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NOBEL DE MEDICINA 2008 A LOS DESCUBRIDORES
DEL VIRUS DEL SIDA Y EL DEL PAPILOMA HUMANO

EN UN TIEMPO RECORD:

POR PRIMERA VEZ UNA

MUJER BIOQUIMICA FRANCESA RECIBE ESTA PRESEA

"Nunca antes fueron la Investigacion Cientifica y la Me-
dicina trabajando a duo, tan rapidas para descubrir, iden-
tificar el agente etiol6gico y ofrecer tratamiento para la
enfermedad que producen”. Asi se expreso el Comité Nobel
al anunciar la concesion del preciado galardén 2008 en
Medicina, recibido por tres eminentes cientificos europeos,
el pasadol10 de Diciembre del 2008.

Efectivamente, el trabajo de los franceses Francoise
Barré-Sinoussi y Luc Montagnier en el virus del SIDA
(VIH) y el del Aleméan Harald Zur Hausen por el descu-
brimiento del virus del papiloma humano cambiaron para
siempre la historia de dos enfermedades con impacto glo-
bal. Los investigadores recibiran 1.4 millones de ddlares,
la mitad para Zur Hausen de 72 afios y la otra mitad sera
compartida por Barré-Sinoussi y Montagnier, de 61y 76
afios de edad, respectivamente.

La busqueda del agente etiolégico de la enfermedad
del SIDA se inici6 a principios de los afios ochenta por un
equipo de investigacion convocado por Luc Montagnier.
Tal empresa dio fruto ya en el 1983, cuando el grupo anun-
ci6 el aislamiento del virus causante del sindrome de
inmunodeficiencia: la primera autora del trabajo que se
publicd en Science fue jFrancoise Barré-Sinoussi!. Esta
cientifica, actual integrante del Consejo Directivo de la
Sociedad Internacional del SIDA, es la persona mas im-
portante en esta historia, comento el Dr. Pedro Cahn, ex-
presidente de la mencionada Sociedad.

Barré-Sinoussi y Montagner postularon la presencia de
un retrovirus al detectar actividad de la transcriptasa
reversa en globulos blancos y ganglios de pacientes con
SIDA, lo que abrid las puertas a las pruebas de diagnosti-
co y deteccion del VIH en la sangre de donantes y permi-

ti6 la investigacion de farmacos contra esta enfermedad,
lo que redundara, no cabe duda, en el préximo desarrollo
de una vacuna eficaz.

El otorgamiento del Nobel para el binomio Barré-
Sinoussi / Montagnier acaba con la vieja pugna acerca de
la primacia del hallazgo de éstos 6 del americano Robert
Gallo, sefialado por muchos como co-descubridor del VIH.

Como en otras ocasiones, el Nobel hace felices a unos
y entristece a los que no lo reciben. Llama la atencion la
sencillez con la que el Dr. Gallo reconocié que su labora-
torio retrasé un afio la publicacién de su hallazgo del vi-
rus del SIDA, lo que dio la primicia al grupo de
Montagnier; a su vez éste se apresuré a declarar que el Dr.
Gallo también lo merecia, puesto que ambos recibieron el
Premio Principe de Asturias en las Ciencias en el afio 2000
por dichos hallazgos.

El Nobel 2008 reconoce asimismo a un tercer virélogo,
también europeo: el aleman Harald Zur Hausen de la Uni-
versidad de Dusseldorf, director del Centro Aleméan para
las Investigaciones sobre el Cancer.

Zur Hausen de 72 afos se enfrent6 a los dogmas vigentes
en los afios setenta y postulé que el virus del papiloma hu-
mano (HPV) causaba el cancer cervical y dedico casi una
década a ésta busqueda hasta que en 1983 (afio en que se dio
a conocer también el aislamiento del HIV) logré aislar el
virus en biopsias de cancer cervical, el mas coman'y el quin-
to que mas muertes causa entre las mujeres del mundo.

Su trabajo permitié el desarrollo de vacunas
profilacticas contra la infeccion por HPV aunque éstas si-
guen siendo muy costosas en la actualidad.
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La concesion del Nobel a Zur Hausen no escapaala  soslayar laimportancia de los hallazgos de estos 3 cienti-
polémica, puesto que se comenta que al menos un inte-  ficos que han hecho tanto bien a la humanidad.
grante del Comité Nobel estéa relacionado con los labora-
torios que fabrican las vacunas contra el papiloma huma- Graciela Meza Ruiz
no, lo que pudo haber influido en la decision que se incli- Instituto de Fisiologia Celular
n6 por Zur Hausen. De cualquier manera, no se puede Universidad Nacional Autdnoma de México
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EL ORIGEN DE LA ACIDEZ EN LA GLUCOLISIS
ANAEROBIA*

RESUMEN

Cuando se hace referencia al metabolismo anaerdbico de
la glucosa, en muchos cursos de Bioquimica se afirma
que el producto de dicho proceso es el acido lactico. Sin
embargo, las evidencias indican que la lactato
deshidrogenasa produce lactato y no acido lactico. Por
otra parte, esta demostrado que al catabolizarse glucosa
anaerébicamente en el organismo del mamifero, se
produce acidez. Pero ¢cual es el origen de los
hidrogeniones durante la anaerobiosis?. Una corriente de
pensamiento sostiene que es la hidrolisis del ATP la fuente
de los hidrogeniones y otra corriente considera que es
mas bien el agua la que aporta los hidrogeniones para
preservar la electroneutralidad del medio cuando aumenta
la concentracién de aniones, como cuando se producen
cantidades importantes de lactato.

PALABRAS CLAVE: Acido lactico, glucélisis anaerobia.

Aurelio Mendoza Medellin

ABSTRACT

When anaerobic metabolism of glucose is dealt in many
courses of Biochemistry it is affirmed that the final
product of such a process is lactic acid. However, the
evidence points out that lactate dehydrogenase produ-
ces lactate and not lactic acid. On the other hand, it has
been shown that when glucose is catabolized
anaerobically in mammalian organisms, acidity is
produced. But, which is the origin of hydrogen ions
during anaerobiosis? One trend holds that the hydrolysis
of ATP is the source of hydrogen ions, but another trend
sustains that, since electroneutrality has to be preserved
in any condition, ionization of water allows to keep
equilibrium between cations and anions when anion
concentration is increased as occurs when large
quantities of lactate are produced.

KEY WORDS: Lactic acid, anaerobic glycolisis.

En muchos cursos de Bioguimica se
ensefia que el metabolismo anaerébico
de la glucosa produce &cido lactico,
al cual se atribuyen ciertas propieda-
des, como la capacidad de producir
dolor (calambres) en los musculos que
han sido ejercitados en forma réapida
e intensa. Sin embargo, la exposicién
de la via metabolica involucrada, es
decir la glucolisis anaerdbica, en préac-
ticamente todos los libros de
Bioguimica, termina con la reaccion
que cataliza la lactato deshidrogenasa,
en la cual el piruvato se transforma en
lactato y no acido lactico.

Por otra parte, es un hecho incues-
tionable que el catabolismo anaero-
bico de la glucosa produce acidez, tan

ciertamente que la activacién intensa
de dicho proceso metabdlico puede
producir la llamada acidosis lactica,
es decir la produccién de un exceso
de hidrogeniones concurrente con la
produccién de un exceso de lactato en
condiciones de hipoxia tisular asocia-
da con alteraciones de la funcion
ventilatoria o cardiaca o bien en pato-
logias hepaticas, ya que el higado es
el principal 6rgano que remueve el
lactato de la sangre para transformar-
lo en glucosa. También diversos toxi-
cos como el etanol, el etilenglicol y
otros, alteran el metabolismo en el
sentido de la hiperproduccion de &ci-
do lactico.

El proposito del presente articulo

*Recibido: 8 de abril de 2008

Aceptado: 14 de octubre de 2008

es definir la relacion que existe entre
lactato y acido lactico, asi como revi-
sar y comentar el tema del origen de
la acidez que se coproduce con el
lactato al ocurrir la glucélisis en con-
diciones anaerdbicas.

Acido lactico y lactato

El acido lactico es un acido organico
de tres carbonos, uno de los cuales
forma el Unico grupo carboxilo de la
molécula. El acido lactico es la forma
molecular, por tanto tiene protonado
su carboxilo ( COOH), mientras que
el lactato presenta ionizado dicho gru-
po funcional (COO") por la liberacion
del hidrogeno en forma de
hidrogenion (H*). Ambas son formas

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma del Estado de México. Toluca, Estado de México, Méxi-

co. Correo E: menmeau777@hotmail.com
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{%DDH FDO‘
HO—C—H T HO-C-H + H*
| < — i
CHj CH;
Arido L-lactica L-lactato

Figura 1. EI &cido lactico se ioniza en lactato y un hidrogenién. A pH 3.86 (pK del acido
lactico), la ionizacion ha ocurrido en el 50% de las moléculas. A valores de pH mas bajos
predominan las moléculas de acido lactico y a valores de pH mayores predominan las molécu-
las de lactato, de manera que al pH intracelular o al pH fisiol6gico en la sangre, virtualmente
el 100% de sus moléculas esta en forma de lactato.

interconvertibles a valores de pH ba-
jos ya que el pK del &cido lactico es
de 3.86 (Fig. 1) (1). Esto significa que
a pH 3.86, la mitad de las moléculas
estarian como acido lactico y la otra
mitad como lactato. Si el pH se dis-
minuye, aumenta la proporcién acido
lactico vs. lactato, pudiendo alcanzarse
un valor de pH en el que el 100% de
las moléculas sean de acido lactico.
Por el contrario, al aumentar el pH por
arriba de 3.86, disminuye dicha propor-
cion, llegando a estar virtualmente solo
la forma de lactato al pH fisiolégico.

¢Acido lactico o lactato en
anaerobiosis?
La fuente del lactato es el piruvato, el
cual se forma a partir de glucosa o de
algunos aminoacidos, en particular de
alanina (Fig. 2). De estos procesos,
probablemente la formacion de
piruvato a partir de glucosa es el mas
conocido por los estudiantes de
Bioguimica en el &rea médico-biolo-
gica. Ellos aprenden que el
catabolismo aerdbico de la glucosa
produce piruvato, el cual se internaen
las mitocondrias para ser oxidado, pro-
duciendo tres moléculas de CO, por
cada una de piruvato, proceso que li-
bera la mayor parte de la energia con-
tenida originalmente en la glucosa.
El catabolismo mitocondrial del
piruvato solamente opera en presen-
cia de suficiente oxigeno y cuando este
elemento no se halla disponible, el
piruvato se acumula en el citosol, don-
de se transforma en lactato (Fig. 2).

Esta fase anaerdbica del
catabolismo de la glucosa ocurre tipi-
camente en el masculo esquelético
sometido a ejercicio de cierta intensi-
dad y rapidez, y en los eritrocitos, cuyo
metabolismo permanentemente es
anaerobico a pesar de su abundancia
de oxigeno debido a que son células
que carecen de mitocondrias.

¢Entonces, el metabolismo anaer6-
bico produce lactato y no acido lacti-
co? La respuesta es afirmativa porque
la glucdlisis produce la forma ionizada
del acido lactico a partir de la forma
ionizada del acido piravico (Fig. 2).

Por lo tanto, si la glucélisis produ-
ce lactato, la unica forma de aceptar

Mendoza Medellin A

que el producto real del proceso fue-
ra acido lactico seria que la misma via
produjera en alguna de sus reaccio-
nes un hidrogenion por cada molécu-
la de lactato. Si se revisan una a una
las reacciones de la via glucolitica (2),
se podra observar que en la primera
etapa de la via ocurren dos reaccio-
nes de fosforilacién de hexosas, una
la glucosa y la otra la fructosa 6-
fosfato, en cada una de las cuales se
libera un hidrogenion derivado del
radical -OH en el que se instala el
grupo fosfato proveido por el ATP
(Fig. 3).

Sin  embargo, estos dos
hidrogeniones no constituyen un pro-
ducto neto de la via ya que en la se-
gunda parte de la glucdlisis ocurre la
reaccion catalizada por la piruvato
cinasa, en la cual el fosfoenol-piruvato
se convierte en piruvato al tiempo que
se transfiere su grupo fosfato a una
molécula de ADP para formar ATP.

Esta reaccion requiere el aporte de
un hidrogenion del medio (Fig. 4) y
debido a que se producen dos molé-
culas de fosfoenol-piruvato por cada
molécula de glucosa catabolizada, re-

CH:COH
Q FOO‘
"‘H3N—{|3—H
CH OH CH,
OH Glucalis {aley ransaminacion _
[ Alanina
Glucosa {|3=O
CHj
Piruvato

MNADH + H'
MN&D*

'{l:OO'

HO—{ll—H

CHj

L-lactato

Figura2. El lactato se forma a partir de piruvato, producido a partir de glucosa (via glucolitica)
y de la transaminacion del aminoacido alanina. Observe que la reaccidn consiste en la reduc-
cion del piruvato con dos hidrégenos que dona el cofactor NADH + H*.
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0=P-0- O O=p-0 O
O O
| |
O=F|=—Cr OH OH oo C‘=F|’—0' OH OH
. OH 0 . OH
; + i
Rlblosa Glucosa RIDIOSE Glucosa-6
Adenina Adenina fosfato
ATP ADP

Figura 3. Fosforilacion de la glucosa a partir de ATP. Observe que el grupo transferido es PO,* con una carga positiva en el atomo de fosforo,
debido a que en el ATP, el par electronico entre dicho atomo y el de oxigeno (flecha pequefia) se queda en este ultimo. EI grupo PO,* se combina
entonces con el oxigeno del radical -OH del carbono 6 de la glucosa, que adquiere carga negativa al desalojar el hidrégeno como hidrogenion
(flecha mediana). La carga positiva del fosforo neutraliza la carga negativa del oxigeno en el ADP involucrado. La reaccion de fosforilacion de
la fructosa 6-fosfato a fructosa 1, 6-bisfosfato ocurre por un mecanismo idéntico, por lo cual también libera un hidrogenion.

sulta que se utilizan dos hidrogeniones
por cada molécula de glucosa, igua-
lando asi la cantidad de hidrogeniones
producidos.

Localizada entre las reacciones de
fosforilacién de hexosas y la reaccién
que forma piruvato, la via glucolitica
presenta otra reaccion que involucra
hidrogeniones. Se trata de la transfor-
macion de gliceraldehido 3-fosfato en
1, 3-bisfosfoglicerato, catalizada por

la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa.

En esta reaccidn, el grupo aldehido
del gliceraldehido 3-fosfato reaccio-
na con fosfato inorganico, transfor-
mandose en un derivado acido doble-
mente fosforilado, al tiempo que los
reactivos pierden dos hidrégenos que
reducen al cofactor de la enzima,
NAD*, produciendo NADH y liberan-
do un hidrogenién al medio (Fig. 5).

