruc-
tura de la parte reactiva de los derivados de la maleimida. (Modificado de la referencia 3).

sercion sin sufrir cambios drésticos en
su estructura y localizacion celular y,
por lo tanto, sin alterar sus propieda-
des biologicas. La insercion de los
epitopos se realiza por medio de
mutagénesis dirigida o mediante la
insercion de la secuencia de nucleo-
tidos que codifica el epitopo reporte-
ro en el gen que codifica la proteina
de interés. Las células que expresan
las proteinas hibridas asi generadas se
ensayan con anticuerpos especificos
para el epitopo reportero insertado (9).
Con los resultados obtenidos en ensa-
yos de accesibilidad del anticuerpo
correspondiente, usando células intac-
tas o vesiculas de membrana inverti-
das, se puede determinar la localiza-

cion del sitio de insercion del epitopo
en la proteina de membrana. La ven-
taja que este método presenta es que
la proteina se conserva practicamente
intacta, excepto por la insercion del
epitopo; sin embargo, los procedi-
mientos son relativamente complica-
dos y costosos, ademas de que no to-
dos los epitopos insertados son acce-
sibles al anticuerpo.

Las enzimas proteoliticas o pro-
teasas, catalizan la hidrolisis de enla-
ces peptidicos. Su uso en el analisis
de la topologia de las proteinas se debe
a que las membranas son impermea-
bles a las proteasas. Asi, cuando las
proteasas se adicionan a suspensiones
bacterianas, las regiones proteicas de
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la membrana expuestas pueden ser di-
geridas mientras que los sitios
citoplasmicos no son suscep-tibles a
la hidrdlisis (3). Los fragmentos pro-
ducidos por la hidrdlisis de las protei-
nas de membrana se analizan por
electroforesis en geles de poliacrila-
mida y se identifican con anticuerpos
especificos para la proteina en estu-
dio mediante inmunodeteccion. El
hecho de que en la secuencia de
aminoacidos de las proteinas de mem-
brana se encuentran comunmente si-
tios de reconocimiento para ciertas
proteasas puede llegar a complicar este
analisis. Para resolver este problema,
por manipulacion genética se pueden
insertar sitios de reconocimiento para
proteasas especificas en regiones de la
proteina expuestas a cualquiera de los
dos lados de la membrana. El analisis
de los sitios de reconocimiento se pue-
de hacer usando células intactas, para
determinar la accesibilidad a los sitios
expuestos en el lado exterior de la
membrana. Los sitios localizados en
el interior se analizan usando vesicu-
las de membrana invertidas. De esta
forma, se puede determinar la locali-
zacion de sitios de reconocimiento in-
sertados en diferentes regiones de la
proteina de membrana (10). La pre-
sencia de sitios de reconocimiento para
proteasas dentro de la secuencia de
aminoacidos de algunas proteinas, asi
como que la proteina se conserva por
lo general intacta cuando los sitios son
insertados, representan ventajas de la
técnica. Las desventajas se relacionan
con el hecho de que no todos los sitios
son accesibles a las proteasas, por lo
que en algunos casos €stos tienen que
ser insertados en regiones especificas.
Una complicacion adicional es que se
requiere, por supuesto, tener anticuerpos
para la proteina de estudio.

TOPOLOGIA DE LOS TRANS-
PORTADORES BACTERIANOS

En nuestro laboratorio estamos
tratando de dilucidar la topologia
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membranal del transportador de
cromato ChrA de Pseudomonas aeru-
ginosa, una proteina que confiere
resistencia a ese i6n toxico mediante
su expulsion del citoplasma (11). Por
esta razon se analizaron las proteinas
transportadoras de bacterias con
topologia conocida, asi como los
métodos que se han usado para su
determinacion. Con este fin se realizo
una busqueda, que abarco el periodo
de noviembre de 1987 a octubre de 2004,
de reportes sobre los transportadores
bacterianos que han sido analizados
desde el punto de vista topologico y
cuyo estudio condujo al establecimiento
del nimero y la orientacion de los STM.
En muchos de los casos reportados, el
analisis topoldgico ha permitido
confirmar la informaciéon preliminar
obtenida a partir del perfil hidropatico,
pero también se han descrito ejemplos
en los que la informacion obtenida con
este perfil no concuerda con la topologia
determinada experimentalmente. Para
este trabajo se tomaron en cuenta
principalmente los transportadores de
la membrana interna ya que ahi reside
la mayoria de los sistemas de
transporte bacterianos importantes
desde el punto de vista fisioldgico.
Ademas, también se incluyeron las
proteinas que, aunque por si solas no
tienen la funcion de transportador,
forman parte de un sistema de
transporte membranal.

Se identifico un total de 111 protei-
nas. Como era de esperar, la mayoria de
los transportadores analizados (62 pro-
teinas 0 55%) corresponde a proteinas
de E. coli y le siguen, aunque en menor
cantidad, otras bacterias Gram negati-
vas: Pseudomonas aeruginosa (nueve
proteinas) y Salmonella typhimurium
(siete proteinas). Solo nueve transpor-
tadores (8%) pertenecen a especies de
bacterias Gram positivas.

Con relacion a la estrategia expe-
rimental elegida, sobresale el uso de
los procedimientos que utilizan fusio-
nes con la proteina reportera fosfatasa

alcalina (77 casos 0 69%) ya sea sola,
en combinacion con B-galactosidasa,
o con otras reporteras (Tabla 1). Como
se menciond antes, esto probablemen-
te se debe a la sencillez de los ensa-
yos enzimaticos y a la disponibilidad
de vectores de expresion para esos
genes reporteros. En la Tabla 1 se ob-
serva que el uso de fusiones con la §3-
lactamasa y el monitoreo de cisteinas
también han sido empleados con fre-
cuencia.

Para facilitar su analisis las protei-
nas de membrana se dividieron en dos
grupos: en el primero se incluyeron las
que tienen la funcion de transportador
por si solas, excepto aquellas que lle-
van a cabo el transporte de protones;
en el segundo grupo se incluy6 a las
proteinas que forman canales, a las que
forman parte de un sistema de trans-
porte, pero que solas no tienen la fun-
cion de transportador, y a los transpor-
tadores de protones. La exclusion de
estas tlltimas proteinas del primer gru-
po se debe a que muchas de ellas es-
tan formadas por varias subunidades
en las que no es claro aun cual lleva a
cabo el transporte; ademas de que el
transporte se puede considerar como
una funcién secundaria de estas pro-
teinas, cuya funcion principal en mu-
chos casos es la transferencia de
electrones.
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La figura 4 muestra la distribucion
de los transportadores reportados con
respecto al nimero de STM que
poseen. En el primer grupo (Fig. 4A)
se encontraron 74 proteinas (66%)
donde sobresalen los transportadores
con 4, 6, 8§, 10 y 12 STM, que
comprenden casi la mitad de los
ejemplos estudiados (54 casos, o
48%); solo los transportadores de 6 y
12 STM representan casi un tercio del
total (34 proteinas, 0 30%). Los datos
de la figura 4A acerca de los
transportadores con 4, 6, 8, 10 y 12
STM concuerdan con reportes que
sefalan que los transportadores de la
membrana se han originado a partir de
la amplificacion, probablemente
mediante procesos de duplicacion
génica, de proteinas con dominios mas
pequetios (12). Se postula que las
proteinas mas grandes, formadas a
partir de una duplicacion, adquirieron
una mayor especificidad hacia el
sustrato a transportar, asi como un
mejor acoplamiento de energia para
llevar a cabo su funcion. De acuerdo
con esta hipotesis, las proteinas de 8 y
12 STM se formaron de la duplicacion
de dominios de 4 y 6 STM, respecti-
vamente, aunque aun prevalecen estos
transportadores pequenos (Fig. 4A).
Esta suposicion ha sido reforzada por
el analisis de las secuencias de

TABLA 1

Métodos usados para el analisis topologico de los transportadores
bacterianos analizados en este trabajo

Método

PhoA /LacZ

PhoA

BlaM

Monitoreo de cisteinas
PhoA con otros reporteros
Insercion de epitopos

Uso de proteasas

Otros

Total

No. de proteinas

39
32
15
10
6
3
2
4

111

Abreviaturas: PhoA, fosfatasa alcalina; LacZ, B-galactosidasa, BlaM; B-lactamasa.
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Figura 4. Distribucion de las 111 proteinas de membrana analizadas en este trabajo, con base
en el numero de segmentos transmembranales (STM). (4) transportadores; (B) proteinas auxi-

liares de transportadores y canales.

aminoacidos de las mitades amino y
carboxilo de algunos transportadores.
Por ejemplo, un analisis filogenético
de la proteina ChrA de P. aeruginosa
ha mostrado que algunos aminoacidos,
y probablemente ciertos motivos, se
conservan de manera simétrica en
ambas porciones de la proteina (Diaz-
Pérez y col, en preparacion); datos
similares se han reportado para el
transportador de arsénico ArsB (13) y
el cotransportador de Na*/Ca?* YrbG
(14), ambos de E. coli.

El segundo grupo de transportadores
incluye proteinas con un menor
numero de STM (Fig. 4B). Se advierte
que, excepto un grupo de proteinas que
atraviesan la membrana una sola vez

(13 casos, todos caracterizados como
proteinas auxiliares de sistemas de
transporte), la mayoria contienen 2, 3
y 4 STM. La diferencia en el nimero
de STM, con relacion a las proteinas
del primer grupo, podria relacionarse
con una menor especificidad o con una
participacion secundaria en el
fenomeno de transporte de los
transportadores de este segundo grupo.

La distribucion de los STM de los
transportadores bacterianos en la
figura 4 es muy similar a la obtenida
por Saier (12) analizando tanto pro-
teinas con topologia establecida
experimentalmente como predicciones
topolégicas de transportadores de
organismos que abarcan los dominios
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Arquea, Eubacteria y Eucaria. Los dos
grupos de proteinas, con un bajo o
elevado numero de STM, estan
presentes también en ese amplio estudio.

Cuando los transportadores bacte-
rianos reportados se clasificaron de
acuerdo con su funcion especifica, se
encontrd que el grupo principal (con
78 proteinas, o 70%) comprende a los
que transportan compuestos orga-
nicos, entre ellos los que participan en
la secrecion de proteinas o en el
transporte de intermediarios meta-
bolicos. Esta relativa abundancia es
probablemente debida a que este tipo
de transportadores fisioldgicos han
sido mas ampliamente estudiados.

Un segundo grupo (33 proteinas, o
30%) se relaciona con transportado-
res de iones inorganicos (Tabla 2). La
gran mayoria (26 proteinas, o 79%)
tienen funciones homeostaticas y cap-
tan o expulsan cationes fisiologicos
(incluyendo protones). En contraste,
solo siete transportadores de este gru-
po participan en el transporte (expul-
sion) de iones toxicos; la mayoria de
estos transportadores (cinco ejemplos)
se encuentran codificados en plas-
midos y constituyen sistemas de resis-
tencia bacteriana. La cantidad de trans-
portadores de iones inorganicos toxi-
cos analizados es muy baja debido a
que muchos de los sistemas de resis-
tencia atn no se han estudiado con
detalle, por lo que se desconoce la to-
pologia del transportador. La distribu-
cion de la topologia de los transporta-
dores de sustratos inorganicos es muy
amplia, desde los que tienen un solo
STM hasta los de 15 STM. Entre es-
tos predominan, sin embargo, los que
poseen de 8-12 STM (18 proteinas, o
55%; Tabla 2). La amplia distribucion
de estas proteinas de acuerdo con el
nimero de STM es probablemente
debida a que dentro de este grupo se
encuentran tanto proteinas que forman
canales como transportadores prima-
rios y secundarios.
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TABLA 2
Caracteristicas de los transportadores bacterianos de iones inorganicos

