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LA OBTEI‘,ICI(’)N DE SOBRETIROS DE LOS TRABAJOS
CIENTIFICOS EN LA ERA DE LA INFORMATICA

Hace unos dias recorddbamos aquellas épocas,
tal vez no tan lejanas, cuando se tenian que
revisar los libritos del “current contents”, con
una letra que apenas si se podia distinguir de
tan pequefia; invirtiendo horas en recorrer una
interminable cantidad de titulos, para después de
localizar un articulo de interés ir a la seccién de
autores y localizar la direccién postal del autor de
correspondencia, anotarla en tarjetas especiales,
junto con las datos del sobretiro a solicitar, colocar
un timbre y enviar por correo. El autor lo recibia y si
aun tenia sobretiros, colocaba el correspondiente en
un sobre, le colocaba timbres postales y lo enviaba
por correo. Recibir el sobre era emocionante, abrirlo
y encontrar el sobretiro, frecuente con una tarjeta
del autor agradeciendo la solicitud o firmado y con
el agradecimiento cercano al titulo del trabajo;
no faltaba quien coleccionaba sobres, timbres y
tarjetas. El sobretiro era celosamente guardado
y se archivaba con cuidado, como si se tratara de
un pequefio tesoro, el cual habia tardado hasta
dos meses en concretarse y llegar a las manos
del interesado. El procedimiento en si mismo era
solidario y daba la idea de que se sabia quien
leia los trabajos y hasta la sensacién de tener
un acercamiento muto, que se generaba con las
tarjetas y los intercambios de agradecimiento, la
firma con boligrafo y los buenos deseos, aunque
muchas veces, en realidad, lo hacian los asistentes
de ambas partes.

Después de una descripcién como la anterior
varios alumnos que estaban en la platica se
sonrieron, seguramente pensando en neardentales
y dinosauros, sin saber que esto ocurria todavia no
hacia mucho tiempo, tal vez veinte afios atras. Es
asombroso como ha cambiado este nostalgico pero
engorroso procedimiento para conocer y tener la
informacion cientifica generada en publicaciones,
llevada al grado de ciencia ficcién, gracias a la
tecnologia informatica.

En la actualidad solo hay que teclear unas
palabras en una péagina electrénica con un motor
de busqueda (buscador), que ni siquiera tiene
que ser especializado, y solicitar que se localice

la informacién, ya sea por palabras clave, frases,
autores, revistas, imagenes, presentaciones,
entre muchas otras posibilidades. Si se conoce el
titulo completo también este se puede ingresar y
en segundos se arrojan una multitud incontable
de resultados. También se puede agregar una
frase y se encuentra los articulos con tales frases
o similitudes. De esta manera un trabajo de
investigacion puede ser localizado en segundos,
se puede ver el resumen y el trabajo completo,
solicitarlo al autor o a la revista, grabarlo
electronicamente o imprimirlo, algunas veces con
un costo, pero con una velocidad inimaginable en
aquellos, no muy lejanos, afos.

Antes se contaba con poca y discreta informacion,
obtenida de los “current contents” arriba indicados
o de la bibliografia contenida en los articulos que se
habian logrado conseguir; ahora tenemos acceso a
infinidad de articulos, algunos de ellos incluso antes
de su publicacién en papel.

El problema se centra ahora en como organizar
toda esta informacién y discriminar que leer en
este mar de posibilidades, problema que se hace
mas evidente y se desborda en los alumnos de
posgrado, los cuales enfrentan serias dificultades
para poder centrar las introducciones de su trabajo
de tesis, su marco conceptual y su mapa mental,
con tanta y tan diversa informacion sobre su tema
de trabajo, lo cual sin las herramientas adecuadas
y los criterios concretos puede llevarlo por caminos
tortuosos de trabajo, lectura y escritura.

Lo anterior pareceria una queja sobre la
gran cantidad de informacién y el acceso a
ella, que por supuesto nadie puede tener. La
preocupacion es como sistematizar, organizar
y utilizar esa informacion. Para organizar y
sistematizar las propias compafias editoras y los
sistemas de indexacién han desarrollado y ofrecen
gratuitamente, programas para la buUsqueda de
trabajos relacionados, otros trabajos de los autores
de interés y los factores de impacto de revista,
articulos y autor. Con el sesgo de tener preferencia
por las revistas asociadas o por los portales de
autores cautivos a los que obligan a registrarse
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en diferentes redes sociales que bombardean de
propaganda, obteniendo de ahi su ganancia.

También estas agencias han desarrollado sub-
paginas electrénicas, con nubes virtuales, donde
se puede guardar informacion profesional, articulos
revisados y propios, incluyendo la posibilidad de
manejar la bibliografia para integrarla sistematizada
a trabajos para publicacién, tesis o cualquier
documento que requiera el manejo de referencias.
Acciones que rozan la ilegalidad de motivar al
autora a colocar los trabajos de investigacion
electrénicos en una nube que se puede convertir en
una especie de “open access” no autorizado por la
revista y que puede resultar en sanciones legales-
administrativas para el autor o para la institucion
a la que pertenece.

Todos estos instrumentos sin duda muy
Utiles y muy utilizados también nos van dando
sesgos y generando directrices de los editores y
administradores de las revistas de que leer, desde
las calificaciones a los trabajos recibidos para poder
0 no publicarse, pero también las recomendaciones
y las asociaciones de trabajos y autores con temas
similares y las calificaciones a los propios articulos
ya publicados. Lo cual aunado a la gran cantidad
de informacién, obliga a los alumnos de posgrado
a desarrollar criterios particulares de discriminacion
de busqueda, lectura y uso de la informacion.

En tal sentido los directores de tesis, asesores
y profesores de los cursos deben de tener especial

José Victor Calderdn Salinas

atencion para que el alumno desarrolle estas
competencias y pueda aprovechar las herramientas
que las tecnologias de la informacién y la
computacién ofrecen y permiten invertir los recursos
intelectuales y el tiempo en otros elementos de
desarrollo y no en la tediosa busqueda y obtencién
de bibliografia como ya se ha descrito.

Evidentemente en la generacién de esos criterios
se corre el riesgo de generar sesgos por las propias
preferencias de los directores de tesis, asesores
y profesores, que también tienen preferencias
por autores, teorias, escuelas del pensamiento y
revistas. Motivo por lo cual es conveniente que
el alumno se exponga a diversos criterios para
generar finalmente uno propio.

Es necesario que los profesores de posgrado
meditemos sobre estos temas para poder generar
ese marco conceptual y hacerlo evidente al alumno
y generar en él la necesidad de adquirir esta
competencia y aplicarla para la obtencién adecuada
de la informacién en esté mar de informacién, en
el que ahora nadamos.

José Victor Calderdn Salinas

Departamento de Bioquimica

Centro de investigacion y Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional
jcalder@cinvestav.mx

Editor en Jefe
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AVANCES RECIENTES EN EL ESTUDIO DEL CICLO

CELULAR EN PLANTAS*

Sara Margarita Garza Aguilar?, Victor Allan Sanchez Camargo?,
Silvia Karina Godinez Palma? y Aurora Lara Nanez?
IDepartamento de Bioquimica 2Departamento de Bioquimica de plantas.

Facultad de Quimica. Universidad Nacional Auténoma de México. Circuito de la Investigacion. Edificio E, Facultad de
Quimica. Ciudad Universitaria. Col. Copilco el Alto. C.P. 04510. México D.F. México. Correo E: auroraln@unam.mx

RESUMEN

El ciclo celular, cuyo fin es la generacién de células genéticamente idénticas, com-
prende 4 fases: G1, S, G2 y M. Durante este proceso se presentan tres puntos prin-
cipales de control que se llevan a cabo en las transiciones G1/S, G2/M y en la mitosis
(metafase/anafase). En estos puntos cruciales participan un conjunto de proteinas
que controlan la progresién correcta del ciclo celular. Entre ellas, se encuentran varios
tipos de reguladores, por ejemplo en plantas las ciclinas tipo D (CYCD) que son las
que perciben las condiciones externas e internas de la célula y son muy sensibles
a fitohormonas y nutrientes. También existen las cinasas dependientes de ciclinas
(CDKs) y sus respetivos inhibidores como, las proteinas KRPs. Otro tipo de proteinas
son los factores transcripcionales E2F, la familia de las RBRs y la proteina PCNA,
entre otras. Las plantas se distinguen por codificar en su genoma un mayor nimero
de integrantes de cada una de estas familias de proteinas, en comparacién con los
mamiferos.

ABSTRACT

The cell cycle consists of four phases: G1, S, G2 and M, and has the purpose of
generating genetically identical daughter cells. There are three major control points
during the cell cycle, between G1/S, G2/M and in mitosis (metaphase/anaphase).
On these checkpoints, protein families participate controlling the correct cell cycle
progression. These include cyclins (CYC) of various types, being CYCDs the sensors
of environmental and internal conditions of the cell (i.e., phythormones and nutrient
status), cyclin-dependent kinases (CDKs) and their inhibitors like KRP proteins, the
E2F transcription factor group, the RBR family of proteins and PCNA, among others.
Plant genomes encode larger cell cycle protein families than those found in mammals.

PALABRAS
CLAVE:

Ciclo celular,
Ciclinas, CDK,
E2F, RBR,
Fitohormonas.

KEY WORDS:
Cell cycle,
Cyclins, CDK,
E2F, RBR,
Phytohormones.

INTRODUCCION

El ciclo celular es una serie de eventos moleculares
secuenciales y unidireccionales cuya funcion es la
duplicacion del acido desoxirribonucleico (ADN)
para generar dos células hijas, cada una con una
copia idéntica de material genético. Los pasos
secuenciales que comprende el ciclo celular son
cuatro: una fase en la que la célula se asegura de
que existen las condiciones idoéneas para poder
dividirse, denominada Gap1 (G1); una fase de repli-

*Recibido: 13 de noviembre de 2013

cacion de ADN nuclear, Fase S (S); otra fase donde
se verifica que la duplicacién de ADN se realiz6 de
manera completa y sin errores, denominada Gap2
(G2); y finalmente, una fase de segregacion de las
cromatidas (Fase M o mitosis) (Fig. 1). La mitosis,
a su vez, se lleva a cabo en cuatro fases: profase,
metafase, anafase y telofase/citocinesis. Durante la
profase ocurre la ruptura de la membrana nuclear
y la condensacion de cromatina para formar los
cromosomas (cromatidas hermanas unidas por el
centréomero). En la metafase, los cromosomas se

Aceptado: 31 de marzo de 2014
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/ MAQUINARIA \
DE REPLICACION

Figura 1. Esquema general de las fases del ciclo celular y principales componentes que participan en cada una de
ellas. Los complejos CYCD/CDKA fosforilan a la proteina RBR en la transicion G1/S, liberando al factor transcripcional
E2F/DP, lo que a su vez permite la trascripcion de un conjunto de actores encargados de conducir la progresion del
ciclo celular. En S asi como en G2 se establecen diversos complejos de CYCA/B con CDKA/B, mientras que en M
sélo se han observado complejos CYCB/CDKB. Para que el ciclo funcione correctamente las ciclinas son degradadas

y sintetizadas de novo al iniciar un nuevo ciclo.

localizan en el plano ecuatorial de la célula median-
te el huso mitético. En la anafase las cromatidas
hermanas se separan y migran hacia los polos
opuestos de la célula. Finalmente, en la telofase,
las dos nuevas envolturas nucleares rodean a
cada juego de los cromosomas separados, éstos
se descondensan y expanden en el nuevo nucleo
generando dos células hijas mediante un proceso
denominado citocinesis.

A lo largo del ciclo celular existen diversos pun-
tos de control, los principales se presentan en las
transiciones G1/S, G2/My en la metafase/anafase
de la mitosis. Durante la fase G1 la célula percibe
las condiciones externas e internas (fitohormonas y
nutrientes) activando mecanismos de sefializacion.
Estos desencadenan respuestas bioquimicas que
marcan el inicio del ciclo celular. En la fase G2, la
célula se asegura de que la replicaciéon de ADN ha
sido correcta, activandose la reparacion de ser nece-
sario, para poder continuar con la mitosis. Durante
la mitosis, en la transicion de metafase a anafase,
la célula verifica que todos los cromosomas estén
unidos correctamente a los microtubulos del huso
mitotico y estén alineados en el plano ecuatorial
de la célula, para que posteriormente se lleve a

cabo la separacion de las cromatidas hermanas y la
formacion de dos células genéticamente idénticas
(1).

Entre eucariontes se conservan, de forma ge-
neral, los mismos mecanismos moleculares de re-
gulacion del ciclo celular, incluyendo a las plantas,
esto sugiere que su origen sucedid desde antes
de la separacion de estos taxones. Sin embargo,
los genomas vegetales codifican para un mayor
numero de genes, lo que origina una mayor can-
tidad de proteinas del ciclo celular. Esto genera
una alta complejidad, tanto en asociaciones como
en mecanismos de regulacién. Algunos de estos
genes y proteinas son unicos en plantas, reflejando
asi la alta plasticidad que las especies vegetales
requieren para enfrentarse a un estilo de vida sésil
(Tabla 1).