En resumen, la via glucolitica
anaerobica a partir de una molécula de
glucosa incluye cuatro reacciones en las
que se hallan involucrados los
hidrogeniones: la fosforilacion de la
glucosa, la fosforilacion de la fructosa
6-fosfato, la oxidacion del gliceral-
dehido 3-fosfato a 1, 3-bisfosfogli-
cerato y la formacion de piruvato a
partir de fosfoenolpiruvato. En cada
una de las dos ultimas reacciones se

(FC-‘D‘ ?_
+ ﬁ'_ OH O= T—D_
coQ ?_ CH; ?
_ 2 _Pi
ﬁ. OPOy O=p_0Or Enol-Piruvato O=P—0O-
CH, v I !
O _ CIJ
Fosfoenol I I _
Piruvato - O =T_O O= ﬁ’_o
0 o ¢
+ Ribosa (|j,=o + Ribosa
| I
Adenina CH, Adenina
ADP Firuvato ATP

Figura 4. Reaccidn catalizada por la piruvato cinasa, en la cual el fosfoenolpiruvato transfiere al ADP un grupo fosfato con carga positiva en
el fosforo ya que el electron de covalencia de éste con el oxigeno en el fosfoenolpiruvato se queda en el oxigeno, generandole una carga
negativa que es neutralizada por un hidrogenion del medio, produciéndose entonces enol-piruvato, que isomeriza de manera espontanea a ceto-
piruvato, mejor conocido simplemente como piruvato. Por su parte, la carga positiva del grupo fosfato escindido neutraliza la carga negativa
del oxigeno que pertenece al fosfato de posicion extrema en el ADP, resultando ATP. Por lo tanto, cada vez que ocurre esta reaccion se consume

un hidrogenién.
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Figura 5. Reaccion catalizada por la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, en la
cual el hidrégeno del grupo aldehido del gliceraldehido 3-fosfato y el hidrégeno del fosfato
reducen la molécula del cofactor enzimético NAD*. Este solo acepta dos electrones y un pro-
ton, de manera que al reducirse se libera al medio un segundo protén (H*). Como puede obser-
varse, se trata de una reaccion de oxido-reduccién en la que ocurre la reduccion del cofactor al

tiempo que se oxida el grupo aldehido a &cido.

forman dos moléculas del metabolito
correspondiente por cada molécula de
glucosa que ingresa a la glucolisis.
Debido a que en condiciones
anaerébicas se produce lactato a par-
tir de piruvato mediante la utilizacion
del NADH producido en la reaccién
catalizada por la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (Fig. 5), los
hidrogeniones asociados al NADH se

H+

utilizan en la transformacion de
piruvato a lactato (Fig. 2). De esta
manera, la liberacion y el consumo de
hidrogeniones en la via glucolitica
guedan mutuamente neutralizados
puesto que la fosforilacién de las dos
hexosas libera dos hidrogeniones (Fig.
3), mientras que la formacién de dos
moléculas de piruvato consume dos
hidrogeniones (Fig. 4). La figura 6

H+

Glucosa — Glucosa B-F — FructosaB-F — Fructosa 1, B-hisF

f

Slucosa 1-F
(glucosaly, —t—» (glucosal,.i
glucdgeno t

HPOS™

!

2 (Gliceraldehido 3-F)
| — 2H

2 1, F-hisfosfoglicerata)

l
2 [3-fosfogliceratao)
l
2 [Z-fosfoglicerata)

l
2 (Fosfoenol-piruvato)
| 2H
2 (Piruvato)
o

2 (Lactato)

2H

Figura 6. Esquema de la via glucolitica indicando las reacciones especificas en las que se
liberan o captan hidrogeniones. Cuando el proceso se inicia a partir de glucosa, el nimero de
hidrogeniones liberados iguala al de los captados, pero cuando se cataboliza glucdgeno, se
produce glucosa 6-fosfato sin gasto de ATP y sin liberacion de un hidrogenidn por lo cual el
efecto neto es la captacion de un hidrogenion a partir del medio.
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esquematiza la via glucolitica, desta-
cando las reacciones que involucran
pérdida o captacion de hidrogeniones.

La glucdlisis produce pues, lactato
y no acido lactico. De hecho, el grupo
carboxilato (COO") del lactato queda
establecido como tal desde la reaccion
en que el 1, 3-bisfosfoglicerato se
transforma en 3-fosfoglicerato,
catalizada por la enzima fosfoglicerato
cinasa (Fig. 7). Posteriormente se for-
man en secuencia 2-fosfoglicerato,
fosfoenol-piruvato, piruvato y lactato
(Fig. 6). En todos estos metabolitos
se mantiene el mismo grupo
carboxilato del 3-fosfoglicerato.

Cuando existe disponibilidad de
glucdgeno, como ocurre en el tejido
muscular, el proceso glucogenolitico
produce glucosa 1-fosfato ya que se
trata de un proceso fosforolitico en el
que la enzima correspondiente utiliza
fosfato inorganico. La glucosa 1-
fosfato se isomeriza posteriormente a
glucosa 6-fosfato y ésta se incorpora
a laglucdlisis anaerobia sin haber gas-
tado la molécula de ATP que requiere
la glucolisis cuando ocurre a partir de
glucosay por lo tanto no se libera nin-
gun hidrogenién en esta etapa (Fig. 8).

De acuerdo con las consideracio-
nes antes hechas, el efecto neto de la
glucdlisis anaerdbica que sigue a la
activacion de la glucogenolisis es la
captacién de un hidrogenion, pues se
utilizan 4 hidrogeniones del medio y
solo se liberan tres (Fig. 6), es decir
que cuando parte de glucégeno, la via
no solo no acidifica el medio sino que
genera un efecto alcalinizante.

De esta manera, en los tejidos que
catabolizan glucogeno, la glucélisis
anaerobica tendria mas bien un efec-
to neutralizante y no promotor de la
acidez.

Origen de los hidrogeniones

Desde hace décadas se ha atribuido la
acidificacion del medio en que se pro-
ducen concentraciones crecientes de
lactato a la hidrdlisis del ATP (3, 4).
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Figura 7. Reaccion catalizada por la enzima fosfoglicerato cinasa en la cual se transfiere el
fosfato de posicion 1 del derivado bisfosforilado a una molécula de ADP para formar 3-
fosfoglicerato y ATP. En esta reaccion se forma el carboxilato (cuadro con linea discontinua)
que al cabo de las transformaciones glucoliticas formara parte del lactato.

Efectivamente, la hidrolisis de una
molécula de ATP a ADP y fosfato in-
orgéanico ocurre con liberacion de un
hidrogenion (Fig. 9).

Ahora bien, si la hidrélisis del ATP
es la fuente de los hidrogeniones du-
rante el catabolismo anaerébico de la
glucosa, cabria esperar que los produc-
tos generados (fosfato y ADP) alcan-
zaran concentraciones importantes
durante la fase anaerobica, pues si la
hidrolisis de ATP libera hidro-
geniones, su sintesis a partir de ADP
y fosfato inorgénico, evidentemente
requiere el aporte de hidrogeniones

(reaccidn inversa de la figura 9).
Preservandose el ADPy el fosfato sin
combinar, se esperaria una acidifica-
cion neta del medio.

En relacién con esto se realizé un
experimento en un voluntario indu-
ciendo una fase isquémica en el ante-
brazo durante méas de 6 minutos des-
pués de dos minutos de someterlo a
contraccién maxima. Se encontrd que
la concentracion de fosfato inorgéni-
CO aumento casi cinco veces durante
la fase de contraccion y se mantuvo
alta durante todo el periodo de
isquemia, mientras que el pH dismi-
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nuy6 mas de una unidad y se mantuvo
constante en 6.1 durante la isquemia.
En cuanto se reperfundio el tejido, la
concentracion de fosfato empezé a
disminuir y el pH empezé a aumen-
tar, normalizandose ambos parametros
después de 15 minutos (5).

Por otra parte, en isquemia total en
higado de rata mantenida durante 30
minutos, una hora o mas, inducida
después de ayuno de 48 horas, se ob-
servo una caida rapida de la concen-
tracion de ATP y concomitantemente
un incremento rapido seguido por una
disminucién gradual de la concentra-
cién de ADP. Al tiempo que disminuia
la concentracion de ADP se
incrementaba la de AMP, mantenién-
dose ésta alta durante todo el periodo
de isquemia. Asimismo se registré in-
cremento de la concentracion de
hipoxantina, xantina y urato durante
la isquemia (5).

El incremento de la concentracion
de AMP en el experimento descrito se
explica por la combinacién entre mo-
léculas de ADP que ocurre en condi-
ciones de requerimiento agudo de
energia por efecto de la enzima deno-
minada adenilato cinasa (o adenilato
miocinasa), con la generacion de ATP

(ADP + ADP > ATP + AMP). El

CH.OH CHyOH CHzOH
() ) 0)
O WS o (@
OH 0 0 = 0
A ' OH "
oH v OH OH
I'u O
Lo CH,OH
HO-P-0- %s :
o C o
OH @ C
COIH D—ﬁ’—O'
OH o

Figura 8. Reaccion glucogenolitica catalizada por la enzima glucégeno fosforilasa a, En el esquema se presentan los dos dltimos residuos de
glucosa en el extremo no reductor de una rama de glucégeno. El fosfato queda unido al carbono 1 del Gltimo residuo de glucosa (marcado con
el nimero 1) mientras que el hidrégeno del fosfato queda formando el OH del carbono 4 del pentltimo residuo (marcado con el nimero 2) que
por efecto de la reaccion se convierte en el Gltimo residuo de la rama.
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discontinua) libera el grupo PO,> que con el ion OH del agua forma fosfato dibasico (HPO,*),

mientras que el hidrogenién derivado del agua

AMP es inestable y es facilmente
catabolizado, lo cual explica la pro-
duccién de urato y sus precursores (6).

Los resultados de los dos experi-
mentos son consistentes con la idea
de que el ATP es la fuente de los
hidrogeniones durante la anaerobiosis.
De hecho, si esto es asi, resultaria que
los hidrogeniones aparecerian antes
que el lactato una vez establecida la
fase de anaerobiosis pues el requeri-
miento energético determinaria la in-
mediata utilizacion del ATP, relativa-
mente abundante al momento de cam-
biar la condicion aero6bica a la
anaerobica. La respuesta a la
deplecion de ATP que entonces se ge-
nera es la activacion de la via
glucolitica anaerobia, que sin embar-
go, no logra restituir todo el ATP que
tenia la célula antes de que se limitara
el aporte de oxigeno. Asi es como ex-
plican algunos investigadores la aci-
dificacion que se asocia con la
anaerobiosis (7).

En otro trabajo, realizado en cora-
zones de hurones, se bloqued la
glucolisis y luego se afiadio cianuro
para impedir la sintesis de ATP por la
via aerdbica. En esas condiciones se
registré la concentracion de ATP,
fosfato y fosfato de creatina, asi como
la alteracion que sufria el pH. En uno

queda libre.

de los experimentos se hizo una
preincubacion en medio sin glucosa
con el propdsito de que las células se
depletaran de glucdgeno y luego se
aplico el cianuro. Como resultado del
experimento se observé que desapa-
recian lentamente el fosfato de
creatinay el ATPy a la par se registrd
un incremento importante de fosfato
inorgdnico y acidificacion (baja de
pH de aproximadamente 0.2) que tam-
bién se establecié con relativa lenti-
tud (8).

En otro experimento de la misma
serie, los autores incubaron sus prepa-
raciones en presencia de iodoacetato
para inhibir la glucdlisis, lo cual ocu-
rre anivel de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (9) y después de un
tiempo aplicaron el cianuro, encontran-
do que con gran rapidez desaparecia el
fosfato de creatina y el ATP,
acidificandose también de inmediato el
medio, con un descenso de pH de
aproximadamente 0.3. Evidentemente,
estos experimentos demostraron que
puede ocurrir la acidificaciéon mien-
tras estad inactivada la glucolisis, lo
cual soporta fuertemente la idea de que
la formacion de lactato no es el pro-
ceso responsable de la acidez que se
coproduce en el metabolismo
anaerobio.
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En otra serie de experimentos, a
pesar de que no se llevo a cabo en te-
jido muscular sino en un parasito co-
nocido como Trypanosoma brucei, se
obtuvieron datos muy ilustrativos so-
bre el fendbmeno que se analiza.
Trypanosoma brucei es un microorga-
nismo que cuando se halla en su fase
de desarrollo en la sangre, depende
energéticamente Unicamente de la
glucolisis anaerobia pues no cuenta en
ese estadio con ciclo de Krebs (meta-
bolismo aerdbico). Sin embargo, de
manera muy peculiar, T. brucei no pro-
duce lactato deshidrogenasa, que es la
enzima que cataliza la transformacion
de piruvato a lactato, por lo cual su
glucdlisis termina invariablemente en
piruvato y no en lactato. Para mante-
ner su integridad y viabilidad, T.
brucei estd dotado de un transporta-
dor membranal que le permite
translocar piruvato a la sangre, actuan-
do dicho transportador como
simportador de hidrogeniones.

El trabajo reporta experimentos
realizados con inhibidores del trans-
portador membranal de piruvato/H* en
T. brucei que se desarrollaba en la san-
gre de ratas de laboratorio. Se docu-
mento un incremento intracelular muy
notable de piruvato asi como la acidi-
ficacion intracelular del parésito, des-
cendiendo el pH de 7.2 a 6.8, lo cual
indico que la glucosa continuaba en-
trando y se seguia catabolizando cuan-
do el piruvato ya no podia salir por
efecto del bloqueo del transportador
(10). La acidosis intracelular genera-
da en las condiciones sefialadas evi-
dencia que al activarse la via
glucolitica se producen también
hidrogeniones cuyo origen es imposi-
ble atribuir a la produccién de acido
lactico. El solo disefio natural del
modelo de T. brucei, carente de la en-
zima necesaria para la formacién de
lactato, no es congruente con la reite-
rada idea de que el &cido lactico es
responsable de la acidez asociada con
la glucélisis anaerobia.
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La informacién presentada ante-
riormente puede ser muy sugerente de
que es la hidrolisis del ATP la fuente
de la acidez que acompafia a la
glucolisis anaerobia. Como se mencio-
no anteriormente, se trata de una pro-
puesta hecha hace varias décadas, pero
ha sido ratificada muy recientemente.
Quienes consideran que la hidrdlisis
del ATP es la fuente de los
hidrogeniones producidos durante la
anaerobiosis forman dos corrientes de
pensamiento, una consistente en que
la produccion de lactato no se halla
vinculada a la produccién de
hidrogeniones, de manera que no exis-
te una relacién estequiométrica entre
el lactato y los hidrogeniones produ-
cidos (7) y otra en la que se sostiene
que si existe una asociacion cuantita-
tiva entre el lactato y los
hidrogeniones producidos, de manera
que cada vez que se forma un lactato
aparecera un hidrogenién (11). En el
primer caso, los proponentes sostie-
nen que no se forma acido lactico y
que la acidez no depende de que se
forme lactato (7), mientras que en el
segundo caso se sostiene la idea de que
si es &cido lactico lo que se forma 'y
que desde luego la acidez depende de
la formacién de lactato (11).

