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LA II\,/IPRESI(')N EN TERCERA DIMENSION
DE CODIGO ABIERTO, UNA ALTERNATIVA

EN MEDICINA

La impresion en tercera dimensién (3D) es una
técnica que permite generar objetos capa so-
bre capa con diversas formas y volUmenes con
polimeros, materiales ceramicos y aleaciones
metalicas, que resulta en multitud de objetos
para las mas diversas aplicaciones, incluyendo
objetos con formas que dificilmente se podrian
realizar con otras técnicas (Campbell et al.,
Potential, and Implications of Additive Manu-
facturing. Atl Counc 2011).

Diversos proyectos de codigo abierto en tor-
no a la impresion 3D promovieron la reduccidon
de costos (aprox. 5,000-20,000 pesos) respecto
a las impresoras 3D de cédigo cerrado o de
patente (Jones et al., Robotica 2011; Malone
& Lipson, Rapid Prototyping Journal 2007). La
generacién de software amigable y accesible a
personas no necesariamente especializadas en
materiales, disefio, sistemas e informatica y el
acceso y costo de los materiales, permitié el
desarrollo de nuevas aplicaciones en la investi-
gacion. Asimismo, el esquema de cédigo abierto
permite que los interesados o expertos en algun
rubro puedan profundizar en los mecanismos,
disefos, desarrollos y empleo de impresoras
y software, generando un gran potencial de
fabricacion con impresoras practicamente de
escritorio que no requieren grandes inversiones
como en el caso de las impresoras industriales
(que van de los cientos de miles a los millones
de pesos), las que ademas, adicional al costo
de la maquina, requieren pagos de servicio,
uso de software y actualizaciones; ademas,
las licencias y los materiales se encuentran re-
gularmente restringidos forzando al usuario a
comprar en la misma compafia. Estas maquinas
industriales inhiben el desarrollo de procesos y
la investigacion, ya que no es posible modificar
o hacer ajustes en el software o el hardware.

Otras ventajas de las impresoras 3D de bajo
costo es que se basan en esquemas de codigo
abierto en varios sentidos: 1) La impresora
se puede modificar de manera que se ajuste
razonablemente a las necesidades del usuario;
2) Se puede usar una mayor variedad de ac-
cesorios y materiales y los mismos pueden ser
obtenidos con diferentes proveedores, inclu-
yendo mayoristas de bajo costo; 3) El software
que da la vida a la maquina (firmware) es de
uso libre y se puede modificar adaptandolo a
las necesidades; 4) El software de control para
produccion es también de uso libre, asi como
el que genera los cédigos de los modelos para
que se imprima el objeto; 5) Hay repositorios
de comunidades que permiten el intercam-
bio de software (www.github.com), esquemas
electrénicos, modelos tridimensionales (www.
thingiverse.com) y de ideas. Todo lo cual no solo
potencializa la generacién de objetos, sino que
permite el desarrollo y la investigacién dentro
de la comunidad de usuarios que alimentan y
mejoran las posibilidades de aplicacion.

El empleo de estas impresoras favorece entre
otros ejemplos soluciones cientificas y médi-
cas; dentro de la multiplicidad de objetos que
se pueden formar algunos han sido orientados
a las aplicaciones médicas, he aqui un breve
recuento: Organos y tejidos con precisidén ana-
tdmica para ensefanza; modelos anatdmicos
con sensores para practicas médicas, paramé-
dicas, odontoldgicas y veterinarias; modelos
para practicas quirurgicas o de procedimientos
diagndsticos invasivos, que guian y permiten
ensayar diferentes técnicas en un modelo per-
sonalizado con la informacion del paciente;
generacion de componentes farmacéuticos para
la administracion personalizada con capsulas
impresas para nano-dosis; formar implantes



50

inertes no-bioactivos para llenar espacios que
tienen ausencia de estructuras, ya sea por pro-
blemas congénitos, por accidentes o enferme-
dades que degeneran tejidos; generar implan-
tes bioactivos con andamios para recubrir con
células cultivadas del propio paciente que se
integren a sus tejidos; generar implantes bioac-
tivos con andamios impregnados de hormonas o
de particulas inductoras de la diferenciacién de
células a tejidos que requiera el paciente. Todas
estas aplicaciones estan en diferentes etapas de
evolucién en cuanto a la investigacion cientifica
se refiere y solo unos cuantos ejemplos de los
implantes bioactivos han llegado a la aplicacién
en humanos con protocolos estrictos y contro-
lados. Los mas frecuentes son los empleados
en odontologia, lo que ha permitido entender
la biocompatibilidad y la generacién de formas
estrictamente personalizadas, ya que se pue-
den imprimir incluso en el consultorio. Los de
titanio y del polimero policaprolactona para el
recubrimiento de lesiones o cirugias de craneo
también se han utilizado con buenos resultados;
se debe de resaltar que los tres ejemplos son
de implantes no-bioactivos.

