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LA TECNOLOGIA INFORMATICA CONTRIBUYE A
FACILITAR EL APRENDIZAJE DE BIOQUIMICA

En la actualidad se busca hacer uso de las tecnologias de
la informacion mas avanzadas para que cualquier estu-
diante con s6lo escribir un nombre en un buscador de la
Internet pueda obtener mucha informacion relacionada con
el tema de su busqueda; a pesar de esto, para que un co-
nocimiento sea util debe de ser relacionado con los cono-
cimientos previos y ejercitado por medio de la resolucion
de problemas relacionados con el tema en estudio, de ma-
nera que el estudiante establezca la relacion causa-efecto
o tal vez comprenda la razoén de una serie de pasos a se-
guir para encontrar la solucién de un problema dado.

En el caso de la ensefianza de la Medicina, los futuros
médicos tienen acceso a variadas publicaciones en la
Internet que pueden servirles para hacer mas facil el apren-
dizaje tanto de las ciencias basicas como de la clinica.
Ultimamente, en la Facultad de Medicina de la UNAM se
ha iniciado la correlacion basico - clinica para ayudar a
los alumnos en el aprendizaje de los conceptos y conoci-
mientos que forman parte del curriculum de la Carrera de
Meédico Cirujano.

En la carrera de Médico Cirujano el aprendizaje de las
ciencias basicas representa mucha dificultad para los es-
tudiantes y la bioquimica es especialmente dificil, debido
a que los conceptos acerca de las moléculas, de las vias
metabolicas y de las interacciones involucradas en la trans-
mision y expresion de la informacion genética tienen un
componente abstracto muy importante.

El disefio de programas para la ensefianza de la
bioquimica asistida por computadora y distribuidos por
medio de la Internet, ha demostrado ser una herramienta
eficaz para facilitar la ensefianza en el Departamento de
Bioquimica y de Biologia Molecular de la Facultad de
Medicina de la UNAM y actualmente el portal "APREN-
DE BIOQUIMICA" ofrece a los estudiantes y a los do-
centes una coleccion de programas diferentes.

El Laboratorio de Disefio y Evaluacion de Programas
para la Ensefianza de Bioquimica Asistida por Computa-
dora fue iniciado y dirigido por la M. en C. Leonor
Fernandez Rivera Rio desde 1993; fue el pionero en el
disefio y la evaluacion de programas para ensenanza de la
bioquimica y desde entonces ha desarrollado 23 progra-
mas diferentes para facilitar la comprension de las propie-
dades y las caracteristicas estructurales de los
carbohidratos, los lipidos, los aminoacidos, los nucle6tidos,
las proteinas y los acidos nucleicos, asi como las vias
metabolicas mas importantes; también ha desarrollado tres
practicas de laboratorio simuladas.

Otra aplicacion de la tecnologia informatica es la rea-
lidad virtual. El laboratorio de Disefio y Evaluacion de
Programas para la Ensefianza de Bioquimica Asistida por
Computadora en unién con el Observatorio de Visualiza-
cion IXTLI inici6 el proyecto "Estructura de biomoléculas
como una herramienta para favorecer el aprendizaje de la
Bioquimica y de la Biologia Molecular" en la que se dise-
flaron programas para la observacion de moléculas en ter-
cera dimension (realidad virtual) que se pueden usar para
impartir clases a los estudiantes; con esta tecnologia se
puede ver a las moléculas simples y complejas en tercera
dimension y en tiempo real.

La asociacion de la bioquimica con la clinica es util,
ya que existen muchos aspectos bioquimicos que
involucran a la etiologia, a las pruebas y a los analisis que
se usan para el diagnostico de las enfermedades y a los
tratamientos que se emplean para contender con éstas, es
por esto que se inicia el proyecto de Correlacion
Bioquimica - Clinica que pretende desarrollar programas
de ensefanza asistida por computadora que muestren las
alteraciones bioquimicas que son la causa de numerosas
enfermedades; con esto se espera facilitar el aprendizaje y
establecer un puente entre las ciencias basicas y las cien-
cias clinicas. El proyecto incluye a varios programas en
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los que se analizaran el sindrome de gota, la intolerancia
a la lactosa, la galactosemia, la diabetes, las enfermeda-
des por atesoramiento de glucogeno, la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, la enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob o de las
vacas locas y otros padecimientos, ademads, se analizaran
los principios bioquimicos para la determinacion de la
concentracion de diferentes sustancias que se usan co-
munmente para hacer diagnosticos en la clinica. Estos
programas seran publicados en el sitio "Aprende
Bioquimica" del Portal de Internet del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Me-
dicina de la UNAM.

El desarrollo de esta nueva tecnologia para facilitar el
aprendizaje, ha sido para la Facultad de Medicina de la
UNAM, un adelanto muy importante que la sitGia entre
las mas avanzadas del mundo, ya que la incorporacion de
programas tutoriales, simulaciones de practicas de labo-
ratorio, animaciones representando a las reacciones

Fernandez Rivera Rio L y Judrez Oropeza MA

enzimaticas y las modificaciones de las moléculas en el
metabolismo celular, asi como de modelos moleculares
en tercera dimension en la Internet o en los Observato-
rios para realidad virtual, facilita en forma significativa
la comprension de la estructura tridimensional de las
moléculas simples y complejas, como son los
aminoacidos, los carbohidratos, los lipidos, las protei-
nas y los acidos nucleicos y las estructuras subcelulares
como el nucleosoma, el replicosoma y otros.

Se espera que con el desarrollo de estos programas se
pueda contribuir a fomentar el interés de los alumnos por
el estudio de las ciencias basicas y se favorezca el disefio
de procedimientos para mejorar la salud de la poblacion
usando como herramienta el método cientifico.

Leonor Fernandez Rivera Rio y
Marco Antonio Juarez Oropeza
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, UNAM
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FUNCION DE LA PROTEASA NS3 DEL VIRUS
DE LA HEPATITIS C*

RESUMEN

El virus de Hepatitis C (VHC) es el principal agente causante
de la Hepatitis tipo no-A no-B a nivel mundial. Actualmente
existen 170 millones de personas portadoras del virus en riesgo
de desarrollar cirrosis y cancer hepatico. La proteasa NS3 del
VHC es esencial para la replicacion viral y es por tanto uno de
los principales objetivos para el desarrollo de terapias
especificas contra la infeccion ya que ademas, es codificada
por uno de los genes con menor variabilidad dentro del genoma
del VHC.

PALABRAS CLAVE: VHC, Hepatitis, proteasas de serina,

Alejandro Daniel Bermudez Aguirre

ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV), is the major causative agent of
non-A non-B hepatitis worldwide. There are 170 million
chronic carriers at risk of developing liver cirrhosis and
cancer. NS3 protease is essential for virus replication
and is one of the most promising targets for specific anti-
HCV therapy because the NS3 gene is considered one
of the less variable genes in the HCV genome.

KEY WORDS: HCV, Hepatitis, Serin-protease, NS3.

NS3.

INFECCION POR EL VIRUS DE
HEPATITIS C

El virus de hepatitis C (VHC) fue
caracterizado molecularmente en 1989
por Choo y cols. cuando se logro
clonar y secuenciar parte del genoma
viral, lo cual permitio el desarrollo de
pruebas especificas que identificaron
a este virus como el agente causante
de lo que hasta entonces era
denominado como Hepatitis no A no
B (Hepatitis NANB) (1).

La infeccion por VHC es la quinta
causa de muerte por afecciones
hepaticas en México y se calcula que
existen 170 millones de personas
infectadas en todo el mundo; este virus
ocasiona aproximadamente 10,000
muertes al afio, ya que en el 60 % de
los pacientes la infeccion se vuelve
crénica y en el 20% de estos casos
degenera en cirrosis y finalmente en
hepatocarcinoma (Fig. 1) (2, 3). Los
procesos virales que causan estas le-

siones no han sido completamente es-
tablecidos, sin embargo parece ser que
el virus por si solo no es citopatico ya
que el dafio hepatico se debe princi-
palmente a factores relacionados como
la respuesta inmune inespecifica, el
consumo de alcohol, obesidad, diabe-
tes e infecciones virales asociadas
(VHB, VIH) (2); asimismo, entre el
40 y el 74% de los casos se presenta
una o varias manifestaciones
extrahepaticas (MEH) como los tipos
I y I de crioglobulinemia mixta
(CM), MEHs de tipo enddcrino:
hipotiroidismo y diabetes mellitus,
reumatologicas; artritis (que se
presenta durante el proceso inmune
asociado con la crioglobulinemia) y
otros padecimientos como osteoes-
clerosis, cardiomiopatia hipertrofica,
linfoma no Hodgkin y fibrosis
pulmonar. Estas MEHs son importantes
ya que pueden significar la primera
sefal de infeccion en pacientes de alto

*Recibido: 7 de enero de 2008

Aceptado: 19 de agosto de 2008

riesgo que no presentan sintomas
hepaticos, pues los tejidos
relacionados con MEHs actian como
reservorios de particulas virales en
algunos casos (4).

Las diferencias en los casos de
infeccion no solo se deben a las
variantes que existen del VHC de las
cuales se hablara mas adelante, sino
también al polimorfismo del genoma
humano que interviene en la respuesta
inmune y puede explicar los casos en
los que el virus es eliminado
espontaneamente en la fase aguda de
la infeccidn, asi como los reportes de
inmunidad natural al VHC. Uno de los
procesos principales de la respuesta
inmune es la presentacion del antigeno
por parte de células especializadas, las
cuales "presentan" en su superficie un
fragmento de la particula viral
asociado con el antigeno leucocitario
humano (ALH) para ser reconocido
por receptores especificos de células T

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, U.N.A.M., México D.F., México. Correo E: danielbermudezmx@yahoo.com.mx
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Infecciéon aguda

20-40 %

Recuperacién  Inf.

60-80 %

cronica

80 %/\20%

Estable

Cirrosis

20 % 80 %

Estable HCC

Figura 1. Proporcion de los padecimientos desencadenados por la infeccion del VHC. (HCC,

Hepatocarcinoma).

(CD4+ o CD8+); los ALH son glico-
proteinas codificadas por al menos
1000 alelos diferentes del genoma
humano, lo que permite diferencias en
su secuencia de tan solo un aminoacido
que condiciona su capacidad de unioén
al antigeno y provoca diferencias en la
respuesta inmune, al afectar el proceso
de presentacion de antigeno (3, 5).
Aunque existen escasas investigaciones
sobre la relacion del polimorfismo del
ALH y larespuesta inmune durante la
infeccion por el VHC, los estudios
realizados en pacientes con hepatitis
C coinciden en la relacion especifica
que existe entre el alelo DQB1*0301
y la recuperacion del individuo asi
como la presencia del alelo
DQBI1*0302 en individuos con
progresion lenta de la infeccion y el
predominio de ALH-Cw*04 o
DQB1*0502 en pacientes con
persistencia o progresion rapida de la
infeccion respectivamente. Esta
relacion del polimorfismo humano con
las caracteristicas de la infeccion
también ha sido hallada en infecciones
causadas por otros virus, como la
dependencia de la secuencia genética
para el receptor CCRS5 en células
CD4+ y la entrada del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (3).

BIOLOGIA MOLECULAR DEL
VHC

El VHC esta clasificado en la familia
Flaviviridae por ser un virus envuelto,
de aproximadamente 50 nm de
diametro, con una sola cadena de ARN
en sentido positivo (5'-3") y en el
género Hepacivirus que se cred para
distinguir las caracteristicas poco
comunes de este virus, como lo es la
enzima multifuncional NS3 (6). El
ARN viral codifica una poliproteina
de 3010 aminoéacidos (C(F)-E1-E2-p7-
NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-
NS5B) que genera al menos diez
proteinas maduras al ser procesada por
la sefial peptidasa del reticulo
endoplasmico, la cual libera las
proteinas C, E1, E2 y p7 que forman
la capside o ntucleo viral (C), la
envoltura de la particula (E1 y E2) y
p7 que se sugiere interviene en la
liberacion del genoma al formar
canales i6nicos en la envoltura viral
(2); la region de las proteinas no
estructurales (NS2-NS5B) que
participan en la replicacion son
procesadas por 2 enzimas virales: NS2
y NS3 que generan un corte
autocatalitico en las regiones NS2-
NS3 y NS3-NS4A respectivamente y
permiten la formacion del complejo

Bermudez Aguirre AD

proteasa de serina NS3/4A que proce-
sa el resto de la poliproteina viral, pro-
vocando la maduracion de las protei-
nas NS4B, NS5A y NS5B con funcion
de polimerasa de ARN dependiente de
ARN (NS5B) y de fosfoproteina
(NS5A), mientras que la funcion de
la proteina NS4B sigue siendo inves-
tigada, asi como la existencia de un
segundo marco de lectura (ORF +1)
que provoca la sintesis de la proteina
F y una variante de la proteina C (Fig.
2) (6, 7).