Otro abordaje del problema

De manera muy interesante, otros in-
vestigadores han cuestionado fuerte-
mente el pretender encontrar el origen
de los hidrogeniones en un proceso
particular como puede ser la hidrdlisis
del ATP. Sostienen que el estatus &ci-
do basico se halla determinado por el
principio de la electroneutralidad. Asi,
en todo momento la diferencia de car-
gas positivas y negativas en cualquier
liquido organico debe ser cero y las
diferencias de carga que resultan de
los procesos bioquimicos se compen-
san por los principales iones débiles
que participan en los sistemas de

amortiguamiento, y los iones H*y OH-
derivados a partir del agua. De esta
manera, la produccién de lactato
(anién fuerte) y de intermediarios
glucoliticos (aniones débiles) asocia-
da con la contraccion muscular en con-
diciones anaerdbicas, produce un in-
cremento de cargas negativas, mien-
tras que la hidrdlisis de la
fosfocreatina obra en sentido contra-
rio pues al ocurrir dicha reaccion se
pierden las cargas negativas de la
fosfocreatina. Los cambios netos de
cargas obligan a ajustes en la relacion
de concentraciones de H* y OH-, de
manera tal que instantdneamente se
logre el equilibrio en los tres sistemas
que involucran iones debiles: pCO,/
bicarbonato, acidos débiles totales/
aniones de acidos débiles y H*/OH-
(12).

Evidentemente se trata de un sis-
tema complejo en el que no puede sa-
berse el origen preciso de los
hidrogeniones que en un momento
dado compensan las cargas negativas
del lactato y de los metabolitos
glucoliticos propios de la condicion
anaerobia, pero se reconoce la parti-
cipacién del agua como fuente de di-
chos hidrogeniones.

Conclusion

A pesar de las evidencias en contra de
que es la produccién de acido lactico
por la lactato deshidrogenasa lo que
explica la acidificacion del medio
cuando ocurre la glucélisis anaerobia,
sigue ensefiandose dicho concepto sin
ningun tipo de aclaracion.

Existen dos corrientes de pensa-
miento que sostienen que la fuente de
los hidrogeniones en la glucdlisis
anaerobia es la hidrdlisis del ATP. Una
de ellas considera que la produccion
de los hidrogeniones se halla vincula-
da a la produccién de lactato y por lo
tanto consideran que lo que se forma
es acido lactico ya que cada vez que
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se forma un lactato también se forma
un hidrogenion por la hidrolisis de una
molécula de ATP (11), mientras que
la otra considera que los
hidrogeniones se producen de mane-
ra independiente del lactato, sin que
por lo tanto exista equimolecularidad
entre el lactato y los hidrogeniones
producidos, sosteniendo por lo tanto
gue no es acido lactico lo que se pro-
duce (7).

Una tercera corriente de pensa-
miento se basa en el principio general
de la electroneutralidad y propone que
la acidificacion obedece a la compen-
sacion que ocurre de manera esponta-
nea cuando se generan alteraciones en
la proporcion de cargas positivas y
negativas, por ejemplo cuando se
hiperproduce lactato. Implicito en la
propuesta se halla el hecho de que
cualquier fuente de hidrogeniones,
como puede ser en efecto la hidrélisis
del ATP, esta sujeta a los mecanismos
de amortiguamiento que se hallan di-
seflados precisamente para evitar que
ocurran cambios significativos de la
concentracion de hidrogeniones en los
liquidos intra y extracelular. Desde
este punto de vista no puede esperar-
se que los hidrogeniones producidos
por la hidroélisis del ATP ni por nin-
gun otro proceso se queden integra-
mente en el medio celular sin que su
concentracién sea modificada por los
sistemas amortiguadores. Con este
abordaje, la acidez asociada con la
anaerobiosis es el resultado de la
interaccion de varios sistemas
involucrados, como son los acidos
débiles y sus bases conjugadas, y de
manera relevante la disociacion del
agua, para compensar las diferencias
de carga que genera el proceso
glucolitico en condiciones anaerobicas,
en particular por las cargas negativas
gue aparecen al producirse cantidades
altas de lactato y de los metabolitos
glucoliticos.
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LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a ComMO
HERRAMIENTA EN LA INVESTIGACION DE
EFECTOS TOXICOS EN EL APARATO FOTOSINTETICO
DE PLANTAS Y ALGAS*

Sergio Gonzalez Moreno, Hugo Perales Vela, Martha O Salcedo Alvarez

RESUMEN

El andlisis de la emision de fluorescencia de la clorofila
a del fotosistema Il del aparato fotosintético de plantas
terrestres, acuéticasy algas hace posible caracterizar 10s
efectos y modos de accidn de diferentes tipos de estrés
ambiental (temperatura, sequia, ataintensidad luminosa,
salinidad, inundacion) y diversos contaminantes del agua
como metales pesados, herbicidas, detergentes, asi como
de una variedad de compuestos contaminantes del aire.
También puede ser de gran ayuda en laidentificacion de
contaminantes téxicos y sus fuentes. Este método de
andlisis puede ser aplicable alas plantas o algasintactas
insitue invivo, o acloroplastos aislados, siendo ademas,
no invasivo o destructivo, rapidoy sensible.

PALABRAS CLAVE: fotosintesis, fluorescencia de clo-
rofilaa, plantas, algas, efectos toxicos.

ABSTRACT

Chlorophyll a fluorescence emission analysis of
photosystem Il from the photosynthetic apparatus of
terrestrial and aguatic plants and algae makes possible
to characterize the effects and modes of action of
different kinds of environmental stress (temperature,
drought, highirradiance, salinity, flooding), several water
pollutants such as heavy metals, herbicides, detergents,
and avariety of air pollutants, aswell. It may be of great
help for identification of toxic pollutants and their
sources. In addition, this method of analysis can to be
applied to plants and algae in situ, and in vivo or to
isolated chloroplasts, isnot invasive neither destructive
and it isafast and sensitive technique.

KEY WORDS: photosynthesis, chlorophyll a
fluorescence, plants, algae, toxic effects.

INTRODUCCION

La fotosintesis es € proceso por €
cual lasplantas, algas, cianobacterias
y bacterias fotosintéticas convierten
la energialuminosa en energia qui-
micaen forma de enlaces quimicosy
eslabase detodas|as cadenas alimen-
ticias de las que depende la vida ani-
mal y humana.

El proceso fotosintético se inicia
cuando la luz es absorbida por los
pigmentos fotosi ntéti cos (basicamen-
teclorofilaa, by carotenoides) delos
complejos antena de la membrana
fotosintética. Parte de la energia ab-

sorbidaestransferidacomo energiade
excitaciony atrapadapor €l centro de
reaccion, en donde es utilizada para
hacer trabajo quimicamente Util, y la
otra parte es disipada principa mente
como calor y en menor grado re-emi-
tidacomo energialuminosade menor
energia(fluorescencia). Estadistribu-
cion delaenergiaenlostres procesos
ocurre simultaneamente, detal forma
gue € incremento en la eficiencia de
uno de €ellos, resultaréd en | a disminu-
cion de los otros dos. Por o tanto, a
través de la medicion del rendimien-
to de la fluorescencia de la clorofila

*Recibido: 29 de febrero de 2008  Aceptado: 11 de noviembre de 2008
Laboratorio de Bioquimica, Unidad de Morfofisiologia, Facultad de Estudios Superiores | ztacala, Universidad Nacional Auténomade
México, Tldnepantla, Estado de M éxico, México. CP 54090. Correo E: sergon 9@yahoo.com

se puede obtener informacién de la
eficienciafotoquimicay ladisipacién
térmica de la energia absorbida (1).
En los complejos antena, la energia de
un foton absorbido se suma aladela
molécula de pigmento que la absorbe,
guedando ésta en un estado excitado
inestable, con marcadatendencia a ce-
der este exceso de energia denomina
do energia de excitacion o excitéon y
volver a estado fundamental de ener-
giaminima. Ladesexcitacion se efec-
tlapor tresrutas. @) pérdidade energia
como caor, b) como transferencia de
energia a otras moléculas suficiente-
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mente cercanas y c) liberacion de
energiaradiante como foton visiblede
menor energia (fluorescencia) que el
gue causo laformacion del estado ex-
citado. Laenergiatransferidaentrelas
clorofilas de las antenasy canalizada
alasclorofilasdel centro dereaccion
hace que, en éstas, un electron pase
del estado basal aun estado excitado.
Cuando la molécula de clorofila ex-
citada pierde un electrdn, se produce
la separacion de carga el éctrica den-
tro del centro de reaccion (quedando
laclorofilaaoxidada (Chl a*) y una
molécula de feofitina aceptora del
electron reducida (Pheo)). Esto se
conoce como evento fotoguimico pri-
mario y utiliza alrededor del 97% de
los fotones absorbidos, mientras que
e 2.5 % son transformados acalor y
0.5% son re-emitidos como luz fluo-
rescente roja. Si no ocurre la separa-
cion de carga, 95-97% de la energia
luminosa absorbida se libera como
calory 2.5-5.0% como fluorescencia.
En las plantas, las moléculas de clo-
rofilaaasociadas alos fotosistemas|
y Il (PSI, PSII) son las responsables
delaemision delafluorescencia, sin
embargo, ala temperaturade ambien-
te (25°C), lacontribuciondel PSl ala
emision total es minimaen compara-
cion con el PSII. Las caracteristicas
cinéticas delareaccion delafluores-
cencia emitida son determinadas por
laintensidad luminosa de excitacion,
la concentracion de pigmentos gue
absorben laluz, latransferenciadela
energiade excitacion, lanaturalezay
orientacién de los pigmentos
fluorescentes, el estado redox de
aceptores y donadores del PSII, el
apilamiento de los tilacoides y la
trangl ocacion de protones, entre otros.
En condiciones naturales, in vivo, la
emision defluorescenciadelos siste-
mas fotosintéticos cambia continua-
mente siguiendo su adaptacion al am-
biente cambiante. Diversos factores
fisicos o quimicos de estrés ambien-
tal como temperaturas altas, heladas,
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sequia, cambios en la intensidad |u-
minosa, salinidad, deficiencias
nutricionales, presencia de metales
pesados, detergentes, herbicidasy 0zo-
no entre otros, afectan lafuncion del
PSII de manera directa o indirectalo
cual modificala emision de la fluo-
rescencia. Por ello, los cambios en la
emision de la fluorescencia, pueden
utilizarse pararevelar mecanismosde
respuesta, cuantificacion de respues-
tas a estrés e identificacion de cier-
toscontaminantesy susfuentes (1-4).

Las primeras evidencias de lare-
lacion entre las reacciones primarias
delafotosintesisy laemision defluo-
rescencia de la clorofila del PSII se
tuvieron al exponer a la luz, hojas
adaptadas a la oscuridad, donde se
obtuvo un registro de emisién defluo-
rescenciaroja Lacurvadeinduccion
de fluorescencia (conocida como
"cinética de Kautsky", en honor a
guien ladescribid) mostré unafasede
incremento rdpido de fluorescenciaen
el primer segundo de iluminacién se-
guida de una fase lenta de declive de
fluorescenciadurante varios minutos.
La"fase rapida’, O-1-D-P (cada una
designada secuencialmente por lasle-
tras O, J, |, P), también llamada O-J-
I-P, est& relacionada principal mente
con eventos primarios del PSII. Por
otro lado, la "fase lenta" compuesta
de las fases o inflexiones P-S-M-T,
estd asociada principalmente con
interacciones entre procesos de las
membranas de los tilacoides y proce-
sos metabdlicos en el estroma del
cloroplasto, relacionados con unincre-
mento en laasimilacion de CO, (Fig.
1). El aumento de fluorescenciaen la
"fase rgpida’ O-P se ha explicado
COmo una consecuencia de la reduc-
cion (ganancia de electrones) del to-
tal de aceptores de electrones en €l
PSII, particularmente la quinona A
(Q,) Y laplastoquinona(PQ). Unavez
queel PSII absorbeluzy Q, haacep-
tado un electrén, no es capaz de acep-
tar otro hastaque el primero hapasa-

do a siguiente acarreador de elec-
trones, la quinona B (Q;). Durante
este periodo, €l centro de reaccion
esta "cerrado” porque esté totalmen-
tereducido. En cualquier punto en el
tiempo, la presencia de una propor-
cion de centros dereaccion reducidos
"cerrados’, conduce a una disminu-
cionenlaeficienciafotoquimica, con
un correspondiente incremento en la
fluorescencia. Despuésde esto, apar-
tir de lafase Py hastalafase T, €
nivel de fluorescencia empiezaade-
caer en €l transcurso de minutos. Aun-
gue muchos factores pueden modifi-
car la fluorescencia de las membra-
nastilacoides, son principa mente dos
los que hacen la mayor contribucion
al nivel de fluorescencia durante la
fases de decaimiento P-T; el primero
es el estado redox de Q, y el segun-
do, lamagnitud del gradiente de po-
tencial electroquimico proténico
(ApH) que existeatravés de lasmem-
branas tilacoides. Los cambios en €
estado redox de Q, ocurren como re-
sultado de cambiosen lavel ocidad de
transporte de electrones no ciclico y
el incremento en el consumo de
NADPH por e metabolismo del car-
bono lo queresulta en un incremento
en lavelocidad detransporte de elec-
trones y oxidacion de Q,. El decai-
miento de fluorescencia debido a la
oxidacion de Q, se ha denominado
"decaimiento fotoquimico" gP, mien-
tras que, € debido a cambios en la
magnitud del gradiente de potencial
€l ectroquimi co proténicotrandtil acoidal
se denomina "decaimiento no-
fotoquimico" (QNP). Lamagnitud del
coeficiente de decaimiento no
fotoquimico (gNP) reflgjaademéasde
los cambios en e gradiente de pH,
inactivacion de centros de reaccion
(fotoinhibicion), cambios confor-
macionales dentro de los complejos
de pigmentos en la membrana
tilacoide, desconexién de complejos
cosechadoresdeluz movilesdel PSII,
formacion de zeaxantina, disminu-
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Figura 1. Curva de induccion de fluorescencia de clorofila a (fases rapida y lenta, OIDPSMT) y su correspondencia con las reacciones dela
cadena transportadora de electrones. La primera sefial registrada se denoming O (Origin) y su intensidad usual mente se expresa como Fo
(fluorescencia inicial o basal). En este punto, Q, esta en su mayoria oxidada. La fase| (inflexion) corresponde a la reduccion de Q,. Lafase D
(declive) esindicativa dela oxidacion de Q, en latransferencia de electronesde Q, a Q,. El nivel defluorescencia P corresponde ala reduccion
de PQy su intensidad normal mente se denomina Fm (fluorescencia maxima). La fase S (Estado estacionario) de decaimiento de fluorescencia
esta relacionada con la re-oxidacion de Q,, la energizacion de la membrana tilacoide debida a transl ocacion de protones (4pH) y atransicion
deestadol 2.LasfasesM (maxima) y T (terminal) corresponden a la disminucion de gP eincremento de gN (ApH) y estan relacionadas con
la captacion de CO,, velocidad de liberacion de O2 y la disponibilidad de NADP*, ADP y fosfato.

cion del rendimiento cuantico efec-
tivo de la fotoquimica del PSII
(@) Y lavelocidad de transporte
de electrones fotosintético (ETR).
L os cambios en estos dos procesos

se completan en 15-20 minutos (varia-
ble entre las especies) enlos que se al-
canza un estado estacionario (1, 5).
Desde la descripcion inicial de los
procesos mencionados alafecha, e co-

nocimiento de larelacion entre reac-
ciones primarias de la fotosintesis y
la fluorescencia de la clorofila a se
haincrementado notablementegracias
a los avances en la instrumentacion
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paramedir lafluorescencia con tiem-
pos de resolucién altos (10 us) y ala
capacidad de adquisicion de datos
misma que se ha mejorado en varios
ordenes de magnitud.