Desde un punto de vista holistico, la maquinaria
basica encargada del progreso y regulacién del
ciclo celular esta conformada por proteinas cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) que, junto con
diferentes ciclinas (CYC), forman complejos hete-
rodiméricos CYC/CDK encargados de fosforilar una
gran variedad de proteinas blanco en los puntos
de control G1/S, G2/M y en mitosis (1).
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TABLA I
Numero de genes relacionados con el ciclo celular que pertenecen a cada familia génica en diferentes
organismos.
Schizosaccha- Sacchur?rfry:'es ) Arabidopsis Or){za Zea mays o
Genes romyces pombe cerevisiae Mamiferos . sativa i Descripcion
thaliana (Maiz)
(levadura) (levadura) (Arroz)
2 (cdk1y Cinasas de serina y treonina caracterizadas por la
&
Cde2/CdkA 1{cde2’) 1(cde26?) cdk2) ! 3 3 secuencia PSTAIRE en el motivo de unién a ciclina.
Cinasas de serina y treonina, Gnicas de plantas,
Cdk NH NH NH 4 2 3 caracterizadas por la secuencia PPTALRE/PPTTLRE.
Ciclinas que forman complejos con CDKs durante fase
CyeA NH 2 2 10 7 1 Sy en la transicion G2/M.
CyeB 1 4 3 11 7 10 Clclln.a.s que forman co_mplelo.s ’cc_m CDKs durante las
transiciciones G2/M e intramitoticas.
CyeD 2 3 3 10 12 17 CICJIHE]S de G1 cuya transcripcién es activada por
sefiales extracelulares.
Proteina que actiia como represor transcripcional de
RB/RER NH NH 3 1 2 4 E2F durante la transicion G1/S.
£2F NH NH 3 3 5 1* Factores de transcnpmc.m. que aCtIVEIn. genes de ciclo
celular durante la transicién G1/S, principalmente.
DP NH NH 3 2 3 1* Socio de dimerizacion de E2F.
7(4 INK® y « Familia de proteinas inhibidoras de complejos
ICK/KRP 1 3 3 ICKd’] 7 6 2 CYC/CDK.
Proteina de union a ADN que se asocia a complejos
PCNA 1 1 1 2 1 2 CYCD/CDK.

*Resultados no publicados sugieren la presencia de mas genes en estas familias; ®, Nombre del homdlogo en la

especie; NH, no existen homadlogos.

CDKs Y CICLINAS

El avance del ciclo celular es orquestado por la
actividad de los complejos CYC/CDKs, los cuales
pueden ser regulados a diferentes niveles como:
la expresion de sus genes, sintesis y degradacion
proteica, modificaciones post-traduccionales, loca-
lizacion de los complejos, asi como la interaccion
con otras proteinas (Fig 2).

Las CDKs son proteinas cinasas de serina y treo-
nina que en plantas, se clasifican en 8 grupos de
acuerdo al motivo de unién a la ciclina: de CDKA a
CDKG y CDKL. El papel de las CDKs tipo Ay B es
el mas estudiado en el ciclo celular de las especies
vegetales. El grupo de CDKAs se caracteriza por
presentar un motivo candnico de union a ciclina,
altamente conservado de 7 aminoacidos; este mo-
tivo se conoce como PSTAIRE, y estructuralmente,
es homologo a las proteinas cinasas cdk/p34cdc2
de mamiferos y levaduras, respectivamente (2).
En estudios del ciclo celular de distintas especies
vegetales, los niveles de CDKAs tanto de transcrito
y proteina son constantes en todas las fases del
ciclo celular, sugiriendo una funcién dual de la pro-
teina: tanto en la progresién de la fase S como en
el paso a la mitosis, lo que indica que las CDKAs
tienen un papel preponderante en la proliferacion
celular durante el desarrollo de la planta (2).

Las CDKs tipo B son el segundo grupo de CDKs
con mas representantes en el reino vegetal, carecen
de homologos en levaduras y mamiferos, y poseen
un motivo de unioén a ciclinas divergente, PPTALRE
para CDKB1 o PPTTLRE para CDKB2. Durante el
ciclo celular de distintas especies vegetales, los
transcritos de CDKB muestran un pico de expresion
en G2/M. Estas proteinas cinasas son capaces de
unirse a las ciclinas tipo A o B (2). No obstante,
también se ha documentado la interaccién de cicli-
nas tipo D con CDKB. Por ejemplo, en Arabidopsis
thaliana, la CDKB interacciona con la Ciclina D4;1
y en Nicotiana tabacum, la CDKB1;1 interacciona
con Ciclina D3;1 (3).

En general, el estado de fosforilacion de las
CDKs es fundamental para la funcionalidad del
complejo. Su activacién estd determinada por la
fosforilacion de un residuo de treonina conservado
en la zona central de la proteina (candénicamente
treonina 160), mientras que la inhibicidon se da
por la fosforilacion de un residuo de treonina o de
un residuo de tirosina en la regiéon amino terminal
(candnicamente la treonina 14 vy la tirosina 15).

La reciente secuenciacién de genomas de algu-
nas especies vegetales, como los de Arabidopsis,
arroz y maiz, entre otros, ha facilitado el estudio
de los genes involucrados en el ciclo celular. Se ha
encontrado un mayor nimero de genes relaciona-
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Figura 2. Regulacion de la transicion G1/S del ciclo celular en plantas. Los transcritos y proteinas de ciclinas y
CDKs se acumulan durante G1 en respuesta a fitohormonas y nutrientes asi como a la velocidad de crecimiento o el
tamanio celular. Conforme avanza esta fase se forman los complejos CYCD/CDKA y son activados. En G1 tardia, RBR,
la cual se encuentra reprimiendo al factor transcripcional E2F, es hiperfosforilada por CYCD/CDKA, ocasionando la
pérdida de afinidad por el factor transcripcional E2F, se disocia de este, y permite la activacion de genes necesarios

para el establecimiento y avance de la fase S.

dos a este proceso en especies vegetales que en
levaduras y mamiferos (Tabla 1), lo que sugiere
una mayor complejidad en la regulacion del ciclo
celular. Asi, en plantas se han identificado mas de
100 genes de ciclinas diferentes. Por ejemplo, en
Arabidopsis se encontraron 50 posibles ciclinas de
diferentes tipos, que se pueden agrupar en 12 cla-
ses, de las cuales 6 no cuentan con representantes
homdlogos en otros eucariontes. En general, se han
identificado en plantas cinco clases de ciclinas de
acuerdo con su similitud con las de mamiferos: A,
B, C, Hy L, y siete clases exclusivas de plantas:
CYL, SDS, D, Q, T, P y F. Las mas estudiadas en
relacion al ciclo celular son las tipo A, B y D.

Si se elimina la expresidon de una sola ciclina no
ocasiona cambios en el fenotipo. Es necesaria la
disminucién en la expresién de varias ciclinas del
mismo tipo para que un cambio sea evidente, lo
gue apoya que algunas puedan presentar funciones
redundantes.

Las ciclinas son proteinas tipicamente inestables,
con un alto nimero de recambio y vida media corta,
ya que algunas poseen una caja de destruccion, y
un motivo denominado PEST, que las marca para
ser degradadas por el proteasoma 26S (complejo
multiproteico nuclear y citoplasmico cuya funcién
es la degradacién especifica de proteinas marcadas)

y por lo tanto les confiere inestabilidad.

El avance del ciclo celular continuo e irrever-
sible, esta regido por la sintesis y destruccion
regulada de las ciclinas (2). Dado que las ciclinas
son las unidades reguladoras de las CDKs, son las
que determinan la especificidad por el blanco del
complejo, fluctuando a lo largo del ciclo celular.

Las ciclinas tipo A y B comparten un alto porcen-
taje de identidad, incluyendo una secuencia central
caracteristica, llamada caja de ciclina, requerida
para la unién con CDKs y una secuencia denomi-
nada caja de destruccién, similar a la reportada en
mamiferos (Fig. 3). Se ha propuesto que la funciéon
de estas proteinas es predominante durante las
fases S y G2/M. Su degradacion durante la mitosis
en mamiferos es esencial para un final exitoso del
ciclo celular (2).

Las ciclinas tipo A pueden interaccionar con CDKA
y CDKB, actuando en la fase S y en la transicion
G2/M; las ciclinas tipo B controlan la progresion
del ciclo celular durante la mitosis, y se asocian
con CDKBs (Tabla 1) (4).

Las ciclinas tipo D de plantas, asi como las de
mamiferos y levaduras son fundamentales en el
inicio o re-inicio del ciclo celular por su respuesta
a sefiales externas tales como fitohormonas, tipo
y concentracién de azlcares, y a sefales internas
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como puede ser la velocidad de crecimiento o el
tamafo de la célula (Fig. 2). Estructuralmente
las ciclinas D contienen una regién conservada
de 250 aminoacidos denominada caja de ciclina
que consiste de dos dominios: el N-terminal que
comprende una region de unos 100 residuos de
aminoacidos conservados (caja de ciclina), y el
C-terminal, menos conservado y a veces ausente
en algunas ciclinas. Ademas, casi todas presentan
el motivo conservado LXCxE (donde x representa
cualquier residuo de aminoacido) cercano al ex-
tremo amino terminal. Este motivo es importante
para la interaccion de las ciclinas con la proteina
RBR (en plantas).

En plantas, las ciclinas tipo D median el primer
punto de control del ciclo celular en la transicion
G1/S al regular la fosforilacion de la proteina RBR
en complejos con CDKAs. Sin embargo, poco se
sabe de los complejos CYCD/CDK y su funcién en
el ciclo celular (1).

INTERACTOMAS

Para el estudio de las interacciones proteicas que se
presentan en distintos momentos del ciclo celular,
se han empleado principalmente tres estrategias:
sistemas de doble hibrido, complementacion bi-
molecular de la fluorescencia y purificacion por
afinidad en tandem.

La informacion generada con estas metodologias
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ha permitido que en las Ultimas dos décadas se
haya dilucidado la composicién de los complejos
CYC/CDKs, asi como algunos aspectos de su re-
gulacién. Evidencias experimentales indican que
estos complejos son parte clave en el control del
ciclo celular, al menos en Arabidopsis, especie
vegetal en la que mas se ha estudiado este pro-
ceso. Entre los mecanismos de control predomina
la asociacion con inhibidores de CDKs, cinasas de
CDKs y fosfatasas, la protedlisis dependiente de
proteasoma 26S vy el trafico intracelular (5).

Por ejemplo, se demostro la interaccion de CDKA
con ciclinas tipo D durante la transicion G1/S, y
la interaccion de CDKA con ciclinas tipo A3 en la
progresion de la fase S. Asi mismo, ha sido posible
establecer interacciones del complejo CYCD/CDKA
con inhibidores de CDK (KRPs), y la interaccion
de este complejo con diferentes miembros de la
ruta E2F/DP/RBR. También se ha descrito que las
ciclinas tipo B y tipo A2 de Arabidopsis presentan
un pico de expresion en la transicion G2/M (4,6)
y forman complejos con CDKBs, regulando asi la
entrada a la fase M y la progresion de ésta.

PROTEINAS DE CICLO CELULAR EN MAiz

Se sabe que los eventos relacionados al ciclo celular
en Arabidopsis marcan la pauta para extrapolar y
comprender como se lleva a cabo el control del
ciclo celular en otras plantas, sin embargo, también
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Figura 3. Principales reguladores de la transicion G2/M y M. Durante la fase G2 los complejos CYC/CDK son regulados
negativamente por asociacion de las proteinas SIAMESE y por fosforilaciones. Como respuesta a algunos tipos de
estrés, como dafio al ADN o errores ocurridos durante la replicacion, la cinasa WEE inactiva a CDK fosforilandola
en las posiciones T14/Y15. Una vez reparados dichos errores, las fosforilaciones inhibidoras son removidas y la
CDK es activada por cinasas activadoras de CDKs, mediante fosforilacion en el residuo T160. Los complejos CYCB/
CDKB activos fosforilan a sus blancos para el avance hacia mitosis. Durante metafase, las proteinas CDC20 y CCS52
activan al complejo promotor de anafase (APC), el cual forma parte del proteasoma 26S y dirige la degradacidn de

ciclinas, permitiendo asi la salida de mitosis.
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se han realizado ensayos en arroz, tabaco y otras
especies que indican que cada especie vegetal pue-
de tener sus particularidades. El estudio del ciclo
celular, en el caso particular del maiz, se facilito
considerablemente desde el afio 2009, cuando se
reporto la secuencia del genoma completo de esta
especie. El analisis bioinformatico en busca de
genes homodlogos relacionados filogenéticamente
con ciclinas de Arabidopsis y arroz, en el genoma
de maiz, arrojoé al menos once posibles genes que
codifican para ciclinas tipo A, diez para ciclinas
tipo B y al menos diecisiete que codifican para
ciclinas tipo D (Tabla 1). El estudio de la expresion
de estos ultimos durante la germinacion de maiz
y en tejidos de plantula (raiz, hoja y mesocotilo)
mostré que 15 de ellos se expresan diferencial-
mente. En la zona meristematica de la raiz (grupo
de células toti-potenciales y en divisidn activa), las
ciclinas D presentan niveles altos de expresion,
con excepcion de CYCD3;1a, lo que sugiere que
esta ciclina podria presentar funciones especificas
diferentes a las de otras ciclinas y, probablemen-
te, estaria participando en procesos de desarrollo
como diferenciacion o endorreduplicacion (tipo de
ciclo celular alterno que evita el paso por mitosis y
por lo tanto la célula aumenta su ploidia) (7). En
maiz, también se han identificado tres genes que
codifican para proteinas CDKA y tres para CDKB.
La proteina CDKA presenta un patron constante
durante las primeras 24 horas de germinacion, lo
que indica su participacion en diferentes puntos
del control del ciclo celular.

OTRAS PROTEINAS REGULADORAS EN EL
CICLO CELULAR

PCNA

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
es una proteina que inicialmente se identificé en
sueros de pacientes con lupus eritematoso, una
enfermedad autoinmune; después fue descrita
como una proteina esencial durante la replicacion
del ADN. Actualmente, se sabe que la replicacion
no es su unica funcion en el ciclo celular, ya que
juega un papel importante en otros procesos del
metabolismo del ADN, como en reparacion y remo-
delacién de la cromatina. El andlisis de PCNAs de
diferentes especies (mamiferos, insectos y plantas)
mostrd que es una proteina altamente conservada
a nivel de secuencia, estructura y funcién (8), que
interacciona con proteinas clave del ciclo celular
como son las ciclinas D y CDKs.

En maiz, durante las primeras horas de ger-
minacion, PCNA se acumula, presentando una
abundancia proteica basal en semilla seca y una
acumulacién entre las 18 y 20 horas, lo que coincide

con el tiempo en que tiene lugar la replicacion de
ADN en células meristematicas (9), lo cual sugiere
que estas células se encuentran principalmente en
fase S.