VARIANTES DEL VHC

Ya que este virus se trasmite por
contacto directo con sangre infectada,
los grupos de alto riesgo de infeccion
por VHC se deben a la falta de
infraestructura adecuada (utilizacion de
productos sanguineos contaminados),
riesgos relacionados (personal de salud
como paramédicos), desinformacion
(contacto sexual entre jovenes o con
personas asintomaticas, uso de
narcoticos intravenosos) y personas que
fueron trasfundidas antes de haber sido
estandarizada la determinacion de
hepatitis NANB en los bancos de
sangre (personas hemofilicas),
principalmente (5).

El analisis del genotipo viral aislado
de pacientes infectados ha revelado que
este virus posee un alta variabilidad
genética (~ 1.4 x 10° - 1.9 x 10°
sustituciones/nucleétido/afio) la cual se
debe principalmente a la sustitucion
nucleotidica que ocurre durante el
proceso replicativo y por la falta de
actividad de exonucleasa de la
polimerasa viral, que impide la
correccion de errores en la secuencia
replicada. Sin embargo, esta
variabilidad no es uniforme, ya que
existen regiones altamente conservadas
como la secuencia que codifica para la
proteina de la capside viral (C), la
region para la proteasa de serina NS3
y los extremos 5'y 3' no traducibles de
la cadena de ARN, mientras que otras
regiones como las que codifican las
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Trascripcion genémica

Secuencia origen del VHC (ARN +)

Intermediario replicativo (ARN -)

Secuencia replicada (ARN +)

Traduccion genémica

Poliproteina del VHC

/

NS2

sefal peptidasa del RE

3010 @a

NS3/4A

Procesamiento de la poliproteina del VHC

C E1 E2 p7 NS2

NS3

NS4A NS4B NS5A NS5B

Figura 2. Proceso de trascripcion - traduccion del VHC. A. Tipos de ARN formados durante
el proceso de replicacion viral. B. Produccion de las proteinas del VHC a partir del procesa-
miento de la poliproteina por enzimas de origen celular y viral. (VHC, virus de Hepatitis C;

RE, reticulo endoplasmico, aa, aminodcidos).

proteinas NS4B, NS5A y las regiones
hipervariables 1 y 2 (RHV 1 y RHV
2) en la proteina de envoltura E2
difieren hasta en mas de 50% (8).
Estas diferencias en el genotipo del
VHC dan origen a las variantes virales
que se clasifican en grupos principales
o Tipos (Tabla 1), cuando la secuencia
nucleotidica difiere entre 31% - 34%
y en Subtipos (a,b,c...) cuando la
diferencia es de 20% - 30% (2, 6), asi
mismo existen bases de datos como
DDIJB (http://www.ddbj.nig.ac.jp) y
euHCVDB (http://hepatitis.ibcp.fr)
donde se recopilan las secuencias y
han facilitado encontrar variantes del
VHC caracteristicas a determinada
region del mundo (Tabla 1), también
se ha determinado que el Tipo 1 de
Hepatitis C Subtipo b (variante VHC
1b) es el que se presenta con mas
frecuencia en los pacientes que no
responden al tratamiento antiviral
(70% de los casos en Occidente). Otra
caracteristica del genotipo viral
predictiva de la respuesta al

tratamiento es la secuencia de la re-
gion determinante de sensibilidad al
Interferén (ISDR, por sus siglas en
ingles) que comunmente presenta
cambios o mutaciones en los pacientes
que responden favorablemente al
tratamiento antiviral (8, 9).
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La infeccion por VHC se trata prin-
cipalmente administrando interferon-
o (INF-o) pegilado, el cual limita la
replicacion viral a través de la
desaminasa de adenosina de ARN de
doble cadena (ADAR1) y causa la
fosforilacion del factor de inicio de la
trascripcion (elF2) que impide la
asociacion elF2-GTP-met-tARN,
procesos que suprimen la trascripcion
y traduccion de ARN; sin embargo,
este tratamiento atin complementado
con el analogo nucleotidico Ribavirina
(INF-02b [1.5ug/Kg/semana] +
Ribavirina [1 g/dia]) no ha logrado una
respuesta antiviral sostenida en casi la
mitad de los pacientes infectados con
VHC 1b (2, 5, 10). Esto se debe prin-
cipalmente al tratamiento inespecifi-
co con el que actualmente se cuenta,
ya que el INF-o, aunque induce la
trascripcion de mas de 200 genes, solo
unos cuantos participan en la respuesta
antiviral y la Ribavirina, al ser un ana-
logo nucleotidico, también es
inespecifica contra la infeccion; por
lo que se estan desarrollando diversos
métodos de estudio del VHC enfoca-
dos a procesos fundamentales del ci-
clo replicativo asi como a la caracte-
rizacion de proteinas virales particu-
lares que permitan desarrollar com-

TABLA 1
Variante viral Genotipo Region
VHC Tipo Subtipo
1b 1 b América
la 1 a América
1 1 variable Europa
2 2 variable Europa
3 3 variable Europa
2 2 ¢ hastam Africa
4b 4 b Africa
4¢ 4 c Africa
4e 4 e Africa
4m 4 m Africa
2i 2 i Asia
6p 6 p Asia

Variantes del virus de Hepatitis C que predominan en las regiones indicadas.
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puestos que interfieran especi-
ficamente con el proceso infeccioso
del VHC.

MODELOS DE ESTUDIO DEL
VHC

El estudio del VHC ha sido lento, ya
que la replicacion de este virus es
particularmente restrictiva a un tipo
celular diferente de hepatocitos
humanos, lo que ha impedido el
desarrollo de un modelo animal o
celular que genere una tasa replicativa
experimentalmente util. Se han
realizado estudios inmunolédgicos en
el modelo de chimpancé; sin embargo,
recientemente se ha cuestionado su
validez ya que parece ser que las
caracteristicas de la respuesta inmune
que presenta son diferentes de la
humana (2).

Por otra parte, se ha desarrollado
el modelo de replicon subgenomico,
que son moléculas de ARN de
secuencias consenso del VHC 1b que
codifican las proteinas NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B que permiten
la autoreplicacion de la molécula de
ARN viral (1). Este modelo fue
propuesto para realizar estudios del
ciclo replicativo viral ya que se
obtiene un alta tasa replicativa, aunque
esta se debe principalmente a las
mutaciones de tipo adaptativo del
replicon a la linea celular (Huh-7)
utilizada. Otro método también basado
en la linea (Huh-7) de células hepaticas
humanas fue desarrollado por Wakita
y cols. (5) con la diferencia funda-
mental de que las secuencias utilizadas
para el replicon subgenomico fueron
obtenidas de un paciente con hepatitis
C fulminante y se sugiere que este
origen de la secuencia es la razon por
la que se obtienen particulas virales
que conservan su capacidad infecciosa
en la linea celular; este avance
permitio determinar que la capacidad
infecciosa de las particulas virales
puede ser neutralizada en cultivo
celular por anticuerpos especificos

CD81 y muestra la importancia de este
grupo de diferenciacion en el proceso
de entrada viral a la célula.
Recientemente se ha desarrollado un
replicon gendomico, que codifica tanto
las proteinas estructurales como las no
estructurales del VHC (1).

Ademas de las aportaciones de
estos experimentos, recientemente se
reportd que la apolipoproteina B (apo
B) y la transferasa de triacilgliceroles
microsomales (MTP), que se ubican
caracteristicamente en las vesiculas
membranales de células hepaticas
participando en la sintesis de
lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL, por sus siglas en ingles),
también intervienen en la produccion
de particulas virales, ya que al inhibir
la sintesis de apo B y MTP la
produccion de particulas virales
disminuye y se propone como una de
las causas del alta especificidad
replicativa de este virus a células
hepaticas (11). Este hallazgo coincide
con los experimentos de ultracen-
trifugacion de muestras sanguineas de
pacientes con VHC, en donde las
particulas virales que conservan su
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capacidad infecciosa se detectan en el
gradiente ~1.06 g/ml, donde estan
asociadas mayoritariamente las VLDL
(2, 12).

Asi mismo, existen modelos de
estudio sobre proteinas especificas de
VHC que realizan procesos clave en
el ciclo replicativo y pueden servir
como puntos de control de la infeccion
al inhibir o modificar su actividad
(Fig. 3). Las proteinas virales mas
estudiadas molecularmente son NS3
y NS5B, ya que NS5B actua como
polimerasa viral y NS3 provoca la
maduracion de las proteinas que
intervienen en el proceso replicativo
incluyendo NS5B; asi también el alto
grado de conservacion de la secuencia
para la proteasa de serina NS3 hace
que el desarrollo de compuestos
inhibidores de esta actividad sea un
importante campo de investigacion
antiviral (5, 6).

LA PROTEASA DE SERINA NS3
DEL VHC

La proteina NS3 del VHC es una
enzima multifuncional ya que
presenta, en el primer tercio (N-

Figura 3. Representacion esquematica de los principales procesos del ciclo replicativo viral
que pueden servir como punto de control de la infeccion. (A, nucleo celular; B, citoplasma

celular).

1. Union de la particula viral a la membrana celular. (proteina E2)

2. Liberacion del material genético del HCV (proteina p7)

3. Replicacion del ARN viral (polimerasa viral NS5B, fosfoproteina NS54)
4. Procesamiento de la poliproteina viral (complejo serin-proteasa NS3/44)
5. Localizacion / Ensamble de nuevas particulas virales (E1, E2)
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terminal) de su estructura, actividad
de proteasa de serina y en el resto,
funcion de ARN helicasa DexH/D que
revierte el enrollamiento de cadenas
dobles de ARN formadas durante la
replicacion viral (Fig. 2 A) (6, 7).

El extremo N-terminal de NS3
presenta un plegamiento tipico de la
familia de las quimiotripsinas,
compuesto por dos dominios tipo
beta-barril con actividad de proteasa
de serina que es optimizada por la
asociacion de la proteina NS4A.

NS4A es una proteina anfipatica de
54 aminoacidos, tipo beta-plegada,
que se asocia no covalentemente con
las cadenas AO y A1 de NS3 y provoca
una reorganizacion en su estructura al
reorientar el aminoacido D 81 de la
triada catalitica (H 57, D 81, S 139),
optimizando asi la actividad de
proteasa de NS3; ademas NS4A
promueve la localizacion del complejo
NS3/4A a la membrana del reticulo
endoplasmico donde es procesada la
poliproteina viral (6, 7). Aunque la
region de proteasa de NS3 posee
caracteristicas similares a otras
enzimas con plegamientos tipo
quimiotripsinas, los andalisis de
cristalizacion de NS3 han revelado
que posee diferencias importantes con
respecto a este tipo de enzimas y son
la causa de que los inhibidores
comunes de quimiotripsinas no tengan
efecto sobre la actividad de NS3. De
hecho, una de las diferencias
principales de esta proteina son las
estructuras tipo asa que en las
quimiotripsinas se intercalan entre las
hoja beta-plegada que forman la
estructura principal de la enzima y en
NS3 estas asas no existen o son mas
cortas de lo normal, lo que impide el
efecto de los inhibidores (6).

Aunque se han desarrollado una
gran variedad de métodos para estudiar
la actividad de proteasa de NS3 y
compuestos inhibidores, por razones de
espacio solo se hara referencia de
algunos que han trascendido en el area

y al mismo tiempo representan una
muestra de la variedad de estrategias y
tipos de compuestos utilizados en el
estudio de NS3.

La actividad de proteasa de NS3
se caracterizo en células E. coli
transformadas simultdneamente con
plasmidos de expresion para la
proteasa y para proteinas con regiones
de corte de la poliproteina viral que
actian como sustrato de la reaccion.
Este sistema permite determinar la
eficiencia de NS3 en el procesamiento
de la -proteina sustrato- la cual se
expresa fusionada entre dos proteinas
especificas (MBP - proteina sustrato -
DHFR) que permiten su recuperacion
y analisis del extremo N-terminal; esta
metodologia también permite
manipular la secuencia de la proteina
sustrato y expresar diferentes regiones
de corte de la poliproteina viral,
analizar los requerimientos de la
enzima NS3 para reconocerlo y/o
procesarlo y determinar la eficiencia
del proceso catalitico en presencia de
compuestos antivirales (13).