Relacion entre la emision de fluo-
rescencia registrada y los eventos
fotoquimicos primarios
Cuando una muestra preacondi-
cionada a la oscuridad es iluminada,
la fluorescencia de la clorofila a se
incrementa rdpidamente. Este incre-
mento es un reflgjo de la reduccion
“cierre" de los centros de reaccion
del PSII y por lo tanto provee infor-
macion de la actividad fotoquimica
del PSIl y lareduccion "llenado" de
lapozade plastoquinona. Lacinética
delafluorescenciadelaclorofilapre-
senta cuatro inflexiones nombradas
OJIP cuando se grafica el tiempo en
logaritmo (Fig. 2):
(1) O, es e vaor minimo de la fluo-
rescencia (Fo). Aparece arededor de
los 50 usy en ese  momento todos
los centros de reaccion estan oxida
dos"abiertos',gP=1y gNP=0.
(2)J, se desarrolla alos 2 ms (F, =
F,.J) Y estarelacionada con lareduc-
cion parcia delaQ,.
(3)1, se desarrollaalos 20 ms (F, =
F,omd Y Estarelacionadacon lareduc-
cion parcial de Q, y Q;.
(4P, es e valor maximo de la fluo-
rescencia (Fm). El tiempo en € que
se alcanza depende del protocol o ex-
perimental aunque en condicionesfi-
siol6gicas normales se alcanza en al-
rededor de 1s. En este momento to-
dos los centros de reaccion estan re-
ducidos"cerrados’, gP=0y gNP=1.
P es el punto de fluorescencia méxi-
ma debido a que € flujo de electro-
nes desde PQ a través del complejo
b/f es el paso mas|ento de la cadena.
Por otra parte, el tiempo para llegar
desde lasfases| (0 J) aP no esmas
corto debido aque hay muchamés PQ
que Q,.
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Figura 2. Cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il en la fase
rapida y su relacion con las reacciones en la cadena transportadora de electrones. O, es €
valor minimo dela fluorescencia (Fo). Aparece alrededor delos50 usy enese momento todos
los centros de reaccion estan oxidados "abiertos’. J, sedesarrollaalos2ms(F, = F, ) yesta
relacionada con la reduccion parcial dela Q,. I, sedesarrollaalos20 ms (F, = F20_ ) y esta
relacionada con la reduccion parcial de Q,y Q. P, es el valor maximo de la fluorescencia
(Fm). El tiempo en & que se alcanza depende del protocolo experimental. En este momento
todos |os centros de reaccion estén reducidos " cerrados”.

Lainterpretacion de estas sefiad es
experimentales con los cambiosenlos
componentes moleculares de las re-
acciones se ha establecido sobre un
modelo que supone que los comple-
jos cosechadores de luz (LHC-PSII)
donde se encuentran los pigmentos
antenay los centros de reaccion (RC-
PSII) son sistemas individuales. El
model o permite un andlisissimpledel
flujo de energia a través del PSII (2,
6). El flujo de energia puede ser en-
tendido por varios parametros: Flujo
absorbido (flujo de fotones absorbi-
do por pigmentosdelaantena (ABS),
flujo atrapado (flujo de energiatrans-
ferida al centro de reaccion que sera
convertidaen energiaredox reducien-
doQ, aQ, (TR), flujo de transporte
electronico (al oxidarse Q,” seinicia
el transporte de electrones que con-
duce a la fijacion de CO,)(ET) y
flujo de disipacion de energiano atra-

padacomo calor o transferidaaotros
sistemas no fluorescentes (DI) (Fig.
3). Como puede observarse en el mo-
delo, laeficienciacuanticaméaximade
lareaccion fotoguimicaprimariaTRo/
ABS = ¢, la eficiencia con la que
un exciton atrapado puede mover un
electron mas dlade Q, en lacadena
transportadorade el ectronesETo/TRo
=vy,, Yy laprobabilidad de que un fo-
ton absorbido mueva un electron en
la cadena transportadora de el ectro-

nesETo/ABS= ¢ estan directamen-

terelacionados alostres flujos como
cocientes de 2 de ellos. ¢, se deriva
de lamultiplicacion de o, Y y,. El

producto cuantico maximo de la
fotoquimicaprimaria (¢, ) estambién

denominado como fase luminosa, de-

bido aque su valor puede ser modifi-

cado por laintensidad luminica. Por
otro lado, la eficiencia con la que un
exciton atrapado mueve un electron
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despuesde Q,” enlacadenatranspor-
tadora de electrones (v ), es denomi-
nada fase térmica, ya que ésta no es
modificadapor laintensidad luminica,
pero si por la temperatura. Lo ante-
rior ha sido de mucho valor, ya que
en condiciones de estrés se puede de-
finir de maneraespecificalafase que
esta afectando la condicion ala cual
ha sido expuesto el organismo (Fig. 5
y tabla anexa 5B).

El andlisis cuantitativo de la
cinéticadelareaccion de produccién
deladefluorescencia, Ilamada"prue-
ba OJIP", puede usarse para explicar
el flujo de energia a través del PSII
como €l flujo de energia por area de
emision (CS), y también por centro de
reaccion (RC). La relacion entre los
datosexperimentalesy laformulacién
planteada, estuvo basada en la consi-
deracion y los siguientes experimen-
tos (2): en tiempo cero, (después de
un periodo de oscuridad), todos los

centros de reaccion estan oxidados
"abiertos", la velocidad de
atrapamiento TRo/CR que conduce
alareduccionde Q, aQ, ", debe ser
méxima; al bloquear lareoxidacién de
Q, conDCMU 3-(3,4-Diclorofenil)-
dimetilurea (inhibidor del paso de
electronesdeQ, aQ;), TRO/RC estar
ra dada por la pendiente inicial nor-
malizada(Mo,,, ) delacurvadein-
duccién de fluorescencia (entre 50 y
300 ps) en la fluorescencia variable
maximaFv = Fm-Fo. Si no sebloquea
lareoxidacién deQ, ", €l valor norma-
lizado delapendienteinicial, Mo, in-
dicalavelocidad netadecierredelos
centrosdereaccion RCs, donde €l pro-
ceso de atrapamiento incrementa el
ndmero de centros reducidos y el
transporte de electrones |o disminuye
(Mo = TRO/RC-ET0o/RC). Mo en las
muestras tratadas con DCMU puede
simularse por laamplificacion deMo
medida en muestras sin DCMU por

vAg
<1;@&>

Flujoabsorbido
ABS
Dlo
Ppo = —
ABS
R Flujoatrapado
Flujodetransporte
electrénico
ET

Figura 3. Modelo simplificado de los flujos de energia en €l aparato fotosintético. ABS se
refiere a e flujo de fotones absorbido por los pigmentos de la antena (Chl*). Parte de esta
energia de excitacion se disipa como calor y en menor grado como emision de fluorescenciay
la otra parte es canalizada como flujo atrapado TR al centro de reaccion y es convertido a
energia redox reduciendo al aceptor de el ectrones QA a QA- el cual se oxida creando transpor-
tedeelectrones ET. Lafigura derechailustra la derivacion de: rendimiento cuantico maximo
delafotoquimica primaria ( Po), la €ficiencia con la que un excitdn atrapado puede mover un
electron masalla de QA- enla cadena transportadora de electrones ( 0) y la probabilidad de de
gue un fotén absorbido mueva un electrén en la cadena transportadora de electrones ( Eo); a
partir de las relaciones de flujo de energia especificos.
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un factor reciproco aVj (Vj =(F,
Fo)/(Fm-Fo)) vy entonces, TRo/CR
= Moy, = Mo/Vj.A partir de
estas ecuaciones se definieron otras
gue permiten el andlisis cuantitativo
de los flujos especificos en relacion
al areadeemision (utilizando losva
loresde Foy Fm) o al centro de reac-
cion (utilizando los valores de Mo y
Vj y de las eficiencias cuanticas o
relaciones de flujo) (Tablal).

Medicion de la emision de fluores-
cenciadelaclorofiladel fotosstema
I

En laactualidad se utilizan principal -
mente 2 técnicas fluorométricas, una
que mide lafluorescencia directa, in-
ducidapor excitacién continuay otra,
|a fluorescencia modulada, inducida
por excitacién modulada. En el pri-
mer caso, lahojase adapta previamen-
te ala oscuridad por 10-30 minutos,
posteriormente se exponealuz de 650
nm con una intensidad de alrededor
de 3000 umoles.m2.s? durante 1-10
segundosy simultdneamente se miden
y amacenan los valores de la fluo-
rescencia emitida Unicamente por la
clorofiladel PSII, desdelos 10 pushas-
ta los segundos programados. Asi se
obtienelacinéticade emision defluo-
rescencia, y los valores de algunos
pardmetros como Fo, Fm, Fv, Fv/Fm
(eficiencia fotoguimica del PSII) y
t .. (tiempo (ms) en &l que se acan-
zala fluorescencia méxima); a partir
de los valores registrados, se calcu-
lan otros parametros que expresan €l
funcionamiento de diversos compo-
nentes del PSII (2).

Paramedir lafluorescenciamodu-
lada se utilizaun fluorémetro que con-
siste basicamente de 4 fuentes de luz
cualitativa y cuantitativamente dife-
rentes: @) luz roja modulada de baja
intensidad (2 umoles.nr2.s%, 583 nm),
b) pulsosdeluz actinicade atainten-
sidad (5-20,000 umoles.m?.s?), ¢) luz
actinica blanca continua de 300-600
pmoles.m2.s?, d) luz rojo lejano
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TABLA 1
Formulacion del andlisis JIP usando los datos de la faserapida de
emision defluorescencia.

Par ametros T écnicos

Fluorescenciaa 50 us
Fluorescencia maxima
Fluorescencia variable a2ms

Pendiente desde el origen dela
fluorescencia

Fluorescencia variable a2ms

Fo

Fm

Fv =Fm-Fo

Mo = (F300us-Fo)/(Fm-Fo)
Vj = (F2ms-Fo)/(Fm-Fo)

Fluj os especificos expresados por centros dereaccion (RC)

Absorcién por RC
Atrapamiento atiempo 0 por RC
Disipacién atiempo O por RC

Transporteelectrénico atiempo 0 por RC

ABS/RC = (Mo/Vj)/(1-FolFm)
TRO/RC  =MolVj = (ABSRC) o,
DIO/RC = (ABS/RC) - (TRO/RC)
ETO/RC = (TRO/RC) v,

Fluj os especificos expresados por area (cross section) (CS)

Absorcién por CS ABS/ICS =FooFm

Atrapamiento atiempo O por CS TRo/CS = (TRo/ABS)/(ABS/CS)
Disipacion atiempo O por CS DIo/CS = (ABS/CS) - (TRo/CS)
TransporteelectronicoatienpoOpor CS  ETo/CS = (ETo/RC)(RC/ABS)

Densidad de RC por CS RC/CS = (ABS/CS)(RC/ABS)
Eficiencias cuanticas (o relaciones de fluj o)

Producto.cuént.i co méxi mo dela Pp, =TRo/ABS = (Fm-Fo)/(Fm = (1-
fotoquimica primaria (Fo/Fm) = Fv/Fm

Producto cuéntico méximo de disminucion (02 =DIo/ABS=1- ¢, = Fo/Fm

de excitacion fotoquimica

Eficiencia con la que un exciton atrapado v, = ETo/TRo = 1-Vj

puede mover un electrén después de QA"

Probabilidad de un excitén absorbido Pey = @V, = (TRO/ABS)/(ETO/TRo)=
mueva un electron después de QA" ETo/ABS = (1-Fo/Fm)(1-Vj)
Indices vitales

indice de funcionamiento Pl, o =[RC/ABY| [, /(1-¢ )W /1y ]
Fuerzaimpulsorade lafotosintesis DF ¢ =Log[Pl,.J

(umoles.m2.s?, de 735 nm) y un de-
tector de fluorescencia gue registra
solamentelafluorescenciaemitidaen
lafrecuenciay lafasede luz modula
da. Lahoja se expone alaluz modu-
lada de bajaintensidad para determi-
nar Fo, luego se sobrepone un pulso
de luz de dta intensidad para deter-
minar Fm, y enseguida, también so-
brepuesta alaluz modulada, se apli-
caluz actinicablancacontinuaduran-
te algunos minutos para llevar a es-

tado estacionario; nuevamente, se
aplica un pulso de luz saturante para
determinar Fm'y al final seaplicaluz
rojo lejano para promover la
reoxidacion de plastoquinonay deter-
minar Fo'. (Fig. 5D). A partir de es-
tos pardmetros se calculan los valo-
res de rendimiento fotogquimico ope-
raciona del PSII (@), decaimiento
fotoquimico (gP), decaimiento no-
fotoquimico (gNP) y transporte de
electrones (ETR) (1, 5). Ambos mé-

todos pueden dar informacion no
idéntica totalmente, pero tampoco
contradictoria. En la actualidad los
fluorémetros de mayor uso a nivel
mundial son losdelas marcas alema-
na (Walz) einglesa (Hansatech). La
figura 4 muestra 2 de los equipos
Hansatech para la medicion de fluo-
rescenciadirectao fluorescenciamo-
duladaen plantasy agas.