Nombre Género Sustrato (s) Funcion No. de STM*
AmtB Escherichia coli Amonio Captura 11
ArsB Escherichia coli Arsenicales Expulsion 12
ATPasa Escherichia coli Protones Captura 5
ATPasa Escherichia coli Protones Captura 8
CadA Helicobacter pylori Cadmio Expulsion 8
CadA Staphylococcus aureus Cadmio Expulsion 8
ChrA Alcaligenes eutrophus Cromato Expulsion 10
ChrA Pseudomonas aeruginosa  Cromato Expulsion 12
Citocromo d Escherichia coli Protones Captura e
CorA Salmonella typhimurium Magnesio Captura y expulsion 3
CydA Escherichia coli Protones Captura 9
CyoA Escherichia coli Protones Expulsion 2
CyoB Escherichia coli Protones Expulsion 15
CyoC Escherichia coli Protones Expulsion 4
CyoD Escherichia coli Protones Expulsion 3
CyoE Escherichia coli Protones Expulsion 7
CzcA Ralstonia sp. Zinc, Cobalto y Cadmio  Expulsion 12
HoxN Alcaligenes eutrophus Niquel Captura 7
Kch Escherichia coli Potasio Captura 6
MgtB Salmonella typhimurium Magnesio Captura 10
MntB Synechocystis sp. Manganeso Captura 9
MntH Escherichia coli Manganeso Captura 11
MotA Escherichia coli Protones Captura 4
MotB Escherichia coli Protones Captura 1
MscL Escherichia coli Potasio Captura 2
NhaA Escherichia coli Sodio y Protones Antiportador 12
NhaB Vibrio alginolyticus Sodio y Protones Antiportador 9
NixA Helicobacter pylori Niquel Captura 8
OadB Klebsiella pneumoniae Sodio Expulsion 9
ATPasatipo P Helicobacter pylori Cationes Captura 8
Trans-Hasa Escherichia coli Protones Expulsion 13
YrbG Escherichia coli Sodio y Calcio Captura 10
ZntB Salmonella typhimurium Zinc Expulsion 2

*STM, segmentos transmembranales; ;, informacion no disponible

in silico de estructuras secundarias con

Referencias bibliograficas adicio-
nales asi como informacidon mas deta-
llada acerca de los transportadores que
se incluyen en este trabajo se pueden
encontrar en: www.tcdb.org/ y
www.membranetransport.org/

CONCLUSIONES Y PERSPEC-
TIVAS

Se estima que 20 a 30% de las
proteinas codificadas en el genoma de
un organismo son proteinas de

membrana (15), lo que refleja la gran
importancia de los transportadores
para el funcionamiento celular.
Desafortunadamente en las bases de
datos, como el Protein Data Bank, se
encuentra reportada la estructura
tridimensional de so6lo cerca de una
decena de transportadores. Por esto se
ha recurrido a otros métodos para
obtener informacién detallada acerca
de su estructura. Una de estas
metodologias se basa en la prediccion

base en la secuencia de aminoacidos;
sin embargo, ninguno de los métodos
de prediccion disponibles en la
actualidad es absolutamente confiable.
Por esta razon, el uso de métodos
bioquimicos y moleculares ha sido de
gran ayuda para el analisis topologico
de los transportadores bacterianos.
Una vez que se tiene la informacion
topoldgica de una proteina de
membrana, se puede proceder a
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identificar los aminoacidos relevantes
para su estructura o funcién. Es
importante estudiar desde el enfoque
filogenético los residuos conservados
dentro de la familia a la cual pertenece
el transportador. A continuacion, esta
informacion puede ser utilizada para
llevar a cabo la mutagénesis dirigida
de esos residuos con el fin de

determinar su papel especifico en la
funcion del transportador, ya sea de
tipo estructural o participando
directamente en la interaccion con el
sustrato a transportar. Los datos
estructurales obtenidos mediante el
analisis topologico de los transportadores
conocidos se han utilizado para obtener
informacion sobre transportadores
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homoélogos aun no estudiados.
También, dado que la homologia entre
las proteinas indica que éstas provienen
de un ancestro comun, el analisis
topolégico de las proteinas de
membrana puede ayudar a conocer el
origen evolutivo de los transportadores
con base en sus caracteristicas
estructurales

von Heijne G (1992) Membrane protein structure
prediction. Hydrophobicity analysis and the positive-
inside rule. ] Mol Biol 225:487-94.

Moller S, Croning MD, Apweiler R (2001) Evaluation of
methods for the prediction of membrane spanning regions.
Bioinformatics 17:646-53.

van Geest M, Lolkema JS (2000) Membrane topology
and insertion of membrane proteins: search for topogenic
signals. Microbiol Mol Biol Rev 64:13-33.

Derman Al, Beckwith J (1991) Escherichia coli alka-
line phosphatase fails to acquire disulfide bonds when
retained in the cytoplasm. J Bacteriol 173:7719-22.

Snyder WB, Silhavy TJ (1995) Beta-galactosidase is
inactivated by intermolecular disulfide bonds and is toxic

when secreted to the periplasm of Escherichia coli. ]
Bacteriol 177:953-63.

Feilmeier BJ, Iseminger G, Schroeder D, Webber H,
Phillips GJ (2000) Green fluorescent protein functions
as a reporter for protein localization in Escherichia coli.
J Bacteriol 182:4068-76.

Adler J, Bibi E (2002) Membrane topology of the
multidrug transporter MdfA: complementary gene fu-
sion studies reveal a nonessential C-terminal domain. J
Bacteriol 184:3313-20.

Gouffi K, Gerard F, Santini CL, Wu LF (2004) Dual
topology of the Escherichia coli TatA protein. J Biol
Chem 279:11608-15.

Newton SM, Klebba PE, Michel V, Hofnung M, Charbit
A (1996) Topology of the membrane protein LamB by
epitope tagging and a comparison with the X-ray model.

Mondigler M, Ehrmann M (1996) Site-specific proteoly-
sis of the Escherichia coli SecA protein in vivo. J

Aguilera S, Aguilar ME, Chavez MP, Lopez-Meza JE,
Pedraza-Reyes M, Campos-Garcia J, Cervantes C
(2004) Essential residues in the chromate transporter
ChrA of Pseudomonas aeruginosa. FEMS Microbiol

Saier MH Jr (2003) Tracing pathways of transport pro-
tein evolution. Mol Microbiol 48:1145-56.

Rensing C, Ghosh M, Rosen BP (1999) Families of soft-
metal-ion-transporting ATPases. J Bacteriol 181:5891-97.

Saaf A, Baars L, von Heijne G (2001) The internal re-
peats in the Na*/Ca?" exchanger-related Escherichia coli
protein YrbG have opposite membrane topologies. J Biol

Wallin E, von Heijne G (1998) Genome-wide analysis
of integral membrane proteins from eubacterial, archa-
ean, and eukaryotic organisms. Protein Sci 7:1029-38.

REFERENCIAS
9.
J Bacteriol 178:3447-56.
10.
Bacteriol 178:2986-88.
11.
Lett 232:107-12.
12.
13.
14.
Chem 276:18905-07.
15.
16.

Manoil C, Beckwith J (1986) A genetic approach to
analyzing membrane protein topology. Science
233:1403-08.



12

REB 25(1): 12-19, 2006

INICIO DE LA TRADUCCION DEPENDIENTE DE IRES:
UN MECANISMO ALTERNATIVO PARA LA SINTESIS DE
PROTEINAS*

RESUMEN

La sintesis de proteinas se inicia por alguno de los dos
distintos mecanismos conocidos: el cap dependiente, en
donde el ribosoma se une a la estructura cap, presente en
el extremo 5' terminal del RNA mensajero (RNAm) y el
dependiente de IRES (del inglés: internal ribosome entry
site), en el que el ribosoma se une a una region interna del
RNAm, cercana al sitio de inicio de la traduccion. E1 IRES,
es una secuencia de RNA con estructura secundaria com-
pleja, localizada en la region no traducida (RNT) 5' de
algunos RNAm. Los IRES fueron descritos por primera
vez en los RNAm virales, los cuales pueden traducirse en
ambientes en donde la traduccion dependiente de cap esta
inhibida por efecto de la propia infeccion. Los RNAm ce-
lulares que contienen IRES, se expresan en condiciones
semejantes a los IRES virales, como durante algunos esta-
dios de crecimiento y muerte celular, infecciones virales,
estrés celular, etc. En estos casos, la traduccion dependien-
te de IRES de algunos RNAm representa una estrategia a
prueba de fallas que permite asegurar la sobrevivencia celu-
lar o bien la induccion de muerte celular por apoptosis.

PALABRAS CLAVE: Traduccion, IRES virales, IRES
celulares, elFs, ITAFs.

Ana Lorena Gutiérrez-Escolano

ABSTRACT

Translation initiates by two distinct mechanisms: the
cap-depending scanning where the ribosome binds to
the cap structure located at the 5' end of the mRNA
and the IRES-dependent translation, where the
ribosome binds to an internal region of the mRNA.
The IRES is a sequence of RNA with complex
secondary structures, located within the mRNA 5' UTR
that allows the ribosome to be recruited near the
initiation codon. mRNAs with IRES, which were first
identified in virus, can be translated when the cap
dependent translation has been inhibited, as is the case,
during an infection. Some cellular mRNAs also contain
IRES and are expressed during cell growth, cell death,
viral infections and even under some events of cellular
stress. During these conditions the expression of certain
proteins represents a safe strategy to ensure cellular
survey or programmed cell death or apoptosis.

KEY WORDS: Translation, viral IRES, cellular IRES,
elFs, ITAFs.

INTRODUCCION

La traduccion es el mecanismo me-
diante el cual la informacion conteni-
da en el RNA mensajero (RNAm) se
traduce en proteinas. Esta consta de
tres fases: el inicio, el alargamiento de
la cadena polipeptidica y la termina-
cion. El inicio de la traduccion en los
eucariotes es uno de los procesos mas
regulados y complejos; en €l partici-

pan diversos elementos como el
RNAm, numerosas proteinas acceso-
rias llamadas factores de inicio (eIFs)
y el ribosoma.

La mayoria de los RNAm de los
eucariotes son funcionalmente mono-
cistronicos, esto es, cada RNAm co-
difica una proteina. Desde el punto
de vista estructural, contienen en su
extremo 5' terminal una guanina

*Recibido: 13 de septiembre de 2005

Aceptado: 7 de febrero de 2006

metilada o estructura cap, que es el
sitio en donde inicialmente se une el
ribosoma. La region del RNA entre la
estructura cap y el codon de inicio de
la sintesis de proteinas (que general-
mente es un AUG), se denominan re-
gion no traducida (RNT) 5'. Su longi-
tud, composicion nucleotidica y es-
tructura, determinan la eficiencia con
la cual se traduce cada RNAm. El

Departamento de Patologia Experimental. Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados. IPN. Av. IPN # 2508. San Pedro
Zacatenco C.P. 07630 México, D. F. Teléfono 5061-3800 ext. 5677, Fax 5061-3377. Correo E: alonso@cinvestav.mx
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Figura 1. Representacion esquematica de tres tipos diferentes de RNAm. A) RNAm eucariético:
cap o guanina metilada; RNT (region no traducida); AUG: sitio de inicio de la traduccion;
marco de lectura abierto o region codificante; ALTO: codon de paro; poli A: (region
poliadenilada). B) RNA genomico viral con un sitio de union interna para el ribosoma (IRES).
En éste se destaca que la RNTS' es muy estructurada, contiene multiples codones AUG antes
del que es utilizado como el de inicio y es en general mas larga que la de los RNA m celulares.
C) RNAm celular con un IRES. La RNT 5' posee en su extremo libre a una molécula cap y posee

regiones ricas en G-C.

codon AUG senala el inicio del marco
de lectura abierto, que contiene la se-
cuencia completa de la proteina que
codifica, mientras que el codon de
paro, que puede ser UAA, UAG o
UGA senala la terminacion del mis-
mo. Enseguida se encuentra la RNT
3' seguida de una secuencia de varias
veces A, conocida como cola de poli
A (Fig. 1A) (1).

Elinicio de la traduccion es un pro-
ceso sumamente regulado, en el que
ademas de un RNAm maduro con las
sefiales adecuadas de inicio y las uni-
dades funcionales de los ribosomas, se
requiere de la participacion ordenada
de varios factores eucaridticos de ini-
cio de la traduccion o elFs. Los elFs
son proteinas celulares que tienen la
capacidad de realizar varias funciones
durante la sintesis de proteinas, como
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la de reconocer al cap, dirigir la union
del ribosoma al RNAm, la disociacion
del ribosoma del RNAm, etc. Debido
a que los elFs son los que reconocen
a los RNAs maduros que pueden ser
traducidos, estos pueden ser un factor
limitante para el inicio de la traduc-
cion. Sin embargo, es de llamar la aten-
cion que algunos RNAm celulares y
virales pueden traducirse en ambien-
tes en los que uno o varios de estos
factores canonicos se encuentran en
concentraciones limitadas. En este
mecanismo alternativo de inicio de la
traduccion, la unidon del ribosoma no
depende del reconocimiento del cap,
sino de la union del ribosoma a una
region especifica dentro de la RNT 5'
denominada sitio de union interna del
ribosoma o IRES (del inglés: internal
ribosome entry site). La union del
ribosoma sucede en la vecindad del
codon de inicio. A este mecanismo al-
ternativo de inicio de la traduccion se
le conoce como traduccion dependien-
te de IRES.