Por otra parte, existen sistemas
basados en células eucariotas en los
que se utiliza el virus vaccinia con
modificaciones genéticas que
permiten expresar la proteina de
estudio en el citoplasma de células de
mamifero, fundamentos que se
utilizan en el sistema de replicon-
ELISA en el que ademas se expresa
en una sola proteina tanto la region de
proteasa de NS3 como varios sitio de
corte de la poliproteina viral (NS3-
NS4A-NS4B-NS5), lo cual representa
un entorno mas similar a lo que sucede
in vivo durante el procesamiento de la
poliproteina del VHC. Inicialmente,
este sistema fue construido para
analizar el efecto de compuestos
previamente reportados como
inhibidores de la actividad de proteasa
de NS3 ya que permite estudiar la
capacidad del compuesto para
penetrar en la célula asi como su
actividad en el medio intracelular; sin
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embargo, debido a su gran utilidad ha
sido modificado y actualmente
permite la determinacion cuantitativa
de los resultados en el formato ELISA
y utiliza el sistema de replicon
subgendémico de VHC en lugar de
virus vaccinia, por lo que este sistema
es uno de los mas relevantes en la
determinaciéon de compuestos
inhibidores de NS3 (14).

También se han desarrollado
sistemas basados en estructuras
secundarias de ARN que reconocen
especificamente la proteasa NS3
(aptameros de ARN), como el sistema
de expresion del aptamero G9 en células
HeLa en el que las células son
transformadas con plasmidos de
expresion para el complejo proteasa de
serina NS3/4A, para una region de la
poliproteina viral (sustrato) y para un
conjugado aptamero-ribozima HDV
(inhibidor) en el que la secuencia del
aptamero se inserta en el brazo IV no
funcional de la ribozima HDV, lo cual
permite obtener estructuras de ARN
estable de las que se seleccionan
aquellas que interfieren especificamente
la actividad enzimatica de NS3 (15).

Actualmente existen algunos
compuestos con propiedades inhi-
bidoras de NS3 en diferentes fases de
prueba, tanto in vitro como in vivo
(BILN 2061, VX-950, SCH 503034,
SCH 6) (8), que podrian funcionar
como antivirales especificos. Sin
embargo, en el desarrollo de nuevos
tratamientos debe tomarse en cuenta
la alta tasa de variabilidad genética
que caracteriza a este virus y que
recientemente se ha remarcado por las
diferencias halladas en el dominio de
proteasa de NS3 que hasta hace poco
se consideraba invariable (16); este
hecho es importante ya que la
presencia de particulas virales
genéticamente distintas pueden escapar
al efecto del inhibidor y generar
resistencia al tratamiento. La resistencia
al tratamiento por variabilidad genética
se ha observado en virus como el de
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inmunodeficiencia humana y es de pre-
verse en virus con mayor tasa de varia-
bilidad como el VHC.

CONCLUSION

A casi dos décadas de haber sido
caracterizado el VHC, la variedad y
complejidad de investigaciones
realizadas sobre este virus han
permitido conocer parte de su biologia
molecular, la persistencia que

establece y la amplia gama de proce-
sos celulares que interfiere, limita o
mimetiza en el individuo, pero no ha
sido posible establecer un modelo
experimental que permita desarrollar
un tratamiento especifico y menos
toxico que reemplace las costosas y
prolongadas alternativas actuales. Las
investigaciones realizadas sobre la
proteasa de serina NS3 del VHC han
permitido acumular informacion
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importante sobre esta proteina a la que
inicialmente se le atribuia la funcion
unica de procesar la poliproteina viral
y que actualmente se sabe que también
presenta actividad autoproteolitica
(17), conocimientos que manifiestan
la complejidad de esta proteina pero
al mismo tiempo representan nuevas
alternativas en el desarrollo de
estrategias antivirales contra la
infeccion por VHC.
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PEROXISOMAS: ORGANELOS POLIFACETICOS*

RESUMEN

Los peroxisomas son organelos derivados del reticulo
endoplasmico que llevan a cabo una gama de actividades
metabolicas en respuesta a cambios ambientales y
demanda celular. Alteraciones en la biogénesis de los
peroxisomas, son la causa de diversos padecimientos en
el ser humano que llevan a la muerte durante la infancia.
Los cambios en el contenido de enzimas y en el nimero
de peroxisomas se mantienen a través de una dinamica y
compleja maquinaria de proteinas. Esta revision presenta
las diversas funciones de estos organelos, asi como los
recientes progresos en su biogénesis, proliferacion,
degradacion y su relacion con las mitocondrias.

PALABRAS CLAVE: peroxisomas, biogénesis,
peroxinas, transporte de proteinas, glioxisoma,
glucosoma, ubiquitinacion, beta-oxidation, mitocondria.

Rocio Salceda Sacanelles

ABSTRACT

Peroxisomes are endoplasmic reticulum-derived
organelles in eukaryotic cells, which have diverse
metabolic roles in response to environmental changes
and cellular demands. The functional importance of
peroxisomes in humans is highlighted by peroxisome
biogenesis disorders. The accompany changes in enzyme
content or abundance of peroxisomes are accomplished
by dynamically operating membrane- and matrix-protein
transport machineries. This review addresses recent
progress in understanding peroxisomal biogenesis,
proliferation, degradation, as well as its relation with
mitochondria.

KEY WORDS: peroxisome biogenesis, peroxin, protein
transport import, ubiquitination, glycolisis, glyoxalate,
beta-oxidation, mitochondria.

INTRODUCCION

Las células eucariontes se
caracterizan por separar sus diferentes
vias metabdlicas en compartimientos
discretos aislados por membranas,
denominados organelos. Los peroxi-
somas son organelos de una sola
membrana, se observan como vesiculas
circulares u ovoides con diametro de
0.1 a 1.0 um. Se caracterizan por
inclusiones cristalinas derivadas de una
enorme concentracion de enzimas que
llevan a cabo una variedad de
reacciones metabolicas, cuyas
actividades se ajustan de acuerdo a las
necesidades, estados de desarrollo y
tipos celulares.

TIPOS DE PEROXISOMAS Y
FUNCION
Desde su primera descripcion, hecha

por Rhodin en 1954, asi como su
caracterizacion bioquimica, llevada a
cabo por de Duve en 1966, se
identifico la existencia de distintos
tipos de peroxisomas, llamados en
conjunto microcuerpos (1); dentro de
éstos se han caracterizado los
gluosomas, glioxisomas y los
peroxisomas propiamente dichos.
Los glucosomas son caracteristicos
de cinetoplastidos (como el
tripanosoma), pueden verse como una
rama de los peroxisomas con funciones
adicionales, especificamente la
glucolisis y reutilizacion de purinas.
La presencia de enzimas glucoliticas
para la conversion de glucosa en 3-
fosfoglicerato es lo que distingue a los
glucosomas. No existe sintesis neta de
ATP en el glucosoma, pero el 3-
fosfoglicerato es metabolizado

*Recibido: 17 de junio de 2008

Aceptado: 9 de septiembre de 2008

posteriormente en el citoplasma
generando ATP por fosforilacion a
nivel de substrato. La regeneracion de
equivalentes reductores necesarios
para la glucdlisis se obtiene por una
lanzadera entre el glucosoma y la
mitocondria (2).

Por su parte, los glioxisomas se
caracterizan por la presencia de una
serie de enzimas que llevan a cabo el
ciclo del glioxilato, se encuentran
principalmente en plantas, particu-
larmente en las semillas oleaginosas,
en las que juegan un papel
fundamental en la utilizacion de las
reservas para iniciar la germinacion
(3). En esencia, el ciclo del glioxilato
es una forma modificada del ciclo de
Krebs, que ocurre en la mitocondria,
el cual se salta los pasos de
descarboxilacion permitiendo la

Departamento de Neurociencias,Instituto de Fisiologia Celular y Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional
Autonoma de México, México, D. F., México. Correo E: rsalceda@ifc.unam.mx
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Figura 1. Conversion gluconeogénica de grasas en aziicares durante la germinacion y crecimiento de las semillas. Los acidos grasos entran
al glioxisoma y son convertidos a acetil CoA la cual entra al ciclo del glioxalato, el succinato producido en este ciclo es transferido a la
mitocondria , en donde es convertido a oxaloacetato en el ciclo de Krebs. El oxaloacetato sale al citoplasma, donde se convierte en azicares.
Notese que las reacciones asociadas a la beta- oxidacién llevan a la produccion de H,0, que es eliminado por la actividad de la catalasa.

produccion neta de esqueletos de car-
bono y no la pérdida como CO,, parti-
cipando asi en la gluconeogénesis
(Fig. 1).

La matriz de los peroxisomas
contiene mas de 50 enzimas diferentes
relacionadas con distintas vias
metabolicas (Tabla 1) (4). Dos vias
altamente conservadas en los
peroxisomas son la beta-oxidacion de
los acidos grasos y el metabolismo del
peroxido de hidrogeno (H,0,). En la

mayoria de los organismos los
peroxisomas contienen un numero de
oxidasas (como la urato oxidasa
requerida en el catabolismo de
purinas) que reducen el oxigeno a
través de oxidar a una variedad de
substratos (lactato, glicolato, D-
aminoacidos, acido urico, etc.).
Ademas, participan en la alfa-
oxidacion de acidos grasos especificos,
catabolismo de poliaminas, prostaglan-
dinas, eicosanoides y en la biosintesis

de esteroles y plasmaldgenos (que
contribuyen a mas del 80% del
contenido de fosfolipidos en la
materia blanca del cerebro). También
estan implicados en el metabolismo
de radicales libres de oxigeno y 6xido
nitrico, asi como en la sefalizacion
intra e intercelular (como el factor de
transcripcion de tipo receptor nuclear
que participa en la proliferacion
peroxisomal, PPAR). Asimismo, estos
organelos participan en los pasos
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TABLA 1
Enzimas y vias metabolicas en diferentes tipos de microcuerpos.*
Mamiferos Levadura Semilla Tripanosoma

Beta-oxidacion de 4cidos grasos ~ + + + +
Catalasa + + + +
Sintesis de éter-fosfolipidos + - - +
Glucdlisis - - - +
Ciclo del glioxilato -- + + -
Sintesis de isoprenoides + -- ? ?

Reutilizacion de Purinas -- - - +

* Actividad enzimatica presente (+), ausente (--), se desconoce (?).

finales en la sintesis de penicilina y
reacciones de foto respiracion en las
hojas de las plantas.

En las células de mamiferos los
peroxisomas se mueven continuamente
en el citoplasma a través de
microtibulos y proteinas motoras:
dineinas y cinesinas; se desconoce si
los filamentos de actina participan en
su desplazamiento.

BIOGENESIS

Formacion de vesiculas.

El origen de los peroxisomas ha sido
controversial, aunque se consideran
organelos autdnomos que resultan de
la herencia materna. Estudios
bioquimicos recientes en los que se ha

utilizado microscopia de
fluorescencia, proporcionaron
evidencia de que el reticulo

endoplasmico (RE) es la fuente de
membranas durante la formacion de
novo de los peroxisomas. La proteina
Pex3 se observo que se concentra en
distintos puntos del RE, formando un
subcompartimiento dinamico: el
reticulo preperoxisoma. Multiples
observaciones demuestran que
proteinas de la membrana peroxisomal
son dirigidas al RE, secretadas en

sitios especializados e incorporados a
vesiculas que se separan del RE
generando precursores de
peroxisomas (preperoxisomas), las
peroxinas se fusionan con estas
vesiculas permitiendo su crecimiento
y maduracion (Fig. 2), (5).
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La introduccion de un gen de sin-
tesis de membrana peroxisomal en
mutantes de levadura y células de
mamifero, induce la formacidon de
novo del oganelo, por lo que ahora se
consideran como entidades semi
autonomas que consituyen parte de la
via secretora.

La preservacion de las funciones
peroxisomales se debe a que las
c¢lulas desarrollan mecanismos
moleculares que permiten mantener la
poblacion de estos organelos durante
la division celular. El namero de
peroxisomas es regulado por varios
procesos: formacion a partir del RE,
fusion de peroxisomas (aunque no se
conoce el mecanismo), fision que lleva
a la formacion de dos peroxisomas y
pexofagia (degradacion especifica de
peroxisomas), que ocurre cuando la
célula se libera de condiciones que
llevan a la proliferacion de éstos.