RBR

La proteina retinoblastoma o RB (pRB) fue des-
cubierta por la identificacion de mutaciones en
diferentes posiciones de ambos alelos de un gen en
tumores de retina, esto dio nombre a su produc-
to. Posteriormente, la proteina fue descrita como
una proteina supresora de tumores al regular los
procesos de proliferacion. En plantas la via E2F/
RB se encuentra conservada, y el homodlogo de
pRB es conocido como proteina relacionada a RB
(RBR). Esta proteina reprime la actividad de los
factores de transcripcion E2F/DP durante G1 y es
fosforilada por los complejos CYC/CDKs para per-
mitir el avance hacia fase S. Ademas de participar
en el ciclo celular de plantas, asi como en el de
mamiferos, también tiene una funcidén reguladora
en los procesos de diferenciacion y desarrollo (10).
De acuerdo con estudios filogenéticos, funcio-
nales y de expresion de genes, la familia de genes
RBR de cereales es mas compleja que la de otras
plantas. En gramineas existen al menos dos cla-
ses de genes RBR: RBR1 y RBR3. En el genoma
de maiz se han identificado otros dos paralogos
(genes producto de duplicaciones gendmicas en la
misma especie) de RBR1 y RBR3, mas parecidos a
RBR2 y RBR4, respectivamente. El estudio de los
dos tipos de proteinas RBR de maiz muestra que
éstas se acumulan en distintas etapas de desa-
rrollo. Por ejemplo, la proteina RBR3 participa en
proliferacion celular y la proteina RBR1 en proce-
sos de diferenciacion y endorreduplicacion (11).
Lo anterior podria sugerir que existe division de
funciones, donde RBR3 participa en el control del
ciclo celular y RBR1 en el control del desarrollo.

INHIBIDORES DE COMPLEJOS CYC/CDKs

Las proteinas relacionadas a KIP/CIP o KRPs, son
inhibidores de la actividad de los complejos CYC/
CDKs en plantas, pero también participan en el
importe nuclear de otras proteinas del ciclo celular.
Esta familia de proteinas ha sido aislada en especies
de plantas tanto monocotileddneas como dicotile-
doneas. La sobreexpresion de miembros de KRP
en Arabidopsis muestra fenotipos caracteristicos
de represion del ciclo celular como la reduccion del
tamafio de las plantas, disminucion del nUmero de
células y células alargadas, indicando que las KRPs
inhiben el ciclo celular, probablemente, tanto a nivel
de las transiciones G1/S como de las G2/M (12).
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En Arabidopsis se han descrito 7 genes que codifican
para KRPs y en estudios del interactoma se reporto
que estas proteinas co-purifican especificamente
con ciclinas tipo D y CDKA1;1, sugiriendo que sélo
inhiben a este tipo de complejos. En maiz, se ob-
servo que inhiben también la actividad de cinasa
de complejos de CDKA con ciclinas tipo Ay D. Otra
familia de inhibidores menos caracterizados, espe-
cificos de plantas, son las proteinas SIAMESE (SIM)
y las relacionadas a SIAMESE (SMR), que se han
identificado en arroz, maiz, tomate y Arabidopsis,
entre otras. Recientemente en el interactoma de
Arabidopsis se observd que se unen a complejos
de CDKA y CDKB; sugiriendo que pueden inhibir
la actividad de ambas cinasas.

FAMILIA E2F/DP

Las proteinas E2F y sus socios de dimerizacion, las
proteinas DP conforman heterodimeros que funcio-
nan como factores transcripcionales. Los primeros
estudios de la familia E2F/DP se enfocaron en en-
tender su influencia sobre la expresion de multiples
genes requeridos para la entrada y progresion de
la fase S del ciclo celular. Entre estos genes se
encontraron los involucrados con la maquinaria de
replicacion y del metabolismo de ADN. También
estan involucrados en la regulacion de la expresion
de genes que participan en procesos bioldgicos
como mitosis, respuesta al dafio y reparacion del
ADN, diferenciacion, desarrollo y muerte celular
programada. La actividad transcripcional de E2F
se modula a través de distintos mecanismos en
células de mamiferos, el mas conocido es a través
de la interaccidén con pRB y otros miembros de su
familia, como son p107 y p130. Al unirse pRB al
heterodimero E2F/DP se reduce por impedimento
estérico la interaccion con proteinas co-activadoras
de sus genes blanco. Tanto en animales como en
plantas, la familia de E2F/DP esta compuesta por
tres grupos de proteinas: E2F, DEL (del inglés DP/
E2F-Like protein) y DP, clasificadas por el tipo y
numero de dominios de union a ADN. Las proteinas
E2F y DP necesitan heterodimerizar entre ellas para
unirse con alta afinidad al ADN, mientras que los
miembros del grupo DEL se unen como mondmero.

Las proteinas de la familia E2F/DP pueden pre-
sentar propiedades tanto de activacion transcrip-
cional como de represion. Asi, en Arabidopsis la
sobreexpresion simultanea de los activadores E2Fa
y DPa en tejidos diferenciados con indices mitoti-
cos muy bajos o nulos, promueve la reentrada al
ciclo celular, y la consecuente proliferacion celular
mediante la activacion de genes de fase S. Por otro
lado, la sobreexpresion del represor E2Fc reduce
la tasa de division celular y aumenta la endorre-
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duplicacién. Finalmente, se ha sugerido que los
miembros tipo DEL funcionan como represores por
competencia, ya que son capaces de reconocer la
misma secuencia en el ADN que el heterodimero
E2F/DP, pudiendo asi, competir por ocupar los
mismos promotores (12).

MECANISMOS DE REGULACION DEL CICLO
CELULAR DE PLANTAS

Los mecanismos moleculares que regulan el ciclo
celular en especies vegetales no se han caracteri-
zado completamente, ademas de que cada especie
presenta caracteristicas especificas, sin embargo,
con los conocimientos adquiridos se pueden inferir
algunos de estos.

El ciclo celular comienza cuando las sefiales
extracelulares activan la transcripcion de genes de
ciclinas D durante la fase G1 temprana y al acu-
mularse la proteina se forman complejos CYCD/
CDK; estos complejos proteicos son regulados
negativamente por las proteinas inhibidoras KRPs.
Una vez que son liberados de esta represion, se
activan por fosforilacion de la treonina 160 de la
CDK. Dicha fosforilacién es catalizada por cinasas
activadoras de CDKs (CAK), como CDKDo CDKF
(Fig 2).

En la fase G1 tardia, el complejo activo CYCD/
CDK fosforila a la proteina RBR, que reprime la
actividad de la familia de factores transcripcionales
E2F/DP. Una vez fosforilada RBR en multiples sitios,
pierde afinidad y se disocia del complejo E2F-DP
permitiendo la transcripcion de sus genes blanco,
necesarios para el establecimiento y progresion de
la fase S, como son los genes de establecimiento
de origen (ORCs, MCMs, CDT1), de la maquinaria
de replicacion (PCNA, DNApol, entre otros) y de la
progresion del ciclo celular (Ciclina A) (1, 2y 12).

Durante la transicion G2/M (Fig 3) se lleva a
cabo la transcripcion de los genes de CYCA 'y CYCB
dependiente de E2F, en respuesta a una sefiali-
zacion provocada por hormonas. Los complejos
CYCA/B con CDKA/B son regulados negativamen-
te por proteinas inhibidoras del tipo SIAMESE
(SIM) o KRPs y por fosforilaciones inhibidoras en
la CDK (catalizadas por la cinasa WEE). Una vez
reparados los posibles errores ocurridos durante
la replicacion, las fosforilaciones inhibitorias T14/
Y15 son removidas por una fosfatasa putativa
aun desconocida en plantas, pero ya identificada
y estudiada en otros organismos. Similar a lo que
ya se describié anteriormente, los complejos CYC/
CDK se activan por la fosforilacion en T160 de CDK
(catalizada por la CAK, CDKD/CDKF) permitién-
dole asi, la fosforilacion de sus proteinas blanco
para entrar a la fase M. Durante la mitosis, en la
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metafase, las proteinas CDC20 y CCS52 activan y
dan especificidad al complejo promotor de anafase
(APC), dirigiendo la degradacién de ciclinas por la
via del proteasoma 26S y la consecuente salida de
mitosis (Fig 3)(1, 2y 12).

REGULACION POR FITOHORMONAS Y AZU-
CARES

Entre las fitohormonas u hormonas vegetales que
participan en la regulacion de la expresion de ge-
nes del ciclo celular y su progresion se encuentran
las auxinas y las citocininas. Otras fitohormonas
también tienen alguna influencia en el ciclo celular,
sin embargo, han sido menos caracterizadas. Tal
es el caso del acido abscisico (ABA), el etileno, el
acido jasmonico y los brasinoesteroides (13) (Fig
2). Se ha sugerido que estas ultimas fitohormonas
juegan un papel en la adaptacion de la actividad
meristematica a las condiciones externas y al pro-
grama morfogenético vegetal.

Las auxinas juegan un papel importante en casi
cualquier aspecto del desarrollo vegetal (14). Estas
fitohormonas promueven la actividad del ciclo celu-
lar y, al mismo tiempo que aumentan la expresion
de genes involucrados en la transicion G1/Sy G2/M,
estimulan la degradacién de proteinas inhibidoras
(15). Un ejemplo de ello, es la sobreexpresion de
la CYCAZ2;2 de alfalfa, en presencia de auxinas. La
funcién de esta ciclina esta involucrada en ciclos
mitéticos meristematicos durante el desarrollo
post-embrionario.

Similar a las auxinas, las citocininas también
juegan un papel esencial en el crecimiento de las
plantas y su desarrollo. Estas fitohormonas retra-
san la senescencia, influyen en la formacion de
tallo, aumentan la capacidad de atraer recursos a
los tejidos vegetales y promueven proliferacion al
participar en el control de las transiciones G1/S y
G2/M. Se ha observado que la presencia de cito-
cininas incrementa la expresion de una CYCD3 en
Arabidopsis, regulador clave de la transicion G1/S.
Adicionalmente, se ha sugerido que la expresion
de ciclinas tipo B o mitdticas también puede ser
regulada por la accidén de esta fitohormona.

Uno de los principales puntos de control de las
citocininas en el ciclo celular es, probablemente,
la estimulacidn de la de-fosforilacion de la tirosina
15y la subsecuente activacion de la CDK. Ademas,
durante la formacién de la hoja, éstas son nece-
sarias para la celularizacion y desarrollo adecuado
del tejido.

Las fitohormonas pueden presentar interacciones
sinérgicas para generar sefales que controlan la ex-
presion génica y modulan, post-traduccionalmente,
a sus proteinas blanco. Por ejemplo, las sefiales

generadas por auxinas y citocininas interaccionan
para controlar la expresion de una CDKA y su su-
bunidad reguladora, la CYCD3, en tallos de tabaco
(15).

El ABA es otra hormona de particular impor-
tancia para el ciclo celular. Es considerada como
una hormona que inhibe el crecimiento, ya que
afecta a algunas enzimas especificas durante este
proceso. En la mayoria de los casos, la respuesta
a ABA es lenta y requiere cambios en la expresion
génica. En diferentes tejidos vegetales se ha des-
crito que ABA es un inhibidor de ciclo celular y de
la sintesis de ADN, y también se ha demostrado
que su presencia induce la expresion del gen que
codifica para una proteina inhibidora, KRP1, la cual
se une e inhibe la actividad del complejo CYCD/
CDKA. En consecuencia, las células se detienen en
la transicion G1/S (Fig 2).

Los azucares son la fuente de carbono mas
importante para la planta, indispensables para la
division celular. Las células de tejidos meristema-
ticos importan hexosas, mientras que los tejidos
diferenciados prefieren la sacarosa. Debido a que
la sacarosa es la molécula principal de transporte
de carbono en plantas, los meristemos requieren
invertasas extracelulares que hidrolicen al disaca-
rido. Los azlcares presentan un efecto regulador
sobre el ciclo celular, sin embargo, no es claro si
dicho efecto se debe a una simple disponibilidad
de energia y esqueletos de carbono, o si la con-
centracion del azlcar per se es traducida como
una sefial. Por ejemplo, se ha observado una co-
rrelacion positiva entre los niveles de expresion de
varias ciclinas (CYCD2;1, D3;2,A3;2yB2;1) ylos
niveles de monosacaridos enddgenos en células en
suspension de tabaco. En dichas células la duracion
de la fase S y G2 puede ser modificada al variar
los niveles enddégenos de monosacaridos (15).

La interaccion de las sefiales orquestadas por los
azlcares y algunas fitohormonas se ha demostrado
en Arabidopsis y tabaco. Por ejemplo, las auxinas
inducen la sobreexpresion de ciclinas tipo D, pero
esta expresion dependiente de auxinas es afectada
de manera diferencial si también se encuentran
presentes azlcares o citocininas.

Finalmente, se ha reportado que algunas protei-
nas importantes para el ciclo celular (RBR y E2F)
son degradadas via proteasoma 26S en Arabidopsis
cuando la planta es sometida a deficiencia de sa-
carosa, provocando que se detenga el ciclo celular
en la fase G2.