Los IRES fueron inicialmente iden-
tificados en los genomas de algunos
virus de RNA de cadena positiva, sin
embargo, poco tiempo después su pre-
sencia se confirmd también en algu-
nos RNAm celulares con caracteristi-
cas muy peculiares y con funciones
criticas en la regulacion de muchos
procesos celulares.

INICIO DE LA TRADUCCION
DEPENDIENTE DE CAP

El mecanismo de inicio de la traduc-
cion dependiente de cap (guanosina
trifosfato metilada), también conoci-
do como canénico o de barrido del
ribosoma (en inglés ribosome
scanning) es mediante el cual se sin-
tetizan comunmente las proteinas ce-
lulares. La evidencia, tanto bioquimica
como genética, ha demostrado que la
mayoria de los RNAm eucarioticos
reclutan a los ribosomas a través de la
participacion del complejo de union
al cap o eIF4F. Este se encuentra for-



14

mado a su vez por tres factores: el
elF4E, que es el que interacciona di-
rectamente con el cap, el e[F4A, con
una funcion de helicasa dependiente de
ATP, implicada en el desenrollamiento
de las estructuras secundarias del RNAm
y el elF4G, que se une al elF4E y
elF4A y actia como una plataforma
que permite la interaccion con el com-
plejo de preiniciacion constituido a su
vez por el complejo ternario (elF2-
GTP- Met-tRNA), la subunidad
ribosomal 40 S y el elF3. Este ultimo
es el responsable de la interaccion di-
recta entre el complejo de preiniciacion
y el elF4G (Fig. 2). Una vez que esto
sucede, otros factores como elF1A ac-
tan sinergisticamente para permitir el
avance del complejo de preiniciacion en
direccion 5'a 3'desde el sitio de union
inicial hasta el codon de inicio de la
traduccion. Este movimiento requiere
de la hidrélisis de ATP. Los elF1A,
elF2-GTP y elF5 participan en el re-
conocimiento del codén de inicio, fa-
voreciendo su apareamiento con el
anticodon presente en el Met-tRNA.
Posteriormente, el eIlF5 induce la
hidrolisis del GTP unido al elF2 (pri-
mera hidrolisis de GTP), dando como
resultado la formacion de un elF2 uni-
do a GDP, que es inactivo hasta que
es reciclado a la forma activa elF2-
GTP mediante la actividad de el
elF2B, un factor de intercambio de
guaninas. Finalmente, con la energia
proporcionada por la hidrolisis del GTP
unido al elF2 y con la participacion del
elF5 se regula la liberacion de los fac-
tores del complejo de preiniciacion.
Posteriormente la uniéon de la
subunidad 60 S con la 40 S se cataliza
mediante la hidrélisis del GTP unido
al e[F5B (segunda hidrolisis de GTP)
(2). Esta serie de eventos trae como
consecuencia la formacion del comple-
jo de inicio de la traduccion 80 S para
permitir la sintesis de proteinas (Fig. 2).

Elinicio de la traduccién ocurre ge-
neralmente en el triplete AUG que se
encuentra mas cercano al extremo
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Figura 2. Representacion esquematica de las condiciones de interacciony barrido del ribosoma
con el RNAm durante la traduccion dependiente de cap. El mecanismo de inicio de la traduc-
cion dependiente de cap postula tres pasos a través de los cuales la subunidad ribosomal 40 S
alcanza al codon de inicio de la traduccion: 1.- El complejo de preiniciacion (subunidad
ribosomal 40 S unida al elF2-GTP-Met-tRNA y elF3) se une al complejo de union al cap
(elF4F) el cual estd presente en el RNAm que serd traducido. 2.- El complejo de preiniciacion
con la ayuda del elF'14 y la hidrdlisis de ATP, puede avanzar sobre el RNA hasta alcanzar el
codon de inicio AUG. 3.- El complejo de preiniciacion reconoce al codon AUG, que en general
es el primero que encuentra, los elF’s se liberan del complejo y la subunidad ribosomal 60 S se
une a la 40 S para formar al complejo ribosomal 80 S. La union de las subunidades es catalizada
por el factor de iniciacion elF5B. (Modificada de la referencia 6).

5'terminal del RNAm, aunque los
AUG mas eficientes son aquellos que
se encuentran rodeados de una secuen-
cia en la que, siendo la adenosina del
AUG el sitio +1, los nucleotidos -3 y

+4 son purinas (3). Si estos dos sitios
son ocupados por pirimidinas, el
ribosoma contintia el barrido hasta el
siguiente AUG. Sin embargo, si du-
rante el barrido el ribosoma se encuen-
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tra con una estructura de tallo y bur-
buja estable, generalmente se disocia
del RNA deteniéndose la sintesis de
proteinas (3).

Es importante mencionar que no
todas las estructuras estables en el
RNA pueden tener un efecto inhibito-
rio de la traduccion sino que por el
contrario pueden favorecerla, como
sucede en el inicio de la traduccion
dependiente de IRES.

INICIO DE LA TRADUCCION
DEPENDIENTE DE IRES

Hace algunos afios se describié por
primera vez la existencia de un meca-
nismo de inicio de la traducciéon al-
ternativo, en el que el ribosoma
interactua con el RNA sin la partici-
pacion de la estructura cap (4). Este
mecanismo denominado inicialmente
como independiente de cap, requiere
de la presencia de un IRES y fue iden-
tificado por primera vez en la RNT 5'
del RNA del virus de la polio (PV) y
de la encefalomiocarditis (EMCV) (3).
Estaregion funciona de manera ana-
loga al cap, ya que permite que el
ribosoma se reclute para el inicio de
la sintesis de proteinas. Sin embar-
go, a diferencia del cap, el IRES
permite la unién del ribosoma en una
secuencia interna del RNAm, loca-
lizada comtinmente en la RNT 5'y
en algunas ocasiones dentro de los
primeros nucledtidos de la region
codificante y no en el extremo 5' ter-
minal. Actualmente se han identifi-
cado elementos IRES en todos los
picornavirus y en otros virus con
genomas de RNA pertenecientes a
otras familias, como la de los
flavivirus (virus de la Hepatitis C o
HCV), retrovirus, e incluso en virus
de DNA como el herpesvirus asocia-
do al sarcoma de Kaposi. Mas aun
los elementos IRES también han
sido identificados en las RNT 5' de
un gran namero de RNAm celula-
res, lo que apoya la idea de su rele-
vancia en la traduccion (5).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la interaccion interna del ribosoma con el RNAm du-
rante la traduccion dependiente de IRES. Este mecanismo puede describirse en un solo paso, en el
que el complejo de preiniciacion alcanza la vecindad del sitio de inicio de la traduccion (en
algunas ocasiones requiere realizar un proceso de barrido rio abajo del sitio de union hasta
alcanzar el AUG de inicio). En este tipo de traduccion, los ITAFs participan junto con el IRES
para permitir la interaccion con el complejo de preiniciacion y promover la traduccion interna.

CARACTERISTICAS DE LOS
IRES VIRALES

En términos generales los IRES pre-
sentes en los RNAm virales son re-
giones con una gran cantidad de es-
tructuras secundarias y terciarias
(denominadas de tallo y burbuja), lo-
calizadas en RNT 5' usualmente lar-
gas, que poseen multiples tripletes
AUG no conservados, rio arriba del

codoén de inicio (Fig. 1B). Tanto los
elementos de tallo y burbuja como
la presencia de tripletes AUG pue-
den ser un impedimento para el ba-
rrido del ribosoma, por lo que, du-
rante la traduccion dependiente de
IRES, el ribosoma debe ser reclutado
directamente a un sitio cercano al
codon de inicio (Fig. 3).
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Paradojicamente, la participacion
de los elementos estructurados es par-
te fundamental en la funcion de los
IRES, ya que se ha observado que
pequefias mutaciones puntuales o eli-
minaciones de algunos nucleotidos en
las secuencias que forman tanto a los
tallos como a las burbujas traen como
consecuencia una disminucion drésti-
ca o incluso la inhibicion de la capa-
cidad de traduccion del RNAm. En
muchas ocasiones las mutaciones que
se presentan en estos IRES son capa-
ces de revertir o bien de generar mu-
taciones compensatorias que permiten
la restauracion de las estructuras se-
cundarias y por lo tanto de la funcion
del IRES (6).

El estudio de la actividad
traduccional de los IRES de diversos
virus ha permitido saber que, aunque
todos ellos contienen secuencias con
estructuras secundarias y terciarias
especificas y en un determinado or-
den para promover la traduccién, son
pocas las similitudes que presentan
tanto en secuencia como en tamafio y
estructura. Las excepciones a este he-
cho la constituyen los IRES de virus
que pertenecen a la misma familia o
que se encuentran relacionados. Has-
ta el momento se desconocen los de-
talles de como estas estructuras pue-
den reclutar al ribosoma, sin embargo,
es evidente que su integridad es esen-
cial para el ensamblaje de un complejo
competente de inicio de la traduccion.

CARACTERISTICAS DE LOS
IRES CELULARES

Los IRES celulares se encuentran ge-
neralmente en RNAm que codifican
proteinas relacionadas con la regula-
cion de la expresion genética, durante
el desarrollo, la diferenciacion, la pro-
gresion del ciclo celular, el crecimiento
celular, la apoptosis, la angiogénesis
y el estrés. A pesar de que su organi-
zacion estructural estd poco definida,
se conoce que, a diferencia de los IRES
virales, los celulares si poseen a la es-

tructura cap, por lo que los RNAm
pueden traducirse mediante ambos
mecanismos y producir una proteina
idéntica. Sin embargo, cuando los
IRES celulares se encuentran dentro
de regiones codificantes del RNAm,
se producen dos proteinas diferentes,
una mediante la traduccion dependien-
te de cap y la otra de manera depen-
diente de IRES. En otras ocasiones, la
traduccion de estos RNAm celulares
puede ser mucho mas compleja, y el
balance entre ambos tipos de inicio de
la traduccion resulta en la produccion
de isoformas distintas de una protei-
na. Por ejemplo, el RNAm del factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF-
2) dirige la sintesis de cinco proteinas
diferentes; la de mayor peso molecular
se produce exclusivamente mediante
una traduccion dependiente de cap,
mientras que la expresion de las otras
cuatro es dependiente de IRES. El uso
de diferentes codones para producir-
las al parecer, depende de las caracte-
risticas propias de la region que per-
miten su interaccion con ciertos fac-
tores proteicos celulares (7).

En cuanto a la estructura y funcion
de los IRES celulares, en muchos de
ellos se han identificado regiones ri-
cas en G-C y tienen estructuras de ta-
llo y burbuja complejas (Fig. 1C), sin
embargo, éstas no se encuentran con-
servadas, ni siquiera entre RNAs de
familias relacionadas. Las deleciones
en los IRES celulares rara vez
deshabilitan el complejo de traduc-
cion, lo que implica que la relacion
entre la estructura y la funcion de es-
tos elementos no es tan rigida como
en los virus. De hecho en muchas oca-
siones, secciones individuales de los
IRES celulares son capaces de promo-
ver el inicio de la traduccioén interna
aunque menos eficientemente que
cuando los IRES se encuentran com-
pletos (8). Esto ha permitido propo-
ner la hipotesis de que muchos de los
IRES celulares se encuentran com-
puestos de pequefios modulos y que
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la combinacion de ellos es lo que de-
termina la eficiencia del inicio de la
traduccion interna.

FACTORES CELULARES IMPLI-
CADOS EN LA TRADUCCION
DEPENDIENTE DE IRES

Para que un IRES sea funcional, se
requiere que interactiue con proteinas
celulares especificas, las cuales parti-
cipan activamente en favorecer la
union del ribosoma y el inicio de la
sintesis de proteinas. Es posible que
el papel de estas proteinas sea el de
causar un cambio en la conformacion
de las estructuras de tallo y burbuja
presentes en los RNAm.

elFS

Los primeros estudios en los que se
identificaron proteinas celulares que
interaccionaban con los IRES no
involucraban a los elFs, por lo que se
pensd que su participacion funcional
debia ser relativamente pobre. Esta
idea se basaba en el hecho de que la
traduccion dependiente de IRES es
capaz de operar en ambientes en los
que algunos elFs se encuentran mo-
dificados de tal forma, que no pueden
participar en la traduccion dependiente
de cap, como cuando se encuentran
fosforilados, defosforilados o proce-
sados proteoliticamente. Estas situa-
ciones se presentan durante la infec-
cion con algunos virus, en condicio-
nes de estrés celular (como la falta de
nutrientes, choque térmico, etc.), en
ciertas fases del ciclo celular y cuan-
do la célula se encuentra en apoptosis
(9, 10).