La division del peroxisoma ocurre
por elongacion o crecimiento de éste,
constriccion de la membrana y fision.
Varias proteinas participan en la

proteinas
*8 »
RE Pex 5 ‘E‘Lﬂ
Pex 19
--*
Figura 2. Biogénesis de peroxisomas. Vesiculas peroxisomales se originan en regiones

especializadas del reticulo endoplasmico (RE). El crecimiento de estas vesiculas ocurre por
fusion con otras vesiculas preperoxisomales, con la participacion de Pexll, y a través de la
incorporacion de proteinas a la membrana y matriz del organelo.
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biogénesis de este organelo a las que
en general se les llama peroxinas (Pex)
(5). La saturacion de las proteinas de
la matriz, promueve que la Pex16
inicie la biosintesis y movimiento de
lipidos de la membrana que permite
su crecimiento.

La proteina Pex11 participa en la
elongacion y proteinas relacionadas a
la dinamina (GTPasa grande que
participa en muchas reacciones de
escision de vesiculas) catalizan la
fision. Ademas, la Pex11 participa en
el eficiente proceso de transporte a
través de la membrana y la
importacion de proteinas a la matriz
del peroxisoma. La GTPasa Rhol
participa en la organizacion de actina
en la membrana peroxisomal, que
permite la elongacioén y posterior
fision del mismo; el evento de fision
se asocia a proteinas relacionadas a la
dinamina, Vpsl y Dnm1, que también
participan en la fision mitocondrial.

Otras peroxinas estdn implicadas
en la regulacion del tamafio y nimero
de peroxisomas (Pex30, Pex31,
Pex32), la carencia de Pex30 lleva a
un aumento en el numero, mientras
que la ausencia de Pex31 o Pex32,
lleva a un amento en el tamaifo,
aunque el mecanismo se desconoce.

PROLIFERACION

Una caracteristica de los peroxisomas
es su capacidad de proliferar y
multiplicarse, o ser degradados en
respuesta a estimulos nutricionales o
ambiente extracelular. Asi, en las
células de mamifero, su numero y
tamafio incrementan notablemente
cuando se afiaden activadores del re-
ceptor PPAR0., que pertenece a la fa-
milia de factores de transcripcion nu-
clear, el cual se activa por ligandos
lipidicos y regula la expresion de
genes asociados al metabolismo de
lipidos y la diferenciacion de
adipocitos (6). La proliferacion de
peroxisomas también se induce por la
exposicion de ciertos xenobioticos que

activan la transcripcion de genes que
participan en la funcion del organelo.

HERENCIA

Los peroxisomas son organelos
altamente dindmicos que presentan
cambios en su forma y tamafio. La
distribucion de estos organelos,
particularmente durante la division
celular, requiere de su movimiento a
lo largo del citoesqueleto, el cual se
efectia por proteinas motoras. En
levaduras, cuando la yema se hace
visible los peroxisomas se retinen en
la corteza de la célula madre y son
rapidamente transportados a la yema,
esto ocurre a través de filamentos de
actinay la fuerza motriz se realiza por
una miosina de tipo V, Myo2; la mitad
de los peroxisomas se transportan a la
célula hijay el resto permanecen fijos
a la superficie de la célula madre. Las
proteinas Inp1 e Inp2 participan en la
retencion y movilidad de los peroxi-
somas, respectivamente. La Inpl es
una proteina periférica de la membra-
na del peroxisoma que se une a la
membrana plasmatica y permite la re-
tencion del organelo a la célula ma-
dre. La Inp2 es una proteina integral
de la membrana que funciona como
un receptor de peroxinas que reclutan
a la miosina (5).

IMPORTACION DE PROTEINAS
AL PEROXISOMA

Debido a que los peroxisomas no
contienen DNA, todas las proteinas de
la membrana del peroxisoma son
codificadas en el nicleo, sintetizadas
en ribosomas libres en el citoplasma
y transportadas al interior del
peroxisoma totalmente plegadas y atin
en forma oligomérica.

Existen al menos dos tipos de senal
para dirigir a las proteinas al
peroxisoma, las proteinas de
membrana de clase 1 y II; las primeras
requieren de Pex19, que funciona
como chaperona y receptor para la
importacion de estas proteinas. Las
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proteinas de clase II no se dirigen
directamente al peroxisoma, viajan al
RE por una ruta desconocida y
después se insertan en la membrana.

Las proteinas de la matriz son
transportadas a través de cuatro
etapas: son identificadas por un
receptor citoplasmico que las guia a
un sitio de anclaje en la membrana
peroxisomal, después de su
traslocacion, el complejo se separa y
el receptor regresa al citoplasma (7).

La mayoria de las proteinas de la
matriz presentan un tipo de sefial
(PTS1) en el C-terminal que consiste
de un tripéptido (ser/ala, lis/arg/his,
leu), secuencia que es reconocida por
el receptor soluble, Pex5. El otro tipo
de senal (PTS2) corresponde a un
nonapéptido con una secuencia
consenso (arg/gln, leu/val/ile)-X5, (his/
gln), (leu/ala) cercana al N-terminal de
la proteina, que es reconocida por Pex7.
Alternativamente, un nimero pequefio
de proteinas puede importarse
independientemente de estas dos PTS.

El receptor soluble, Pex5, de la
sefial PTS1 es el principal factor de
reconocimiento de esta seiial destinada
a los peroxisomas. El ciclo de este
receptor involucra reconocimiento de
lamolécula cargo en el citosol, anclaje
del complejo receptor-cargo a la
membrana, la liberacion del cargo en
la matriz y translocacion del receptor
hacia el citosol (Fig. 3).

El complejo de anclaje de la
maquinaria de importacion en la
membrana peroxisomal consiste de
tres peroxinas: Pex13, Pex14 y Pex17;
que se piensa forman un poro
transitorio en la membrana en el que
Pex14 es el sitio de entrada del
receptor al complejo.

El mecanismo de translocacion se
desconoce, una vez que la proteina se
libera en la matriz, Pex5 es translocado
al citoplasma. Estudios en sistemas
libres de células y utilizando células
silvestres y mutantes, demostraron que
Pex5 es importado y exportado por
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Figura 3. Importacion de proteinas a la matriz del peroxisoma. El receptor Pex5 reconoce y asocia a las proteinas con la seiial PTS, el
complejo se ancla a varias proteinas, entre ellas Pex14 y se liberan las proteinas PTS en la matriz del peroxisoma. Pex5 puede monoubiquitinarse
y ser exportado nuevamente al citoplasma por un mecanismo dependiente de ATP, mediado por Pexl y Pex6. Adicionalmente, Pex5 puede

poliubiquitinarse en la membrana siendo asi etiquetado para su degradacion en el proteosoma.

multiples ciclos en el peroxisoma, lo
que ocurre de manera independiente
de ATP pero dependiente de
temperatura. Por el contrario, la
liberacion de Pex5 al citoplasma
requiere de ATP, y Pex1 y Pex6 son
las proteinas motoras de esta
translocacion (8). Pexl y Pex6 son
miembros de una gran familia de
ATPasas asociadas con varias
actividades celulares (AAA) que
incluyen el transporte vesicular,
reparacion de ADN y localizacion de
la GTPasa Rhol. Se piensa que el
pegado ¢ hidrdlisis de ATP inducen
cambios conformacionales en las
peroxinas AAA que generan la fuerza
motriz que empuja a Pex5 hacia fuera
del peroxisoma.

Mas interesante aun, los recepto-
res de PTS, Pex5, Pex18 y Pex20 son
ubiquitinados.  Pex5  puede
modificarse por mono ubiquitinacion,
la cual constituye una sefial de
exportacion hacia el citoplasma. La
ubiquitina se activa de forma
dependiente de ATP y la hidrolisis de
otro ATP por Pex1 y Pex6 se requiere
para la separacion del receptor
ubiquitinado de la membrana.
Alternativamente, Pex5 puede
poliubiquitinarse, lo que ocurre
exclusivamente en la membrana
peroxisomal; la poliubiquitinacion
requiere la actividad de las enzimas
Ubc4p, UbcS y Ubcl y marca al
receptor para su degradacion en el
proteosoma (Fig. 3) (7).

PEXOFAGIA
La degradacion selectiva de
peroxisomas ocurre via un proceso
relacionado con la autofagia llamado
pexofagia que se ha estudiado
ampliamente en levaduras. Existen
dos formas de pexofagia: macro y
micropexofagia (9). La primera
ocurre Unicamente en peroxisomas
maduros. Los peroxisomas marcados
para degradacion son secuestrados por
varias capas de membranas, de origen
desconocido, que constituyen el
pexofagosoma que se fusiona con la
vacuola, en levaduras, y es degradado
por las enzimas hidrolasas.

En la micropexofagia, Ila
membrana vacuolar desarrolla
profusiones en su membrana cercana
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a los peroxisomas y los engloba. Este
mecanismo parece requerir de mas de
14 proteinas, muchas de las cuales

participan  también en la
macropexofagia.

INTERRELACION CON LA
MITOCONDRIA

Bajo condiciones en que la biogénesis
de peroxisomas es defectuosa, se han
observado alteraciones funcionales y
estructurales de la mitocondria; por
ello, se piensa que cambios en la
relacion entre estos organelos puede
estar asociada a la degeneracion
celular y enfermedades en el ser
humano.

Los peroxisomas y mitocondrias
son organelos de diferente origen
evolutivo. La mitocondria, adicional
a su funcién en la conversion de
energia, participa en el control del
estado redox de la célula, la
homeostasis del calcio y en la
apoptosis (10). A pesar de las claras
diferencias entre estos organelos,
diversos estudios indican que
comparten ciertas similitudes
morfologicas y funcionales: ambos
organelos adoptan una variedad de
formas y comparten componentes de
su maquinaria de division.

Mientras que la mitocondria realiza
funciones especificas (produccion de
ATP), los peroxisomas, se considera,
tienen multiples funciones. La
homeostasis de los lipidos en la célula
se mantiene por la oxidacion de acidos
grasos y acumulacion de triglicéridos
en la que participan ambos organelos.

En la mitocondria, el primer paso
de la beta-oxidacion de acidos grasos
es catalizada por varias deshidro-
genasas unidas a FAD, las cuales donan
sus electrones a la cadena respiratoria.
La beta-oxidacion en los peroxisomas
no participa en la formacion de ATP,
la energia se disipa como calor y por
tanto contribuye a la termogénesis;
por su parte donan los electrones
directamente al oxigeno molecular

formando H,O,, que se rompe en O, y
agua por la actividad de la catalasa.
Mas aln, una gran interaccion
metabolica existe entre los
peroxisomas, mitocondrias y
cloroplastos en las hojas de las plantas
en donde los peroxisomas convierten
el glicolato, formado en la fotosintesis,
en glicina y serina lo que se conoce
como foto respiracion (11).

En cé¢lulas animales los
peroxisomas y las mitocondrias
presentan sistemas de beta-oxidacion
de lipidos, los cuales tienen diferente
especificidad de sustratos. Los
peroxisomas oxidan acidos grasos de
cadena muy larga, acidos dicarboxilicos
de cadena larga, precursores de acidos
biliares, prostaglandinas, leucotrienos y
acidos grasos poli insaturados;
mientras que la mitocondria cataliza
la beta-oxidacion de 4cidos grasos de
cadena menor como: el palmitato,
oleato y linoleato.

La cadena respiratoria de la
mitocondria es el sitio principal de
produccion de radicales libres. La
formacion de radicales superoxido
ocurre en el complejo I (NADH- coQ
reductasa) asi como en el complejo I11
(citocromo ¢ oxidasa) de la cadena
respiratoria. El superoxido puede
rapidamente convertirse en especies
reactivas de oxigeno (ERO) mas
potentes (H,O,, radicales hidroxilo,
peroxinitrito), los cuales pueden
actuar sobre diferentes moléculas
llevando a la inactivacion de proteinas,
lipidos y DNA en la mitocondria u
otras regiones de la célula.

La mitocondria contiene moléculas
antioxidantes (glutation, NADH, tio-
redoxina) y enzimas que minimizan el
dafio oxidativo a partir de la
descomposicion de ERO (superdxido
dismutasa dependiente de manganeso
(Mn-SOD), glutation reductasa,
peroxidasa).