PERSPECTIVAS

En los ultimos afnos se han hecho contribuciones
importantes para entender los mecanismos de
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regulacion del ciclo celular y su relacion con el de-
sarrollo de las plantas. Se sabe, por ejemplo, que
no basta solamente la presencia de cierta ciclina
para desencadenar eventos dentro del ciclo celular,
sino que, también son importantes las asociaciones
gue en ciertos momentos ésta pueda establecer
con otras proteinas relevantes del ciclo celular. En
este sentido, recientemente se han desarrollado
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estrategias para revelar los mapas de interactomas,
particularmente en Arabidopsis. Sin embargo, se
requiere de nuevas investigaciones para entender
con mas profundidad el control del ciclo celular a
través de las modificaciones post-traduccionales de
las proteinas reguladoras del ciclo celular, asi como
de la fina regulacion por su localizacion subcelular,
expresion génica, sintesis de novo y degradacion.
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RESUMEN

Los procesos fisioldgicos que tienen lugar en nuestro organismo, como la funcion
adecuada de las enzimas y el metabolismo celular, estan influidos por el pH de
nuestro medio interno. El equilibrio acido-base (que determina el pH) es regulado por
amortiguadores tanto intracelulares como extracelulares, asi como por los sistemas
renal y respiratorio. El principal sistema amortiguador de la sangre es el formado
por el par bicarbonato/acido carbonico, sin embargo la nomenclatura general de los
sistemas amortiguadores (base conjugada/acido) conduce al uso incorrecto de los
términos en la ecuacion de Henderson-Hasselbalch para el sistema de bicarbonato/
acido carbodnico.

ABSTRACT

Physiological processes that take place in our body, such as the proper function of
enzymes and cellular metabolism are influenced by the pH of our internal environ-
ment. The acid-base balance (to determine the pH) is regulated both intracellular
and extracellular buffers, as well as renal and respiratory systems. The main blood
buffer system is formed by the pair bicarbonate/carbonic acid, however the general
classification of the buffer systems (conjugate base/acid) leads to the incorrect use
of the terms in the Henderson-Hasselbalch equation for the bicarbonate/carbonic
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acid system.

INTRODUCCION

El equilibrio &cido-base es regulado por amortigua-
dores tanto intracelulares como extracelulares, asi
como por los sistemas renal (excreta de H*, amonia-
Co y regenera bicarbonato) y respiratorio (excreta
diéxido de carbono) (1, 2). Conservar este equili-
brio constituye un complicado proceso fisiolégico
que permite mantener estable el pH en la sangre.
Para la funcion éptima de las enzimas y del meta-
bolismo celular el pH debe mantenerse en valores
entre 7,35-7,45 (3). Los trastornos del equilibrio
acido/base pueden interferir con los mecanismos
fisiolégicos que conducen a acidosis (pH arterial
<7,35) o alcalosis (pH arterial> 7,45) y pueden
poner en riesgo la vida (2, 4, 5). El principal sistema
amortiguador de la sangre es el formado por el par
bicarbonato/acido carbdnico (2, 6). Sin embargo,

*Recibido: 19 de febrero de 2014

el funcionamiento de este sistema es mucho mas
complejo que el de cualquier amortiguador clasico,
como el de HPO,*/H,PO, (6, 7) o los residuos de
histidina que forman parte de las proteinas (prot-
his/prot-hisH*) (5, 8). Por otro lado, la nomencla-
tura general de los sistemas amortiguadores (base
conjugada/acido) conduce al uso incorrecto de los
términos en la ecuacion de Henderson-Hasselbalch
para el sistema de bicarbonato/acido carbdnico. Por
ejemplo, con frecuencia se menciona que hay que
colocar en el denominador del término logaritmico
de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch a la con-
centracion del acido carbdnico, y esto debido a que
no se define con precision la relacién que existe
entre la concentracidon de acido carbonico y la del
didxido de carbono, de tal suerte que a veces se pide
calcular el pH de la sangre para una concentracion
de acido carbdnico de 1 mM (6, 7), o dado un pH 'y

Aceptado: 15 de mayo de 2014
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una concentracion del anidn bicarbonato, encontrar
la concentracion del acido carbdénico en sangre.
Como se muestra en esta pequena revision, en la
ecuacion de Henderson-Hasselbalch se debe utilizar
la concentracion de didxido de carbono, ya que la
concentracion de acido carbonico en la sangre esta
en el orden micromolar.

EL SISTEMA BICARBONATO/ACIDO CARBONICO

Como se muestra en la figura 1, el pK de este sis-
tema es de 3.8 (9), por lo que el intervalo de pH en
el que sirve como amortiguador del pH es de 2.8
a 4.8, (pK £ 1). Como el pH del plasma es de 7.4,
3.6 unidades por arriba del pK de este sistema, la
capacidad amortiguadora del par bicarbonato/acido
carbdnico es practicamente nula.

EL SER HUMANO ES UN SISTEMA ABIERTO

Sin embargo, cuando se toma en cuenta la enorme
capacidad que tiene el ser humano de producir CO,
a través del metabolismo y de eliminar este gas por
el sistema respiratorio, se puede incluir el equilibrio
de la reaccion catalizada por la anhidrasa carbdnica
(CO, + H,05 H,CO,) presente en los eritrocitos,
las nefronas, intestino, pancreas, musculo estriado
y el endotelio capilar pulmonar (7, 8) para expli-
car la capacidad del sistema bicarbonato/acido
carbdnico para amortiguar el pH sanguineo (3),
la reaccion es reversible y mirandola de izquierda
a derecha, describe la hidratacion del diéxido de
carbono para dar al acido carbonico (5), en sentido
contrario, se tiene la formacion del anhidrido del
H,CO,. La constante de equilibrio de esta reaccion

04 0.6 0.8 1.0

Equivalentes de NaOH

es de 5x10-3 (9), de donde se puede calcular un pK
de 2.3. Es importante mencionar que el valor de
la constante de equilibrio de esta reaccion incluye
a la concentracion de agua, debido a que ésta vir-
tualmente se mantiene constante (55.5 M) (10).

En una segunda reaccién el H,CO, se disocia en
un protdn y su base conjugada:

H,CO, S HCO, + H*

El pK de esta reaccidon es de 3.8 (constante de

equilibrio de 1.58 x 10 M). Si ahora se suman
ambas reacciones:

CO, + H,0 5 H,CO, Keq = 5x10° pK = 2.3
H,CO, S HCO, + H* Keq = 1.58 x 10*  pK = 3.8
CO, + H,0 5 HCO, + H* Keq=7.9x10-7 pK=6.1

La constante de equilibrio para la reaccion re-
sultante (7.9 x 107) se obtiene de multiplicar las
constantes de equilibrio de las reacciones que se
suman, y el pK (6.1) es el resultado de sumar los
dos valores de pK (5, 8, 9). De esta manera, si se
considera que la especie que participa en la reaccion
es el anhidrido del acido carbonico (CO,) y se quita
al agua debido a que ya esta incluida en la constante
de equilibrio, se obtiene la siguiente ecuacion de
Henderson-Hasselbalch:

pH = pK + log([HCO,]/[CO,])

Sin embargo, los laboratorios reportan la presion
parcial de CO, (Pcoz) (2) en vez de la concentracion



50

de CO,, pero esta Ultima se puede relacionar con la
Pco, a través de la siguiente ecuacion:

[COZ] = 0.03 PCOZ

En donde la concentracion de CO, se expresa en
mM, la P, en milimetros de mercurio (mm Hg) y
las unidades del factor de conversion son: mM-(mm
Hg1). Asi, la anterior ecuacion de Henderson-Has-
selbalch se transformaria en:

pH = pK + log([HCO,]/(0.03 Pco: )

DATOS DE LABORATORIO

Supongamos que obtenemos los siguientes va-
lores:

pH =7.4
[HT] = 3.9811 x 108 M (se calcula a partir del pH)
HCO, =24 mM

3

[CO,] = 1.2 mM

Si ahora se supone que el sistema estd en
equilibrio (y esta es una suposicion razonable, ya
que las constantes de velocidad asociadas a estas
reacciones son grandes), se puede calcular la con-
centracion de H,CO,, dadas las concentraciones de
CO, y HCO," descritas anteriormente, de la siguiente
manera:

Se comienza con la reaccidn de disociacion del
acido carbodnico

Pardo Vazquez JP, Matuz Mares D

H,CO, 5 HCO," + H*

y se define la constante termodinamica para la di-
sociacién del acido

[HCO, ] [H*]

Kea = IH,CO

Al despejar la concentracién del &cido carbdnico se
obtiene
[HCO,] [H*]
[H,CO,] = ————
Keq

Si se sustituyen los valores que corresponden a
las concentraciones de bicarbonato, hidrogeniones y
de la constante de equilibrio, se obtiene que la con-
centracion de acido carbdnico en sangre es de 6.05
MM (6.05 x 10¢ M). La concentracién de este acido
es aproximadamente tres érdenes de magnitud
mas pequefia que la concentraciéon de CO, (1 mM).
Si se sustituye la verdadera concentracién de acido
carbonico en la ecuacion de Henderson Hasselbalch
sin cambiar el valor del pK de 6.1, se obtiene un
resultado (9.7) que nada tiene que ver con el pH
de la sangre (7.4). Sin embargo, si se utiliza el pK
de 3.8 y las concentraciones de H,CO, (6.05 uM)
y HCO, (24 mM), se obtiene que el pH es de 7.4.
En resumen, para conocer el pH de la sangre, en
la ecuacion de Henderson-Hasselbalch se tiene que
utilizar la concentracién de diéxido carbono y no la

del &cido carbdnico.
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RESUMEN

Las poliaminas son moléculas alifaticas nitrogenadas de bajo peso molecular con
grupos amino distribuidos de forma regular a lo largo de su estructura. Entre sus
principales funciones destacan el empaquetamiento de acidos nucleicos, la modulacién
de receptores de membrana y canales idnicos, la regulacidon de la expresion génica
y la sefializacién celular. Son capaces de inducir apoptosis, participan en el ciclo ce-
lular, modulan el sistema inmune y participan en el balance redox del organismo. Se
consideran moléculas antinflamatorias y se asocian a la longevidad. Sin embargo,
las poliaminas estan implicadas en cancer y enfermedades neurodegenerativas por
lo que actualmente son dianas potenciales en farmacologia.

ABSTRACT

Polyamines are nitrogenated aliphatic molecules of low molecular weight with re-
gular-distributed amino groups along its structure. Among their main functions are
packaging of nucleic acids, modulation of membrane receptors and ion channels,
regulation of gene expression and cell signaling. They can induce apoptosis, partici-
pate in cell cycle, modulate the immune system and the redox balance of the body.
They are considered anti-inflammatory molecules and are associated with longevity.
However, poliamines are involved in cancer and neurodegenerative diseases, then
they are potential targets in pharmacology.
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INTRODUCCION

Descubiertas por Antonie van Leeuwenhoek en 1678
(1), estas moléculas pequefias son actualmente el
foco de atencién de numerosas investigaciones. Las
poliaminas son moléculas policatidnicas constituidas
por varios grupos amino a lo largo de la cadena (Fig.
1). Las aminas se pueden clasificar en alifaticas
(putrescina, espermidina, espermina, cadaverina),
aromaticas (tiramina, feniletilamina) o heterociclicas
(histamina, triptamina) (2). En los seres humanos
las poliaminas provienen de dos fuentes, por un
lado, un origen enddgeno por la biosintesis de novo
e interconversiones entre ellas mismas, asi como de
las secreciones digestivas (especialmente intestinal
y pancreatica) y las descamaciones y los productos

*Recibido: 22 de marzo de 2014

del catabolismo de las propias células intestinales.
Por otro lado, un origen exégeno a partir del consu-
mo dietético y mediante la produccion de poliaminas
por los microorganismos intestinales (3). Estas
moléculas pequefias se relacionan con numerosos
procesos celulares como la division celular, el em-
paquetamiento de &cidos nucleicos, la replicacion
del DNA y otros. En el presente trabajo se presenta
un panorama general de estos pequefios gigantes
del metabolismo.

SINTESIS DE POLIAMINAS

La L-arginina es un amino acido precursor de mu-
chas moléculas importantes en la fisiologia celular,
incluyendo las poliaminas. En microorganismos

Aceptado: 10 de junio de 2014
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Figura 1. Férmula quimica de las principales aminas
(a) y poliaminas (b). Las poliaminas son pequefas
moléculas hidrocarbonadas con dos o mas grupos
amino a lo largo de su estructura, lo que les confiere
su naturaleza catidnica.

y en plantas, las poliaminas se generan a través
de la conversién de L-arginina a ornitina a través
de la arginasa o arginina descarboxilasa (ADC)
y posteriormente a agmatina y a putrescina. La
mayoria de las células de mamiferos tienen la
capacidad de producir las poliaminas que necesi-
tan a partir de ornitina por acciéon de la ornitina
descarboxilasa (ODC) que produce putrescina, la
cual origina espermidina y espermina a través de
la accién de la espermidina sintasa y espermina
sintasa, respectivamente (Fig. 2). La cadaverina
se produce a partir de lisina; la ruta depende de
la especie y del momento del desarrollo en que
se produce. Ademas, las poliaminas se originan a
partir de los enterocitos exfoliados y éstos se han
considerado como una posible fuente de poliaminas
luminales (4, 5).

Las poliaminas se catabolizan mayoritariamente
por desaminacion oxidativa por la diaminooxidasa
(DAO), enzima que se ha localizado en diferentes

tejidos como la mucosa intestinal, el higado y el
rifidn. La pustrescina se puede oxidadar por la DAO,
produciendo alfa-aminobutiraldehido en lugar de
convertirse a espermidina. Este aldehido puede
posteriormente ser oxidado a gama-aminobutirato
(GABA) o dar origen a compuestos ciclicos. Ade-
mas, la putrescina puede también acetilarse por
una enzima microsomal y la monoacetilputrescina
se oxida por una monoaminaoxidasa, para producir
GABA, lo que ocurre en tejidos como el cerebro que
tienen baja actividad de la DAO. La acetilacion de las
poliaminas puede llevarse a cabo también por una
enzima nuclear que, con espermidina como sustra-
to, forma preferentemente N1-acetilespermidina.
Las poliaminas acetiladas han sido encontradas
en cantidades pequefias en sangre y orina, pero
no es clara la importancia de la acetilacion en la
excrecion de estos compuestos (5).

La poliamina oxidasa (PAO) participa en la de-
gradacion de estas moléculas y de sus derivados
acetilados, ya que cataliza la desaminacién oxidativa
de espermina produciendo espermidina o putres-
cina, dependiendo de la naturaleza del sustrato
(6). La agmatina se cataboliza por la agmatinasa
y forma putrescina (7). La actividad catabdlica de
PAO y de la espermina oxidasa generan altas can-
tidades de peréxido de hidrégeno lo cual favorece
la apoptosis (8).