Sin embargo, en los ultimos afios
se determind que al igual que en la tra-
duccion dependiente de cap, los elFs
tienen papeles esenciales en el inicio
de la traduccion dependiente de IRES
virales (11). Por ejemplo, los factores
elF4G, elF4A, elF2 y elF3 son indis-
pensables para la formacion del com-
plejo que participa en la traduccion
dependiente de IRES del EMCV y del
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TABLA 1

Interacciones funcionales entre elementos IRES
y factores proteicos

IRES virales

Factores de inicio de la
traduccion o elFs

Factores de actividad
en trans o ITAFs

Virus de la

encefalo-

miocarditis elF4G-Ct, elF4A, elF3, elF2 PTB

Virus de la

fiebre aftosa elF4G-Ct, eIF4A, elF3, elF2 PTB, ITAF 45

PTB, PCBP-2, La, unr

PTB, PCBP-2, La, unr

PTB, PCBP-2, La

No conocidos

Poliovirus No conocidos

Rinovirus No conocidos

Virus de la elF3 (solo para el ensamblaje)
hepatitis C del ribosoma 80S)

Virus de la

paralisis de

grillos Ninguno

IRES Celulares

Bip No conocido
Apaf-1 No conocido
c-myc No conocido

PTB
unr y PTB

PCBP

Bip: Prot. de unién a la cadena pesada de inmunoglobulina; Apaf-1: Factor 1 activador de la

proteasa apoptotica (11 y 12).

virus de la fiebre aftosa (FMDV) (Ta-
bla 1). Méas alin, la region carboxilo
terminal del factor eIF4G, que es pro-
cesada proteoliticamente durante la in-
feccion por estos virus, participa en
posicionar al ribosoma en el IRES tan
eficientemente como lo hace la pro-
teina intacta (9). La participacion de
los eIFs en la traduccion dependiente
de IRES en los RNAm celulares no
ha sido documentada hasta la fecha.

ITAFs

Por otro lado, se ha descrito la parti-
cipacion de proteinas celulares que
actuan en trans (ITAFs, del inglés
IRES trans-acting factors) para regu-
lar la traduccion dependiente de IRES
tanto en RNAm virales como celula-
res (Tabla 1) (12, 13). Entre ellos se

han identificado a las proteinas celu-
lares La, PTB, PCBP, hnRNP-C,
hnRNP-L, nucleolina, unr, etc., que
paraddjicamente en la mayoria de los
casos tienen localizacion nuclear. Es
probable que estas proteinas, después
de ser traducidas y antes de ser trans-
portadas al nticleo, estén accesibles
para ser utilizadas en la traduccion
dependiente de IRES. Sin embargo, se
sabe que tras la infeccion viral, algu-
nos ITAFs, como por ejemplo La, PTB
y nucleolina, son relocalizados del
ntcleo al citoplasma mediante diver-
sas estrategias, lo que asegura su pre-
sencia en el sitio donde la traduccion
dependiente de IRES se lleva a cabo.
Tanto la afinidad de los ITAFs por
determinados IRES como la funcion
que desempefian es sumamente varia-
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ble aunque generalmente indispensa-
ble (11). Los ITAFs pueden actuar de
diferentes maneras: aumentando o
disminuyendo la traduccion de los
RNAs virales y/o celulares (14, 15),
como chaperonas, favoreciendo dife-
rentes conformaciones en los IRES que
permiten el acoplamiento del comple-
jo ribosomal y el inicio de la sintesis
de proteinas, o inclusive participar en
el reconocimiento del AUG de inicio
correcto (16).

Una excepcion a la participacion de
los ITAFs lo constituye el IRES del
virus de la paralisis de los grillos
(CrPV) que puede regular el inicio de
la traduccién sin la participacion de
factores proteicos. Este IRES adquie-
re una estructura secundaria que subs-
tituye el papel funcional del Met-tRNA
y es capaz de reclutar a la subunidad
ribosomal 40 S por si mismo (17).

A medida que se identifican nue-
vos IRES, se conoce un espectro ma-
yor de factores, estructuras y nuevos
elementos que participan en este me-
canismo alterno de la traduccion.

Los IRES, presentan una gran di-
versidad en relacion a su secuencia, ta-
mafio, estructura primaria y presencia
de elementos de tallo y burbuja. Si a
ello afiadimos la variedad tan grande
de proteinas que interactian con ellos,
podriamos sugerir que seguramente
aparecieron en diferentes puntos de la
evolucion. Es probable que la selec-
cion de los IRES, dependa de su habi-
lidad para interaccionar con factores
esenciales en el reclutamiento de las
unidades ribosomales. La relacion
filogenética entre los IRES celulares
y virales todavia es desconocida.

SIGNIFICADO BIOLOGICO DE
LOS IRES EN LOS VIRUS

El inicio de la traduccion dependiente
de IRES constituye una estrategia que
algunos virus han desarrollado para
poder multiplicarse eficientemente en
una célula en donde inhiben la traduc-
cion celular para favorecer la expre-
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sion de sus propios genes. Por ejem-
plo, tras la infeccion con algunos
picornavirus se induce el procesamien-
to del factor elF4G y la inhibicion de
la fosforilacion de un factor de union
al elF4E, el elF4E-BP1, situaciones
que impiden que el elF4G se una al
RNAm y por lo tanto que la traduc-
cion dependiente de cap proceda. Sin
embargo los elementos celulares
involucrados en la traduccion depen-
diente de IRES no se modifican. Esto
permite que la sintesis de proteinas
virales ocurra sin que tengan que com-
petir con los RNAm celulares por la
maquinaria traduccional.

La infeccion por algunos
picornavirus no solo inhibe la traduc-
cion celular sino que favorece el fun-
cionamiento de sus IRES ya que in-
duce la reubicacion de los ITAFs del
ntcleo hacia el citoplasma, haciéndo-
los disponibles para su uso en la tra-
duccién dependiente de IRES.

Ambas situaciones son algunos
ejemplos de lo que los virus son capa-
ces de modificar en el micro ambiente
celular para favorecer su propia tra-
duccidn.

EN LOS RNAm CELULARES

A diferencia de lo que ocurre tras una
infeccion viral, los RNAm celulares
con IRES no inducen la inhibicion de
la traduccion dependiente de cap, sino
que por el contrario son activados ini-
camente cuando esta condicion se pre-
senta previamente en la célula, como
sucede en estados de estrés, como tras
algunas infecciones virales, la falta de
factores de crecimiento y nutrientes
(estrés celular), el choque térmico, la
radiacion con luz ultravioleta, la
hipoxia, e inclusive durante la mito-
sisy la diferenciacion celular. En es-
tas condiciones la sintesis de protei-
nas se inhibe muy rapidamente como
resultado de modificaciones en los
componentes de la maquinaria
traduccional, como fosforilacion y
protedlisis de elFs. Por ejemplo, cuan-

do el elF2-GTP es fosforilado, este
factor es activo e inclusive el GTP
puede hidrolizarse, sin embargo, el
elF2-GDP fosforilado, no puede ser
reciclado nuevamente a la forma acti-
va elF2-GTP y por lo tanto la tasa glo-
bal de sintesis de proteinas dependiente
de cap es inhibida. Sorprendentemente
bajo estas condiciones, un gran nime-
ro de RNAm que contienen IRES
como el factor de crecimiento deriva-
do de plaquetas-2, el factor de creci-
miento vascular endotelial, el
oncogene c-mycy la cinasa PITSLRE
contintian traduciéndose en estas con-
diciones. Mas aun, algunos de estos
RNAs con IRES requieren de la
fosforilacion previa de elF2 para po-
der traducirse (7).

Por otro lado, la inhibicidon de la
sintesis de proteinas durante la
apoptosis es debida principalmente al
procesamiento proteolitico de los fac-
tores elF4G, elF4B, elF2 y elF3 por
algunas caspasas. Bajo estas condicio-
nes, algunos genes como el c-myc, la
chaperona HSP70, las proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2, la proteina cinasa
C delta y el factor activador de la
proteasa de apoptosis (APAF-1) pue-
den traducirse debido a la presencia
de elementos IRES, que posiblemen-
te, no dependen de los elFs integros o
que son independientes de algunos de
ellos.

En términos generales, la traduc-
cion dependiente de IRES en los
RNAm celulares pude considerarse
como un mecanismo de proteccion que
representa una estrategia a prueba de
fallas para asegurar la sintesis de cier-
tas proteinas que pueden ayudar a las
células a lidiar con condiciones de
estrés transitorio hasta su recupera-
ciéon. Sin embargo, en condiciones
mas severas de estrés, los IRES que
se activan son los que estan presentes
en los RNAm que codifican proteinas
que regulan las vias pre-apoptoticas.
Es por ello que la regulacion de la tra-
duccion mediante los elementos IRES
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puede constituir una pieza clave tanto
en la sobrevivencia como en la muer-
te celular programada, lo que pone de
manifiesto la importancia biologica de
este mecanismo alterno de sintesis de
proteinas.

El mecanismo de traduccion de-
pendiente de cap es un claro ejemplo
de la actividad catalitica del RNA du-
rante la sintesis de proteinas, ya que
el RNAm se puede autoprocesar du-
rante su maduracion, el ribosomal
(23S rRNA) actua como catalizador
para acoplar los aminoacidos durante
la sintesis de proteinas y el de transfe-
rencia es capaz de acoplar al RNAm
con el ribosoma. Podria considerarse
entonces que en la traduccion depen-
diente de IRES, esta region actiia como
un elemento catalitico adicional y se-
lectivo para la sintesis de proteinas en
condiciones adversas.

APLICACIONES DE LOS IRES
Muchos de los RNAm celulares que
tienen IRES, codifican proteinas cuya
expresion estd finamente regulada,
por lo que modificaciones minimas
en estas regiones pueden generar cam-
bios en su nivel de expresion, produ-
ciendo efectos fisioldgicos y conse-
cuencias patoldgicas dramaticas, como
en los procesos implicados en desor-
denes degenerativos o en neoplasias.
Es por ello que el conocimiento de las
estrategias que controlan la actividad
de los IRES puede permitir usarlos con
fines terapéuticos.

Asimismo, los IRES pueden ser
utilizados como herramientas biotec-
nologicas para la sintesis de varias pro-
teinas de interés a partir de un unico
RNAm, pero multicistronico. Esto es,
que contenga varias secuencias que
codifiquen diferentes proteinas, sepa-
radas entre si por elementos IRES,
cada uno de los cuales actuaria como
un promotor interno, favoreciendo la
traduccion de todas las proteinas co-
dificadas en ese RNAm.
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CANALES MITOCONDRIALES DE POTASIO SENSIBLES
A ATP Y CARDIOPROTECCION*

RESUMEN

Una de las estrategias mas efectivas para proteger al co-
raz6n del dafio por reperfusion es someterlo a uno o va-
rios periodos cortos de isquemia antes de una isquemia
prolongada y severa, que pueda conducir al dafio
miocardico y a la muerte celular. Esta estrategia conoci-
da como precondicionamiento isquémico (PCI) se basa
en la activacion de diversos mecanismos cuya importan-
cia se encuentra actualmente bajo discusion. Se ha suge-
rido que los canales mitocondriales de potasio sensi-
bles a ATP, participan en la proteccion derivada del
PCI. En esta revision se presenta informacion recien-
te que sustenta esta hipotesis y enfatiza la modulacion
farmacologica de este tipo de canales.

Gerardo de Jesus Garcia-Rivas

ABSTRACT

Ischemic preconditioning (IPC) is an effective strategy
for reducing heart damage triggered by ischemia
reperfusion. IPC consists of exposing heart to a single
or multiple brief periods of ischemia before the
occurrence of a more prolonged ischemic insult, which
otherwise would lead to massive myocardial damage and
cell death. Comprehensive data suggest the participation
of ATP-sensitive potassium channels in [PC protection.
Although these type of channels are present in both the
sarcolemmal and the inner mitochondrial membrane of
heart cells, the evidence reviewed here suggest that the
mitochondrial channels and not the sarcolemma channels,
contribute to the cardioprotection. The pharmacological

modulation of these channels is emphasized.

PALABRAS CLAVE: Cardioproteccion, canales

mitocondriales de potasio, diazoxido,

reperfusion.