En los peroxisomas, las numerosas
oxidasas, junto con el citocromo B5 y
un citocromo P-450, producen ERO
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(H,0,, radicales superoxido, radicales
hidroxilo y 6xido nitrico) (12). Se
estima que cerca del 35% del H,O,
producido en el higado de la rata se
genera por las oxidasas de
peroxisomas, constituyendo 20% del
total del consumo de oxigeno. Estos
organelos también tienen multiples
enzimas antioxidantes (catalasa, Cu-
Zn-SOD, glutation peroxidasa).

Mitocondrias y peroxisomas
comparten distintas vias metabdlicas
y la maquinaria de fision; ademas,
recientes estudios demostraron que
una proteina unida a la membrana
externa mitocondrial se incorpora en
pequeias vesiculas que fusionan su
contenido a los peroxisomas,
indicando nuevas rutas de
comunicacion entre ellos (13).

Por lo anterior, resulta relevante el
hecho de que la mitocondria pueda
iniciar la apoptosis celular. En este
sentido, recientemente se han
descubierto nuevas funciones de los
peroxisomas en el desarrollo,
diferenciacion y morfogénesis (10,
12) y defectos en este organelo estan
conectados con carcinogénesis,
neurodegeneracion y envejecimiento

(10).

PATOLOGIAS

La importancia de los peroxisomas
resalta por los desordenes en su
biogénesis que llevan a alteraciones
en humanos que incluyen el sindrome
de Zellweger, enfermedad infantil de
Refsum y adrenoleucodistrofia
neonatal. Se conocen al menos 20
enfermedades peroxisomales de
origen genético con manifestaciones
clinicas y bioquimicas heterogéneas,
las que se caracterizan por defectos en
la biogénesis o deficiencia en alguna
enzima, como el caso de la urato
oxidasa que causa la gota. Ambos tipos
presentan defectos similares, la
mayoria presentan dafio neurologico
y llevan a la muerte a temprana edad
(14).
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Trece grupos complementarios de
heterogeneidad genética se han
identificado en los desordenes de la
biogénesis de peroxisomas, en la que
mas de 30 peroxinas se requieren.
Analisis de estos grupos comple-
mentarios reveld que la causa mas
comun de desérdenes en la biogénesis
peroxisomal son mutaciones en Pex1.

EVOLUCION

Para los peroxisomas, se ha propuesto
un origen endosimbiodtico; mas,
estudios recientes sugieren que se
derivaron de la membrana plasmatica,
de manera semejante al RE (15). Se
ha especulado que, inicialmente, los
peroxisomas pudieron llevar a cabo
una funciéon protectora de
destoxificacion de oxigeno y que
fueron previos a la mitocondria.
Conforme a lo anterior, las enzimas
de la beta-oxidacion de acidos grasos
son completamente peroxisomales en
plantas y hongos.

Analisis del genoma del parasito
Plasmodium falciparum no ha reve-
lado la presencia de genes PEX, sugi-
riendo que no existen peroxisomas en
este protozoario. En contraste, varios

genes PEX se han identificado en
tripanosomatidos (16). Verdaderos
homologos de proteinas semejantes a
la dinamina se desconocen en
Saccharomyces. Proteinas que
participan en los procesos de endocitosis
no tienen parecido alguno a la dinamina;
es posible que los eucariontes
evolucionaran construyendo la dinamina
a través de reclutar dominios de una
proteina primitiva semejante a ésta.
Puede especularse que por duplicacion
y divergencia de genes, estas proteinas
evolucionaron en distintos grupos con
distintas funciones en diversos
procesos celulares.

CONCLUSIONES

Si bien en los ultimos 20 afios se han
realizado grandes avances en el
estudio de los peroxisomas, uno de los
retos que se presentan es dilucidar los
mecanismos moleculares de insercion
de proteinas de membrana del
organelo; de particular interés es
conocer los mecanismos de gemacion
de peroxisomas a partir del RE y la
fision del peroxisoma maduro, asi
como la identificacion de nuevos
componentes de la pexofagia, lo que
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permitira entender la homeostasis de
peroxisomas.

La presencia de diversas vias
metabdlicas en glucosomas y
glioxisomas ofrece la oportunidad de
estudiar los genes participantes y
sefales que los regulan, asi como su
biogénesis.

Asimismo, el proceso que
mantiene la comunicacién con otros
organelos, en particular la mitocondria
y el cloroplasto, esta lejos de ser
comprendido. La mitocondria y el
peroxisoma estan unidos metabo-
licamente, lo que requiere una
coordinacion entre la biogénesis,
recambio y herencia, que puede estar
asociada a la degeneracion celular
observada en distintas enfermedades.
El estudio de la interrelacion de estos
dos organelos y su implicacion
funcional ampliara el conocimiento
de la dindmica celular y permitira
avances en aspectos clinicos.
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EL FANTAsTICO MUNDO DE LA PROTEINA Bcl-2*

Amando Luna-Lopez, Norma Edith Lopez-Diazguerrero, Viridiana Yazmin Gonzalez-Puertos,
Francisco Triana-Martinez, Mina Konigsberg Fainstein

RESUMEN

Bcl-2 es una proteina que tradicionalmente se ha
relacionado con la prevencion de la muerte celular
programada o apoptosis. Sin embargo, en los tltimos afios
se le han adjudicado otras funciones fisiologicas como
son la proteccidén contra el estrés oxidativo, el
mantenimiento de la homeostasis del calcio y la regulacion
del ciclo celular. Todo ello le convierte en una molécula
de supervivencia celular. En este articulo se discutiran
algunas de esas funciones, se describirad el promotor de
Bcl-2 y se mencionaran algunos de los mecanismos que

regulan su expresion.

PALABRAS CLAVE: Apoptosis, membrana mitocondrial,

ABSTRACT

Bcl-2 is a protein that has traditionally been related
to programmed cell death or apoptosis prevention.
However, in the last years other physiological
functions for this protein have been described, such
as oxidative stress damage prevention, calcium
homeostasis preservation and cell cycle regulation,
all these suggests that Bcl-2 is a molecule involved
in cell survival. In this paper some functions of Bcl-2
will be described, as well as the Bcl-2 promoter and
some mechanisms that regulate Bel-2 expression.

KEY WORDS: Apoptosis, mitochondrial membrane,

supervivencia celular, estrés oxidativo, reticulo endoplasmico.

INTRODUCCION
Asi como todos los cuentos de hadas
inician con "habia una vez en un pais
muy lejano...", todos los articulos que
tratan sobre la proteina Bcl-2
empiezan diciendo: "E/ gene bcl-2 fue
originalmente descubierto como el
oncogen responsable del linfoma
folicular humano de células B,
producido por la translocacion
cromosomal t(14,18), que yuxtapone
el locus de bcl-2 (B-cell leukemia/
lymphoma-2) del cromosoma 18 con
la cadena pesada de la
inmunoglobulina J del cromosoma 14
(Fig. 1). Debido a que la region
codificante queda bajo el control del
promotor de dicha inmunoglobulina,
el resultado es una sobreexpresion
excesiva de bcl-2 (1)".

Lo anterior se ha convertido en una
frase que se transcribe sin pensar, sin

embargo, parte del postulado deberia
de ser analizado con mas cuidado, en
particular donde se menciona que bcl-
2 es un oncogen. La definicion clasica
de un oncogen es aquel que puede
promover o permitir la proliferacion
celular descontrolada.

El caso de Bcl-2 es especial porque
desde hace varios afios se ha
demostrado que su sobreexpresion no
induce proliferacion celular, sino que
por el contrario, la retarda, puesto que
prolonga la fase G1 del ciclo celular
(2) e incluso puede promover que el
ciclo se detenga permanentemente
fomentando lo que se conoce como
senescencia replicativa (3, 4).

No obstante, es cierto que Bcl-2 es
una proteina de supervivencia celular.
Esto significa que cuando hay altos
niveles de dicha proteina, la célula
hara todo lo posible por mantenerse

*Recibido: 7 de abril de 2008

Aceptado: 9 septiembre de 2008

cell survival, oxidative stress, endoplasmic reticulum.

viva, inducira todo tipo de sistemas de
defensa y detendra el programa de
muerte apoptotico, aun y cuando la
célula se encuentre dafiada
genéticamente. Aqui es donde esta el
truco: la sobreexpresion de bcl-2 es
un arma de doble filo, ya que no es
deseable para un organismo mantener
sus células vivas a toda costa cuando
contienen mutaciones que podrian ser
perjudiciales.

Siademas la célula dafiada expresa
alglin oncogen importante que induzca
proliferacion, como c-myc o k-ras, la
célula tendra el camino libre para
proliferar sin morirse, puesto que el
tener altos niveles de Bcl-2 previene
la muerte por apoptosis. En este caso
la presencia de Bcl-2 si permitiria que
las células continuaran proli-ferando
y eso perpetuaria el dafio.

En los ultimos afios se han

Departamento de Ciencias de la Salud, Division de Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana, Iztapalapa.
México D.F. Tel: 5804-4732; Fax: 5804-4727;" Posgrado en Biologia Experimental, UAMI. Correo E: mkf@xanum.uam.mx.



94 Luna-Lépez A, Lopez-Diazguerrero NE, Gonzalez-Puertos VY, Triana-Martinez F, Konigsberg Fainstein M

Bcl-2
£y Yy
18q-
p p
gen de
becl-2
- Fromotor del gen de
q q la cadena pesada
18 a7 enhancer
Gen de la
I:Hdcl'l:.l pesada 5““* Regidn astructural
de anticuerpes U del gen debcl-2
14q*
14

LA TRANSLICACION 14:18 EN

LINFOMA FOLICULAR DE CELULAS B

PROPORCIONA SUPERVIVENCIA CELULAR

Figura 1. TRANSLOCACION 14,18. Translocacion 14,18 del gene de la proteina Bcl-2, presente
en el linfoma folicular de los linfocitos B segun lo propuesto por Tsujimoto y colaboradores,

1987 (referencia 1).

empezado a comprender algunos de
los mecanismos por los cuales Bcl-2
realiza su funcion de supervivencia
(ademds de prevenir la apoptosis)
como son la induccioén de sistemas

antioxidantes y la participacion en la
regulacion del ciclo celular. En este
articulo se discutiran algunas de esas
funciones, asi como los mecanismos
de expresion de Bel-2.

GENERALIDADES DE LA PRO-
TEINA Bel-2

Un articulo sobre Bcl-2 no puede
menos que incluir la descripcion
clasica de esta proteina y de su familia
relacionada con el fenomeno de la
apoptosis.

La familia de Bcl-2 se divide en
dos grandes grupos: el primero, el de
las proteinas pro-apoptdticas que
incluye a Bax, Bcl-Xs, Bak, Bid, Bad,
Hrk, entre otras; y el segundo, en el
que se ubican las proteinas anti-
apoptoticas: Bel-2, Bel-_ , Bel-w, Al,
mcl-1, etc.

Se sabe que los miembros de la
familia tienen hasta 4 dominios
conservados llamados dominios
homologos de Bcl-2 conocidos como
BH1, BH2, BH3 y BH4. Una
caracteristica distintiva entre los dos
grupos es que las proteinas anti-
apotdticas presentan generalmente los
cuatros dominios, mientras que las
pro-apoptoticas pueden tenerde 1 a 3
dominios (Fig. 2 y Fig. 3) (5).

En particular, Bcl-2 es una proteina
de 26 kDa que se encuentra anclada a
las membranas externas de las cister-

XL?

Figura 2. ESTRUCTURA PROPUESTA PARA Bcl-w. Esta estructura estd basada en la determinacion de cristalografia por rayos X, para otro
miembro de la familia de Bcl-2 denominado Bcl-w. Se ha sugerido que la estructura para Bcl-2 seria muy parecida. Se observan los dominios
BHI, BH2, BH3 y BH4 caracteristicos de la familia de Bcl-2 con efecto pro-apoptotico. Los miembros anti-apoptoticos carecen del dominio
BH4. (Figura modificada de Hinds y col. 2003, referencia 25).
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nas nucleares, del reticulo endoplasmico
y a la externa mitocondrial. Sus fun-
ciones precisas en cada uno de estos
sitios no han sido determinadas total-
mente, pero su anclaje en la membra-
na mitocondrial es una caracteristica
que ha sido relacionada con su propie-
dad anti-apoptotica. Es bien conocido
que la proteina Bcl-2 es una de los guar-
dianes de la integridad de la membra-
na mitocondrial durante periodos de
estrés y estimulos que generan la
apoptosis, como son la exposicion a
radiacion ionizante, el tratamiento con
agentes quimioterapéuticos, el dafio
por isquemia/reperfusion, el dafio por
ausencia de suero y factores de creci-
miento, entre otros.