La homeostasis de las poliaminas esta fuerte-
mente regulada y depende del equilibrio entre la
velocidad de su biosintesis, catabolismo, excrecion
y absorcion. El transporte a través de la membrana
estd reconocido como un factor importante en la
homeostasis de poliaminas (9). Adicionalmente,
la ODC es degradada muy rapidamente cuando el
nivel de poliaminas incrementa. La degradacion de
esta enzima esta dada por una via independiente
de ubicuitinas a través de la antizima, una proteina
inducida por poliaminas. Una vez que la OCD se
asocia con la antizima se degrada por la unidad
26S del proteasoma (10).

POLIAMINAS Y REGULACION METABOLICA

Numerosos estudios realizados en seres humanos
y en animales de experimentacion han evidenciado
la importancia de las poliaminas en los estados
de salud y enfermedad. Son fundamentales en
el hombre en los procesos de senalizacién, re-
plicacion, transcripcion, traduccién, crecimiento,
desarrollo, diferenciacidon y apoptosis celulares.
Participan en la maduracién y mantenimiento del
tracto gastrointestinal, en la estimulacién del sis-
tema inmunitario, en la modulacién de diferentes
actividades enzimaticas. Estan relacionadas en la
carcinogénesis y en el crecimiento de tumores, asi
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Figura 2. Metabolismo general de las poliaminas. Las poliaminas provienen principalmente de dos amino acidos, la
ornitina y la arginina y dependen de la S-adenosilmetionina como agente metilante. A su vez se pueden interconvertir
unas en otras mediante dos reacciones acopladas. La desacetilacion, mediada por una poliamina oxidasa supone
un mecanismo de control de los niveles celulares de poliaminas libres.

como antioxidantes naturales, entre otras acciones
(7) (Fig. 3).

1. Poliaminas, estabilizacion de acidos nu-
cléicos y expresion génica. Las poliaminas par-
ticipan en la condensacién y agregacion del DNA.
A bajas concentraciones la putrescina se une de
forma preferencial a los surcos menores y mayo-
res de la doble cadena del DNA, mientras que la
espermina y la espermidina sélo a los mayores. A

altas concentraciones la union de la putrescina es
débil mientras que la espermidina y espermina se
unen fuertemente a los surcos menores y mayo-
res aunque la espermina se une preferentemente
a los surcos mayores. También se han observado
uniones electrostaticas al esqueleto azticar-fosfato
sin alterar la estructura B del DNA; por el contra-
rio, las poliaminas favorecen la estabilizaciéon de
la doble cadena (11). Se ha encontrado que las
poliaminas modulan la conformacién cuadruplex

Molecular

Empaquetamiento de dcidos nucléicos
Expresion génica

Epigenética

Estabilizacion de proteinas
Regulacion enzimatica

Apoptosis
Autofagia

Ciclo celular

Sefializacion celular
Balance redox
Permeabilidad de membrana

Metabolismo de biomoléculas
Respuesta inflamatoria
Sistema inmune
Envejecimiento y longevidad
Actividad antimicrobiana
Sistema nervioso

Tracto digestivo

Figura 3. Procesos y sistemas bioldgicos en los que participan poliaminas. Las poliaminas participan en numerosos
procesos bioldgicos, principalmente como reguladores metabdlicos.
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en la region promotora y afectan la expresion de
genes como c-myc, c-fos, p21 y p53 (12, 13).
La espermina se involucra en muchos procesos
celulares como la regulacién de la transcripcion
al afectar la capacidad de unién de proteinas al
RNA vy la interaccion con el DNA para promover su
condensacion y protegerlo de la desnaturalizacion
y agentes ionizantes como la radiacidén y especies
reactivas de oxigeno (ROS) (5).

La metilacion del DNA y las histonas es uno de
los principales medios de control epigenético. El
grupo metilo se deriva de una molécula esencial en
la célula, S-adenosilmetionina (SAM); sin embargo,
las poliaminas también requieren SAM para su sin-
tesis. El incremento en la cantidad de poliaminas
puede causar la interrupcion de la metilacion celular,
lo que puede conducir a la expresion anormal de
genes y a la interrupcion de otros procesos celu-
lares dependientes de la metilacion (14).

2. Poliaminas y cascadas de seiializacion. La
disminucion de poliaminas en células intestinales
induce la activacion de la proteina cinasa B (Akt/
PKB), mediando la supresion de la apoptosis a
través de la inhibiciéon de la caspasa 3 (15). Se
ha observado que el agotamiento de poliaminas
celulares induce la fosforilacion de la cinasa 1
dependiente de fosfoinositido (PDK1), que induce
la fosforilacion de Akt/PKB lo cual se asocia con
el bloqueo de la apoptosis (16). Por otro lado, la
espermidina ha mostrado capacidad para inhibir la
inflamacion en células de microglia bloqueando la
via del fosfoinositido 3 cinasa (PI3K), la cual activa
Akt/PKB y cinasas mitogénicas (MAPKs) asi como
la translocacion de la subunidad p65 del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-kB) y la expresion
de interleucina 6 (IL6) y del factor de necrosis tu-
moral alfa (TNF-a) (17). La espermidina también
estimula la fosforilacién de cinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK1 y ERK2) y la activa-
cion del oncogen c-myc relacionado con procesos
de malignizacion (18).

3. Poliaminas, apoptosis y proliferacion
celular. En el tejido intestinal se ha observado
que la disminuciéon de poliaminas, debida a la
inhibicion de la ODC, inhibe la proliferacion del
epitelio intestinal (5) y promueve la acumulacion
de p53 lo que puede favorecer la apoptosis (12). El
agotamiento de poliaminas provoca arresto del ciclo
celular en G1 por induccion de p21 y Gadd45a y
reduccion de la expresion de ciclinas. Sin embargo,
células carentes de poliaminas permanecen viables
ya que se encienden mecanismos como la autofagia
(13).

4. Poliaminas, estrés oxidativo, envejecimiento
y longevidad. La forma en la que las poliaminas
actlan sobre el estrés oxidativo parece estar
vinculada con su capacidad para atrapar radicales
libres (19) y para estimular la expresion de enzimas
de fase 2 como la NAD(P)H quinona oxidoreductasa,
la glutation S-transferasa, la subunidad reguladora
de la gama-glutamil cisteina ligasa y la UDP-
glucuronil transferasa, via la activacion del elemento
de respuesta a antioxidantes por el factor de
transcripcion Nrf2 (20). Sin embargo, el catabolismo
acelerado de poliaminas genera estrés oxidativo
(21).

El nivel de poliaminas disminuye con la edad
de forma especifica en cada tejido. Nishimura y
col. (22) observaron que los niveles de espermi-
dina disminuyeron en 11 de 14 tejidos en ratones
hembra de 3, 10 y 26 semanas. Mientras que la
espermina disminuyd Unicamente en piel, corazon
y musculo, la putrescina se mantuvo baja en todos
los casos. La espermidina disminuyé marcadamente
en timo, bazo, ovario, higado, estdbmago, pulmén,
rifdn, corazoén y musculo. En piel se observd un
nivel maximo de espermidina en ratones de 10
semanas de edad y una reduccion significativa
en ratones de 26 semanas. Se observd que las
poliaminas reducen el dafio oxidante en ratones
senoles. En levaduras se ha observado también la
reduccion de estrés oxidante a través de la inhi-
bicidon de histona-acetiltransferasas, lo que regula
mecanismos de autofagia, suprime la necrosis y
aumenta la longevidad (23). En la "mosca de la
fruta” (Drosophila melanogaster), el tratamiento
con espermidina 1 mM es capaz de aumentar la
longevidad vy la actividad locomotora después del
tratamiento con paraquat 20 mM. El tratamiento
con paraquat 5 mM mostré que moscas atg7 -/-
(gen 7 relacionado con autofagia) no mejoraron las
tasas de sobrevivencia por lo que el mecanisno esta
relacionado con autofagia (24). Se ha observado
que el envejecimiento cronoldgico (envejecimiento
post-mitotico) y el envejecimiento replicativo (en-
vejecimiento de células madre) en levaduras dis-
minuyen significativamente por la suplementacion
de espermidina, efecto posiblemente relacionado
con la reduccion de la acetilacion de residuos de
lisina (Lys9, Lys14 y Lys18) de la histona H3 (25).

5. Poliaminas y cancer. El metabolismo de las
poliaminas esta frecuentemente alterado en las
células cancerosas y se asocia con concentraciones
de poliaminas superiores a los observado en células
normales. De hecho, la inhibicién de poliaminas o
de su biosintesis es una estrategia potencial para
la quimioterapia del cancer. Se ha demostrado
en muchos sistemas celulares que las poliaminas
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son necesarias para el crecimiento 6ptimo. Sin
embargo, en enfermedades hiperplasicas hay un
aumento en la actividad de la enzima ODC y de
los niveles de las poliaminas en los tejidos dafia-
dos. Se ha observado la activacién simultanea de
la biosintesis de poliaminas y la amplificacion de
protooncogenes (18, 26).

A pesar de que algunos tejidos como médula
0sea, pancreas, mucosa intestinal y prostata pre-
sentan altos niveles de poliaminas, éstas aumentan
en tejido tumoral. En sangre de individuos sanos los
leucocitos presentan mayores niveles de poliaminas
que eritrocitos y plaquetas pero en individuos con
cancer los niveles de poliaminas incrementan. En
suero se encuentran en forma libre y no conjugada
como en orina sin embargo, los niveles de poliaminas
en orina podrian ser utilizados como marcadores de
la eficacia de tratamientos quimioterapéuticos (27).

Uno de los primeros eventos en la proliferacion
de célular es la induccidn de la biosintesis de polia-
minas y se sabe que la sobreexpresion de la ODC
mas alla de cierto umbral minimo puede inducir la
transformacion celular y la promocion del tumor.
Si bien, la presencia de poliaminas es necesaria
para la proliferacion celular, su acumulacion puede
desencadenar en apoptosis. La via de retorno a
través de la espermidina/espermina-N(1)- acetil-
transferasa (SSAT) y PAO desempefian un papel
regulador importante en este comportamiento
bivalente (28). Se ha postulado que la regulacion
de SSAT es clave para mantener la homeostasis
de poliaminas y se visualiza como un blanco para
la quimioterapia contra el cancer (29).

En cancer colorectal, la inhibicion de la ODC
disminuye el crecimiento de los tumores y el desa-
rrollo de adenomas colorrectales. Se ha observado
que la ingesta dietética de poliaminas por arriba de
la cantidad promedio de una poblacién (332 pM/
dia), se asocia con mas un 39% de probabilidad de
presentar adenoma colorectal, por lo que el riesgo
de dicho padecimiento puede ser modificable a
través de la dieta (30). Se sabe que las poliaminas
estan involucradas en el proceso de angiogénesis
ya que se produce en respuesta al crecimiento
del tumor. La difluorometilornitina (DFMO), que
inactiva irreversiblemente a la ODC, es el ejemplo
mas estudiado de un inhibidor del metabolismo de
las poliaminas que suprime el desarrollo del cancer
en modelos animales (31).

6. Poliaminas y dieta. La dieta provee una
cantidad importante de poliaminas. La ingesta
de poliaminas en la leche materna se considera
esencial para la maduracion postnatal del sistema
inmunoldgico vy el intestino delgado (32). La leche
materna es un alimento rico en poliaminas. La

espermina, espermidina y putrescina se relacio-
nan con el desarrollo gastrointestinal del recién
nacido ayudando a evitar alergias alimentarias y
disminuyendo la permeabilidad de las proteinas
antigénicas. Las enzimas PAO y DAO generan al-
dehidos, aminoacidos y peroxido de hidrogeno en
calostro humano y leche materna, lo que podria
tener potenciales efectos antimicrobianos mediante
estrés oxidante. Probablemente, PAO esta presente
en la leche materna durante todo el periodo de
lactancia y contribuye asi a los efectos protectores
de la leche humana (6).

La agmatina muestra un papel positivo en la pro-
duccidn de secretagogos (como insulina, adrenalina
y noradrenalina) y su beneficio a nivel neuronal,
vascular, metabdlico y en funciones terapéuticas. Su
presencia en humanos se atribuye principalmente
a la dieta, sobre todo en productos fermentados.
En particular, niveles altos de agmatina se obser-
van en las bebidas alcohdlicas como el vino, la
cervezay el sake, lo que parece confirmar el papel
de las levaduras en su produccion (33). La dieta
mediterranea contiene importantes cantidades de
poliaminas, principalmente putrescina, espermidi-
na y espermina, la putrescina es cominmente la
poliamina mayoritaria en alimentos. El aceite de
oliva, hortalizas, frutas, vino, queso, aves y carne
roja presentan mayor cantidad de estas biomo-
léculas antinflamatorias (34) por lo que podrian
estar implicadas en las propiedades nutracéuticas
propias de la dieta mediterranea.