Para el caso de implantes bioactivos se han
usado andamios con condrocitos para la recons-
truccion de orejas y la investigacion en mode-
los animales esta muy activa y avanzada para
la generacién de piel, cartilago, hueso, vasos
sanguineos y otros tejidos, seguramente varios
productos alcanzaran proximamente la aproba-
cion para iniciar los tratamientos especificos y
especializados en humanos.

También se han tenido grandes fracasos
que incluso han cobrado vidas de pacientes a
los que se les implantd una traquea impresa
en 3D recubierta de células madre, en un so-
nado y terrible caso (Gilbert et al., Bioethics
2018), en el que sin embargo el error no se
debid per se a la impresién 3D, ya que sin ha-
cer las pruebas minimas de biocompatibilidad,

Revista de Educacién Bioquimica (REB) 40(2):49-50, 2022

respuesta al injerto y olvidando por comple-
to la necesidad de la contraccién muscular
y de células secretoras, en fin, ignorando la
complejidad de un érgano y un tejido, fueron
implantadas por la Unica propiedad de que
el andamio permitié la integracion de células
madre y esperando la diferenciacién a células
sin estimulos hormonales. Todo lo cual nos
habla de la necesidad de un enfoque multi y
transdisciplinario de conocimientos profundos
en el equipo de trabajo de la ingenieria, el
disefio, los materiales y por supuesto la ana-
tomia y las funciones de los tejidos, y no solo
de una propuesta lineal de la forma y un tipo
celular creciendo en el andamio. Sin olvidar las
cuestiones éticas absolutamente indispensables
en este tipo de investigacidn y propuestas de
aplicacién biomédica.

Todo parece indicar que la investigacién
médica se vera beneficiada y la ingenieria de
tejidos potenciada por la introducciéon de la
impresion 3D de codigo abierto, no solo en lo
gue a los costos se refiere sino en la interaccién
trans y multidisciplinar de profesionales y por
supuesto por la posibilidad de generar ideas
cada vez mas creativas de investigaciéon en
todos las lineas que atane a este conocimiento.

M. en Ing. Felipe de Jesus Mondragén Serrano
Programa de Doctorado en Desarrollo
Cientifico y Tecnoldgico para la Sociedad,
CINVESTAV

Dra. América Padilla Viveros

Programa de Doctorado en Desarrollo
Cientifico y Tecnoldgico para la Sociedad,
CINVESTAV

Dr. José Victor Calderén Salinas

Laboratorio de Bioquimica Médica,
Departamento de Bioquimica CINVESVAV
Editor en Jefe, Revista de Educacién Bioquimica
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¢ COMO CONTROLAN LAS LEGUMINOSAS EL
NUMERO DE NODULOS PARA EVITAR COMPROMETER

SU CRECIMIENTO Y DESARROLLO?*

Mariel C. Isidra-Arellano' 2 y Oswaldo Valdés-Lopez!**

ILaboratorio de Gendmica Funcional de Leguminosas, Facultad de Estudios Superiores Iztacala,
Universidad Nacional Auténoma de México, Tlalnepantla, Estado de México, 54090, México

2Posgrado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Coyoacan, Ciudad de México,
04510, México. **Autor de correspondencia correo E: oswaldovaldesl@unam.mx

RESUMEN

Las leguminosas tienen la capacidad de asociarse simbidticamente con bacterias
fijadoras de nitrégeno (rizobios). El establecimiento de esta simbiosis no soélo per-
mite a las leguminosas crecer en suelos deficientes de nitrogeno, sino que también
permite incorporar nitrogeno asimilable (e.g., amonio) para los posteriores cultivos
a través de cultivos rotatorios. Obtener nitrégeno asimilable a través de la simbiosis
con rizobios, implica un gran gasto energético para la leguminosa. Para evitar com-
prometer su desarrollo, las leguminosas han desarrollado programas genéticos que
les permiten continuar esta simbiosis sin comprometer sus necesidades metabdlicas.
En esta revision, se discuten los avances que se han hecho para entender los me-
canismos genéticos que permiten a las leguminosas realizar simbiosis con rizobios
sin comprometer su desarrollo. Asimismo, proponemos perspectivas que fomentan el
pensamiento critico y que conllevaran al planteamiento de experimentos que ayuden
a comprender de forma integral las adaptaciones que han tenido las leguminosas
para mantener la simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno a través del tiempo.