En la regulacion de la muerte
celular, la proteina Bcl-2 actia ya sea
de manera independiente o
interaccionando con otros miembros
de la familia. Ademas, su actividad
puede variar dependiendo del tipo de
tejido y de varios factores a diferentes
niveles como interacciones proteina-
proteina, modificaciones post-

traduccionales y cambios en su esta-
do de fosforilacion, entre otras. La
concentracion relativa tanto de
moléculas pro-apoptdticas como de
anti-apoptoticas, puede modular el
programa de muerte.

La manera en que la proteina Bcl-
2 protege a la célula de la muerte no
se conoce con exactitud, aunque
parece que el sitio clave de accion esta
en la membrana externa mitocondrial
en donde controla la permeabilidad
membranal impidiendo la liberacion
del citocromo c¢ (inicialmente
denominado APAF-2) y del factor
inductor de la apoptosis (AIF) a través
del canal de aniones dependiente de
voltaje (VDAC). Lo anterior evita que
se forme el apoptosoma y se
desencadene la cascada de caspasas,
que son proteasas de cisteina efectoras
de la apoptosis (6) (Fig. 4). Para una
revision mas completa de las
caracteristicas de Bcl-2 y los miembros
de su familia ver las referencias 5y 6.

Cabe mencionar que la primera vez
que se asocio6 a la proteina Bel-2 con
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una funcidn anti-apototica fue cuan-
do se encontr6 que era homologa al
producto génico de ced-9 del
nematodo C. elegans. La familia de
genes "ced" se relacionan con el
proceso de apoptosis y de ahi su
nombre: genes de muerte celular (del
inglés cell death gene: ced). De esta
familia, las proteinas que fomentan la
muerte apoptotica son CED-4 y CED-
3, homoélogos de APAF-1 y la
procaspasa 9 respectivamente, mientras
que la proteina CED-9, que impide la
muerte apoptdtica, es homologa de Bel-
2. Sin embargo, como estos hallazgos
fueron posteriores a su participacion en
el linfoma folicular humano de células
B, se mantuvo en nombre de Bel-2 que
nada tiene que ver con su funcion anti-
apoptotica.

Bcl-2 PROTEGE A LAS CELUAS
DEL ESTRES OXIDATIVO

Dentro de las funciones menos
conocidas de Bcl-2, se encuentra la
proteccion contra el estrés oxidativo.
Se ha demostrado que esta proteina
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Figura 3. DOMINIOS ESTRUCTURALES DE LA FAMILIA DE Bcl-2. El dominio BH4 esta confinado unicamente a las moléculas de pro-
supevivencia. A1, Bad, Bid y Noxa no poseen una region hidrofobica en el segmento carboxilo-terminal (anclaje a la membrana). En las sub-
familas de Bcl-2 y Bax, el dominio que es capaz de formar un poro que corresponde a las regiones a5 y o6 de la estructura de Bcl-XL. La
homologia en los dominios (BH) corresponde a 4 de las 7 o hélices reveladas por la estructura 3D de Bcl-XL.
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Figura 4. PARTICIPACION DE Bcl-2 EN LA APOPTOSIS. La proteina Bcl-2 se encuentra
anclada en la membrana externa mitocondrial. Cuando se encuentra como homodimero mantiene
inhibidos a Apaf-1 y a la procaspasa 9 e impide la formacion del apoptosoma. Cuando se
libera el citocromo c, o cuando Bcl-2 forma un heterodimero con Bax, se libera el complejo
Jformado por Apaf-1y la procaspasa 9 y la célula inicia el proceso de apoptosis. Bcl-2 también
se ha relacionado con impedir la salida del citocromo c (cit ¢) y del factor inductor de la
apoptosis (AIF) de la mitocondria. Las especies reactivas de oxigeno (ERO) también pueden

desencadenar la liberacion del cit c.

tiene la capacidad de activar mecanis-
mos antioxidantes que contrarrestan
los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y disminuyen la
lipoperoxidacion (7).

Los primeros estudios sobre Bcl-2
y el estrés oxidativo llevaron
inicialmente a proponer que dicha
proteina podia evitar el dafo oxidativo
al contender directamente con las
ERO, sin embargo, el grupo de trabajo
de Halliwell (8) encontré que Bcl-2
no tiene una habilidad significativa en
reducir los niveles de superoxido ni
de peroxido de hidrogeno, pero si
disminuye los niveles de peroxinitrito
y otras especies reactivas de nitrogeno.

Ademas de los trabajos donde se
observa su actividad antioxidante,
existen otros estudios que apoyan el
papel pro-oxidante de la proteina Bcl-
2, cuya funcion al parecer es la de
alertar o preparar a la célula a enfrentar
un estrés oxidativo severo (9). Entre

ellos se encuentran los estudios de
Degli-Esposti (10) en donde se
transfecto el gen bcl-2 en células de
linfoma de Daudi y se report6 un au-
mento en la produccion de perdxido
de hidrogeno, aunado a un incremen-
to en las defensas antioxidantes celu-
lares. La sobreexpresion de Bel-2 au-
menta la actividad del proteosoma, los
niveles de GSH y de la enzima
superoxido dismutasa de CuZn
(SOD1) (8).

Mucho se ha discutido si el papel
de Bcl-2 es antioxidante o pro-
oxidante, no obstante el mecanismo de
accion de Bel-2 en respuesta al estrés
oxidativo aun no ha sido esclarecido.
De manera interesante, también se ha
reportado que la sobreexpresion de la
proteina Bcl-2 puede promover la
presencia de las enzimas de reparacion
del ADN, tales como la endonucleasa
apurinica/apirimidinica. Esto implica
que las células que sobreexpresan bcl-
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2 podrian sobrevivir mas tiempo con
un incremento en la capacidad de
reparacion del dano en el ADN. Por
ejemplo, al someter a un estrés
oxidativo con 6xido nitrico a la linea
neuronal PC12 que sobreexpresa bcl-
2, se encontrd un bloqueo en la
produccion de las ERO y una
disminucion en la fragmentacion del
ADN nuclear y mitocondrial. Al
parecer la proteina Bcl-2 tiene una
posible participacion en la regulacion
de la expresion o funcion de enzimas
de reparacion como la uracil-DNA
glicosidasa, la endonucleasa, la DNA
ligasa y la 8-oxoguanina DNA
glicosidasa (11).

Bcel-2, ELCICLO CELULARY LA
SENESCENCIA REPLICATIVA
Como se menciond antes, de manera
contraria a lo que se pensaba cuando
Bcl-2 fue descubierta, se ha demostrado
que no posee una actividad oncogénica
dominante, pero si tiene influencia
sobre el ciclo celular.

Las propiedades de supervivencia
celular de Bcl-2 y de algunos de los
miembros de su familia han sido
extensamente estudiadas y estan
relacionadas con sus efectos
fisiologicos y su capacidad de regular
el ciclo celular (12). Por lo que Bcl-2
pudiera tener un papel fundamental en
los eventos de diferenciacion, como
lo es la supervivencia de aquellas
células neuronales que han sido
seleccionadas durante el desarrollo
embrionario, asi como, en la
maduracion de las células B.

Se sabe que la proteina Bcl-2 en
células normales puede favorecer la
transicion del estado de progresion
del ciclo celular al estado quiescente,
o bien puede detener el ciclo en la
fase G1 de manera transitoria. Sin
embargo, los mecanismos de esta
nueva funcién son poco com-
prendidos.

Por ejemplo, se ha encontrado que
en las células de mamiferos que
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sobreexpresan bc/-2, presentan tanto
sobrevivencia como retraso en la
proliferacion atin ante estimulos
apoptdticos, con prolongacion de la
fase GO/G1 del ciclo celular. Cuando
simultaneamente se expresa a Bcl-2
con la proteina pro-apototica Bax, se
revierte este fendémeno (2). Sin
embargo, en un estudio realizado en
una linea celular de cancer ovarico, se
encontrd que la sobreexpresion de bel-
2 retraso la progresion del ciclo celular
promoviendo la acumulacién de
células en la fase S. Esta propiedad
antiproliferativa se ha utilizado para
explicar la actividad supresora de
tumores de la proteina Bcl-2 (3).
Como por ejemplo, los tumores
hematopoyéticos como los linfomas
foliculares B-CLL no-Hodgkin que
normalmente sobreexpresan bcl-2, son
de bajo grado y contienen un elevado
numero de células detenidas en estado
Gl.

Aunque el mecanismo exacto por el
cual acttia sobre el ciclo celular aun se
desconoce, se he sugerido que Bcl-2
pueda retrasar la entrada al ciclo por el
incremento de los niveles de p27 y de
un miembro de la familia de Rb como
es p130. Cuando aumenta p130, esta
molécula se une a E2F4 formando un
complejo que impide la transcripcion de
E2F1 necesaria para la progresion del
ciclo celular (12) (Fig. 5).

Se ha reportado que la proteina
Bcl-2 no solo participa en la induccion
del estado quiescente, sino que
también del estado senescente.

La senescencia replicativa es un
estado en el cual las células quedan
detenidas permanentemente en la fase
G0/G1 del ciclo, por lo que son
incapaces de continuar dividiéndose.
Ademadas, presentan algunas
caracteristicas distintivas como la
morfologia grande y aplanada, el
aumento en el numero de vacuolas en
el citoplasma, la expresion de -
galactosidasa y la resistencia a los
estimulos apoptoticos. Para mayores
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Figura 5. PARTICIPACION DE Bcl-2 EN EL CICLO CELULAR. Se ha propuesto que la
proteina Bcl-2 pudiera incrementar los niveles del inhibidor de Cdk’s, p27, asi como la de
algunos represores constitutivos de la familia de la proteina del retinoblastoma Rb,
especificamente de p130. El aumento en la concentracion de estas proteinas retrasaria la
transicion de G0 a G1 deteniendo el ciclo celular.

detalles sobre senescencia replicativa
ver referencia 13.

Crescenzi y colaboradores (3)
observaron que la expresion de bcl-2
en una linea celular de carcinoma de
endometrio humano inducia la
detencion en la fase G1 del ciclo
celular de manera irreversible. En este
caso, las células adquirieron un
fenotipo senescente con caracte-
risticas morfologicas alteradas y un
aumento en la actividad de B-
galactosidasa. Al parecer, la induccion
de senescencia prematura esta dada
por la inhibicion de la actividad de la
cinasa Cdk2 mediada por p27. Por
tanto se propone que la proteina Bcl-
2 tiene la capacidad de inducir
senescencia prematura endogena, lo
que le permite a su vez, suprimir el
crecimiento de tumores.

En nuestro laboratorio se encontrd
que al sobreexpresar a bcl-2 en

fibroblastos primarios de pulmoén de ra-
ton, se inducia la senescencia celular y
se aumentaban los niveles de ERO, su-
giriendo que la regulacion del estado
redox por parte de la proteina Bcl-2
podria modular la respuesta celular
antioxidante y la detencion del ciclo (4).

Recientemente, se ha reportado que
la senescencia celular esta asociada con
niveles elevados de la proteina Bel-2 y
con la detencion del ciclo celular en la
fase G1; mientras que la apoptosis esta
asociada con bajos niveles de la
proteina Bcl-2 con la detencion del
ciclo celular en la fase G2.

Bcl-2 EN LA MEBRANA DEL RE-
TiICULO ENDOPLASMICO Y
NUCLEAR

El reticulo endoplasmico (RE) es un
organelo con multiples funciones,
entre las que destacan el
almacenamiento del calcio (Ca™) y el
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procesamiento y plegamiento de pro-
teinas de membrana y de secrecion.
En cuanto a ésta ultima funcion, se
sabe que algunas condiciones como la
fuga de Ca™, la inhibicion del
proteosoma o cambios en el estado
redox, generan problemas en el
plegamiento de las proteinas de RE
haciendo que se acumulen proteinas
mal dobladas. A este estado se le
conoce como estrés del RE. Para
aliviar dicho estado, la célula activa
una compleja via de sefializacion
denominada "respuesta al
desplegamiento de proteinas" (UPR,
del inglés unfolded protein response).
El programa UPR inicia por una serie
de sensores transmembranales entre
los que destaca la cinasa-endonucleasa
dependiente de inositol (IRE1a). En
los ultimos afios, se ha demostrado la
participacion de la proteina Bcl-2 y de
algunos miembros de su familia (BAX
y BAK) en la activacion del programa
UPR, ya que estos modulan la
amplitud de la sefial de IREla al
controlar su fosforilacion 'y
oligomerizacion (14).