I nfor macion que se obtiene median-
te el anélisisde emision de fluores-
cencia de la clorofila a del
fotosistemall

Deacuerdo al andisisdelafaserapi-
da OJIPy las ecuaciones planteadas
parala cuantificacion del comporta
miento del PSII (3, 5), se puede tener
informacion sobre: @) los flujos de
energia especificos para absorcion
(ABS), atrapamiento, (TRo), transpor-
te de electrones (ETo) y disipacién
(Dlo) por centro dereaccidn o por area
activa de la hoja; b) eficiencia
cuantica o relacion de flujos como el
rendimiento cuantico de la
fotoquimicaprimaria((ppo), laeficien-
cia con la cual un excitén atrapado
puede mover un electrén enlacadena
transportadorade el ectronesmasalla
deQ, (v,),y & rendimiento cuantico
de transporte de electrones (¢ ); €)
lacantidad de centros de reaccion ac-
tivos por area de emision; indice de
funcionamiento (Pl) el cual combina
criterios estructurales y funcionales
del PSII; d) el nimero de centros de
reaccion de reapertura muy lenta o
centros de reaccion que no unen Q;
€) estimacion del nimero de centros
liberadores de oxigeno (OEC); f) e
numero de veces que Q, se reduce
desde el tiempo O to al tiempo en el
que se acanzaa maximo de fluores-
cenciat_  (N); g) lafraccion pro-
medio de centros de reaccion abier-
tos durante el tiempo necesario para
completar la reduccién de todos los
centros de reaccion (Tabla 1). En
cuanto a andlisis de la fase lenta de
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Fuerte da luz

| v detector de
fluorescencia

Fluorémetro de fluorescenciacontinua
Handy PEA Hansatech

Fluorometro de fluorescencia modu-
|ada FM S2 Hansatech

Figura 4. Fluorémetros Hansatech para €l registro de fluorescencia directa o modulada en

plantasy algas.

lacinéticadeinduccion defluorescen-
cia(7) se puede obtener informacion
importante en relacién alos procesos
fotoguimicos y no fotoquimicos aso-
ciados con la conversion de energia
enloscloroplastos. Varios parametros
de la fluorescencia de la clorofila a
proporcionan informacion sobre el
proceso de fotosintesis en las plantas
o algas bajo diferentes condiciones
externas o internas. Los valores nu-
meéricos delos parametros de fluores-
cencia reflgjan la interaccion de las
plantas con su medio, el metabolismo
de cloroplastos, 1os mecanismos
regulatoriosen lamembranatilacoide,
y latransferencia de energia de exci-
tacion.

Medicion dela emision de fluores-
cenciadelaclorofila aen algas

Para tener informacion de la activi-
dad fotosintética de un alga a través
de la medicién de la emision de la
fluorescenciade laclorofilaa, esne-
cesario el poder distinguir entrelali-

beracién de |a energia absorbida por
procesos fotoquimicos (gP) y losNo-
fotoquimicos (QNP). Lamanerausual
de hacerlo, esatravés del "apagado”
de una de las dos vias, de tal manera
gue se puede medir €l producto de la
otra. Generalmente se "apaga’ lavia
fotoquimica através de latécnica de
dos pulsos, la cual permite que mo-
mentaneamente |a contribucion delos
procesos fotoquimicos sean igual a
cero. Por medio de esta técnica se
puede calcular el decaimiento
fotoquimico (gP), € cual representa
la proporcion de laenergia de excita
Cion atrapada por |os centros de reac-
cion abiertosy que hasido usadapara
el transporte electrénico.

gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fa")

Otro término relacionado con el
anterior esel rendimiento fotoquimico
operacional del PSII (@, ). Estemide
la proporcion de energia absorbida
que esta siendo usada para impulsar
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e proceso fotoquimico. Demodo que,
es una medida de la eficiencia del
transporte el ectronico lineal.

O, = (FM-Fs)/Fm'

El pardmetro anterior puede ser
usado para calcular la tasa de trans-
porte electronico (ETR).

ETR=((Fm'-Fs)/ Fm’) x 0.84x 0.5
x PAR (m2s?)

Donde €l valor de 0.84 en la for-
mula, equivale alaproporcion deluz
que es absorbida por el algay el de
0.5alaproporciondeluz que estrans-
ferida a sistema a cada uno de los
fotosistemas (PSIl y PSI) y la radia-
cion fotosintéticamente activa (PAR)
utilizada en pmoles.m2.s* (1)

Por otro lado, el decaimiento no
fotoquimico (NP o NPQ) representa
la proporcion de energia disipada
térmicamente y puede ser calculado
de dos maneras:

gNP = Fm-Fm/Fm-Fo'
NPQ = Fm - Fm/Fm'

El término gNP o NPQ reflgala
influencia de procesos no
fotoguimicos en la emision de fluo-
rescencia de la clorofila durante la
transicion de una muestra del estado
adaptado a la oscuridad al estado
adaptado a la luz, como cambios en
el gradiente de pH transtilacoidal,
inactivacion de centros de reaccion
(fotoinhibicion) y cambios confor-
macionales dentro de los complejos
de pigmentos en la membrana
tilacoide, desconexion de complejos
cosechadores de luz moviles del PSII
y formacion de zeaxantina. El
pardmetro méasusado enlaemision de
la fluorescencia es el rendimiento
cuéntico méaximo paralafotoguimica
primaria cuando todos | os centros de
reaccion del PSII estan oxidados o
"abiertos' (Fv/Fm) (9).
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Fv/Fm = (Fm-Fo/Fm)

Esimportante sefialar que mientras
®_, estarelacionado con la eficien-
ciacuanticaalcanzadapor el PSII, gP
y Fv/Fm proveen informacién sobre
los procesos que pueden modificar
esta eficiencia. Por lo tanto, unadis-
minucion en gP est4 dada por lare-
duccién o "cierre" de los centros de
reaccion, como resultado de una sa
turacion luminicao de unainhibicién
del transporte electrénico. Por otro,
lado una disminucién en Fv/Fm esta
dada por un aumento en gNP (1).

Aplicacionesdel analisisdela emi-
sion de fluorescencia dela clorofi-
laa

Por el andlisis de la cinética de emi-
sion de fluorescencia directa 'y los
pardmetros registrados y calculados,
podemos saber si determinado factor
de estrés tiene efecto en los eventos
fotoquimicosdel PSII o en eventosno
dependientesde luz. Cuando loseven-
tosfotoquimicos son los afectados por
un factor de estrés de manera directa
o indirecta, podemos conocer s la
alteracion se produjo en alguno delos
Ssiguientes componentes o reacci ones:
a) el complejo antena (LHC), por
€jemplo, reduciéndose la captacion de
energia o incrementédndose la disipa-
cion delaenergiacaptada; b) latrans-
ferencia de energia de la antena al
centro de reaccion (RC), la cua po-
driaser reducidao disipadaa momen-
to detransferirse por desconexion con
el centro de reaccidn; ¢) e centro de
reaccion, que no "atrape" la energia
transferida 'y ésta sea disipada; d) la
velocidad de reduccion de Q, o alte-
racion de los niveles de Q, lavelo-
cidad de reduccion de Q, o laaltera-
cion de los niveles de Qg €) €l blo-
gueo delatransferenciade electrones
entre Q, y Qg; f) disminucion de la
velocidad de reduccion de PQ; g) €
complejo liberador de oxigeno, dis-
minuyendo su actividad y como con-
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Tiempo (ms)

Control DCMU Cu?*

Producto cuantico

Producto cuantico méximo de
lafotoquimica primaria (¢ b 0)

Eficiencia con la que un exciton
atrapado puede mover un
electron despuésde Q, (V)

Probabilidad de que un fotén
absorbido mueva un electrén

después de Q,” (9.)

0.710 0.495 0.616

0.521 0.042 0.517

0.369 0.020 0.318

Figura 5. (A) Efecto del DCMU [3-(3,4-Diclorofenil)-dimetilurea] y del cobre (Cu?*) en la

emision del fluorescencia de la clorofila a del
operacionales de Scenedesmus incrassatul us.
boratorio parailustrar este caso.

secuencialimitando el aportede elec-
trones a centro de reaccion del PSII.
Por el analisis de la fluorescencia
modul ada podemos conocer si deter-
minado factor ambiental tuvo efectos
en lafotoquimicadel PSIl y en ladi-
sipacion no fotoquimica, como calor
y € gradiente de pH. Estas técnicas
tienen aplicacion en las pruebade pro-

fotosistema Il y (B) los rendimientos cuanticos
Los datos mostrados fueron obtenidos en € |a-

ductividad agricolaen funcién detra-
tamientos con fertilizantes, hormonas,
pesticidasy herbicidas; en ensayosde
seleccion de cultivos tolerantes a di-
ferentes factores de estrés (incluyen-
do cultivos transgénicos); en experi-
mentaci én sobre respuesta a cambios
de intensidad y calidad de luz, tem-
peratura etc., y a la combinacion de
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Figura 6. (A) Efecto delatemperatura en la cinética de emision de fluorescencia dela cloro-
filaadel PSI deplantasdeP. vulgaris (obtenida con el fluorémetro Handy PEA, Hansatech);
(B) "Gréfica dearafa" que muestra | os efectos de la temperatura en las actividades aparentes
ABS/CS, TRo/CS, ETo/CS, DIo/CS €ficiencias cuanticas ¢, ., ¢, € indice de vitalidad
Pl . en plantasde P. vulgaris. Los datos presentados fueron cal culados usando las ecuaciones
indicadas en la tabla 1 y los valores de fluorescencia registrados con el fluorémetro Handy
PEA, mediante € programa "Biolyzer", disefiado especificamente para éste propésito por el
grupo de Srasser en la Universidad de Ginebra). Los valores fueron normalizados sobre €l
control (25°C). (C) Modelo de hoja obtenido con €l programa Biolyzer, queilustra los efectos
delatemperatura en losflujosdeenergia (por area de absorcion dela hoja, (CS)) del PSII de
P. wulgaris. Las flechas indican los flujos de absorcion de luz (ABS), energia de excitacion
atrapada (TRo), energia de disipacion (Dlo), y transporte de electrones (ETo) masallade Q,
. El' ancho de cada flecha representa la intensidad de flujo de energia respectivo. Cada circulo
blanco indica centro de reaccion activo y cada circulo negro representa centro de reaccion
inactivo. (D) Efecto dela temperatura en la actividad del fotosistema |l de P. vulgaris medida
por emision de fluorescencia modulada. (Los registros se obtuvieron utilizando un medidor de
fluorescencia modulada FMS2, Hansatech). Todos | os datos presentados fueron obtenidos por
los autores para ilustrar este caso especifico.
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factores de estreses fisicosy quimi-
cos; enlaoptimizacion del estableci-
miento de condicionesdeluz, tempe-
ratura, humedad en invernaderos, asi
como en los estudios de productos
comercializados como floresy frutos
en relacion a condiciones de almace-
namiento y factores que retardan o
aceleranlamaduraci 6n o0 senescencia.
L asmencionadastécnicas del estudio
de la emision de la fluorescencia de
la clorofila a también tienen aplica-
cion en el estudio de la conducta de
ecosistemas ante cambios globales, en
laecodinémicade sistemas horticolas
y forestales y en la utilizacion de al-
gasy plantas como biorremediadores
de aguas y suelos contaminados con
metal es pesados.

Algunos g emplosdeladutilizacion
del andlisis JIP en el estudio de los
efectos de variostipos de estrésen la
fotosintesis de plantas y microalgas
se presentan en lasfiguras 5-6

Lafigura5A muestrael efecto del
DCMU vy del cobre (Cu?) en la
cinética de emision de fluorescencia
del alga verde Scenedesmus
incrassatulus. El DCMU es un cono-
cido herbicidacuyo efecto esbloquear
el flujo de electrones entre Q, y Q;,
lo que se puede evidenciar enlagra
ficacomo unincremento rapido dela
fluorescencia hasta alcanzar un valor
maximo (Fm) enlafase J, lacual esta
relacionada con la reduccion de Q,.
Por otro lado, se puede observaen la
misma figura que la exposicion du-
rante 168 h a3.14 uM de Cu?* dismi-
nuye los valores de fluorescencia
méximay minima. Lafigura5B mues-
tra los valores de fluorescencia
graficados como fluorescenciarelati-
va en d tiempo [Vt = (Ft-Fo)/(Fm-
Fo)]. Esta expresion experimental
permite visualizar de maneradindmi-
calareduccion deQ, > Q,". Sepue-
de observar en esta figura que la
incubacion con DCMU o Cu?*
incrementa la velocidad inicial de la
fluorescencia (Mo), lo que se explica
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como un incremento en la vel ocidad
de reduccion de los centros de reac-
cion del PSII. Esto se explica debido
a gque en caso de la inhibicion com-
pleta del PSII con DCMU, los cen-
tros de reaccion son reducidos con la
entradade un solo electron. El efecto
del cobre podria ser similar, es decir
inhibiendo el paso de electrones en-
tre Q,y Qg, sin embargo, es posible
que algunos centros de reaccién no
puedan llevar acabo laseparacion de
cargas, lo cual aumentaria la veloci-
dad del cierre de total de los centros
de reaccion. Por otro lado, el valor de
fluorescencia después de la fase "J"
es el maximo para el caso de la
incubacion con DCMU, sin embargo,
comparado con el control, la exposi-
cion acobre no modificaladinamica
dereduccionde Q, entrelasfasesde
JaP. Cuando seandizalacinéticade
lafigura4A y latablaanexa(4B) con
base en el modelo de la prueba OJIP
para obtener los productos o
eficiencias cuanticas, se puede obser-
var que la eficiencia con la cua se
mueven |os electrones a través del
PSII (¢_,) disminuye en un 94% y
14% por efecto del DCMU y Cu? res-
pectivamente comparado con el con-
trol. Esta disminucion, en caso del
DCMU, se debe principamente ala
disminucion del flujo de electrones
despuésdeQ, (v ), fasetérmicay en
menor proporcién alafase luminica
(9,)- Por otrolado, enel caso del Cu**
aconcentracionesno letal es paraeste
organismo (0.2 ppm), € efecto apa-
rentemente estd mas rel acionado con
la salida de electrones del centro de
reaccion del PSlI, es decir a la fase
luminica (¢, ), yaque el movimiento
de electrones después de Q, (v ),

Gonzélez Moreno S, Perales Vela H, Salcedo Alvarez MO

practicamente no es af ectado.
Lafigura6 muestralos efectos de
latemperatura en lacinética de emi-
sién de fluorescencia y en algunos
parédmetros de fluorescencia de plan-
tas de frijol comun (Phaseolus
vulgaris) obtenidos por la medicion
defluorescenciadirectay fluorescen-
cia modul ada respectivamente. En la
figurabA seobservaquee incremen-
to de la temperatura hasta 40°C dis-
minuye gradual mente laintensidad de
fluorescencia mientras que a 45 °C
se produce una disminucién abrupta
y la cinética de emisiéon de fluores-
cencia muestra unafase (K) entre Fo
y J (alrededor de los 300 us), lo que
reflgja unalimitacion de la donacion
de electrones por el complgo libera-
dor de oxigenoy cambiosen laarqui-
tectura de la antena del PSII con la
consecuente alteracion de ladistribu-
cion de energia. Después del incre-
mento rapido inicia de fluorescencia
debido a la reduccion de Q,, la
reoxidacion de Q," continua, transfi-
riéndoseloselectronesaQ,, pero de-
bido a la carencia de electrones pro-
cedentes del complejo liberador de
oxigeno, laintensidad de la fluores-
cenciadecreceformandose € picoK.
Lafigura6B muestrael efecto dela
temperaturaen diversos parametrosde
fluorescencia entre los cuales desta-
canel fuerte decremento en € rendi-
miento cuantico maximo para la
fotoquimicadel PSII (¢, ), y € indi-
ce de funcionamiento PI ... Lafigu-
ra 6C muestra el efecto de la tempe-
raturaen losflujosde energia por area
de emisién, en hojas de frijol coman,
visualizado en un modelo de hoja en
donde la magnitud del cambio esta
gjustada al ancho delaflechacorres-

pondiente y los centros de reaccion
activos estan indicados por circulos
clarosy losinactivos por circul os os-
curos. Seobservan: a) disminucionen
el transporte de electrones debido a
lainactivacion delos centros dereac-
¢ion (causado por unainactivacion del
complejo liberador de oxigeno); b)
disminucion enladensidad deloscen-
tros de reaccion activos; ) incremen-
to en ladisipacién de energia por area
de emision y d) disminucién en la
energiaabsorbidapor areadeemision.
La figura 6D ilustra e efecto de la
temperaturaalta en el fotosistemall,
registrado mediante la medicién de
fluorescencia modulada. Destaca la
disminucion en los valores del rendi-
miento cuantico maximo para la
fotoquimica primaria (Fv/Fm), en €
rendimiento fotoquimico operacional
del PSII (D), en el decaimiento
fotoquimico de la fluorescencia (qP)
y en latasa de transporte el ectrénico
(ETR). Estos resultados son con-
gruentes con los observados por el
analisis basado en lamedicion direc-
tade fluorescencia.