INTRODUCCION

Nuestro conocimiento de la fisiologia
de los canales ionicos ha aumentado
enormemente durante los Gltimos 20
afos, debido a los avances en las téc-
nicas de medicion de canal Ginico y de
clonacion molecular. Hasta el momen-
to mas de 50 diversos canales de
potasio se han identificado y de acuer-
do a sus caracteristicas estructurales,
se han clasificado en al menos dos
grandes grupos. Los canales formados
por proteinas con seis dominios
transmembranales, que incluyen a los
dependientes de voltaje (Kv) y a los
canales de potasio activados por cal-
cio (K, ) y los canales formados por 2

dafio por

KEY WORDS: Cardioprotection, mitochondrial

potassium channels, diazoxide, reperfusion injury.

dominios transmembranales, que agru-
paa losrectificadores entrantes (Kir),
a los acoplados a proteinas G y a los
canales de potasio sensibles a ATP
(K,;p) (1). Este ultimo tipo de canales
se identificd hace veintidds afios, por
Akinori Noma en parches de membra-
na plasmatica de cardiomiocitos
ventriculares. Posteriormente fueron
encontrados en otros tejidos incluyen-
do el cerebro, el musculo liso y es-
quelético, el endotelio y el pancreas,
organo en donde se les ha relacionado
con la secrecion de la insulina. Ya que
estos canales se activan al disminuir
la concentracion de ATP intracelular
y acoplan el metabolismo miocardico

*Recibido: 13 de septiembre de 2005

Aceptado: 7 de febrero de 2006

con la actividad eléctrica, se propuso
que durante la hipoxia estos canales
podrian servir como un mecanismo
endogeno de cardioproteccion, al acor-
tar la duracion del potencial de accion
y limitar la entrada de calcio a las cé-
lulas cardiacas (2). Hasta 1994 se asu-
mia que éste era el mecanismo de ac-
cion del precondicionamiento
isquémico (PCI) y que el efecto pro-
tector de los agonistas de los cana-
les de K, , contra el dafio por
reperfusion se debia a su accion so-
bre dichos canales. Sin embargo, a
partir del trabajo de Yao y Gross se
acumularon evidencias de que el
efecto protector no siempre corre-
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lacionaba con la reduccion del po-
tencial de accioén, situacion que im-
plicaba la existencia de sitios adicio-
nales, posiblemente intracelulares,
para explicar el efecto protector de
estos agonistas (3).

Los canales mitocondriales de
potasio sensibles a ATP (mitK,,), se
describieron por primera vez por
Inoue y colaboradores en 1991 en
mitoplastos gigantes preparados a
partir de mitocondrias de higado de
rata (4). Este grupo reporté que la
conductancia de estos canales (alrede-
dor de 10pS en 100 mM de potasio en
la matriz y 33 mM en el citosol), era
inactivada reversiblemente por ATP y
ademas compartian antagonistas con
los canales de membrana plasmatica.
Un afio mas tarde, Paucke en el labo-
ratorio de Keith Garlid, aislo y purifi-
0 parcialmente un canal mitK, , de
mitocondrias de corazon de res y de-
mostrd que estos canales tenian ca-
racteristicas similares a los de la mem-
brana plasmatica. Sin embargo, obser-
v6 que su funcion estaba relacionada
principalmente con el control del vo-
lumen de la matriz mitocondrial y no
con la regulacion de la actividad eléc-
trica como se habia descrito para los
canales de K, . de la membrana
plasmatica (5). Al estudiar el efecto
de los inhibidores y activadores de
estos canales sobre algunas funcio-
nes mitocondriales, se dio la pauta
para establecer una estrecha rela-
cion entre los canales mitK, v la
cardioproteccion, lograndose expli-
car la paradojica observacion, de que
algunos activadores de canales de
K, protegian durante lareperfusion
post-isquémica, sin alterar la activi-
dad de los canales de K, en la mem-
brana plasmatica.

CANALES mitK,,, y CARDIO-
PROTECCION

La adaptacion del corazoén a la hipoxia
cronica como estrategia de cardiopro-
teccidn, resultd de una serie de estu-

p ¥ cardioproteccion

dios epidemiologicos a finales de los
cincuentas que mostraban una dismi-
nucion significativa en la incidencia
de infartos miocardicos en personas
que vivian a gran altura. Estas obser-
vaciones fueron confirmadas en estu-
dios experimentales, usando una ca-
mara hipobarica, mostrando que dicha
condicién limitaba el tamafio del in-
farto miocardico (6). Después de un
gran periodo de escepticismo, Char-
les Murry en el laboratorio de Robert
Jennings encontrd que 4 ciclos bre-
ves de oclusion coronaria antes de una
oclusion de 40 minutos, reducian el
infarto en un 75% (7). A partir de es-
tos hallazgos, este fendmeno fue lla-
mado PCI y se convirti6 en una de
las estrategias mas efectivas para pro-
teger al corazén del dafio por
reperfusion. Los mecanismos de
cardioproteccion generados por el
PCI, se encuentran atn bajo discusion;
sin embargo, diversos estudios sugie-
ren que los canales K, pudieran es-
tar involucrados, pues se ha determi-
nado que durante los ciclos breves de
hipoxia estos canales se activan.
Adicionalmente el tratamiento con
activadores de estos canales reprodu-
cen el efecto protector del PCI, mien-
tras que los bloqueadores de los mis-
mos evitan la proteccion del PCIL.

En 1997 el grupo de Garlid presen-
to el primer trabajo en el que se mos-
traba evidencia directa de la relacion
entre los canales mitK, , y la
cardioproteccion. Este grupo de in-
vestigadores reportd que la
farmacologia de los canales de K, ,
de la membrana plasmatica y lade los
canales mitK, _ era sorprendentemente
diferente al analizar el efecto protec-
tor contra el dafio por reperfusion de
la sulfonamida diazoxido. Este com-
puesto demostrd tener una potencia
2000 veces mas alta sobre los canales
mitocondriales (K, ;= 0.4 uM) que so-
bre los de sarcolema (855 puM). El es-
pectacular efecto protector del
diazoxido fue bloqueado por Ila
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glibenclamida y otros antagonistas de
los canales de K, . Estos resultados
sugerian que el diazoxido y otros
abridores de canales de K, interactian
con los canales de la mitocondria para
producir el efecto cardioprotector (8).
En concordancia con los resultados
de Garlid y colaboradores, estudios
en el laboratorio de Eduardo Marban
han demostrado que el diazoéxido es
un abridor selectivo de canales
mitK, .y que el 5-hidroxidecanoato
(5-HD), es un bloqueador también
muy especifico para estos canales y
capaz de suprimir el efecto protec-
tor del PCI (9).

Adicionalmente se ha sugerido que
los canales K, , del sarcolema no es-
tan involucrados en el mecanismo del
PCI, ya que novedosos y selectivos
bloqueadores de los canales K, de
la membrana plasmatica como el
HMR1883, no inhiben el PCI como

lo hace el 5-HD (10).

FARMACOLOGIA DE LOS CA-
NALES mitK

La naturaleza anfipatica de los
abridores y bloqueadores de los cana-
les K., hace que interactuen con di-
versos blancos intracelulares generan-
do efectos inespecificos que compli-
can la interpretacion de los resultados.
En la tabla 1, se resume la selectivi-
dad de diferentes agonistas y anta-
gonistas sobre canales sarcolemales
o mitocondriales. De acuerdo con los
hallazgos encontrados en cardio-
miocitos y en mitocondrias aisladas,
los compuestos mas selectivos para los
mitK,  son el diazoxido, el nicoradil
y el BMS-191095 que tienen una ac-
tividad muy baja sobre los canales de
sarcolema. Existe un grupo de abridores
de canales de K, (e.g. cromacalim,
levocromacalim, EMD60480, EMD
57970, pinacidil, el sulfato de
minoxidil y el KRN2391) que produ-
cen efectos en el rango submicromolar
pero que no pueden discriminar entre

los dos tipos de canales. En cuanto a



22

TABLA 1

Efecto diferencial de los abridores y los bloqueadores de los canales de K,

sobre los canales de mitocondria (mitK

\rp) Y l0s de sarcolema (K

Abridores de canales de K
Diazoéxido
Nicoradil
BMS-180448
BMS-191095

Cromacalima

EMD60480, EMD57970

Pinacidil

KRN2391

Sulfato de minoxidil

Sildenafil

Isoflurano

Apricalima

MCC-134

Levosimendan
Bloqueadores de canales de K

5-Hidroxidecanoato (5-HD)

MCC-134

Glibenclamida, glipizida,

glisoxepida

Glimepirida

HMR1098 (1883)

ATP)
mitKpp Kare

2 2 2 2 2 X 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

(=

2. 2 2 X 6 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 X XT»

Los abridores de canales, diazéxido, BMS191095, BMS-180448 y los inhibidores 5-HD y MCC-
134 han mostrado selectividad sobre la forma mitocondrial, mientras que la glimepirida y el
HMR-1883 son mas selectivos para los canales de membrana plasmatica. (\I) Significa que el
abridor o bloqueador muestra actividad sobre la proteina; (X) que el compuesto no mostrd
ningun efecto. En algunos casos, la selectividad depende del tipo de célulay de las condicio-

nes experimentales. a. El diazéxido puede activar los canales K
cuando la concentracion de ADP es alta; b. El nicoradil activa los canales K
concentraciones; ¢. El1 5-HD inhibe los canales K

canalesK,_,

pero no inhibe la cardioproteccion; e. HMR-1883 bloquea los canales K

. @ altas concentraciones o
o @ altas

a bajo pH; d. La glimepirida inhibe los
pero

ATP

ATP?

no inhibe el PCI. (Modificado de O’Rouke B (2004) Circ. Res 94:420-432).

los bloqueadores, la glibenclamida
actiia sobre ambos y el HMR1098 ha
mostrado ser un bloqueador que pre-
ferentemente inhibe los canales en la
membrana plasmatica. En contrapar-
te, el 5-HD inhibe selectivamente los
canales mitocondriales con efectos
minimos sobre los canales K del
sarcolema. Sin embargo, las condi-
ciones experimentales en las que se
realizé esta caracterizacion, parecen
ser importantes en la selectividad de
estos compuestos. Por ejemplo, el
diazdxido no es muy potente en los
canales K, en el sarcolema de cé-

lulas cardiacas; sin embargo, es un
activador muy eficiente sobre las
isoformas de los canales de K, de
células pancreaticas y de musculo
liso. Por ello los posibles efectos de
estos compuestos sobre la disminu-
cion del infarto miocardico podrian
ir mas alla de los blancos no
mitocondriales en otros 6rganos y
sistemas.

Complicando aun mas este pano-
rama, la selectividad de estas drogas
puede alterase por condiciones pato-
légicas. Por ejemplo, durante la
isquemia como resultado de cambios
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en la concentracion de los fosfatos de
alta energia o por cambios en el pH, la
sensibilidad a abridores de canales
K ., parece aumentar. Otro hallazgo
sorprendente es que el bloqueador 5-
HD en esas condiciones, i.e.
[ADP]=1mM a pH 6.6, puede activar
los canales mitK, (11).

Para establecer el potencial tera-
péutico de estos fArmacos debe exa-
minarse la selectividad de estos cana-
les en condiciones fisiologicas, asi
como en condiciones de inhibicion
metabolica durante la isquemia para
evaluar su participacion en el efecto
protector.

MECANISMO DE CARDIOPRO-
TECCION

Desde 1998 se han planteado diver-
sas hipotesis sobre el posible meca-
nismo de proteccion de los canales
mitK, .. Dichas hipdtesis no son
excluyentes unas con otras ya que es
probable que todas contribuyan a la
preservacion de la funcién mitocondrial
y contractil en el corazon. Existe evi-
dencia experimental que fortalece la
posibilidad de que los canales mitK
disminuyan la sobrecarga de calcio
mitocondrial, la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO) y la
apertura del poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (PTPm),
fenomenos que llevan al dafio
miocardico y cuya relacion con los ca-
nales mitK,  serevisa a continuacion.

A) Disminucion de la sobrecarga de
calcio

Durante la reperfusion la produccion
de ERO en la mitocondria induce la
lipoperoxidacion de membranas pro-
vocando un aumento en la concentra-
cidén de calcio intracelular, debido
principalmente a su liberacion de re-
ceptaculos enddgenos como el reticu-
lo sarcoplasmico. El aumento en el
calcio intracelular tiene como conse-
cuencia la acumulacion de calcio en
la matriz mitocondrial. Este aumento
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de calcio en la mitocondria genera un
ciclo futil de liberacion-recaptura en
el que se pierde energia, pues la entra-
da de calcio en la mitocondria es de-
pendiente de un gradiente eléctrico
transmembranal negativo en el inte-
rior. Lui y colaboradores sugirieron
en 1997 que los abridores de mitK,
podrian disminuir la acumulacion de
calcio mitocondrial durante la
reperfusion (12); esta hipotesis fue
confirmada el siguiente afo por el
grupo de Terzic (13) que determiné
que el diazoxido y el pinacidil dis-
minuyen la velocidad de entrada de
calcio a las mitocondrias aisladas y
que este efecto es inhibido por 5-
HD, este fendmeno se atribuyo a la
despolarizacion parcial (10-25mV) del
gradiente eléctrico transmembranal
que ocurre como respuesta a los
abridores de canales mitK, .. Este
mecanismo se ha estudiado recien-
temente por nuestro grupo, utilizan-
do inhibidores especificos del trans-
porte de calcio mitocondrial. Nues-
tros resultados muestran que la dis-
minucion en la velocidad de entra-
da de calcio a la mitocondria esta
asociada a un impresionante efecto
protector contra el dafio por reper-
fusion (14).