Por otro lado, se ha propuesto que para
eliminar parte del RE cuando esta en
condiciones de estrés o para controlar
la tasa de expansion de este organelo,

PROMOTOR P41
(-3924 a —1286 pb)

la célula puede iniciar el mecanismo
de autofagia. Es interesante comentar
que durante dicho mecanismo,
también se ha observado Ia
participacion de Bel-2. Al parecer ella
regula negativamente a la autofagia
inhibiendo a una proteina importante
durante el proceso conocida como
Beclina-1 o Atg6 (14). Otra de las
funciones principales de la familia de
Bcl-2 en el RE se relacionan con el
control de la homeostasis del Ca™, ya
que la regulacion del flujo de este
elemento se ha asociado con la
actividad anti-apototica de los
miembros de dicha familia.

Asi mismo, la presencia de Bcl-2
en la membrana del RE ha sido
asociada con los canales de Ca™
activados por inositol trifosfato (IP3),
por lo que a Bcl-2 también se le ha
asignado un papel en el mecanismo de
transduccion de senales relacionado
con laregulacion del ciclo celular (15).

En cuanto al nticleo, atin no se han
descrito funciones especificas, sin
embargo, se ha sugerido que al
acumularse en la membrana nuclear,
Bcl-2 bloquea los poros e impide la
entrada de factores de transcripcion.
También se ha observado que en la
apoptosis inducida a través de TNF-

o, su distribucion en el nicleo aumen-
ta (16).

EL PROMOTOR DE Bcl-2

La diversidad de funciones
fisiologicas en las que participa Bcl-2
sugiere un alto nivel de regulacion, es
por ello que el analisis de su promotor
es importante para comprender la
funcion de esta proteina.

El gen bcl-2 normalmente esta
localizado en el cromosoma 18,
particularmente en el brazo q en la
region 21.3, con una orientacion que
va del telomero hacia el centromero.
Este gen posee 3 exones, el primero
no se transcribe y tiene un tamafio
aproximado 400 kb. El promotor esta
formado por dos regiones que se
denominan P1 y P2. Cada una de las
cuales tiene un sitio alterno de inicio
de la transcripcion (Fig. 6). La porcion
P1 esta localizada entre los pares de
bases (pb) 1386 a 1423, corriente
arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Esta es una region rica
en GC, con multiples sitios Sp1, desde
donde se puede iniciar la trascripcion.
A la region P1 se le atribuyen los ni-
veles constitutivos de la expresion de
Bcl-2. El segmento del promotor de-
nominado P2, esta localizado aproxi-
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Figura 6. PROMOTOR DE Bcl-2. En la figura se observan las porciones P1y P2 de la region reguladora del gen bcl-2, asi como los elementos
de respuesta a diferentes factores de transcripcion, que se describen con mas detalle en el texto. Abreviaturas: Spl (sitio de respuesta a Spl),
CRE (elemento de respuesta a AMP ciclico), WTI (elemento de respuesta a WT1), xB-RE (elemento de respuesta a NF- kB), ©tl (elemento de
respuesta a ©l), CpG (islas de dinucléotidos C-G susceptibles a ser metiladas), pS3RE (elemento de respuesta a p53) Cxd (elemento de
respuesta a Cdx), MYB (elemento de respuesta a MYB), EX (exon), ORF (marco abierto de lectura).
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madamente a 1.3 kpb corriente deba-
jo de P1. Este incluye una caja TATA
y una CCAAT, que son considerados
como elementos que inician discreta-
mente la trascripcion. Se ha demos-
trado que la region P2 también con-
tiene motivos de octameros, similares
a los presentes en los promotores de
la inmunoglobulina y a los presentes
en los amplificadores del virus 40 de
simio (SV40), proponiendo a esta
region del promotor como un sitio
potencial para cuestiones de aumento
en la expresion de Bel-2.

En las regiones P1 y P2 existen di-
ferentes elementos de regulacion ne-
gativa y positiva. Entre los primeros,
destacan un elemento de respuesta a
la proteina Rb y un sitio de unioén a la
proteina Cdx. Uno de los elementos
mas importantes en la regulacion ne-
gativa de la expresion de Bel-2 es el
elemento de respuesta a p53, locali-
zado en el promotor P2, el cual es
esencial para determinar la supervi-
vencia celular, ya que éste responde a
diferentes estimulos relacionados con
el dafio al ADN generados por el estrés
oxidativo y algunos otros factores
ambientales (17).

En cuanto a los elementos de re-
gulacion positiva, se encuentra el ele-
mento de respuesta al AMP ciclico lla-
mado CRE, particularmente CRE-I
que se localiza cerca del segmento P1
del promotor. El elemento de union
CRE resulta ser uno de los mas im-
portantes en cuanto al aumento en la
expresion de Bel-2. Asimismo, existen
diversos factores que actian de
manera paralela para aumentar su
expresion, entre los que destacan los
factores de transcripcion AP-1 y NF-
kB que tienen que ver con la
sobrevivencia celular (18).

Ademas, existen otras regiones
reguladoras descritas en el promotor
de Bcl-2, entre las que se encuentra
una isla CpG localizada en la region
5" terminal entre el promotor y el
primer exon.

Como puede entenderse de lo antes
descrito, la diversidad de interacciones
de los diferentes factores de
trascripcion, sus elementos de
respuesta y las interacciones con otras
proteinas, sugieren una regulacion
compleja. Adicionalmente hay que
considerar los procesos de
senalizacion que afectan la eficiencia
transcripcional de bc/-2. Por todo
esto, existen algunos estudios
encaminados a determinar algunos
mecanismos de transduccion de
senales implicados en la expresion de
Bcl-2 en respuesta a diversos
estimulos y estados fisiologicos.

MECANISMOS DE EXPRESION
DE LA PROTEINA Bcl-2 EN RES-
PUESTA AL ESTRES OXIDA-
TIVO

La regulacion de la expresion de la
proteina Bcl-2 en respuesta al estrés
oxidativo por medio del factor de
transcripcion NF-xkB ha sido
demostrada en cultivos de la linea
celular del feocromocitoma (PC12),
transfectada para sobreexpresar bcl-2
y resistir la muerte celular por
apoptosis inducida con perdxido de
hidrogeno. En estas células, NF-kB
mostré mayor afinidad de union al
ADN. Esta evidencia confirma que
dicho factor responde al estado de
estrés oxidativo y que podria jugar un
papel importante en la regulacion de
Bcl-2 en respuesta al nivel de estrés
oxidativo en esta linea celular.

Por otra parte, se ha visto que los
niveles de expresion de la proteina
Bcl-2 no sélo se ven alterados por
moléculas involucradas directamente
con el estado de estrés oxidativo. Entre
las moléculas inductoras mas
importantes se puede mencionar a
TNF-a, la que participa en una via de
transduccion de sefiales en la que se
involucra la expresion de Bcel-2 y la
respuesta antioxidante. TNF-o se une
a su receptor membranal cambiando
su estructura promoviendo su
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asociacion con la proteina TRADD,
que por su parte, se asocia con TRAF-
2 de dos maneras. La primera esta
relacionada con la activacion del
factor de transcripcion AP-1 vy el
aumento en la expresion de genes
involucrados en la respuesta
antioxidante debidas al estado de
estrés oxidativo, que activa la via JNK.
En la segunda forma, también
conocida como la via clasica o
canonica de NF-kB, TRAF-2 estimula
a la cinasa del factor nuclear kB
(NIK), que a se vez fosforila a la
cinasa que acttia sobre IxB (IKK), que
por su parte, fosforila a IxkB, el
inhibidor de NF-xB. Una vez
fosforilado el inhibidor, este es
ubiquitinado y degradado por el
proteosoma; dejando en libertad a NF-
kB que migra al nucleo y activa la
expresion de genes involucrados en la
supervivencia celular entre los que
destaca Bcl-2 (Fig. 7) (19).

La expresion de la Bel-2 es muy
diversa en diferentes tipos de tejidos
y sus niveles dependen del estado de
diferenciacion, de esta manera se ha
observado que en células
comprometidas a un linaje celular
especifico o totalmente diferenciadas,
los niveles de expresion de Bel-2 son
altos, por el contrario en aquellos tipos
celulares poco comprometidos y que
tienen una taza elevada de duplicacion
los niveles de la expresion de Bcel-2
son bajos (3, 5). Nuestro grupo de tra-
bajo demostrd que la concentracion
de Bcl-2 determinada en homo-
geneizados de pulmon, higado, rifion
y bazo de raton, aumenta gradualmen-
te en forma directamente proporcio-
nal con la edad del organismo, desde
recién nacidos y hasta 24 meses de
edad (20). Sin embargo, si se obtie-
nen cultivos primarios de fibroblastos
de pulmon provenientes de ratones
jovenes y viejos, y se les cultiva hasta
llegar a la senescencia in vitro, el con-
tenido de Bcl-2 no aumenta, por lo que
es probable que sea necesario otro es-
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Figura 7. POSIBLES RUTAS EN LA SENALIZACION QUE REGULAN LA EXPRESION DE Bcl-2. En la figura se muestran posibles vias que
inducen la expresion de Bcl-2, asi como parte de la respuesta antioxidante que podria despertar esta proteina.

timulo ausente del cultivo para que au-
mente la expresion de esta proteina

@1).

OTROS MECANISMOS DE RE-
GULACION DE Bcl-2

La proteina Bcl-2 es también
susceptible a ser fosforilada por varias
cinasas como por ejemplo la cinasa
regulada por sefales extracelulares
(extracellular signal-regulated kinase,
ERK1/2). El sitio de fosforilacion es
una tirosina en la regiéon BH3 y al
parecer la fosoforilacion es una sefial
para que Bcl-2 sea degradada via el
proteosoma (22)

Por otro lado, se ha sugerido que
existe una relacion entre los niveles
de Ca*?y laregulacion de la presencia
de Bcl-2 en la membrana del RE y de
la mitocondria. Se sabe que Bcl-2 es
dirigida a estas membranas gracias a
la participacidén de la chaperona

FKBP38 (proteina de unién 38 a
FK506). FKBP38 es una proteina
multimérica que pertenece a una
familia de peptidil-prolil cis/trans
isomerasas (PPlasas). Estas enzimas
son proteinas que participan durante
el proceso de doblamiento, biogénesis,
ensamble y transporte intracelular de
otras proteinas. Ademas catalizan la
isomerizacion cis/trans de las prolinas,
lo cual confiere actividad biologica a
la conformacion nativa de algunas
proteinas (23). Las proteinas FKBP
comparten caracteristicas estructurales
como es el dominio N-terminal con
actividad de PPlasa, seguido de la
repeticion de tres tetratricopéptidos
(TPR) y un motivo de unién a
calmodulina (CaM). Asimismo,
cuenta con un sitio de anclaje a la
membrana en el C-terminal. Por lo que
se le ha co-localizado con Bcl-2 en las
membranas externas de la mitocondria

y la de RE (23). Ahora se sabe que
para que FKBP38 se active, se
requiere de la presencia de Ca™? y CaM
para que se forme un complejo Ca*¥/
CaM/FKBP38, el cual cambia su
conformacion y es capaz de unirse a
Bcl-2. Se ha propuesto que el
complejo Ca™?/CaM/FKBP38, no solo
transporta a Bcl-2 a la mitocondria y
RE, sino que puede anclarse en las
membranas junto a Bcl-2 e interactuar
con dicha proteina. Esto cambiaria la
conformacion de Bcl-2 y favoreceria
su union con Bad permitiendo el inicio
de la apoptosis.

Se ha reportado que al aumentar
los niveles de Ca* se favorece el
complejo antes mencionado y se in-
duce la apoptosis, asi mismo, al inhi-
bir la liberacion del Ca'? de sus
reservorios celulares con el agente
inhibidor conocido como GPI1046 o
empleando RNAi contra FKBP38 se
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previene la apoptosis mediada por Bel-
2(24,25).

CONCLUSION

De todo lo anterior se puede deducir
que la expresion de Bcl-2 esta
regulada por diversos factores y
procesos de senalizacion tanto
intracelulares como extracelulares, ya
que Bcl-2 estd involucrada tanto con
la supervivencia celular, como con la
regulacion del ciclo y la induccion de
la senescencia.