En resumen, yaquelafotosintesis
es una funcion esencial en los orga
nismos fotoautotroficos, resulta evi-
dente que la evaluacion de su funcio-
namiento es de lamayor importancia
en un gran numero de situaciones de
interés préctico. La determinacion
cuantitativa de laemision de la fluo-
rescenciadelaclorofilaa, suandisis
y la obtencion de los parametros co-
rrespondientes, constituyen una for-
maprecisa, confiabley rdpida, deob-
tener informacion molecular que tie-
ne una expresion fisioldgicay que
puede tener miltiples aplicaciones
précticas.
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LA ARQUITECTURA NUCLEAR Y sU DINAMICA*

RESUMEN

El nacleo de una célula constituye el habitat del genoma
eucarionte el cual se encuentra estructurado en cromatina.
Los avances en el uso de moléculas marcadas con
compuestos fluorescentes aunados al progreso en la
microscopia de fluorescencia han demostrado que la
organizacion espacial del genomay de los organelos sub-
nucleares es mucho mas compleja y dinamica de los
imaginado anteriormente. Ademas de los procesos de
transcripcion y procesamiento post-transcripcional se sabe
que el genoma adopta una distribucion topolégica
determinada dentro del nicleo. Que los cromosomas
ocupan territorios sub-nucleares bien definidos y que se
presentan procesos de re-localizacion de regiones del
genoma en sitios especificos del nucleo favoreciendo
contactos inter- e intra-cromosomales. Esta nueva vision
del nacleo renueva el interés por su estudio y en la
actualidad debe considerarse como un eslabén mas dentro
de la regulacion genética y epigenética.

PALABRAS CLAVE: nlcleo, cromatina, estructuras sub-
nucleares, territorios, dindmica nuclear, re-localizacion,
asas cromatinicas.

Héctor Rincon Arano y Félix Recillas Targa

ABSTRACT

Cell nucleus represents the natural environment for
the eukaryotic genome. The progress on fluorescent
reagents for molecular labeling and fluorescence
microscopy revealed the nucleus and the genome
spatial compartmentalization demonstrating that the
cell nucleus is much more complex than previously
anticipated. It is well established that transcription
and splicing are nuclear processes but today the
nucleus needs to be seen as a more dynamic organelle
where chromosomes are confined to specific
territories and with dynamic re-localization of
chromatin fibers inducing inter-chromosomal and
intra-chromosomal interactions. This modern view of
the eukaryotic cell nucleus illustrates its contribution
at multiple levels to genetic and epigenetic regulation.

KEY WORDS: cell nucleus, chromatin, nuclear sub-
organelle, territories, nuclear dynamics, re-location,
chromatin loops.

INTRODUCCION

Durante la década pasada pocos des-
cubrimientos tuvieron tal relevancia
como la noticia de la secuenciacion
completa de la molécula portadora de
la informacion genética del ser huma-
no, conocida como ADN. Dicha noti-
cia, ademas de permitir un mayor y
mejor entendimiento del genoma, fue
mundialmente divulgada como la so-
lucién a la mayoria de los defectos
genéticos que se generan en los seres
humanos. Sin embargo, y sin restarle
su importancia practica, esta informa-
cién nos muestra solo la entrada a un

complejo mundo de procesos que re-
gulan la informacion génica conteni-
da en el nucleo celular. En otras pala-
bras, tenemos los planos de como el
genoma esta organizado, pero, apenas
estamos empezando a entenderlos y a
utilizar la informacion en ellos conte-
nida.

El ndcleo celular y su organizacion
fueron larga e injustamente ignorados,
y es hasta afos recientes, que se le ha
dado importancia al papel fundamen-
tal que ésta juega en procesos celula-
res tan importantes como la division
celular, el procesamiento de los men-

*Recibido: 9 de septiembre de 2008

Aceptado: 9 diciembre de 2008

sajeros asi como su intima participa-
cion en la regulacion de la expresion
génica. Por lo tanto, el ndcleo celular
representa, no sélo un sub-organelo
celular, sino que ademas contribuye
de manera dinamica en la homeostasis
celulary no debe ser considerado Uni-
camente como un contenedor de la
molécula de ADN, es decir, del
genoma celular.

El ndcleo posee una organizacion
definida en espacio y tiempo, es de-
cir, es especifica de cada tejido, asi
como de cada etapa de diferenciacion.
Dicha organizacion puede y debe de

Instituto de Fisiologia Celular, Departamento de Genética Molecular, Lab 122 NTE. Circuito Exterior S/N. Ciudad Universitaria.
Universidad Nacional Auténoma de México. Coyoacan. México D.F. Apartado Postal 70-242 México, D.F. 04510. Tel: (52 55) 56 22
56 74 FAX: (52 55) 56 22 56 30. Correo E: frecilla@ifc.unam.mx (http://www.ifisiol.unam.mx/gmdepto.html)
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ser mantenida después de procesos
drasticos de re-estructuracion, tales
como la division celular. Al mismo
tiempo, el ndcleo es extremadamen-
te dinamico en términos de los com-
ponentes que lo constituyen, asi como
en la regulacion de procesos comple-
jos como la transcripcion génica, tra-
fico de proteinas reguladoras, etc. Por
lo anterior, la dindmicay organizacién
del nacleo eucarionte se ha converti-
do en un pilar esencial para el enten-
dimiento de la regulacion tanto a ni-
vel genético como epigenético, enten-
diendo esto ultimo como todos los
cambios sobre la expresién génica que
no involucran cambios en la secuen-
cia del ADN, como por ejemplo
silenciamiento de genes por
metilacion del ADN.

La vision del ndcleo celular ha evo-
lucionado de manera considerable gra-
ciasa los avances técnicos en dos areas
especificas: lamicroscopia de fluores-
cencia confocal y el desarrollo de es-
trategias experimentales que permiten
el marcaje de moléculas con base en
compuestos fluorescentes con amplios
espectros de emision. El progreso en
estas areas del conocimiento ha pro-
vocado un cambio drastico en nuestro
concepto asociado a la dinamica del
nucleo celular eucarionte.

En este articulo pretendemos mos-
trar una vision actualizada del nucleo
celular partiendo de un orden ldgico
de eventos y componentes, con la fi-
nalidad de motivar al lector a renovar
y ampliar su conocimiento acerca de
este organelo. Describiremos las es-
tructuras y compartimientos sub-nu-
cleares e introduciremos las eviden-
cias que llevan a concluir que el nu-
cleo es un organelo celular altamente
dindamico; con el fin de abordar aspec-
tos mas interesantes y novedosos aso-
ciados con procesos de re-localizacién
al interior del ndcleo. Desde esta pers-
pectiva resulta indudable que las fun-
ciones el nacleo son imprescindibles
para la vida de una célula y que de-
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Figura 1. El nlcleo celular. Dentro de los compentes del nlcleo encontromas al nucleolo,
cuerpos de cajal, cuepo del grupo Polycomb (PcG), lamina nuclear, «speckle» o cuerpos
espiralados, el poro nuclear y cuerpo PML. Asimismo, se remarca la region probable que
abarca un cromosoma en interfase (territorio nuclear).

fectos, tanto estructurales como fun-
cionales, pueden contribuir o, inclu-
S0, ser responsables de diversas enfer-
medades.

Estructuras sub-nucleares

Una de las caracteristicas mas eviden-
tes del ndcleo consiste en su hetero-
geneidad en cuanto a sub-estructuras
0 compartimientos, los cuales varian
dependiendo del linaje celular. Desde
las eruditas observaciones de Santia-
go Ramdn y Cajal fue clara la presen-
cia de estructuras de diversos tama-
fios y formas al interior del nucleo,
ademas de la molécula del ADN (en
forma de cromosomas condensados).
La microscopia Optica y mas recien-
temente la microscopia electrénica
permitié una descripcion mas precisa
de dichos componentes nucleares. A
pesar de ello, dicha caracterizacion es
incompleta, dado que ha sido dificil
atribuir funciones claras a las estruc-
turas sub-nucleares identificadas. El

cuerpo nuclear mas nitido y evidente
es el nucléolo, sitio altamente espe-
cializado donde se localizan y se ex-
presan los genes ribosomales
(transcritos por la ARN polimerasa
I11), asi como su posterior procesa-
miento e inicio del ensamblaje de los
ribosomas (Fig. 1). En algunos tipos
celulares se pueden apreciar regular-
mente mas de un nucleolo, hecho que
se encuentra asociado a los altos re-
guerimientos de ribosomas para la sin-
tesis de proteinas dependiendo de la
estirpe celular. Ademas del nucleolo,
existen toda una serie de cuerpos nu-
cleares mas pequefios entre los que se
encuentran los Cuerpos de Cajal, los
cuerpos PML (del inglés:
"promyelocytic leucemia") y los
"speckles" o cuerpos espiralados en-
tre otros (1). Hasta el momento, la fun-
cion de estos cuerpos se mantiene en
controversia y en algunos casos es un
completo misterio. Dentro de las es-
tructuras mas estudiadas se encuentran
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los Cuerpos de Cajal, los cuales son
considerados como sub-comparti-
mientos nucleares donde se concen-
tran y acumulan componentes nece-
sarios para el procesamiento de los
ARN pre-mensajeros. En varios estu-
dios, ensayos de inmunofluorescencia
muestran la presencia de componen-
tes proteicos tales como diferentes fac-
tores de transcripcion asociados a los
Cuerpos de Cajal. Por otro lado, los
"speckles" también conocidos como
cuerpos espiralados parecen tener ca-
racteristicas similares a la de los Cuer-
pos de Cajal, siendo estos, estructu-
ras dindmicas que se mueven al inte-
rior del ndcleo en busca de sitios acti-
vos de transcripcién y procesamien-
to. Finalmente, los cuerpos PML son
los méas enigmaticos y su nimero (de
2 a 10 cuerpos) se incrementa drama-
ticamente en células neopléasicas (has-
ta 50), considerando a estas estructu-
ras como un marcador de células
tumorales. A pesar de lo anterior, la
funcion exacta de dichas estructuras
no ha podido ser dilucidada y siguen
siendo un misterio para la biologia
contemporanea. Aln gqueda mucho por
entender en relacion a la contribucion
de estos cuerpos dentro de la dinami-
ca nuclear, no sabemos si representan
sitios de almacenamiento globales de
moléculas reguladoras o si participan
de manera general y activa en proce-
sos tales como el procesamiento de
mensajeros o de la transcripcion.

El concepto de territorios sub-nu-
cleares

Brevemente, debemos recordar que la
molécula de ADN se encuentra aso-
ciada a proteinas conocidas como
histonas, a dicha asociacion se le de-
nomina nucleosoma, y esta organiza-
cién representa el nivel primario de
compactacion del genoma, permitien-
do contener de 2 a 4 metros de ADN
dentro del nucleo (Fig. 2). A dicha
asociacion se le conoce en su conjun-
to como cromatina. La cromatina se

encuentra organizada en dominios
cromosomicos bien definidos, com-
puestos por gradientes de
heterocromatina y eucromatina (Fig.
2). La heterocromatina representa las
zonas del genoma altamente compac-
tas, con una baja o casi nula presencia
de genes. Su contraparte, la
eucromatina, se asocia a regiones de

Fibra de 30 nm
Solenoide

Asa de cromatina
60 a 100 mil bases

Rincén Arano H, Recillas Targa F

cromatina menos compactas, en don-
de se encuentra la mayoria de los
genes transcripcionalmente activos
(conocidos como  dominios
transcripcionalmente activos). Desde
una perspectiva citoldgica, y a través
del uso de la microscopia de fluores-
cencia, la heterocromatina se ha en-
contrado predominantemente asocia-

Figura 2. La estructura de la cromatina y sus distintos niveles de compactacion. A.- Los
circulos representan los nucleosomas, compuestos de ocho histonas enrollando a la cadena de
ADN. Seis nucleosomas, con la ayuda de la histona H1, forman el solenoide o fibra de 30 nm.
Esta fibra a su vez forma estructuras con un nivel de compactacion superior, conocidas como
asas, las cuales abarcan grandes areas del genoma (de 60 a 100 mil bases). La organizacion
de dichas asas -mediante procesos aun desconocidos- da lugar los cromosomas mitéticos. B.-
Tincion de Giemsa para identificar el ADN de dos nucleos uno con el genoma en interfase o
que no esta en division (1) y otro con el ADN condensado a nivel de cromosomas mit6ticos
(CC), usualmente observados durante la durante la division celular. En el nicleo en interfase
se puede observar regiones de heterocromatina (HC) y de eucromatina (EC).
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da a la periferia nuclear y al nucléolo,
mientras que la eucromatina tiene una
localizacion més central al interior del
nacleo.

Contrario a lo que inicialmente se
pensaba, los cromosomas no se distri-
buyen de manera aleatoria al interior
del nucleo. Con el advenimiento y
desarrollo de multiples métodos de
fluorescencia que permiten tefir
cromosomas completos de manera in-
dividual, ha sido posible confirmar
que los cromosomas ocupan espacios
relativamente bien definidos, lo cual
llevé a los investigadores a proponer
el concepto de territorios
cromosémicos (Fig. 3). Con esto en
mente, Cremer y colaboradores pro-
pusieron que la organizacion del
genoma en territorios cromosémicos
y los espacios comprendidos entre
ellos, conocidos como compartimien-
tos inter-cromosoémicos, tienen una
posible relacién con la actividad
transcripcional de zonas definidas de
cada cromosoma (2, 3). Diferentes
evidencias experimentales sugieren
que en la periferia de los territorios
cromosomicos la cromatina se encuen-
tra en un estado mas relajado y por lo
tanto apta para que lo genes localiza-
do en esas zonas sean transcritas. Di-
chas regiones pueden incluso ser ale-
jadas del territorio formando asas y
exponiendo genes 0 grupos de genes
hacia los espacios inter-cromosémicos
(Fig. 4A). El alejamiento de una re-
gién del genoma con respecto al te-
rritorio favoreceria la interaccion de
la maquinaria transcripcional (facto-
res transcripcionales y la polimerasa
de ARN) asi como la subsiguiente de-
posicion de mensajeros de ARN en
vias o canales (espacios inter-
cromosémicos) que facilitarian su ex-
portacion al citoplasma a través de los
poros nucleares. Lo anterior sugiere
una coordinacion entre los mecanis-
mos de transcripcion génica y de ex-
portacién de las moléculas mensaje-
ras que seran traducidos en el citoplas-

A
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Figura 3. Microscopia fluorescente para el andlisis de territorios cromosémicos. A, B.- Terri-
torio nuclear ocupado por los cromosomas 11 (rojo) y 2 (verde), contra-tefiidos con DAPI
(azul) para localizar el ADN en ntcleos de eritroblastos (A) y eritrocitos maduros (B) de raton.
C.- Territorio nuclear ocupado por los cromosomas 14 (rojo) y 12 (verde) en eritroblastos de
raton, en azul se define el resto del genoma con una tincién con DAPI. Aumento 100X. Foto-
grafias proporcionadas amablemente por Steven Kosak and Mark Groudine, Fred Hutchinson

Cancer Research Center, SA, USA.

ma (Fig. 4A). Ademaés el modelo
prevee que dichos canales servirian
como vias de transito para componen-
tes nucleares como los Cuerpos de
Cajal y los cuerpos espiralados
("speckels™). Por otro lado y hacia el
interior de los territorios, la cromatina
se encuentra en un estado mucho méas
compacto y, en consecuencia, con una
baja actividad transcripcional.