Por otra parte se han reportado niveles toxi-
cos de poliaminas en embutidos, lo que puede
representar un riesgo potencial para la salud de
las personas sensibles, o para quienes estan en
terapias farmacoldgicas con inhibidores de la mo-
noaminooxidasa (35). Las aminas mas frecuentes
en alimentos son histamina, tiramina, putrescina,
cadaverina, triptamina, B-feniletilamina, esper-
mina y espermidina. Si bien, las intoxicaciones
alimentarias mas frecuentes estan relacionadas
con la histamina y la tiramina; cuyos aminoacidos
precursores son la histidina y tirosina, respecti-
vamente, la intoxicacidon por histamina es la mas
conocida, existiendo referencias desde finales del
siglo XIX sobre la incidencia de esta enfermedad,
conocida como enfermedad escombroide debido a
que los trastornos tenian lugar tras la ingestion de
pescados del grupo Escombroidae. La intoxicacion
producida por tiramina se conoce también como
reaccion del queso, debido a los altos niveles que
ésta presenta en algunos quesos. Ademas de su
propia toxicidad, estudios recientes han demostrado
que la tiramina favorece la adhesion de organis-
mos patodgenos como Escherichia coli 0157:H7 a
la mucosa intestinal (2).
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CONCLUSIONES

Las poliaminas estan involucradas en multiples fun-
ciones bioldgicas asi como en procesos patoldgicos.
Su naturaleza catidnica les permite interaccionar
con acidos nucleicos y proteinas, por lo que se
consideran elementos estructurales basicos y pro-
mueven la homeostasis. Su desregulacion afecta
procesos epigenéticos, de proliferacion celular y
apoptosis por lo que se ven relacionadas con el

cancer y otros padecimientos. Su estudio como
blancos terapéuticos es motivo de investigaciones
en la actualidad. Adicionalmente, sus funciones
como componentes de la leche materna revelan
su importancia a nivel inmunoldgico y como po-
sibles prebidticos. Se hace necesario profundizar
en el conocimiento bioquimico y funcional para
comprender mejor el papel de estos pequefios
gigantes de la regulacién metabdlica y aprovechar
dicho conocimiento en beneficio de la salud.
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4 Cuando este grupo se encuentra en el extre-
mo de una cadena hidrocarbonada da lugar
a aldehidos, cuando estad en el medio de la
misma son cetonas y cuando ademas tiene

HORIZONTALES
a un hidroxilo presente recibe el nombre de

1 Reaccion que implica la pérdida de una mo- 4cido.
lécula de agua al interactuar un alcohol con g E| término de
un acido carboxilico, un ejemplo es cuando el

no covalentes retne a

glicerol reacciona con tres moléculas de acido
graso da lugar a la grasa neutra.

diferentes tipos de unién, como son: fuerzas
de van der Waals, puente de hidrégeno, enla-
ces idnicos y atracciones hidrofébicas que son
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muy importantes en el estudio de los sistemas
bioldgicos.

Elemento quimico que junto el carbono, hi-
drégeno y oxigeno constituyen el 99.33% del
cuerpo humano, en la dieta se ingiere espe-
cialmente en las proteinas.

Son las moléculas organicas que tienen un
atomo de oxigeno que une a dos de carbono;
como ejemplos en bioquimica se tiene a los di
o polisacaridos que son el producto de unién
de dos o muchas moléculas de carbohidratos.
Se define como la emisidon espontanea de
particulas a, p 0 y que provienen de la des-
integracién de un determinado nucleo, ésta
puede ser natural o artificial; los compuestos
que tienen is6topos de elementos con esta
caracteristica se emplean en investigacion
como marcadores ya que a través de su ras-
treo se puede seguir una ruta metabodlica;
la unidad basica es el Curio y es la cantidad
de actividad que equivale a la que hay en un
gramo de radio.

Se encuentran colocados en los diferentes
niveles de energia definidos por su distancia
a partir del nucleo y son retenidos cerca de
éste por fuerzas de atraccion electrostaticas;
pueden pasar de una capa externa a una in-
terna emitiendo un cuantum de energia.

Son todas las moléculas que debido a su
polaridad ya sean idnicas o polares sin car-
ga se mezclan con el agua ya sea formando
soluciones formales o bien suspensiones o
dispersiones coloidales cuando son moléculas
de alto peso molecular como algunas proteinas
0 almidones.

Las moléculas que presentan una asimetria
Optica son imagenes especulares y por lo tanto
no superponibles; el término se deriva de xeipo
que en griego significa mano.

Son las moléculas en las que una parte de
ellas es polar con carga y lo otra es apolar,
por lo tanto, una porcion de ella es hidrofilica
y la otra hidrofdbica, estas caracteristicas les
permiten formar peliculas monomoleculares,
micelas o bicapas participantes estas ultimas,
de las membranas biolégicas.

Estructuras complejas de alto peso molecular,
representan a las moléculas mas abundantes
de los carbohidratos y las proteinas, asi como
a los acidos nucleicos.
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El agua es una molécula polar que se comporta
como un debido a una distribucion
asimétrica de sus electrones los que se con-
centran alrededor del oxigeno, mientras que
los hidrégenos presentan una carga parcial
positiva.

Asi se nombra en bioquimica a la unién éter
cuando se reunen dos o0 mas moléculas de car-
bohidratos para formar estructuras mas com-
plejas, ocurre la liberacidn de un hidrégeno de
uno de los participantes y de un hidroxilo del
otro, lo que da lugar a una molécula de agua.
Particulas presentes en el nlcleo, en general su
numero es igual al de protones, aunque este
valor puede variar dando lugar a los isétopos,
los que pueden ser estable o inestables. Un
ejemplo de is6topo estable es el Cl en el que
de 100 atomos, 75% tienen 17 protonesy 18
neutrones y el 25% 17 protones y 20 neutro-
nes, de donde sale que la masa del Cl es 35.5
uma.

Tipo de isomeria que presentan el acido fuma-
rico que tiene una configuracion cis y el acido
maleico que es trans, el primero es participan-
te de reacciones bioldgicas y el segundo es un
toxico inhibidor de las transaminasas.
Moléculas con la misma composicidén pero con
distinta estructura ya sea de grupo funcional,
de posicion o bien diferente estereocisomeria
yasea Ry S ocisy trans.

El puente de es el que se establece
entre un atomo de una molécula con carga
parcial positiva y un atomo aceptor electrone-
gativo; esta union se encuentra en proteinas,
acidos nucleicos y conglomerados de agua.
Grupo funcional basico constituido por nitrége-
no y segun la cantidad de hidrégeno puede ser
primario (RNH,), secundario (R,NH), terciario
(R;N) o cuaternario [(R,N)*]; como ejemplos
los aminoacidos lo tienen primario y la colina,
cuaternario.

Grupo funcional constituido por un atomo de
carbono y uno de oxigeno, situado en uno de
los dos extremos de una molécula hidrocar-
bonada; por ejemplo el derivado del acido
formico se emplea para la preservacion de
tejidos y el del acido glicérico es la molécula
precursora de la glucosa.
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Es la tendencia que tiene un atomo o molécula
para atraer electrones, el elemento quimico
gue tienen mas alto este valor es el flour se-
guido del oxigeno, esta caracteristica es la que
permite que el agua sea liquida.

Debido a las caracteristicas de algunos de los
residuos participantes en las proteinas que
excluyen al agua, las interacciones

son determinantes para definir la conforma-
cién espacial de la molécula.

Asi se designa a los atomos de carbono que en
algunas moléculas tienen cuatro sustituyen-
tes diferentes y con ello tienen la capacidad
de girar el plano de luz polarizada, como por
ejemplo, el carbono a de los aminoacidos (a
excepcién de la glicina).

Este enlace se forma con la participaciéon de
un grupo carboxilo y un grupo amino, que al
reaccionar liberan los elementos de una molé-
cula de agua; mediante esta union se realiza
la polimerizacion de los aminoéacidos por lo
que generalmente se le designa como unioén
peptidica.

Proceso mediante el cual los seres vivos ge-
neran la energia necesaria para su funciona-
miento, un participante de este proceso es el
oxigeno de los pulmones que es liberado por
los eritrocitos y distribuido por todo el orga-
nismo.

Son los estereocisdmeros llamados también
isdbmeros Opticos, son imagenes especula-
res, no se pueden superponer, desvian la luz
polarizada a la derecha (R) o a la izquierda
(S); su participacion bioldogica es diferente,
por ejemplo la (R)-(+)-talidomida es sedante
y la (S)-(-)-talidomida es teratogénica; (R)-
propanolol es anticonceptivo y (S)-propanolol
es B-bloqueador.

Son acidos organicos constituidos por una
cadena hidrocarbonada con la presencia de
un grupo hidroxilo unido a un carbonilo; el
enlace entre el atomo de oxigeno y el de hi-
drégeno es extremadamente polar ya que al
ponerse en agua se ionizan, algunos de ellos
son constituyentes de las grasas, otros son
intermediarios del ciclo de Krebs, etc.
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Nombre que recibe el mecanismo cuando a un
atomo o molécula se le desprende un electrén,
el resultado es un catién porque queda con un
proton mas que los electrones; cuando por el
contrario se incorpora un electron el producto
es un anion.

Son sistemas homogéneos formados por uno
0 mas solutos y uno o mas solventes en don-
de cada uno de los participantes pierde sus
caracteristicas individuales; el tamafio de las
particulas a disolver tienen un didmetro de
hasta un 1 nm; los acidos, las bases y las sales
se encuentran en forma idnica.

Tipo de unién que se establece cuando dos
atomos se asocian para completar el nimero
de electrones maximo de una capa, este enla-
ce que tiene mucha importancia en el estudio
de la quimica organica; la energia que se re-
quiere para un romper un enlace de este tipo
es aproximadamente de 100 kcal mol*

Se llaman radicales a los atomos o
moléculas que en su capa de valencia tienen
un electron desapareado o bien que los tienen
en exceso; son altamente inestables, muy
reactivos y de vida muy corta.

Estan compuestos por un nucleo donde se
alojan protones y neutrones y por una o varias
orbitas donde gravitan los electrones, la gran
mayoria se encuentran en la naturaleza, pero
algunos como Pu, Am, Cm, entre otros se han
sintetizado en el laboratorio.

Grupo funcional en el que participan azufre e
hidrogeno, forma parte de algunos aminoaci-
dos, ante la liberacién de los hidrégenos del
grupo funcional se forman los enlaces con una
energia de unién de 60 kcal/mol, caracteristi-
cos de muchas proteinas.

Esta constituida por dos o mas atomos iguales
o diferentes, la posibilidad de atraccién entre
dos atomos depende de la disposicién de los
orbitales respectivos; es la parte mas pequefia
de la materia que conserva sus caracteristicas.
Son los enlaces establecidos entre grupos con
cargas opuestas que se atraen mutuamente,
de modo que sus cargas se anulan y dan lugar
a las moléculas

Grupo funcional cuya formula condensada es
CH,N,, le proporciona al aminoacido que lo po-
see el valor de pKa mas elevado (pH = 12.48),
cuando se compara con los otros aminoacidos
constitutivos de las proteinas.
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Elemento quimico presente en toda la materia
organica, las plantas convierten al anhidrido
en productos complejos que lo contienen, el
consumo de éstos por los herbivoros y a su
vez por los carnivoros permite volver a formar
el anhidrido, estableciéndose un ciclo.

Grupo funcional de los compuestos organicos
gue tiene la misma composicidon que el grupo
hidroxilo de los alcalis y a diferencia de éstos,
puede ser primario, secundario o terciario,
segun la colocacion del grupo funcional en la
molécula.

Es un grupo funcional derivado de un acido
fuerte que en su estado idnico reacciona con
muchas moléculas organicas elevando su nivel
energético, forma parte de la molécula mas
importante en la transducciéon de energia,
ademas de tener participacion en nucleétidos
coenzimaticos y en los acidos nucleicos.
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Particula de carga positiva alojada en el nlcleo,
su numero es igual al niumero atdmico; pesa
1836 veces mas que el electrén; en ocasiones,
en bioquimica este término, se refiere al cation
del hidrégeno.

Constituida por dos o mas sustancias (ele-
mentos o compuestos) que se combinan en
cualquier proporcion, sin perder cada una
de las participantes sus caracteristicas indi-
viduales.

En la composiciéon de este grupo funcional
intervienen el oxigeno y el carbono, es el
producto de la oxidacidon de un alcohol se-
cundario, algunas moléculas que tienen este
grupo funcional son la fructosa, el piruvato y
la ribulosa.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Elizabeth Lira Silva?, Ricardo Jasso Chavez! y Juan Pablo Pardo Vazquez2

!Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia.
2Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.

Cinética enzimatica. Enzimas alostéricas

Analisis cinético de la PFK-1L de Sparus
aurata, una enzima alostérica

Introduccion

En la naturaleza existen enzimas y transportadores
gue participan en multiples procesos y llevan a cabo
diferentes reacciones quimicas en una célula. Sin
embargo, muchas de éstas enzimas no presentan
una cinética clasica tipo Michaelis-Menten, donde
la grafica de velocidad inicial vs la concentracion
de sustrato en lugar de tener un comportamiento
hiperbdlico presenta un comportamiento sigmoidal.
A este tipo de enzimas se les denomina enzimas
alostéricas, las cuales poseen multiples sitios de
union a diferentes ligandos denominados sitios de
alostéricos (diferentes al sitio activo) estos ligandos
pueden modificar sus propiedades cinéticas.
En este tipo de enzimas se puede presentar un
fendmeno denominado cooperatividad positiva,
cuando la unién de un ligando facilita la unién
de la siguiente molécula e incrementa la afinidad
por los sitios vacantes. Si el ligando en cuestion
es el sustrato se denomina efecto homotroépico
pero si es una molécula diferente (un activador o
un inhibidor) se denomina efecto heterotroépico.

Para el estudio de las enzimas alostéricas se han
propuesto dos modelos: 1) el modelo de transicion
concertada de Monod-Wyman-Changeux (MWC),
en el cual se asume que la enzima pre-existe en
un estado de equilibrio donde hay una mezcla de
oligomeros de alta y baja afinidad y en donde
los ligandos desplazan el equilibrio a favor de un
estado u otro. Durante la transicion, estos cambios
conformacionales ocurren de manera concertada y
simétrica en todas las subunidades y 2) el modelo
de interaccion secuencial de Koshland-Némethy-
Filmer (KNF), en donde se asumen cambios
secuenciales en las afinidades de los sitios vacantes
conforme estos son ocupados (Segel, 1975).