B) Aumento/disminucion en la pro-
duccion de ERO

Las ERO tienen un papel esencial y a
la vez contradictorio en el PCly en la
proteccion mediada por los abridores
de los canales mitK, .. Al parecer la
proteccion a través del PCI estd me-
diada por la generacion de ERO, por
medio de vias activadas por radicales
libres que regulan principalmente a la
proteina cinasa C (PKC) por medio de
un mecanismo aun no determinado
(15). Adicionalmente diversos grupos
han reportado que la proteccion por
abridores de canales de K, es
inhibida por atrapadores de radicales
libres. En contraposicion, se ha de-
mostrado que las ERO producen un
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Senal de PCI

N

I ERO mitocondriales |

LY_J

Desacoplamiento
mitocondrial

| Apertura transitoria del PTPm |

Matriz mitocondrial

Espacio intermembrana

MEM

Membrana externa mitocondrial

La reduccién de la sobrecarga de calcio
produce resistencia al dafio por

isquemia reperfusiéon

La produccion de ERO mitocondriales
activa cinasas implicadas en el PCI

Figura 1. Esquema hipotético en el que un estado transitorio de baja conductancia del PTPm,
puede producir PCI. La estructura del PTPm incluye al canal anionico dependiente de voltaje
(VDAC), el translocador de adenin nucledtidos (ANT) y la ciclofilina D (CFD). El PCI y los
abridores de canales mitK , producen una apertura transitoria del PTPm, que protege al
corazon por medio de la reduccion de la sobrecarga de calcio mitocondrial y facilita la sefia-
lizacion del PCI a través de las ERO (modificado de la referencia 18).

dafio irreversible a las células
cardiacas durante la reperfusion y se
ha obtenido evidencia experimental
que apoya la hipétesis de que el PCI
disminuye la producciéon de ERO en
la mitocondria (16). La contradiccion
entre los resultados obtenidos por di-
ferentes grupos hace necesario obte-
ner pruebas adicionales que puedan
aclarar la participacion de este meca-
nismo en el PCI.

C) Apertura del PTPm

La transicion de la permeabilidad
mitocondrial es reconocida reciente-
mente como una de las vias centrales
de diversos procesos fisiopatologicos.
El poro de la transicion de la per-
meabilidad mitocondrial (PTPm), es
un megacanal de gran conductancia
(=120 pS) que tiene multiples esta-
dos de subconductancia y un diame-

tro de poro de ~2nm (17). La apertura
del PTPm se favorece bajo diversas
condiciones pero principalmente de-
bido ala acumulacion de calcio en la
matriz mitocondrial, acompanada de
la disminucion en la relacion ATP/
ADP y aun aumento en la produccion
de ERO. La apertura irreversible del
PTPm durante la reperfusion transfor-
ma a la mitocondria, de principal pro-
ductor de ATP a consumidor, aceleran-
do la debacle energética y promovien-
do lamuerte celular. Adicionalmente, la
apertura del PTPm provoca hincha-
miento mitocondrial que causa la rup-
tura de la membrana interna y libera
moléculas pro-apoptdticas que se en-
cuentran en el espacio intermembranal,
i.e. citocromo ¢, Smac/DIABLO y
Endo G que promuevan la muerte ce-
lular a través de un mecanismo de-
pendiente de caspasas. La inhibicion
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de la apertura del PTPm por
bloqueadores especificos y por el PCI,
constituye un paradigma en
cardioproteccion. Sin embargo, muy
recientemente se ha demostrado que
un estado transitorio de baja
conductancia de este poro es un
prerrequisito para que el PCI y los
abridores de los mitK, , puedan
ejercer su efecto protector. Esta
conductancia transitoria puede limi-
tar la acumulacion de calcio en la ma-
triz, favoreciendo la salida de calcio y
generando las ERO, que activan pro-
teinas cinasas implicadas en el meca-
nismo de proteccion del PCI (18). Una
representacion esquematica del papel
de esta apertura transitoria del PTPm
se presenta en la figura 1.

ESTRUCTURA MOLECULAR DE
LOS CANALES mitK

La estructura de la proteina formadora
del canal en la mitocondria es muy
controversial y hasta el momento no
se han obtenido resultados definitivos.
En general, la actividad de entrada de
potasio se ha observado en liposomas
reconstituidos con proteinas mito-
condriales con pesos entre 50 y 60
KDa. En estos proteoliposomas se ha
identificado una proteina de 54 KDa
que podria ser un componente de los
canales mitK, _ (5). Adicionalmente, se
ha sugerido que los canales mitK,
pueden estar constituidos por
subunidades de canales rectificadores
entrantes (Kir) en asociacién con un
receptor de sulfonilurea (SUR). Esta
hipotesis esta sustentada por experi-
mentos en los que anticuerpos contra
Kir6.1 reconocen a una proteina de 51
KDaen preparaciones mitocondriales
de la membrana interna (19). En con-
traposicion, la proteccion del PCI en
corazones de ratones "knockout" para
Kir6.1 y Kir6.2 se mantuvo intacta
sugiriendo que estas subunidades no
forman parte de los canales mitK,

(20). La posibilidad de que un SUR
pueda constituir este canal se sostiene
con base en diversos reportes que
muestran que las membranas mito-
condriales presentan sitios de baja
union a sulfonilurea y por la presen-
cia de una proteina de 63 KDa con esas
caracteristicas de union (21). Recien-
temente, el grupo de Eduardo Marban
en Baltimore describid que la enzima
del ciclo de Krebs succinato deshidro-
genasa (SDH), que se encuentra for-
mando supercomplejos macromole-
culares en la membrana interna
mitocondrial al ser purificada y
reconstituida en liposomas o en
bicapas lipidicas, mostré actividad
semejante a los canales mitK, .. Esta
actividad no solo es sensible a ligandos
de los canales mitK, , sino también a
inhibidores de la SDH. Usando la téc-
nica de co-inmunoprecipitacion, este
grupo identifico al menos cuatro pro-
teinas que interactuan fisicamente con
la SDH: la proteina mABCI (por su
nombre en inglés ATP-binding cassette
protein 1), el ANT (translocador de
adenin nucledtidos), la ATP sintetasa
y el acarreador de fosfatos. Una frac-
cion que contenia este supercomplejo
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fue incorporada en liposomas y mos-
tr6 actividad semejante a los canales
mitK _ sensible a 5-HD. Estos datos
sugieren que el complejo formado, al
menos, por estas cinco proteinas de la
membrana interna mitocondrial es el
componente estructural y funcional de
los canales mitK, , (22) (Fig. 2).
CONCLUSIONES

El potencial farmacologico y terapéu-
tico de los canales K, , resulta de
mucho interés para el tratamiento de
las patologias asociadas al dafio por
isquemia-reperfusion en el corazon.
Sin embargo, falta comprender con
mayor detalle los mecanismos que
producen su efecto protector durante
la reperfusion miocardica. La partici-
pacion de los canales mitocondriales
en el mecanismo protector, esta apo-
yada por mucha evidencia farma-
cologica. Sin embargo, es indispensa-
ble la purificacién y la caracterizacion
de estos canales, para contribuir al de-
sarrollo de farmacos mas selectivos

paraun posible tratamiento clinico, ya
que la mayoria de los abridores de los
canales K,  tienen poca selectividad
tisular y por ello su uso en la clinica
es limitado.

Matrix
[ ] .A

Figura 2. Representacion esquemadatica del supercomplejo mitocondrial que presenta

actividad de canal mitK .

El complejo contiene al menos cinco proteinas: la proteina

mABCI (por su nombre en inglés ATP-binding cassette protein 1), el translocador de
adenin nucleotidos (ANT), la ATP sintetasa (ATPasa), el acarreador de fosfatos (AP) y
la succinato deshidrogenasa (SDH). La subunidad formadora del poro del canal no ha

sido aun caracterizada.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Determinacion del paso limitante en
aldehido deshidrogenasas atipicas de
Escherichia coli.

Las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) son enzimas que
oxidan a los aldehidos a sus correspondientes acidos por
medio de la utilizacion de NAD(P)+. La importancia de
las ALDHs radica en que estas enzimas participan
inespecificamente en la destoxificacion de aldehidos en
los organismos pues pueden utilizar una gama amplia de
estos compuestos. Las ALDHs se encuentran como
dimeros o tetrameros formados por subunidades idénti-
cas [1-3]. Los tetrameros de la ALDH1 y la ALDH2 po-
seen lo que se conoce como reactividad de medio sitio
[4]. Esto es, a pesar de que la enzima contiene 4 sitios
activos completos, solo dos de ellos presentan actividad.
El rendimiento de este tetramero es de 2 moles de NADH/
mol de enzima, en lugar de 4.

El mecanismo general de reaccion de las ALDHs se
ilustra en la figura 1, donde se indica que los substratos
se unen a la enzima de manera secuencial ordenada, unién-
dose en primer lugar la coenzima. En la figura 1 se mues-
tra también, el paso limitante de la reaccion para los miem-
bros de las ALDHs clase 1, 2 y 3. El paso limitante para
la clase 1 es k9, la liberacion de la coenzima [5], para la
clase 2 es k7, la desacilacion [6] y para la clase 3 es k5, la
transferencia del hidruro [7].

Para discernir el paso limitante de la reaccion en estas
enzimas se utilizan diferentes estrategias. Para determi-
nar si el paso limitante es la transferencia del hidruro, se
utilizan analogos del substrato que faciliten o dificulten
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la reaccion. La utilizacion de aldehidos con el hidrogeno
alfa substituido por deuterio, hara lenta la reaccion, si el
paso limitante es la transferencia del hidruro. La utiliza-
cion de aldehidos con substituyentes aceptores de elec-
trones como cloro o nitro en la molécula, también haran
mas lenta la reaccion, si la transferencia del hidruro es el
paso limitante.

Si el paso limitante no es la transferencia del hidruro,
¢éste se encontrara entonces después de la formacion del
NADH. El hecho de que el paso limitante se encuentre
después de la reduccion de la coenzima, permite que se
presente lo que se conoce como "burst" o "salto" antes
del estado estacionario de la reaccion [8]. Esto es posible
debido a que el NADH después de formarse, permanece
un tiempo en los sitios activos antes de ser liberado al
medio y puede ser medido por fluorescencia excitando a
340 nm, y midiendo la fluorescencia emitida a 460 nm.
Sin embargo, existe la posibilidad de que la fluorescen-
cia del NADH unido a la enzima sea mayor que la del
NADH al liberarse al medio de incubacion (la fluores-
cencia del NADH es mayor en ambientes hidrofobicos),
y que por tanto la concentracion del NADH determinada
en los sitios activos se encuentre sobreestimada.

Otra caracteristica de las ALDHs que se puede utilizar
para la determinacion del paso limitante es el efecto del
Mg?*". Este i6n activa la desacilacion [6] e inhibe la libe-
racion de la coenzima [9], mientras que no ejerce efecto
sobre la transferencia del hidruro [7]. Se ha determinado
que el Mg?" hace mas fuerte la union de la coenzima en
ALDHI1 y ALDH2, por lo anterior, el paso limitante de la
reaccion en ALDH]1 se vuelve mas lento. Por otro lado, al

ALDH2
RCO;

(0]
I kﬂ\

N k9
E-SH +NAD&Z ]|E—SH > ]‘E—S-I(_?I-RH I|E—S-C—R —_— ]|E-SH —> E-SH+NADH
k2 k3
NAD NAD NADH NADH
ALDH3 ALDH1

Figura 1. Mecanismo general de reaccion de las aldehido deshidrogenasas.
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TABLA 1

] a-(*H)- 2-cloro-
PAD acetaldehido acetaldehido acetadehido
Vmax 3900 1800 670
(nmoles/min/mg) )

: a- (“H)- p-nitro-
ALD bl benzaldehido benzaldehido
Vmax

. 250 222 700
(nmoles/min/mg)

Efecto de diferentes substratos sobre la actividad de PAD
y ALD. La actividad se determin6 adicionando la enzima
en una celda conteniendo 100 mM de buffer de fosfatos
pH 7.4y 1 mM de NAD" a 25 °C. La reaccion se inicio
con la adicién del aldehido.