Otro modelo propone que dentro
del territorio que ocupa un
cromosoma existen una serie de ca-
nales organizados por la propia
cromatina que lo atraviesan totalmen-
te (Fig. 4B). Esta propuesta contem-
pla la posibilidad de que los domi-
nios génicos activos se organicen
hacia la luz de dichos canales. Asi,
ellos permitirian el libre flujo de la
magquinaria transcripcional a los di-
ferentes dominios génicos localiza-

dos en las paredes de los mismos. Asi-
mismo, la exportacion de los ARN
mensajeros se veria facilitada para su
subsecuentemente utilizacion en el
citoplasma. Por otro lado, los domi-
nios silenciados y la heterocromatina
constitutiva parecerian alejarse de di-
chos canales, agrupandose en centros
de convergencia de heterocromatina.
Cabe mencionar que este modelo no
es excluyente del modelo inicialmen-
te descrito.

Resulta pertinente recordar que
hasta este momento, la gran mayo-
ria de las imagenes a partir de las
cuales se proponen los modelos de or-
ganizacion se han generado en dos di-
mensiones (Fig. 4). De lo anterior
surge la necesidad de construir y
modelar imégenes tri-dimensionales
de nucleos para alcanzar una mejor
comprension de la arquitectura méas
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Figura 3. Modelos de actividad transcripcional en un territorio cromosémico. A) un cromosoma
(Cr) ocupa una region definida dentro del nucleo, localizando en la periferia del mismo a los
genes que deben de ser transcritos a través de asas([™) o que permite la interaccion con otras
asas del mismo cromosoma o de otro (area amarilla O, @). B) Modelo de canales
intercromatinianos propone que dentro del territorio (region punteada :":) una serie de cana-
les dentro de los cuales los genes son transcritos (==). EN todos estos modelos se usan estos via
o canales para enviar el ARN mensajero hacia el exterior del ndcleo via los poros nucleares
(=) C) Existe evidencia de que elementos en cis (insulators ( ) son capaces de re-localizar
secuencias a regiones cercanas a los poros nucleares, creando dominios transcripcionalmente
activos y facilitando el transporte de los RNA al citoplasma.

real y apegada a su contexto natural.
De esta manera, nos encontramos ante
la necesidad de puntualizar que lo
modelos aqui descritos constituyen los
inicios dentro del objetivo de enten-
der la organizacion nuclear y su dina-
mica. Por lo tanto, los conceptos aqui
planteados se encuentran en constan-
te evolucion y los modelos pueden
variar, sobretodo en funcién de los
avances tecnoldgicos. Consecuente-
mente, estamos frente a un campo de
investigacion con un amplio e insos-
pechado futuro.

Dinamica nuclear
Una de las preguntas que se plantean
de manera recurrente es ; CoOmo se lle-

va a cabo el trénsito de moléculas al
interior del ndcleo? Las predicciones
tedricas y experimentales son dos: la
primera contempla la participacion de
transportadores o moléculas
chaperonas, las cuales serian las res-
ponsables de escoltar a otras protei-
nas a sus sitios de accion. La segunda
prediccion toma en consideracion la
difusion libre de moléculas, permitien-
do el reconocimiento y discriminacién
de sus secuencias de union a través de
sus distintas afinidades. Resultados
experimentales, utilizando una
novedosa metodologia de recupera-
cion de fluorescencia después de un
fotoblanqueo por rayo laser (conoci-
da como FRET), han permitido eva-

Rincén Arano H, Recillas Targa F

luar el transito y movimiento de mo-
léculas al interior de nucleo en tiem-
po real. Con base en los tiempos de
desplazamiento calculados, la mayo-
ria de los datos apoyan la libre difu-
sion de moléculas al interior del nu-
cleo y sugieren que el encuentro con
sus sitios de accidn se logra mediante
la afinidad entre moléculas. Aun con
el conocimiento actual, varias pregun-
tas siguen sin resolverse, como por
ejemplo la localizacion y concentra-
cion real de los factores necesarios
para la expresion génica y otros pro-
cesos moleculares dentro del nucleo.

Considerando los primeros estu-
dios bioquimicos sobre la organiza-
cién del genoma de distintos organis-
mos, recientemente, surge una
novedosa propuesta sobre la localiza-
cién y eficiencia de la transcripcion
dentro de un cromosoma. Dicha pro-
puesta considera 3 factores determi-
nantes para la adecuada regulacion
dindmica de los genes, 1) la organiza-
cion lineal de los genes a lo largo del
cromosoma, 2) su localizacién a lo
largo del cromosoma vy 3) su relacién
con la estructura de la cromatina (4-
6). Evidencias experimentales prelimi-
nares sugieren un modelo en el cual
grupos de genes organizados
linealmente a lo largo de un
cromosoma, pudieran coexistir y par-
ticipar en vias comunes de regulacion.
Lo anterior ocurre sin importar la cer-
cania entre los dominios a expresarse
y/o las regiones de heterocromatina
que los separan. La funcionalidad de
dicha organizacion favoreceria la co-
regulacién de los genes, asi como la
probabilidad de compartir (incluso de
forma inter-cromosomal) regiones es-
pecificas, con el fin de optimizar los
recursos necesarios para la regulacion,
procesamiento y transporte de los pro-
ductos de la expresion de los genes.
Complementado el modelo, la predic-
cién contempla la coexistencia de do-
minios cromosomicos  entre
cromosomas. Todo lo anterior apoya
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el concepto de dinamica nuclear ba-
sado en una clara interdependencia de
maultiples procesos que ocurren a dis-
tintos niveles.

Un aspecto novedoso, particular-
mente atractivo y que forma parte de
ladindamica nuclear, es la organizacion
del genoma en dominios y su asocia-
cién topologica al interior del nucleo.
Utilizando como modelo a la mosca
de la fruta Drosophila melanogaster,
se han identificado secuencias de
ADN que delimitan ciertas regiones
que incluyen uno o varios grupos de
genesy que en inglés se conocen como
"insulators" o "chromatin boundary
elements" y que puede considerarse
como delimitadores. En la actualidad
estas secuencias han sido definidas en
diversos organismos tales como leva-
dura, pollo, ratén y seres humanos (7).
Los elementos delimitadores contribu-
yen a la formacién y mantenimiento
de dominios génicos a través de defi-
nir zonas en el genoma donde un gen
0 grupo de genes son enmarcados por
este tipo de elementos regulatorios y
de esta forma adquieren una confor-
macion de la cromatina favorable para
su transcripcion (8, 9). Cabe recalcar
que no todos los genes o dominios
poseen secuencias (con sus factores
transcripcionales asociados) tipo
"insulator”. En una serie de publica-
ciones recientes, Corces y colabora-
dores, utilizando al "insulator" gypsy
de D. melanogaster, han propuesto
que las proteinas asociadas a éste,
Su(Hw) y mod(mdg4) forman comple-
jos mediante multiples interacciones
en forma de roseta las cuales se aso-
cian a la periferia del ntcleo y contri-
buyen de manera topoldgica a la for-
macion de asas de cromatina abarcan-
do decenas e incluso centenas de kilo-
bases de secuencia genémica (Fig. 4C)
(8). Este tipo de asociaciones induce
una citolocalizaciény topologia espe-
cifica del genoma al interior del nu-
cleo. De manera interesante, cuando las
asas y sus genes asociados se encuen-

tran en un estado transcripcionalmente
inactivo, las zonas mas alejadas a las
bases de las asas interaccionan con
proteinas represoras. Por el contrario,
al activarse la transcripcion, dichas
proteinas represoras se disocian y las
asas parecen migrar hacia la periferia
del ndcleo con la consecuente activa-
cién transcripcional de los genes in-
cluidos en ellas. Este escenario pare-
ce ser consistente con el modelo de
co-regulacion y dinamica nuclear des-
crito anteriormente. Otro ejemplo esta
dado por la co-localizacién de los
telomeros de levadura en la periferia
del nucleo, con consecuencias direc-
tas en la estabilidad de su genoma e
incluso control de su ciclo celular. Fi-
nalmente, el grupo de Felsenfeld ha
demostrado recientemente un proce-
so analogo al descrito para el
"insulator" gypsy en el cual la protei-
na asociada al "insulator" cHS4 de
pollo, conocida como CTCF, quién es
un factor transcripcional malti-funcio-
nal y que se asocia a la gran mayoria
de los "insulators" en vertebrados, se
une a la nucleofosmina (proteina aso-
ciada a la matriz nuclear), pero en lu-
gar de ocurrir en la periferia del nu-
cleo esta interaccion se lleva a cabo
en laregidén perinucleolar. Cabe men-
cionar, que los modelos propuestos
para el "insulator” gypsy han sido par-
cialmente corroborados por el grupo
de Laemmli y colaboradores median-
te una aproximacion genética en le-
vadura (9).

En resumen, existen evidencias
que demuestran que las secuencias
no-codificantes en el genoma con-
tribuyen a la formacion de una to-
pologia favorable para el control de
la expresion genética involucrando
claramente a la organizacion tri-di-
mensional del nucleo. Lo anterior
apoya sin duda alguna la contribu-
cion de la organizacion del nicleo
dentro de la regulacion de procesos
moleculares y celulares vitales pro-
pio de la célula.
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Re-localizacion al interior del nu-
cleo

Una de las demostraciones més claras
de la dindmica nuclear y su efecto di-
recto sobre la regulacion de la expre-
sién genética son los procesos de re-
localizacién de regiones genémicas al
interior del nucleo. En la actualidad
se han demostrado tres estrategias que
la célula eucarionte utiliza para mo-
dular la expresién o no de un dominio
génico via re-localizacion de secuen-
cias o proteinas especificas a distin-
tos compartimientos nucleares. Histo-
ricamente, la primera estrategia fue
descrita en linfocitos T e involucra a
la proteina Ikaros. Esta es una protei-
na nuclear cuya funcion se restringe a
etapas en las cuales ciertos genes del
linaje linfoide necesitan ser reprimi-
dos. La contribucién funcional de
Ikaros se basa en la capacidad que tie-
ne para asociarse a secuencias especi-
ficas del genoma y re-localizar o re-
distribuirla la region de unién a zonas
de heterocromatina en donde los genes
se mantendrian silenciados. Dicho
proceso es reversible, ya que cuando
Ikaros se disocia de manera regulada
de la heterocromatina centromérica,
alejandose de ella, se facilita la acti-
vacion transcripcional del dominio
previamente silenciado. La perdida de
la influencia negativa de la
heterocromatina favorece la subse-
cuente formacion de un dominio
transcripcionalmente activo median-
te su re-localizacion a un nuevo sitio
dentro del territorio cromosémico,
usualmente regiones de eucromating;
muy probablemente el factor Ikaros es
reubicado posteriormente o su funcion
inhibida por otros mecanismos.

La segunda estrategia adoptada por
la célula es la asociacion de elemen-
tos de regulacién a secuencias de
heterocromatina. Los dos Gnicos ejem-
plos son el grupo de genes B-globina
y el locus de los genes del receptor de
células T (10, 11). El reemplazo de la
region de control de locus (LCR) de
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los genes B-globina en células
eritroides por una regién regulatoria
especifica de células B, provocé la
asociacion del dominio B-globina a
regiones de heterocromatina
centromérica. Por otro lado y mediante
mecanismos aun desconocidos, estos
genes al ser activados se alejan de la
heterocromatina, favoreciendo la for-
macion de un entorno de eucromatina
que subsecuentemente facilita los pa-
sos finos y locales de regulacion
transcripcional. En resumen, estos es-
tudios han evidenciado varias estrate-
gias que el genoma ha adquirido para
secuestrar regiones de ADN a zonas
no permisivas para la transcripcion.

Finalmente, la tercera estrategia no
incorpora directamente al ADN o a la
cromatina. Este proceso tiene que ver
con lare-localizacion y posterior forma-
cién de factores transcripcionalmente
funcionales. El factor de la familia
Maf, NF-E2, es un regulador
transcripcional critico para el desarro-
lloy la diferenciacion eritroide forma-
do por dos subunidades, p18 y p45.
En su conformacion activa, forma un
heterodimero constituido por la sub-
unidad p18 (ubicua) y la sub-unidad
p45 (eritroide especifica). En etapas
tempranas y previas a la diferencia-
cion eritroide el heterodimero no se
forma, dado que la sub-unidad NF-
E2p18 se encuentra "secuestrada” en
zonas de heterocromatina. Por el con-
trario, al iniciarse la diferenciacion
eritroide la sub-unidad p18 se disocia
y se re-localiza, alejandose de las zo-
nas de heterocromatina (12). Esto trae
como consecuencia la formacion del
heterodimero NF-E2p18/p45y la sub-
secuente activacion del factor, logran-
do asi su participacién en la expresion
de genes eritroides, en particular, de
los genes globina.

En resumen, los procesos de re-lo-
calizacion al interior del ndcleo en una
célula eucarionte nos presentan un
amplio panorama de investigacién, en
donde podemos preguntarnos ¢ qué tan

generales y conservados son estos
mecanismos?, ;cuantos y qué genes o
grupos de genes estan sujetos a este
tipo de estrategias?

Contactos inter- e intra-cromoso-
micos

Investigaciones recientes han demos-
trado que al interior del nucleo se for-
man asas de cromatina que favorecen
contactos fisicos entre un mismo
cromosoma e incluso entre cromosomas
distintos (13-16). Mediante el desarro-
llo del protocolo experimental llama-
do "Captura Conformacional de
Cromosomas" o 3C ha sido posible
demostrar la existencia de estos con-
tactos fisicos que favorecen muy pro-
bablemente una topologia del genoma
organizado en cromatina para llevar a
cabo procesos de regulacién a distin-
tos niveles y de manera especifica en
tiempo y en espacio. Lo anterior se ve
apoyado por la funcion del factor nu-
clear CTCF el cual se ha propuesto
contribuye a la formacién de asas de
manera regulada como en los casos de
las interacciones intra-cromosémicas
del locus improntado 1gf2/H19 (15),
en el dominio B-globina de ratén (17)
o0 en los loci 1gf2/H19 y Wsh1/Nfl
(14). Por lo tanto, estos resultados for-
talecen la contribucion del nicleo, su
dindmicay la organizacion del genoma
eucarionte en los multiples niveles de
regulacion epigenética.