El analisis cinético de una enzima se puede
realizar mediante el ajuste por regresion lineal

Correo: eli_lira_sil@hotmail.com

y no lineal. El analisis por regresion lineal es
ampliamente utilizado en cinética enzimatica, para
lo cual existen diferentes métodos de linealizacion,
pero el mas utilizado como una herramienta
grafica para calcular los pardmetros cinéticos de
una enzima Ks Y Vmax @ partir de la ecuacion de
Michaelis-Menten es el método de Lineweaver-
Burk (dobles reciprocos I/v vs I/[S]). Sin embargo,
el andlisis cinético de las enzimas alostéricas no
se puede realizar utilizando la ecuacion clasica
de Michaelis-Menten, debido a que el grafico
de dobles reciprocos para una enzima alostérica
es una curva y no es posible determinar sus
parametros cinéticos Ks Yy Vmax directamente., por
lo que se utiliza la ecuacion de Hill (la ecuacion de
velocidad para enzimas alostéricas, ver ecuacion
1), la cual considera una enzima con “n” sitios de
union a sustrato. Sin embargo, el coeficiente de
Hill (n) solo es una aproximacion del nUmero de
sitios que pueden enlazar al sustrato por molécula
de enzima si la cooperatividad es muy grande.
A partir de la ecuacién de Hill es posible realizar
un grafico de dobles reciprocos (1/v vs 1/[S]")
modificado para calcular la Ks Y Vimax

v gn .,
. ... ecuacion 1

Vmax K + [5]"

Donde:

n: niumero de sitios que pueden enlazar al sustrato
(numero de Hill)

K’ es una constante que incluye los factores de
interaccién entre enzima-sustrato (a, b, c...z),
los cuales modifican la afinidad de la enzima
conforme se une el sustrato a cada uno de los
sitios activos. La constante permite calcular la
concentracion de sustrato a la cual se alcanza
la mitad de la velocidad maxima (K)¥» y se
relaciona de manera intrinseca con la constante
de disociacion Ks = Kg" (a™tb™2cn3...z1).

Para calcular el nUmero aproximado de sitios se
debe realizar el ajuste no lineal a un grafico de Hill
o linealizar la ecuacién de Hill para simplificarla.
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La forma lineal de la ecuacién de Hill (ecuacion 1)
se muestra a continuacion:

[

log ( ) =nlogS —log K" ... ecuacion 2

Vmax — v

Donde la pendiente (n) es un indice del nUmero
de sitios (o subunidades).

Sin embargo, el grafico de Hill presenta algunas
desventajas ya que a velocidades especificas
bajas se desvia de la linealidad, debido a que
los complejos tienen menos de (n) moléculas de
sustrato que contribuyen a la velocidad inicial,
0 porque la enzima tiene sitios reguladores no
cataliticos que pueden ocuparse antes de que el
sustrato se enlace al sitio catalitico, lo que causa
un incremento en la pendiente del grafico conforme
disminuye la concentracién del sustrato. Por lo
que a muy bajas concentraciones la pendiente se
aproxima al nUmero de sitios que deberian estar
ocupados antes de que cualquier reaccion ocurra.
Con altas concentraciones de sustrato, también es
posible que ocurran desviaciones de la linealidad,
debido a que es dificil detectar pequefios cambios
en la velocidad conforme se incrementa la [S]
o porqgue los sitios cataliticos poseen diferentes
afinidades (Segel, 1975).

Para determinar la afinidad del sitio alostérico
por un modulador se puede utilizar la ecuacién
de BUc para inhibidores (ecuacién 3) o activadores
alostéricos (ecuacion 4), las cuales son la forma
lineal del modelo de transicion alostérica concertada
propuesta por Monod, Wyman y Changeaux para
enlazamiento exclusivo del sustrato y el activador
a la forma R (relajada) y del inhibidor a la forma
T (tensa) (Segel, 1975).

iy 1y

(Va—v) /= L /= 1, ... ecuacion 3

= [I 4+ (La)/n

- 1=+ ()
__ 1 [s]+ on 3
—= — = - —— ... ecuacion 3a
b (La)'/n  Ks(L)/s Lt/
( v )1:"r|:| _ 1 n [Jq] 1
(Va —v) (La)*/n K, La'/n
. ... ecuacion 4
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1 1
b_

= — = — ... ecuacion 4a
(La) '+  Ks(L) /¢

1
[s1+—
L/s

Donde Vo es la velocidad de la enzima a una
concentracion fija de sustrato y a una concen-
tracion alta de activador, v es la actividad de la
enzima a una concentracion dada de sustrato, es
igual a L/(1+S/Ks)". L es la constante de transi-
cion alostérica (L = [T, ]/[R,]) que representa la
proporcién del estado T (es decir la conformacién
con menor afinidad por el sustrato y activador y
mayor afinidad por el inhibidor) y R (el estado con-
formacional con mayor afinidad por el sustrato y
el activador y menor afinidad por el inhibidor). Las
curvas de velocidad son mas sigmoides conforme
se incrementa L, lo que sugiere que el equilibrio
favorece a R o T, favorece a T. Sin embargo, la
cooperatividad del sitio de uniéon de una enzima no
sblo depende de “L” sino también del coeficiente
de enlazamiento no exclusivo (c = [K,]/[K,]),
gue representa la proporcion de las constantes
de disociacion del sustrato por el estado T y R.
Cuando c=0, el conférmero T no tiene afinidad por
el sustrato (o por el activador). Se sabe que los
inhibidores alostéricos se unen preferencialmente
al estado T, por lo que “L” aumenta y las curvas
de velocidad son mas sigmoides, mientras que los
activadores alostéricos se unen preferencialmente
al estado R, por lo que “L” disminuye y las graficas
de velocidad son menos sigmoides.

Debido a la complejidad que representa de-
terminar las constantes cinéticas para enzimas
alostéricas, es muy frecuente utilizar el grafico
de Hill para establecer sila enzima en cuestion es
cooperativa. Sin embargo, éste no permite obtener
la constante de transicion alostérica. Para estimar
L” y el nUmero aproximado de sitios activos (n) de
manera independiente uno del otro se puede utili-
zar la ecuacién de Horn Bornig (ecuacidon 6), que
es la forma lineal de la ecuacion de enlazamiento
exclusivo (c=0) (ecuacién 5).

o (14o) L )
v [ + ] . ... ecuacion 5

m s I+ (3o

o IV
lng(—m —c —1) = (1—n)log (1+c<)+ logL’
v

. ... ecuacion 6
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Donde para un inhibidor es:

L'=L(14+/)". . ... ecuaciéon 7
logL"=logL +nlog(1+ ) - - oo ecuacion 8
Mientras que L~ para un activador es:
L L,
L = —— . ... ecuacion 9
(1+y)"
logL” =logL —nlog(1+¥) ... ... ... ecuacion 10

Este tipo de grafico produce lineas rectas, que
permiten la determinacion de ny L' (o L) por
métodos de minimos cuadrados, las pendientes de
las lineas rectas son siempre nimeros enteros y
permanecen constantes con el cambio de “L". Sin
embargo, su uso se limita a enzimas alostéricas
con enlazamiento exclusivo (c = 0), por lo que
se pueden presentar errores sistematicos debido
a la posibilidad de que ¢ > 0. Para utilizar esta
ecuacién, es necesario determinar previamente los
valores de V,,.xy Ks, Ya que a se define como el
cociente S/Ks. También es necesario que existan
moduladores alostéricos que permitan cambiar la
cinética de sigmoide a hiperbdlica (Comportamien-
to de Michaelis - Menten, L = 0).

Otra forma de analizar el analisis cinético de
una enzima alostérico, es realizar el ajuste no
lineal a partir de la ecuacién de enlazamiento
exclusivo (ecuacion 5) utilizando el programa
Origin 5.0 (figura 6). Este tipo de anélisis por re-
gresién no lineal ajusta los datos experimentales
a una ecuacién dada, lo que permite determinar
los valores de los pardmetros que minimizan la
suma de los cuadrados de las distancias de los
puntos de la curva, con el objetivo de minimizar
el residual de la suma de cuadrados. Con esto
es posible determinar simultdneamente todos
los pardmetros cinéticos y con ello se tiene una
menor restriccion en la eleccion de las variables
controladas comparado con los métodos por ajuste
lineal donde los datos se limitan a un intervalo
lineal. Las desviaciones estandar disminuyen y
aumenta la precision al estimar los parametros
cinéticos debido a que no es necesario realizar
transformaciones lineales.

En este trabajo se hace una revision de los
diferentes métodos y ecuaciones para analizar

Lira Silva E, Jasso Chavez R, Pardo Vazquez JP

la cinética de la PFK-1L de Sparus aurata (una
enzima alostérica) en presencia de moduladores
alostéricos.

Planteamiento del problema

La 6-fosfofructo-cinasa 1 (PFK-1) juega un papel
importante en el control del flujo glucolitico tanto
en mamiferos como en algunos parasitos (Shar-
ma, 2011). Esta enzima cataliza la formacién de
fructosa-1,6-bisfosfato (Frul, 6BP) a partir de
fructosa-6-fosfato (Fru-6P) y Mg-ATP (Mediavilla,
2008). Ademas de los sitios cataliticos para Fru-6P
y ATP, la PFK-1 de mamifero tiene sitios de unién
alostéricos: sitios de activacion para Fru-2,6BP,
AMP, ADP, P, K*, NH,* y sitios de inhibicion para
ATP y citrato.

La PFK-1 es una enzima tetramérica. En ver-
tebrados existen tres loci que codifican para la
expresion de subunidades de tipo P, M y L. Sin
embargo, los tres tipos de subunidades se com-
binan para formar homo y heterotetrameros de
la PFK-1 con diferentes propiedades cataliticas y
control alostérico (Moreno-Sanchez et al., 2012).
Se ha descrito que hay isoformas especificas
presentes en diferentes tejidos dependiendo de
la expresién de cada subunidad. La subunidad
M es la Unica presente en musculo esquelético
de adultos, la subunidad P se encuentra en altos
niveles en cerebro, mientras que en higado se
encuentra principalmente la subunidad L (PFK-1L),
cuya expresion se regula por el estado nutricional
y hormonal (Mediavilla, 2008).

Los peces carnivoros tienen baja capacidad para
metabolizar carbohidratos y por lo tanto man-
tienen la hiperglucemia por mas tiempo que los
mamiferos. Es por esto que se ha descrito que su
metabolismo puede mimetizar el perfil metabdlico
de diabetes tipo 2 en humanos (Mediavilla, 2008).
Se ha demostrado que en peces carnivoros como
Sparus aurata, se puede modificar la actividad
de la PFK-1L y otras enzimas que participan en
la glicdlisis y la gluconeogénesis para tolerar la
sustitucién parcial de proteina por carbohidratos
en su dieta, lo que produce un incremento en los
niveles hepaticos de fru-2, 6BP, el cual ademas de
ser un potente activador alostérico de la PFK-1, es
también un inhibidor de la fructosa-1,6-bifosfatasa
(Mediavilla, 2008).

La caracterizacion cinética de la PFK-1 purificada
se ha realizado en varios sistemas de mamiferos,
parasitos, plantas y bacterias (Marin-Hernandez,
2006; Sharma, 2011). Sin embargo, los antece-
dentes sugieren que la regulacion del metabolismo
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Tabla I
Efecto del ATP sobre la actividad de la PFK-1L a
varias concentraciones de Fru-6P a pH 7.0.

Actividad PFK-1L (mU/ml)

ATP (mM)

F(rn‘i'lv?)P 0.5 1 2.5
0.00 0 0 0
0.03 1.5 1.5 1.5
0.04 74 -- --
0.04 129 -- --
0.06 142 -- --
0.08 164 -- 10
0.08 224 -- --
0.13 -- 82 30
0.14 256.5 136 38
0.16 274 -- 49
0.18 289.5 174 59
0.20 299 -- 76
0.26 301 184 103
0.48 310.5 232 187
0.58 312 -- 205
0.66 313 276 210
1.00 303 281 228

Tabla II

Efecto de la Fru-2,6BP sobre la actividad de al
PFK-1L a varias concentraciones de Fru-6P a pH
7.0y 2.5 mM ATP.

Actividad PFK-1L (mU/ml)
Fru-2,6BP (pM)

Fru-6P (mM) 0 5
0 0 0
0.05 1.2 73
0.07 16 122
0.11 23 143
0.13 37 152
0.15 47 162
0.19 52 182
0.24 89 202
0.49 165 219
0.6 176 225
0.65 183 228

1 184 230
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de carbohidratos en peces carnivoros puede ser
diferente a lo descrito en mamiferos. Por lo que
el analisis cinético de la PFK-1L de Sparus aurata
podria arrojar informacion significativa sobre los
mecanismos involucrados en el control de la via
glicolitica en estos organismos (Mediavilla, 2008).
Ademas, se debe destacar que las enzimas alos-
téricas son importantes en términos de economia
celular y control metabdlico, mientras que los sitios
alostéricos pueden ofrecer ventajas para disefiar
y dirigir los farmacos manera selectiva y con ello
ofrecer una alternativa terapéutica. En este caso
en particular contra la diabetes tipo II.

La actividad de la PFK-1L se determind mediante
un ensayo enzimatico acoplado a la oxidacion de
NADH, el cual se midié espectrofotométricamente
a 340 nm. La mezcla de reaccion contenia: 100
mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0.15 mM
NADH, 4 mM sulfato de amonio, 12 mM 2-mercap-
toetanol, 10 mM Fru6-P, 0.675 U mL* aldolasa, 5
U mL* triosa fosfato isomerasa, 2 U mL* glicerol
3-deshidrogenasa y 0.02 mg proteina de la enzima
parcialmente purificada. Se utilizaron diferentes
sustratos y efectores como se indica para cada
ensayo. 1 U= 1 pymol de Fru-1,6-BP/min (o el
consumo de 2 pmol of NADH /min). Los ensayos
cinéticos se realizaron a pH 7.0 utilizando Fru-6P
como sustrato y algunos efectores como se indica
en las leyendas.

La Tabla I muestra los valores de actividad de la
PFK-1L variando ambos substratos, Fru-6P y ATP.
La Tabla II muestra los valores de la actividad de
la PFK-1 y el efecto activador de la Fru-2,6BP;
es importante mencionar que el medio de ensayo
contenia a los activadores NH,* y K*.