TABLA 2

ALD PAD
t(s) F (UA) t(s) F (UA)
121 2.3 117.6 2
121.7 2.3 118.6 2
122.3 2.3 119.5 2
122.9 2.3 120.5 2
123.4 2.3 121.6 2
124 3.3 122.4 2
124.5 2.3 123 2.1
124.6 2.8 124 2.4
124.8 3.1 124.8 2.7
125 3.96 126.4 3
125.4 4.97 127 3.6
125.8 5.33 127.8 3.8
127.2 5.45 128.7 4.2
128.3 5.53 129.4 4.4
129 5.58 130.2 4.7
130.3 5.64 131 5
131.4 5.7 131.7 5.2
1325 5.76 132 5.5
133.8 5.84 133 5.7
134.9 5.9
135.8 5.95
136.9 6
138 6.1

Actividad de las enzimas PAD y ALD determinadas como
fluorescencia dada por la produccion de NADH a lo lar-
go del tiempo. La actividad se determin6 adicionando la
enzima en una celda conteniendo buffer de fosfatos pH
7.4y 1 mM de NAD" a 14°C. La reaccion se inicid adi-
cionando 1 mM propionaldehido. 1 nmol de NADH pro-
duce una sefal de fluorescencia de 0.32 UA.

unirse el Mg** a la coenzima aumenta la nucleofilicidad
de la cisterna 302, provocando que el paso limitante de la
reaccion en ALDH? se haga mas rapido [9].

Se han reportado dos ALDHs de E. coli K12 que par-
ticipan en vias metabdlicas especificas: la
fenilacetaldehido deshidrogenada (PAD), que participa en
el metabolismo de la fenilalanina (10) y la lactaldehido
deshidrogenada (ALD), que participa en el metabolismo
de la fucosa (12). La PAD se reportd como un dimero
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(11) y la ALD como un tetramero (12), aunque las dos
enzimas poseen una extension de alrededor de 60
aminoacidos en el N-terminal, caracteristica de los
tetrameros, y no poseen la extension de 17 aminoacidos
en el C-terminal caracteristica de las enzimas diméricas.

En un trabajo reciente encaminado a la caracteriza-
cion detallada de estas enzimas para poderlas ubicar en
alguna de las diferentes familias de las ALDHs, determi-
namos que la enzima PAD es un tetramero [ 13]. Ademas,
se ensayo el efecto de diferentes aldehidos sobre la acti-
vidad de estas enzimas. Los resultados se muestran en la
tabla 1. También se analiz6 fluorométricamente la activi-
dad enzimatica para determinar la existencia de "burst".
Los datos de fluorescencia a diferentes tiempos se mues-
tran en la tabla 2. Finalmente se determino el efecto del
Mg?* sobre la actividad de ambas enzimas, los datos se
muestran en las tablas 3 y 4.

Analizar los datos presentados y determinar cual es el
paso limitante de la reaccidon para las dos enzimas
bacterianas.

TABLA 3
Actividad de
Deshidrogenasa % Actividad
(umol/min*mg)
Mg®* (mM)

0 5.72 100

5 5.77 100.9

10 5.74 100.3

Efecto del Mg?* sobre la actividad de deshidrogenasa de
la enzima PAD. La actividad de la enzima se determin6
en un buffer compuesto de 20 mM MOPSpH 7.4y | mM
de NAD", variando la concentracion de Mg?*a 25 °C. La
reaccion se inicid adicionando 1 mM de propionaldehido.

TABLA 4
Actividad de %
Deshidrogenasa Sl o
(nmol/min*mg) Inhibicion
Mg (mM)
0 500 0
0.1 465 7
0.5 430 14
1 350 30
2 312 38
5 299 40
10 299 40

Efecto del Mg?* sobre la actividad de deshidrogenasa de
la enzima ALD. La actividad de la enzima se determin6
en un buffer compuesto de 20 mM MOPSpH 7.4y | mM
de NAD", variando la concentracion de Mg?* a 25°C. La
reaccion se inici6 adicionando 1 mM de propionaldehido.
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HORIZONTALES

Es la concentracion de cuerpos cetonicos en la sangre.
Sobreproduccion de cuerpos cetonicos debida a un
aumento en la concentracion de acidos grasos libres
circulantes, ocasionado por la hidrolisis de los
triacilgliceroles en el tejido adiposo.

9

Producto de la reaccién en la que B-hidroxi-B-
metilglutaril CoA pierde una molécula de acetil CoA
en presencia de la enzima B-hidroxi-B-metilglutaril
CoA liasa.

Durante el ayuno terapéutico en la obesidad, los cuer-
pos cetonicos desplazan en el cerebro a esta molécu-
la, que es el principal combustible de las neuronas.
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Situacion en la que, durante el coma diabético, el pH
sanguineo baja debido a la alta concentracion de cuer-
pos cetonicos y de acido lactico.

Los cuerpos se producen en el higado
durante la oxidacion de los 4cidos grasos, éste es un
organo que no los utiliza debido a la ausencia de la
enzima acetoacetato: succinil CoA transferasa.
Mecanismo por el cual se forma acetoacetil CoA a par-
tir de dos moléculas de acetil CoA.

Hormona que junto con glucagédn, vasopresina y
noradrenalina entre otras, acelera la liberacion de
acidos grasos del tejido adiposo, todas ellas funcio-
nan como agentes cetogénicos.

Tejido en el que la accion principal de la insulina, es
inhibir la actividad de la lipasa sensible a hormonas,
lo que conduce a una menor concentracion de acidos
grasos libres.

Se forma por descarboxilacion del acetoacetato de
una manera espontanea, cuando su concentracion en
humanos es alta, el aliento tiene un olor caracteristi-
co.

Asi se designa al aumento en la excrecion urinaria
de acetoacetato y B-hidroxibutirato.

Es el cuerpo cetonico mas reducido, este compuesto
se oxida en presencia de la deshidrogenasa especifi-
cay teniendo como cofactor al NAD".

La secrecion deficiente de esta hormona conduce a
una oxidacion excesiva pero incompleta de acidos
grasos en el higado, hecho que ocasiona la sobrepro-
duccion de cuerpos cetonicos.

Molécula presente en membranas, es también pre-
cursora de hormonas esteroides y acidos biliares, el
inicio de su sintesis es comun con la de los cuerpos
cetonicos ya que se condensan tres moléculas de acetil
CoA para dar lugar a B-hidroxi-B-metilglutaril CoA.
Ademas del rifidon, es el Gnico o6rgano que excreta a
la acetona.

VERTICALES

Proceso metabdlico mediante el cual el B-
hidroxibutirato puede decrecer la concentracion san-
guinea de los acidos grasos, ya que disminuye la
lipdlisis y aumenta la sensibilidad del tejido adiposo
a la insulina.

En condiciones fisiologicas, la energia que requiere
este organo proviene de la glucosa; pero, en condi-
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ciones de ayuno prolongado o inanicion, hasta 70%
de la energia necesaria puede provenir del
acetoacetato o del B-hidroxibutirato.

Enzima que interviene en la formacion y degradacion
de acetoacetil CoA, en la primera reaccion a partir de
dos moléculas de acetil CoA y en la segunda
liberandolas.

Acciodn que tiene la alta concentracion de los cuerpos
cetonicos sobre la velocidad de degradacion de las pro-
teinas en musculo.

Tejidos en los que la oxidacion de cuerpos cetonicos es
deficiente cuando la sobreproduccion de éstos es ele-
vada debido a diabetes mellitus.

Cuando en ella hay un nivel alto de acetoacetato, se
frena la lipdlisis del tejido adiposo.

Grupo al que pertenece la enzima que rompe a la
beta-hidroxi-beta-metil glutaril coenzima A en
acetoacetato y acetil coenzima A.

Nombre de la via generadora de cuerpos cetonicos,
probablemente desencadenada por la lipolisis de
triacilgliceroles del tejido adiposo.

Es uno de los productos de la reaccion mediante la
cual el acetoacetato, en presencia de la B-cetoacil CoA
transferasa (tioforasa), recibe una molécula de
coenzima A.

La disminucion en la concentracion de este metabolito
en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, limita la uti-
lizacion de acetil CoA para formar citrato y por ende
se estimula la cetogénesis.

La concentracion de cuerpos cetonicos que en hu-
mano durante el dia es de 0.1 mM, después de una
noche de ayuno pasa a 2.9 mM y en caso de ayuno
prolongado puede subir hasta 7.0-8.0 mM; la expli-
cacion de este aumento es que son utilizados
como por el musculo, el rifidn, el intesti-
no y el cerebro.

Via metabolica en el tejido adiposo que estimula la
generacion de cuerpos cetonicos.

Primera reaccion de la secuencia en que los acidos
grasos reaccionan con la coenzima A en el citosol,
para que posteriormente sean transportados como acil
CoA a la mitocondria para su oxidacion.

Reaccion mediante la cual el acetoacetato capta hi-
drogenos y se transforma en B-hidroxibutirato.
Organo donde se sintetizan el acetoacetato y el B-
hidroxibutirato, posteriormente son exportados a la
sangre y por ella se transportan a los tejidos
periféricos.
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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

En presencia de o-(*H)acetaldehido, la actividad de PAD
disminuye mas del 50%. Este efecto isotdpico es indica-
tivo de que el paso limitante de la reaccion es la transfe-
rencia del hidruro. En presencia del acetaldehido con un
sustituyente cloro, que es un grupo aceptor de electrones,
la actividad de esta enzima fue solo un 15% de la activi-
dad original. La disminucion en la actividad en presencia
de estos dos substratos muestra que el paso limitante de
la reaccion para PAD es la transferencia del hidruro. La
actividad de la enzima ALD no fue afectada en presencia
del substrato deuterado. La ausencia de efecto isotopico
indica que el paso limitante de la reaccion no es la trans-
ferencia del hidruro. En presencia del substrato con el
substituyente nitro, la actividad no solo no disminuyo,
sino que se incremento alrededor de 3 veces. Este efecto
indica que el ataque nucleofilico (desacilacion) esta
involucrado en el paso limitante de la reaccion.

Graficando los datos de fluorescencia de la tabla 2 con-
tra tiempo se obtienen las figuras 2 y 3.

F (UA)

17 120 123 126 120 132
tiempo (s)

Figura 2. Actividad de deshidrogenasa de la PAD. La ac-

tividad se determinoé adicionando 5 nmol de enzima en

una cubeta que contenia 100 mM de buffer de fosfatos a
pH 7.4y 1 mM de NAD+a 14 °C.

En la figura 2 se observa que al adicionar el substrato
inmediatamente se inicia la reaccion en el estado estacio-
nario de la PAD, sin que se presente ningun salto en la
actividad. Esta observacion corrobora que el paso
limitante para esta enzima es la transferencia del hidruro.

6
54 °

<

2 4 °

w AF=2.98 9.3 nmol NADH/4.7 nmol prot
34 (J

123 126 129 132 135 138
tiempo (s)

Figura 3. Determinacion del burst antes del estado esta-
cionario en la ALD. La reaccidn se llevo a cabo adicio-
nando 4.7 nmol de ALD en una celda conteniendo 100
mM de buffer de fosfatos pH 7.4 y I mM NAD". El ensa-
yo se realizo a 14 °C para hacer lenta la reaccion y captar
mas puntos en la region del "burst".

En cambio, cuando se adiciond el substrato a la ALD, se
observo un salto en la actividad antes de que la reaccion
alcanzara el estado estacionario (Fig. 3). Este resultado
corrobora que el paso limitante para esta enzima se en-
cuentra después de la formacion del NADH. E1 AF del
"burst" fue de 2.98 UF. Este valor fue interpolado en una
curva de calibracion de NADH generada en el fluorémetro
(Fig. 4), y se determind que es equivalente a 9.3 nmol de
NADH. En el ensayo se utilizaron 4.7 nmol de enzima,
por lo que al dividir el valor de 9.3 entre la enzima total
se obtiene un rendimiento de 1.98 nmol NADH/nmol de
enzima. Este resultado nos indica que la ALD posee
reactividad de medio sitio como se ha reportado para las
enzimas tetraméricas humanas ALDH1 y ALDH2 (4).
En la tabla 3 se observa que el Mg?" no ejercid efecto
sobre la actividad de la PAD cuando se utiliz6 hasta 10
mM del i6n. Esto es consistente con las observaciones
anteriores que indicaban que para la enzima PAD el paso
limitante es la transferencia del hidruro.
Cuando se evalud el efecto del Mg?* sobre la actividad de
la ALD, se observo que este i6n inhibe en un 7% la acti-
vidad de la enzima a una concentracion de 100 uM, mien-
tras que, cuando se incrementa la concentracion de Mg
a 10 mM se alcanza una inhibicion del 40%. Esto sugiere
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Figura 4. Curva de calibracion de fluorescencia del
NADH.

que en el paso limitante de la ALD, también interviene la
liberacion de la coenzima.