Abhora bien, habra que aclarar que
el significado de los modelos
experimentales donde se analiza la
funcion de Bcel-2 induciendo su
sobreexpresion en contraste con los
estudios realizados en células de
linfomas y otras neoplasias en las
cuales Bcl-2 estd sobreexpresada por
la translocacion 14;18, descrita por
Tsujimoto puede ser distinto (1). Ya
que dicha translocacion es un caso
aberrante de una patologia en la cual
Bcl-2 no esta regulada por su promo-

tor sino por el de la cadena pesada de
la inmunoglobulina y por eso se en-
cuentra sobreexpresada induciendo la
supervivencia celular.

El segundo caso todos los estudios
en los cuales se induce la
sobreexpresion de la proteina Bel-2 de
manera exdgena, mediante la
introducciéon de plasmidos que
contienen el cDNA de dicha proteina.
En estos casos, Bcl-2 también aumenta
su sobreexpresion de manera artificial
puesto que los sistemas de
transfeccion casi siempre incluyen
la participacion de promotores
exdgenos.

Por ultimo habria que mencionar
los estudios que analizan los patrones
de expresion endogena regulada por
los promotores P1 y P2 que son las
que realmente utiliza la célula en los
procesos naturales de supervivencia
que representan una minoria del total
de estudios sobre Bcl-2, pero son los
que nos ayudaran a entender su
funcion a nivel fisiologico.
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Para finalizar, es importante con-
cluir diciendo que la familia de la pro-
teina Bcl-2 no solo esta relacionada
con el mecanismo de apoptosis sino
que al parecer se encuentran partici-
pando en la homeostasis que determi-
na la sobrevivencia celular, pero que
si sus funciones o su expresion estan
desreguladas, este equilibrio se rom-
pe conduciendo a alteraciones fisio-
logicas.

De modo que el entender los me-
canismos de regulacion en la
expresion de Bcl-2 es un reto
importante que ain queda por
resolverse para entender los
mecanismos que determinan la vida 'y
la muerte celular.
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triacilgliceroles y varias apolipoproteinas y se sinte-
tizan en el reticulo endoplasmico y se desplazan por
el sistema linfatico y la sangre hacia los tejidos.
Molécula precursora de la fosfatidiletanolamina, se
produce cuando la serina desplaza al CMP del CDP-
diacilglicerol.
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Esta patologia se produce cuando la suma del
colesterol sintetizado y el ingerido sobrepasa los re-
querimientos celulares y el excedente se deposita en
los vasos sanguineos.

Estructura formada por la agregacion de moléculas
anfipaticas en donde los dominios polares
interaccionan directamente con el ambiente acuoso,
protegiendo de esta manera a las moléculas apolares.
Se encuentran presentes en la membrana interna de
los cloroplastos; quiza sean los lipidos de membrana
mas abundantes en la naturaleza, su estructura es 1,2
diacil glicerol y galactosa unida por enlace glucosidico.
Isoprenoide, llamado también coenzima Q, participa
como transportadora de electrones en las reacciones
de oxido-reduccion que impulsan la sintesis de ATP.
Moléculas de 20 atomos de carbono derivadas del aci-
do araquidonico, se encuentran formando parte de las
prostaglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos.
Cuando hay un alto consumo de carbohidratos, estas
células convierten a la glucosa en 4cidos grasos que
son almacenados como triacilgliceroles, €stos son
hidrolizados ante un requerimiento energético.

Son las moléculas encargadas de transportar a los
lipidos en el torrente sanguineo, las hay de varios ti-
pos (HDL, LDL, VLDL y quilomicrones).

Llamado vitamina D,, se forma en la piel a partir de
7-deshidrocolesterol a través de la accion fotoquimica
de la luz ultravioleta solar.

Lipidos estructurales de la membrana constituidos por
glicerol o esfingosina esterificados a acidos grasos,
fosfato y un alcohol; en la célula eucaridtica se sinte-
tizan en el reticulo endoplasmico y en la mitocondria.
Son las unidades de cinco carbonos que participan en
la sintesis del escualeno, se forman a partir de tres
moléculas de acetil-CoA y por multiples reacciones
dan lugar al isopentenil pirofosfato.

Los lipidos se encargan de proporcionar a los seres
vivos la mayor cantidad por molécula gramo de esta
reserva, misma que utilizan para desarrollar sus fun-
ciones durante la inanicion.

Su sintesis se realiza por la accion de la desmolasa en
la mitocondria, posteriormente se transporta al reticu-
lo endoplasmico donde se convierte en progesterona.
Proceso mediante el cual se sintetiza acetoacetato, 3-
hidroxibutirato y acetona a partir de la condensacion
de dos moléculas de acetil CoA; tanto el acetoacetato
como el B-hidroxibutirato, son combustibles
metabdlicos en tejidos como corazén y musculo es-
quelético.

Conjunto de moléculas que con estructuras y funcio-
nes diferentes han sido agrupadas mediante la carac-
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teristica de ser insolubles en agua y solubles en sol-
ventes organicos; son un reservorio energético y cons-
tituyentes de las membranas biologicas.

Acido graso (16:0) que requiere para su sintesis de
una molécula de Acetil CoA, 7 de malonil CoAy 14
de NADPH + H*".

Molécula que al reunirse con la opsina forma la
rodopsina; en la oscuridad esta molécula se encuentra
en la forma cis y con luz visible pasa a la forma trans.

VERTICALES

Derivadas del 4cido araquidonico, se encontraron por
primera vez en la glandula prostatica, su sintesis es
bloqueada por los antiinflamatorios no esteroideos;
las moléculas de este grupo tienen diversas funcio-
nes, algunas estimulan la contraccion del musculo
liso durante el parto, otras elevan la temperatura cor-
poral y causan inflamacion y dolor, etc.

Hormonas esteroideas producidas por la corteza
suprarrenal.

De naturaleza lipidica, son los pigmentos naranja que
se encuentran en la mayoria de las plantas, la vitami-
na Ay las xantofilas pertenecen a este grupo.
Lipidos complejos de membrana que desempefian
funciones muy variadas: de reconocimiento, grupos
sanguineos etc., estan constituidos por un amino al-
cohol y un 4cido graso, ambos de cadena larga y ge-
neralmente un grupo de cabeza polar unido por enla-
ce glucosidico. Su nombre se debe a lo enigmatico
de su funcion, como la Esfinge.

Molécula que es el producto de la condensacion de
seis unidades de isopreno activo, se aislo por prime-
ra vez del higado de tiburén y mediante reacciones
de oxidacion y ciclizacion se sintetiza al colesterol.
Acidos grasos participantes en la constitucion de la
membrana, deben ser incluidos en la dieta ya que los
mamiferos no pueden sintetizarlos.

La sintesis de prostaglandinas inicia cuando esta en-
zima, convierte al dcido araquidonico en PGG,, esta
reaccion es inactivada por el acido acetilsalicilico
ya que acetila a un residuo de serina.

Hormona esteroide que regula los cambios fisiol6-
gicos en el utero, durante el embarazo se producen
grandes cantidades por la placenta lo que impide las
contracciones del musculo liso.

Siglas de las lipoproteinas que son ricas en protei-
nas y contiene poco colesterol; entre otras
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apolipoproteinas posee a la ApoA-I que tiene la fun-
cion de activar a la lecitina-colesterol acil transferasa
(LCAT) para formar ésteres de colesterol.

Siglas de las lipoproteinas muy ricas en colesterol y
sus ésteres, tiene la funcion de transportar al
colesterol hacia los tejidos extrahepaticos.
Eicosanoides que se producen en las plaquetas, par-
ticipan en la formacion de coagulos sanguineos.
Grupo de lipidos que contienen un anillo aromatico
sustituido (tocol) y una larga cadena isoprenoide, son
antioxidantes que participan en la membrana secues-
trando a los radicales libres del oxigeno y con ello
previenen la lipoperoxidacion.

Este acido graso (18:2) no puede ser sintetizado por
los mamiferos sino que debe obtenerse de fuentes
vegetales, éste acido da lugar al araquidénico, pre-
cursor de eicosanoides.

Las sales son compuestos anfipaticos con
funcion de detergentes biologicos, emulsionan a las
grasas de la dieta en el intestino delgado y forman
micelas.

Derivados de acido araquidonico, la sobreproduc-
cion de estas sustancias produce ataques asmaticos
y participa en la contraccion del musculo liso del
pulmoén en el shock anafilactico; se llaman asi por-
que se encontraron por primera vez en los leucocitos.
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Acido graso monoinsaturado (18:1) es uno de los
mas abundante en los seres vivos.

La a-acetil CoA se encuentra en el teji-
do adiposo, tiene como funcion sintetizar malonil
CoA a partir de la carboxilacion de acetil CoA, pro-
ceso en el que interviene la biotina.

Compuestas principalmente por glicerofosfolipidos,
esfingolipidos y proteinas periféricas o integrales;
sirven para definir los limites de la célula y regular
el trafico de moléculas que entran o salen.

Se sintetiza a partir de acetil-CoA, en el proceso sin-
tético intervienen isopentenil pirofosfato, B-hidroxi-
B-metilglutaril-CoA, entre otras moléculas, es pre-
cursor de los acidos biliares y de algunas hormonas
y vitaminas.

Siglas del piridin nucledtido reducido indispensable
para la biosintesis de acidos grasos, la mayor canti-
dad de esta molécula se obtiene de la ruta de las
pentosas fosfato.

Todas las estructuras lipidicas de este tipo derivan
del colesterol y quedan incluidas en dos grupos los
mineralocorticoides y los glucocorticoides.

Los acidos son carboxilicos, alifaticos de
cadena larga, se encuentran en las grasas y en los
aceites naturales y forman parte de los fosfolipidos
y glucolipidos de las membranas.
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Fourth Workshop in Comparative Aspects
of Oxidative Stress in Biological Systems

In its Fourth Edition, the Workshop brings together again national and international
researchers and specialists in the Oxidative Stress field. The Conferences given at the
Workshop will include the following:

/ Dr. Victor Darley-Usmar - University of Alabama, Birmingham, USA. \

Dr. Evgeny Nudler - New York University Medical Center, USA.

Dr. Paolio Di Mascio - Universidade de Sao Pablo, Brasil.
Dr. Ali Syed - National Center for Toxicological Research, Arkansas, USA.
Dr. José Carlos Fernandez-Checa - Hospital Clinico, C/Villarroel, Spain.

Dr. V.I. Lushchak - Precarphatian National University, Ukraine.

\ Dra. Marisa Medeiros - Universidade de S3o Pablo, Brasil.

ORGANIZING COMMITTEE:

Mina Konigsberg Fainstein mkf@xanum.uam.mx

Abel Santamaria del Angel absada@yahoo.com

Julio Moran Andrade jmoran@ifc.unam.mx

Luis E. Gomez Quiroz legg@xanum.uam.mx

Maria del Carmen Gonzalez Castillo
onzalez.castillocarmen@fcg.uaslp.mx

Tania Zenteno-Savin tzenteno04@cibnor.mx
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioqQuimMicA (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 comprensién del trabajo.

Se aceptan contribuciones en forma de articulos de revision 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 for-
mato 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 espaiiol 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 es-
pecificas como de lecturas recomendadas, 1o que obliga a los auto-
res a seleccionar aquellas referencias realmente importantes e infor-
mativas. 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, ano 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, nimero 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 ta-
blas se reduciran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones de
una hoja tamaflo carta; las letras y nimeros mas pequefios no de-
ben ser menores de dos milimetros. En caso de emplear figuras
previamente 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 maytscula (Fig 2). Las tablas
siempre llevaran la primera letra a mayutscula (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 ne-
gro 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 ge-
neral, 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 indi-
can 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 Edu-
cacion Bioquimica como archivos adjuntos (reb@bq.unam.mx), con
atencion al Editor en Jefe y a partir de una direccion de correo electrd-
nico que sera considerada como la direccion oficial para la comunica-
cion con los autores. El autor responsable debera identificar plena-
mente su adscripcion con teléfono y direccion postal para comunica-
ciones posteriores. En el texto del mensaje se debe expresar la solici-
tud para considerar la posible publicacion del articulo, el titulo del
mismo, los nombres completos de los autores y su adscripcion
institucional, asi como el nimero, tipo y nombre de los archivos elec-
trénicos enviados.
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