Con los datos proporcionados determinar los
parametros cinéticos de la PFK-1L de Sparus aura-
ta: KS, Vmax, coeficiente de Hill (n), constante de
transicion alostérica (L) y constante de inhibicion
(Ki) o de activacién (KA).
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En la figura 1 se muestra la dependencia de la
velocidad vs [Fru-6P] a concentraciones fijo-
variables de ATP, y se observa que la enzima
tiene un sitio catalitico y un sitio alostérico por
ATP, ya que concentraciones crecientes de ATP
inhiben la actividad, como previamente se ha
reportado para otras PFK-1. Para una enzima
alostérica con cooperatividad positiva, el grafico
de dobles reciprocos (1/v vs 1/S ) genera una
curva concava hacia arriba, y la velocidad maxima
se puede obtener al graficar (1/v vs 1/S"), donde
“n” se aproxima al niumero de sitios activos de
la enzima. Se ha reportado que Ila PFK-1 es un
tetramero, por lo que “n” deberia tener un valor
maximo de 4 (Moreno-Sanchez et al, 2012). A
partir de la abscisa al origen del grafico 1/v vs
1/S4, ver figura 1, se determind que la Vimax=
63.2 mU/mg.
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Fig. 1. Grafica de 1/velocidad vs 1/(Fru-6P)* a
pH 7.0.

Para conocer la afinidad del sitio alostérico
por el ATP, se debe determinar el nimero de
sitios o subunidades que forman Ila enzima.

Correo: eli_lira_sil@hotmail.com
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Fig. 2. Gréafico de Hill (log (v/V,ax-Vv) vs log (Fru-
6P).

Una forma de calcular el nimero aproximado
de sitios es realizando un grafico de Hill (Figura
2). En la figura 2 se graficé el log (v/ [Vmax-V])
vs log (Fru-6P) a diferentes concentraciones de
ATP, donde la n = 2.4. Puesto que “n” representa
un numero aproximado del verdadero numero
de sitios que interactian, el valor cercano a
2 se pueden interpretar de dos maneras: que
la enzima tiene dos sitios cataliticos con alta
cooperatividad, o que hay cuatro sitios cataliticos
con baja cooperatividad. Se ha descrito que
en células de mamifero la PFK-1 es un homo o
heterotetramero (Moreno-Sanchez et al, 2012).
Es importante mencionar que para calcular la
pendiente se consideraron solo los puntos entre
0.12-0.26 mM de Fru-6P, debido a que a muy bajas
concentraciones de sustrato la velocidad ya no es
lineal debido a que la Fru-6P puede unirse a sitios
reguladores no cataliticos antes de unirse a los
sitios cataliticos. Sin embargo, a concentraciones
altas también es posible encontrar desviaciones de
la linealidad, debido a la dificultad para detectar
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pequefios cambios en la velocidad conforme se
incrementa la concentracién de sustrato o a que
los sitios cataliticos poseen afinidades diferentes
(Segel, 1975).

Para determinar la afinidad del sitio alostérico
por el ATP se puede utilizar la ecuacion de Buc para
inhibidores alostéricos (ecuacidon 3) o activadores
alostéricos (ecuacion 4). En el grafico de Buc (Fig.
3) se observa que a partir de la interseccion en el
eje de las abscisas se puede obtener la constante
de disociacién del sitio alostérico. EI ATP inhibié con
una Ki = 0.95 mM, mientras que la afinidad por
ATP fue mayor (K =0.1-0.34 mM), obtenida a
partir del regrafico de 1/(La)" vs [S], ver figura 4
y ecuacion 3a. La constante de transicion alostérica
fue L=1.66, lo que indica que la abundancia de
ambos estados (T y R) es muy similar.
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Fig. 3. Grafico de Buc.

En el grafico de Horn Bornig (figura 5) es posible
calcular el nUmero aproximado de subunidades “n”
a partir de la pendiente de cada linea recta. En este
caso, un valor de n = 1.93 sugiere que esta enzima
puede ser un tetramero, en concordancia con los
resultados de la grafica logaritmica de Hill (Fig. 2).
La constante de transicién alostérica determinada
a partir de la ordenada al origen de la recta en
ausencia de efector fue L= 3.04 y L =270y 140
para 1.0 y 2.5 mM de ATP respectivamente. Los
inhibidores incrementan la constante alostérica
efectiva de La L', lo que hace que la linea recta
se desplace por encima y de forma paralela a la
linea control.

Al analizar el efecto alostérico del ATP sobre
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la actividad de la PFK-1L, mediante el ajuste no
lineal a partir de la ecuaciéon de enlazamiento ex-
clusivo (ecuacioén 5) utilizando el programa Origin
5.0 (Fig. 6), se observa como el comportamiento
hiperbdlico de las curvas disminuye a partir de
1.0 mM de ATP. A pesar de que el ATP es un po-
tente inhibidor alostérico para la PFK-1, es dificil
observar el comportamiento sigmoide de la curva
de velocidad en presencia del ATP debido a que la
actividad de esta enzima se determind utilizan-
do un buffer de reaccién que contenia K* y NH,*
(potentes activadores alostéricos de la PFK-1L)
(Moreno-Sanchez et al.,, 2012). Se ha descrito
que el ATP a bajas concentraciones actia como
sustrato mientras que a concentraciones altas se
puede unir a un sitio no catalitico (inhibidor alos-
térico), causando un cambio conformacional que
impide la catalisis. La inhibicidon de la PFK-1L por
ATP tiene un sentido fisioldgico debido a que la
funcion principal de la glucdlisis es la produccion
de ATP, es decir el flujo glucolitico se regula por la
velocidad de produccién y consumo de ATP (Reed
et al., 2010).

1/(L0t)m

T e T T T T T T T T T L T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Fru-6P

Fig. 4. Regrafico de 1/(Lo)V* vs [Fru-6P] para la
obtencion de K; y L.

El efecto de la [Fru-2,6BP] (un activador alos-
térico) sobre la PFK-1, se puede analizar a partir
de la curva de velocidad (Fig. 7), donde se observa
gue esta enzima presenta un comportamiento
hiperbdlico; la presencia de 5 yM de Fru-2,6BP
lleva al minimo la cooperatividad de la PFK-1L
(donde n=1). Esto correlacion6 con los datos
obtenidos por ajuste lineal mediante la ecuacion
de Hill y por ajuste no lineal utilizando la ecuacién
de enlazamiento exclusivo (Figuras 7 y 8). En la
figura 8, se graficd log (v/V,..x-v) vs log (Fru-6P) en
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Fig. 6. Efecto del ATP sobre la actividad de PFK-1L
a diferentes concentraciones de Fru-6P a pH 7.0.
Los valores se ajustaron a la ecuacion de enlaza-
miento exclusivo.

ausencia y presencia de [Fru-2,6BP] para conocer
el valor de “n”. Se determind que n= 1.66; esto
no significa que la enzima no sea un tetramero,
sino que los activadores en la mezcla de reaccidn
minimizaron la cooperatividad de la PFK-1L.

Para determinar la afinidad de la Fru-2,6-BP por
el sitio alostérico se puede utilizar la ecuacion de
Buc para activadores alostéricos (ecuacion 4). En
el grafico de Buc (Fig. 9) la interseccion en el eje
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Fig. 7. Efecto de fru-2,6BP sobre la actividad de
PFK-1L a varias concentraciones de Fru-6P a pH
7.0 y 2.5mM ATP. Los valores se ajustaron a la
ecuacion de enlazamiento exclusivo.
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Fig. 8. Grafico de Hill, log (V/Vmax-V) vs log (Fru-6P)
en presencia y ausencia de Fru-2,6BP.

de las abscisas indica la constante de disociacién
para el sitio alostérico. La K, fue de 2.38 uM. Al
realizar el regrafico de 1/(La)V* vs [S] (Fig. 10),
se puede obtener el valor de La=222 a partir de
la ordenada al origen y la K;=0.34 mM a partir de
la abscisa al origen (ver ecuacién 4a). A partir de
este regrafico es posible obtener la constante de
transicién alostérica L=22.7.

En el grafico de Horn Bo6rnig en presencia del
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activador (Fig. 11) se obtuvo que n=2.39. Esto
correlaciona con los valores obtenidos a partir
del ajuste lineal. Se determind la constante de
transicién alosterica L= 5 a partir de la recta en
ausencia de activador y L" = 1.28 obtenida partir
de la recta en presencia de activador. Se ha des-
crito que los activadores disminuyen la constante
de transicion alostérica efectivade La L’, lo que
hace que la linea recta se desplace por debajo y
de forma paralela a la linea control. Es importante
mencionar que la pendiente de estas rectas no fue
de -3 como se esperaba tedricamente (porque la
PFK-1L es un tetramero n=4). Esto se debid quizas
a los errores introducidos durante el proceso de
transferencia de datos a partir de datos publicados
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Fig. 11. Grafico de Horn-Bérnig. Log (oVma/V-a-1)
vs Log (1+0) con diferentes concentraciones de
activador.

previamente (Mediavilla et al, 2007), los cuales
se digitalizaron usando el software WinDig 2.5.
Estos errores pueden interferir en los calculos y
causar la dispersién de datos, sobre todo cuando
los valores de log (1+a) son muy bajos o muy
altos.

CONCLUSIONES

En este trabajo se determinaron los parametros
cinéticos para la enzima alostérica PFK-1L de
Sparus aurata, en presencia de ATP (inhibidor
alostérico) o Fru-2,6BP (activador alostérico). Se
utilizaron diferentes métodos mediante ajuste li-
neal (Hill, Buc, Horn Bérnig) y no lineal (utilizando
la ecuacion de Hill y la ecuacién de enlazamiento
exclusivo para inhibidores y activadores). Los pa-
rametros cinéticos obtenidos bajo estas diferentes
aproximaciones se resumen en la Tabla III, donde
se puede observar que la Ks para el ATP esta en el
intervalo uM, por lo que con 0.5 mM ya se observa
inhibicién. Por esto el ensayo enzimatico deberia
realizarse con concentraciones menores de ATP
que no sean inhibitorias.

Con base en el analisis cinético realizado, es
posible concluir que ninglin método lineal por si
solo permite obtener todos los parametros cinéticos
Ks, n, L, Ki, K4. Mientras que el ajuste no lineal
permitio obtener todos los parametros cinéticos
con valores muy similares a los obtenidos con los
diferentes métodos graficos (ajuste lineal) excepto
para la Ks para ATP y el valor de L, en donde los
distintos métodos dan valores muy diferentes,
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Tabla III
Parametros cinéticos obtenidos a partir de los diferentes métodos por ajuste lineal y ajuste no lineal

i Ajuste lineal Ajuste no lineal
Parametros -
cinéticos Lineal Hill Blic Horn Bornig | Cniazamiento
exclusivo
Vimax (MU/mMQ) 63.2 41.4-63.8
Ks (mM) ATP 0.34 0.1-0.34 0.005-0.006
K; (mM) ATP 0.95 0.9
Ky (MM) Fru-2,6BP 2.38 2.38
L 1.6-1.98 1.66 3-5 116
n 1.6-2.4 1.93-2.39 2.01
esto probablemente se debe a que por simplicidad REFERENCIAS

el andlisis se realiz6 utilizando consideraciones
de equilibrio rapido y quizas esto no se aplique
del todo a una enzima alostérica, por lo que para
fines experimentales deberia realizarse otro tipo
de analisis complejos.

Aunque el andlisis cinético sugiere que la PFK-1L
es un tetramero, con esto no es posible concluir el
estado oligomérico de la enzima, por lo cual seria
conveniente realizar experimentos de exclusion
molecular para determinar la estructura de la
enzima.

Finalmente, es importante mencionar que el
interés por estudiar enzimas como la PFK-1L de
Sparus aurata, radica en identificar el posible papel
gue esta enzima tiene en la adaptacion metabdlica
frente a un cambio de dieta (proteinas por carbo-
hidratos). Por lo que analizar sus caracteristicas
cinéticas y conocer sus moduladores alostéricos
podria permitir modificarla ya que puede ser un
punto de control metabdlico en la glicolisis y con
ello favorecer el desarrollo de farmacos (activado-
res alostéricos). En este caso podria ofrecer alter-
nativas terapéuticas para mejorar el tratamiento
de la diabetes II en mamiferos.
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proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

en idioma espafiol y uno en inglés (Abstract) de
no mas de 350 caracteres.

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a
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4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “*Word”, con una extensiéon maxima
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en “Times New Roman 12" como fuente de la
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de pagina. Las figuras y tablas se presentaran
separadas del texto.

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nime-

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
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apellidos e iniciales de todos los autores, afio
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ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
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tive 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 Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A
W. John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,
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paginas totales o las consultadas y se citaran de
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DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) 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 pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y separadas del texto del articulo.
Las figuras y las tablas se deberan numerar con
arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se
deberan presentar en una hoja aparte. Se debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidn. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso
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obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis;
cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

7) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las
normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberan definirse entre paréntesis, la
primera vez que se utilicen.

II. Otras comunicaciones incluyen: resumenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica
de interés general, avisos de reuniones acadé-
micas y cursos, problemas teoricos, ejercicios
practicos, juegos didacticos con orientacidn
educativa, bolsa de trabajo o comentarios de ar-
ticulos publicados previamente en la REB, cartas
al editor, entre otras. Estas deberan seguir los
siguientes lineamientos:

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

2) Se aceptara un maximo de 10 referencias que
se citaran entre paréntesis en el texto, como se
indica en el inciso I-5. Se podran incluir figuras
o tablas, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las espe-
cificaciones de la Revista no seran aceptados de
primera instancia para su revision.

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
autores en andénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre

REB 33(1): 34-35, 2014

ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacion global, el Editor en
Jefe enviara las evaluaciones al autor responsable
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Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electrénicos se deberan enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
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tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que serd considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
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y postal para comunicaciones posteriores. En el
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articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacion en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
que envian el trabajo.