En resumen podemos concluir que el paso limitante de la
PAD es la transferencia del hidruro [13]. Este resultado
es novedoso ya que para las enzimas tetraméricas se ha
determinado que el paso limitante se encuentra después
de la formacion del NADH [6, 7]. Por otra parte, el paso
limitante de la reaccion para la ALD parece estar
influenciado por la desacilacion y por la liberacion de la
coenzima [13]. Es decir, tanto k7 como k9 son
comparablemente bajos y limitantes. Este resultado tam-
bién es novedoso, ya que se ha determinado que en las
aldehido deshidrogenasas tetraméricas existe un solo paso
limitante de lareaccion [6, 7]. La caracterizacion de estas
ALDHs de E. coli con propiedades cinéticas sui géneris,
puede ser utilizada como base para el diseno de experi-
mentos de mutagénesis sitio-dirigida, encaminados a de-
terminar qué regula la actividad de las aldehido
deshidrogenasas.
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X1V CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A. C.

La Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. (AMPB) convoca a todos los involucrados en el proceso de educa-
cion bioquimica, directivos, jefes de departamento, coordinadores de bioquimica o materias afines, organizadores de cursos y
profesores, a que participen en el XIV Congreso de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. con sus trabajos,
los cuales en esta ocasion, seran solamente presentados en forma de cartel y podran ser objeto de discusion en una sesion oral
durante el Congreso.

El XIV Congreso de la Asociacion, se llevara a cabo los dias 31 de julio y 1° de agosto del presente afio en el Auditorio Alfonso
Caso de la Universidad Nacional Auténoma de México, dentro del marco de la Semana de Educacion Bioquimica 2006.

El tema central del Congreso sera la "Ensefianza de la Bioquimica" lo que nos permitira conocer la realidad al respecto en las
carreras de Agronomia, Biologia, Ciencias Quimicas, Enfermeria, Medicina, Nutricion, Odontologia, Psicologia, Veterinaria u
otra en donde se ensefie bioquimica.

Por tal razon su trabajo puede abordar cualquiera de los siguientes temas:

A. Planes de estudio, programas, materiales de apoyo (libros, practicas u otros), indices de inscripcion, porcentajes de acredita-
cion, de reprobacion, de desercion, etc.

B. Investigacion educativa.

C. Diseflo de material didactico

D. Otros

Para su participacion en el Congreso es indispensable enviar un resumen que debera estar escrito en letra Arial 10 a 11 puntos,
con una extension maxima de una cuartilla, a espacio sencillo y con un margen de 2.5 cm. por lado. El resumen del trabajo y la
forma de registro se enviaran a mas tardar el dia 23 de junio del 2006, por correo electronico a: reb@bg.unam.mx o se entregaran
en papel y en disco a la sefiora Marivel Rojas Garcia en las oficinas de la Asociacion en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, UNAM.

COSTOS
Socios: Inscripcion y pago de Membresia anual MN § 400.00
No socios: Inscripcion MN $ 500.00

El pago de inscripcion al Congreso debera efectuarse por deposito a la cuenta No. 0133718123 en el banco BBVA Bancomer,
Sucursal Perisur (3517) a nombre de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C y la fotocopia del mismo debera
enviarse al mismo tiempo que su ficha de registro por via electronica o por fax a la sefiora Marivel Rojas Garcia al nimero 01 (55) 5616
2419, asegurandose que en el anverso estén claros los datos del depositante y el sello del banco donde realizé su deposito.

La presentacion del resumen debe apegarse al siguiente ejemplo:

EL ESTILO DE APRENDIZAJE EN RELACION CON EL RENDIMIENTO ACADEMICO OBTENIDO EN BIOQUIMICA
(renglon libre)

Hilda Flores Brito, Gustavo A. A. Garcia Uriza y Artemio Cadena Meneses. Seccion de Nutricion Animal. Departamento de
Zootecnia. Universidad Auténoma Chapingo.

(renglon libre)

TEXTO...

COMITE ORGANIZADOR DEL CONGRESO

Dra. Yolanda Saldafia Balmori Dra. Virginia Sanchez Meza Dra. Rocio Salceda Sacanelles
balmori@laguna.fmedic.unam.mx virginia@laguna.fmedic.unam.mx rsalceda@ifc.unam.mx
INFORMES:

Sra. Marivel Rojas Garcia reb@bq.unam.mx

Teléfono: 01 (55) 5623-2170 Fax: 01(55) 5616-2419

Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C, Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. Apartado
Postal 70-281, C. P. 04510, México, D. F. Para mas informacion consulte la pagina web: http://bq.unam.mx
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PROGRAMA

LUNES 31 de julio de 2006
9:00 - 11:00 h Registro e Inscripciones
Colocacion de carteles
11:00 - 11:20 h INAUGURACION
11:20-12:20 h CONFERENCIA
“Medicina Genomica: Presente y Futuro”
Dr. JAIME BERUMEN
Jefe de la Unidad de Medicina Gendmica,
Servicio de Genética. Hospital General de México
12:20 - 12:40 h RECESO
12:40 - 14:00 h CONFERENCIA
“Procedimientos para mejorar la disposicion al aprendizaje”
Dr. ABEL DELGADO
Secretaria de Educacion Médica, Facultad de Medicina, UNAM
14:00 - 16:30 h RECESO
16:30 - 17:30 h CONFERENCIA
“Regulacion del Metabolismo Hepatico”
Dra. VICTORIA CHAGOYA DE SANCHEZ
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
17:30 - 19:00 h VISITA A CARTELES

MARTES 1° de agosto de 2006

8:00 - 9:00 h

9:00 - 10:00 h

10:00 - 12:30 h

12:30 - 13:00 h

13:00 - 14:00 h

14:00 - 16:30 h

16:30 - 18:00 h

18:00 - 19:00 h

19:00 - 19:30 h

Colocacion de carteles

CONFERENCIA

“Evaluacion del Aprendizaje”

Dr. ADRIAN MARTINEZ GONZALEZ

Secretaria de Educacion Médica, Facultad de Medicina, UNAM

SIMPOSIO

“Investigacion Educativa”

Coord. Mtro. MARTINIANO ARREDONDO GALVAN
Centro de Estudios Sobre la Universidad, UNAM
RECESO

VISITA A CARTELES

RECESO

CONFERENCIA

“Biologia Molecular y Genémica”

Dr. VICTOR VALDES

Facultad de Ciencias, UNAM

DISCUSION DE CARTELES

SESION DE NEGOCIOS y CLAUSURA
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X1V CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A. C.
FORMA DE REGISTRO

Fecha(dd/mm/aaaa):

Nombre:

Apellidos Paterno Materno Nombres

Correo E:

Miembro de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C.: Si |:| No |:|
Jefe de departamento |:| Coordinador de la materia |:| Profesor |:|

Nombre de la materia que imparte:

Departamento:

Escuela o Facultad:

Universidad:

Nombramiento:  Tiempo completo |:| Medio Tiempo |:| Por horas |:|
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuiMiICA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y sus dreas afines. La
Revista esta dirigida a profesores y a estudiantes de licenciatura y de posgrado, por lo cual los trabajos que se sometan para su publica-
cion deberan de ser suficientemente claros y explicitos. Los temas se deben de presentar de forma sencilla, organizada y que de

manera gradual permitan la comprension del trabajo.

Se aceptan contribuciones en forma de articulos de revisién y otras comunicaciones que se ajusten a los siguientes

lineamientos editoriales:

I. ARTICULOS DE REVISION

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el cual debe de ser
claro, simple, atractivo y evitar las abreviaturas o, en su caso,
definirlas al inicio del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando por el nombre
propio completo. La afiliacion de los autores se escribira en el
siguiente parrafo, indicando el departamento, la institucion, la ciu-
dad y estado, el pais y la direccion de correo electronico del autor
responsable. La afiliacion de los autores se indicard con numeros
entre paréntesis. Se proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesador de textos
"Word", con una extension maxima de 15 cuartillas a doble espa-
cio, en "Times New Roman 12" como fuente de la letra, sin forma-
to de texto, tabuladores o pies de pagina. Las figuras y tablas se
presentaran separadas del texto.

3) Resumen. Se deberan incluir un resumen en idioma espafiol y uno
en inglés (Abstract) de no mas de diez renglones.

4) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a seis palabras cla-
ve en idioma espafiol y en inglés.

5) Referencias. Se sugieren no mas de 15 citas bibliograficas, tanto espe-
cificas como de lecturas recomendadas, lo que obliga a los autores
a seleccionar aquellas referencias realmente importantes e informa-
tivas. Las referencias se indicaran en el texto con nimeros entre
paréntesis de acuerdo a su orden de aparicion. Las referencias se
enlistaran al final del trabajo y deben contener: apellidos e iniciales
de todos los autores, aflo de publicacion entre paréntesis, titulo com-
pleto del articulo y después de un punto, el nombre oficial de la
revista abreviado como aparece en el Current Contents, numero del
volumen y antecedido por dos puntos, el nimero de la primera y
ultima paginas, de acuerdo con el siguiente ejemplo:

Martin GM, Austad SN, Johnson TE (1996) Generic analysis of ageing:
role of oxidative damage and environmental stresses. Nature gen
113:25-34.

Los articulos en libros deberan citarse de la siguiente forma:

Wood KJ (1992) Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Biology
of Immunosuppression. Editor: Thomson A W. John Wiley and Sons
Ltd, pp 81-104.

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

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Se aceptaran como maximo seis ilustraciones,
incluyendo figuras y tablas. Las figuras se pueden presentar en
formato "jpg" o integradas en un archivo de "Power Point" o del
mismo "Word" separadas del texto del articulo. Las figuras deben
de estar en blanco y negro, sin fondo ni sombreados. Las tablas
deben de estar en "Word" sin formatos especiales, separadas del
texto del articulo. Las figuras y las tablas se deberan numerar con

arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se deberan presentar
en una hoja aparte. Se debera considerar que las figuras y las tablas
se reduciran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones de una hoja
tamafio carta; las letras y nimeros mas pequefios no deben ser
menores de dos milimetros. En caso de emplear figuras previamen-
te publicadas, debera darse el crédito correspondiente u obtener 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 con la abreviatura,
la primera letra mayuscula (Fig 2). Las tablas siempre llevaran la
primera letra a maytscula (Tabla 2). Para la version electronica de
la revista se pueden admitir figuras a color, en tal caso se deberan
de enviar ambos formatos en blanco y negro y en color.

7) Abreviaturas. Las abreviaturas poco comunes que se utilicen en el
texto deberan definirse entre paréntesis, la primera vez que se utilicen.

II) OTRAS COMUNICACIONES

1) Los temas de las otras comunicaciones pueden ser muy variados;
desde resumenes de articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica de interés gene-
ral, avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de trabajo o
comentarios de articulos publicados previamente en la REB, car-
tas al editor, etcétera.

2) El contenido debera ser desarrollado en forma resumida y de una
manera explicita en no mas de dos paginas.

3) Se aceptard un maximo de dos referencias que se incluiran entre
paréntesis en el texto, como se indica en el inciso I-5. Se podra
incluir una figura o una tabla, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las especificaciones de la
revista no seran aceptados de primera instancia para su revision. Los
manuscritos seran evaluados por tres revisores, quienes opinaran so-
bre la relevancia del trabajo en un lapso no mayor de dos meses. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran enviadas al autor
responsable para su correccion e incorporacion en el manuscrito. El
manuscrito corregido por los autores debera ser devuelto a la revista,
en un lapso no mayor a 30 dias; de otra forma se considerara como un
manuscrito enviado por primera vez. Una vez aceptado el trabajo, las
pruebas de galera, se enviaran al autor responsable.

Los archivos electronicos se deberan enviar a la Revista de Educa-
cién Bioquimica como archivos adjuntos (reb@bq.unam.mx), con aten-
cion al Editor en Jefe y a partir de una direccion de correo electronico
que serd considerada como la direccion oficial para la comunicacion
con los autores. El autor responsable debera identificar plenamente su
adscripcion con teléfono y direccion postal para comunicaciones pos-
teriores. En el texto del mensaje se debe expresar la solicitud para
considerar la posible publicacion del articulo, el titulo del mismo, los
nombres completos de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos electronicos enviados.
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