Conclusiones y perspectivas

La vision actual del nucleo dista mu-
cho de ser sencilla, por el contrario,
el nlcleo eucarionte ha mostrado ser
tan complejo como cualquier otro
organelo celular y por lo tanto no re-
presenta un simple contenedor de la
informacion genética. Este ha mostra-
do que para realizar sus funciones tie-
ne que ser eficiente en la organizacion
dinamica del genoma en coordinacion
con varias estructuras o sub-organelos
necesarios para la homeostasis celu-
lar. El mejoramiento de la microscopia

Rincén Arano H, Recillas Targa F

Optica asi como del desarrollo de téc-
nicas de marcaje fluorescentes de
moléculas ha permitido retomar los
estudios citoldgicos de los procesos
celulares. La implementacion de
metodologias in vivo permite determi-
nar que la cromatina, y en especial los
factores que regulan la expresion
génica, poseen y dan flexibilidad de
movimiento al interior del nicleo tanto
al genoma como a sus componentes
proteicos. Sin embargo, aun con di-
cha dindmica, los dominios génicos
poseen una localizacion y organiza-
cién especifica causada en gran parte
por las caracteristicas estructurales
que la cromatina adquiere en el con-
texto de un cromosoma. Estas se en-
cuentran definidas por el orden lineal
de los genes y su distribucién dentro
de un mosaico heterogéneo de regio-
nes de heterocromatina y eucromatina
con aparente especificidad para cada
estirpe celular. Nosotros, junto con
otros grupos, proponemos que la for-
macion inicial de estos tipos de
cromatina resultan ser determinantes
y necesarios para la expresion regula-
da de los genes. Por lo que el enten-
der como se posicionan y organizan
los cromosomas al interior de un nd-
cleo es de gran relevancia para desci-
frar la compleja arquitectura nuclear
y entender en un contexto més cerca-
no a la realidad como ocurre la regu-
lacion génica (18).

La implementacién de marcaje
fluorescente multicolor ha permitido
analizar a todos los cromosomas den-
tro de un nacleo, sin embargo al mo-
mento esto se hace in situ, por lo que
el abordaje in vivo sera fundamental
para entender mas de la organizacion
y dindmica de los cromosomas y asi
como de otras estructuras nucleares.
Asimismo, la continua generacion de
metodologias que permitan analizar
la dindmica tanto de la cromatina
como de los diferentes sub-organelos
serd indispensable para abordar pre-
guntas mas complejas sobre como la
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cromatina se coordina con las estruc-
turas sub-nucleares y entender mas
sobre su funcion.
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HORIZONTALES

1 Elconsumo regular del etanol produce liberacion de
catecolaminas, cuando se frena radicalmente la
ingesta se produce el sindrome de enel que
hay un déficit en la secrecion de aminotransmisores

*Apoyado por PAPIME EN217504

H_ B

l. il &
H BH dEEEN

I-ll-- -

w

gue ocasionan alteraciones neurovegetativas y
mentales.

2  Se producen cuando el acetaldehido se une a otras
moléculas como por ejemplo al glutation o a S-
adenosilmetionina ocasionando su deplecion, la cual
favorece la aparicion de radicales libres y el desa-
rrollo de la lipoperoxidacion.
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Ya que el etanol es capaz de cruzar esta barrera, se
puede presentar el alcoholismo fetal en el caso de
mujeres alcoholicas embarazadas.

Entre otros factores, éstos pueden alterar la elimina-
cién del etanol ya que hay diferentes polimorfismos
dependientes de la expresion de los alelos responsa-
bles de la sintesis de enzimas que lo degradan.

Se producen por la fermentacién natural del jugo ob-
tenido del prensado de las uvas gracias a las levadu-
ras presentes y contienen de 9 a 14 % de etanol.
Esta deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) produce acetato a
partir de acetaldehido al mismo tiempo que reduce
al NAD"; en el higado se encuentran dos isoenzimas,
la citosélica y la mitocondrial.

La alcohol:NAD- (EC 1.1.1.1) en el higado,
es la primera enzima en participar en la oxidacion
del etanol para producir acetaldehido.

Enzima contenida en los peroxisomas que produce
acetaldehido a partir del etanol, tiene la funcion de
alcohol deshidrogenasa inespecifica, mediante esta
via se reduce el peréxido de hidrégeno que se pro-
duce en los procesos celulares.

Es una de las vias de oxidacion del etanol (MEQS)
para producir acetaldehido, se realiza en el reticulo
endoplasmico cuando la ingesta alcohdlica es muy
elevada o cronica, utiliza como cofactor al NADP*y
participa el citocromo P450.

Alcohol primario de bajo peso molecular, polar, so-
luble en agua y solventes organicos, en los mamife-
ros se encuentra presente entre 0.1y 1.0 mM debido
a que se produce gracias a la flora presente en el
tracto gastrointestinal.

El acetaldehido separa al fosfato de piridoxal (vita-
mina By) de su proteina transportadora, como conse-
cuencia se disminuye el GABA cerebral y se propi-
cian temblores y .

Este compuesto comercializado como Antabuse, se
ha utilizado para la deshabituacion alcohdlica; com-
pite con el acetaldehido por el NAD* que requiere la
aldehido deshidrogenasa para su oxidacion a acetato,
como consecuencia se acumula el acetaldehido oca-
sionando alteraciones circulatorias (vasodilatacion,
enrojecimiento, calor cefalalgia, etc.) ademas de que
inhibe la formacion de noradrenalina lo que ocasio-
na hipotension.

Esta acidosis se produce en la intoxicacion alcohéli-
ca debido a que las dos deshidrogenasas participan-
tes en la oxidacion del etanol producen NADH + H*
gue van a reducir al piruvato.

Alcohol con funcion de vitamina A, su oxidacion se
realiza con la participacion de la alcohol

29

32
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35
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deshidrogenasa y del sistema MEQOS; en individuos
etanolizados, su catabolismo se encuentra favoreci-
do y la disminucion de la poza esta asociada con
fibrogénesis y proliferacion de células hepaticas.
La piruvato _ necesita magnesio y
pirofosfato de tiamina para liberar CO, y sintetizar
acetaldehido en el proceso de la fermentacion alco-
holica.

El consumo del etanol es uno de los factores que
desencadenan este proceso, en el que por la produc-
cion de radicales libres se dafian los lipidos de las
membranas.

Sensacion que se produce aunada a una mayor
interaccion social cuando la concentracion sérica de
etanol esta entre 60 y 100 mg/dL.

Es llamada también higado graso, se caracteriza por
la formacion de vacuolas grasas dentro del
hepatocito.

La dosis de etanol en el 50% de los casos es
de 5g/l, lo que equivale aproximadamente a una
ingesta de 3 g/kg de peso corporal.

La concentracién 1 de etanol es la que contie-
ne 4.6 mg/dL.

Hay una variedad de medicamentos que cuando se
consumen simultaneamente con el etanol se bloquea
su accion ya que funcionan como de la
aldehido deshidrogenasa, entre ellos se encuentran
la fenacetina, las cefalosporinas, el cloramfenicol,
las sulfamidas y la nitroglicerina.

VERTICALES

Es el primer producto de la oxidacion del etanol, esta
reaccion es catalizada por la deshidrogenasa alcohé-
lica, por la catalasa y por la via MEQOS (del inglés
microsomal ethanol oxidizing system), a concentra-
ciones elevadas es mutagénico y teratogénico.
Aunque so6lo una pequefia parte del etanol consumi-
do es oxidado en este tejido, la produccién local de
acetaldehido puede ser responsable de alteraciones
en la membrana neuronal.

El consumo excesivo de etanol conduce a la genera-
cion de radicales libres del gue son las espe-
cies desencadenantes del dafio a la membrana de las
células, aumentan la lip6lisis y propician la dismi-
nucion de glutatién reducido.

Se mide en el aire espirado y segln el coeficiente de
particion del etanol en aire/agua la correspondencia
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de alcohol en sangre y en aire se realiza aceptando la
razén 2.1:1, que es la cantidad de alcohol presente
en 2.1 ml de aire alveolar, equivalente al alcohol en
un mililitro de sangre.

La gran cantidad de equivalentes gue se pro-
ducen en el catabolismo del etanol, son unos de los
motivos del dafio hepatico ya que requieren gran
cantidad de oxigeno lo que conduce a una hipoxia
local relativa en la zona perivenular.

Numero de hidrogenos que separa la deshidrogenasa
alcohdlica del etanol para reducir al NAD*.

La ingestion de etanol altera esta via de sintesis de
glucosa ya que los equivalentes reductores se em-
plean para producir acido lactico.

Ciertas isoenzimas de las alcohdlica y
aldehidica se encuentran ausentes en grupos étnicos,
por ejemplo algunos orientales, lo que ocasiona su
intolerancia a la ingesta alcoholica.

La graduacion se expresa en mililitros
de alcohol por 100 mililitros de liquido (% v/v).
Enfermedad cronica que se caracteriza por la altera-
cién en la arquitectura hepatica donde hay la sustitu-
cidn de los hepatocitos necrosados por tejido fibrético
que conducen progresivamente a la pérdida de la
funcion del higado.

Organo al cual accede el etanol proveniente del to-
rrente sanguineo, al vaporizarse permite determi-
nar la concentracion sérica del alcohol en el aire
exhalado.
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En individuos asiaticos que presentan enrojecimien-
to facial durante la intoxicacién alcoholica, se ha en-
contrado una asociacion entre el acetaldehido y las
aminas de este grupo que son liberadas por la corte-
za suprarrenal.

Dado que el etanol no puede , el pH de los
compartimentos del tracto digestivo permanece in-
alterable cuando se ingieren bebidas alcohdlicas.
La alcohdlica se manifiesta por ictericia,
trastornos en la coagulacién, ascitis, varices
esofagicas y encefalopatias, el 20% de los pacientes
con este cuadro, pueden recuperarse con abstinencia
y dieta adecuada.

Proceso realizado por las levaduras y otros
microorganismos en el que la glucosa se degrada
hasta piruvato y posteriormente se sintetiza etanol.
Esta se puede producir por fallo respiratorio cuando
un individuo consume de 5 a 8 gramos (6 a 10
mililitros) de etanol puro por kilo de peso corporal.
La cantidad de que proporciona el etanol es
de 30 kJ/g (7.2 kcal); de ahi que ante la ingesta de
bebidas alcohdlicas los requerimientos energéticos
se resuelven en parte, pero sin aporte de nutrientes.
Siglas del 4&cido gamma aminaobutirico, que en la in-
toxicacion aguda por etanol se potencia su accién
favoreciendo el flujo de ClI- en el interior de las
neuronas, de ahi la hiperpolarizacién y disminucion
de la excitabilidad, lo que explica en parte la depre-
sion del sistema nervioso central.
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INFORME DE ACTIVIDADES REALIZADAS DURANTE EL
XVI CoONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE Bloguimica, A. C. (2008)

EI XVI Congreso de la Asociacion Mexicana de Profeso-
res de Bioquimica se llevé a cabo los dias 4 y 5 de Agosto
del 2008.

La sede del Congreso fue el Aula Magna "Jacinto
Pallares™ de la Facultad de Derecho de la UNAM.

El dia 4 se presentaron las siguientes Conferencias Ma-
gistrales:

"Linfocitos T CD57+: ;Héroes o villanos? Por la Dra.
Maria del Carmen Jiménez, del Instituto de Oftalmolo-
gia, Fundacion de Asistencia Privada Conde le Valencia-
nal.A. P

"Anticuerpos Terapéuticos". Por el Dr. Alejandro
Alagon Cano, del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

"Las Interfases en las Enzimas Oligoméricas",. Por el
Dr. Armando Gémez Puyou, del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM.

El dia 5 se presentaron las siguientes Conferencias Ma-
gistrales:

"La Bioquimica de la Memaria". Por el Dr. Carlos de
Jesus Rodriguez Ortiz, del Instituto de Fisiologia Celu-
lar de la UNAM.

"Participacion de Canales l6nicos en la Fisiologia del
Espermatozoide. Por el Dr. Alberto Darszon Israel, del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

"Respondiendo una Pregunta Hecha Hace un Siglo:
El Transporte Epitelial. Por el Dr. Marcelino Cereijido
Matioli, del Centro e Investigacion y Estudios Avanza-
dos del IPN.

Durante el Congreso, hubo dos sesiones de carteles en
las que se presentaron un total de 33 trabajos de los si-
guientes estados:
Aguascalientes
Estado de México
Guanajuato
Distrito Federal
Michoacan
Nuevo Leon
Oaxaca
Puebla

N
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Y

Las Memorias del Congreso se publicaron en la pagi-
na de Internet de la Asociacion Mexicana de Profesores
de Bioguimica http://www.ampbac.org/ en las que se in-
cluyen las versiones in extenso de los trabajos presenta-
dos por los participantes en el Congreso.

Leonor Fernandez Rivera-Rio
Presidenta.
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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 S3o 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 Sao 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. Gémez Quiroz legg@xanum.uam.mx

Maria del Carmen Gonzélez Castillo
locarmen@fcq.uasip.mx

Tania Zenteno-Savin tzenteno04@cibnor.mx

March 31-April 3, 2009 - Hotel Montetaxco - Taxco, Guerrero. Mexico

Website: http://www.cibnor.gob.mx/eplant1.php?paglD=anuncios/oxistress/index
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioqQuimMicA (REB)

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

gradual permitan la comprension del trabajo.

Se aceptan contribuciones en forma de articulos de 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 indicara con nimeros
entre paréntesis. Se proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Texto. El articulo deberé 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 espafiol y uno
en inglés (Abstract) de no mas de diez renglones.

4) Palabras clave. Se deberd 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, lo que obliga a los auto-
res a seleccionar aquellas referencias realmente importantes e infor-
mativas. Las referencias se indicaran en el texto con numeros 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, afio 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
Gltima 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

ardbigos. 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 tamafio 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 deberdn mencionarse con minusculas, la palabra entera y
sin paréntesis; cuando se haga referencia a ellas deberd citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula (Fig 2). Las tablas
siempre llevaran la primera letra a mayuUscula (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-
groy en color.

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

1) OTRAS COMUNICACIONES

1) Lostemas 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 méas de dos paginas.

3) Se aceptara un maximo de dos referencias que se incluiran entre
paréntesis en el texto, como se indica en el inciso 1-5. 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 serdn 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 Bioguimica como archivos adjuntos (reb@bg.unam.mx), con
atencion al Editor en Jefe y a partir de una direccion de correo electro-
nico que seré considerada como la direccién 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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