ABSTRACT

Legumes can engage in symbiosis with nitrogen-fixing bacteria. This symbiosis allows
legumes to grow with little to no nitrogen fertilizers inputs and replenishes the soil
with fixed nitrogen (e.g., ammonium) for subsequent crops through crop rotation.
Symbiotic nitrogen fixation is an energy-demanding process for the legume host.
Because of the high carbon demand, legumes tightly regulate the number of rhizobial
infections and the number of nodules per plant. Here, we review the state-of-the-
art of genetic programs underlying the fine regulation of the number of nodules in
legumes. We also raise different questions that must be experimentally validated to
understand better how legumes have retained through their evolution the ability to
engage in symbiosis with nitrogen-fixing bacteria without hampering their growth
and development.

PALABRAS
CLAVE:
Autorregulacion
de la Nodulacidn,
rizobios,
simbiosis,
péptidos CLE.

KEY WORDS:
Autoregulation
of Nodulation,
rhizobia,
symbiosis,
CLE peptides.

INTRODUCCION

El estudio de las interacciones benéficas entre plan-
tas y microorganismos ha tomado gran relevancia
desde la década pasada. Lo anterior se debe a que
muchas de estas relaciones mutualistas optimizan
diversos procesos fisioldgicos de la planta y contri-
buyen a su adaptacion al ambiente (1). Debido a
su importancia ecoldgica, la Fijacidon Simbidtica de
Nitrégeno (FSN) es una de las simbiosis que se ha

*Recibido: 3 de julio de 2021

estudiado detalladamente. La FSN se lleva a cabo
entre plantas leguminosas [e.g., frijol (Phaseolus
vulgaris), soya (Glycine max), chicharo (Pisum
sativum) y alfalfa (Medicago sativa)] y bacterias
fijadoras de nitrégeno conocidas como rizobios,
pertenecientes a los géneros Rhizobium, Bradyrhi-
zobium, Sinorhizobium, entre otros. Esta simbiosis
se caracteriza por la formacion de érganos espe-
cializados en las raices denominados nddulos (2).
En estos dérganos, los rizobios fijan el nitrdgeno

Aceptado: 25 de febrero de 2022
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atmosférico en formas asimilables (e.g., amonio y
aminoacidos) que pueden ser incorporadas al me-
tabolismo de la leguminosa hospedera, la cual, a su
vez, les provee un ambiente hipdxico y fuentes de
carbono (2). Gracias a esta simbiosis, las legumi-
nosas son capaces de crecer en suelos deficientes
de nitrégeno sin necesidad de agregar fertilizantes
sintéticos. Ademas, a través de esta simbiosis, el
nitrégeno atmosférico es incorporado en formas
asimilables al suelo, y en consecuencia a la cadena
alimentaria. Por lo anterior, la manipulacién de esta
simbiosis ha sido considerada como una estrategia
para reducir el uso de fertilizantes sintéticos y la
emision de gases de efecto invernadero que se
generan durante su manufactura (3-5).

Isidra-Arellano MC y Valdés-Lépez O

éComo las leguminosas establecen simbiosis
con rizobios?

El principal requisito para que las leguminosas
establezcan simbiosis con rizobios es que la dis-
ponibilidad de nitrégeno asimilable en el suelo sea
baja o nula. Ante este escenario, la leguminosa
“solicita” ayuda a los rizobios que se encuentran
en la rizésfera, lo cual lo hace a través de una
dialogo molecular. Esta comunicacién se da a
través del intercambio de moléculas senales
difusibles generadas por ambos simbiontes (Fi-
gura 1a). A través de estudios genéticos en las
leguminosas modelo Medicago truncatula y Lotus
japonicus, se ha demostrado que este didlogo
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Figura 1. Comunicaciéon molecular entre leguminosas y rizobios. (A) Ante una deficiencia de nitrégeno,
las leguminosas secretan flavonoides e isoflavonoides (circulos verdes) a la rizosfera. Estas moléculas sefial son
detectados por los rizobios, quienes, en respuesta, secretan lipoquitooligosacaridos con diferentes decoraciones
quimicas, los cuales se denominan Factores de Nodulacion (circulos en azul marino). En este primer paso, los rizobios
son quimioatraidos a los pelos radicales en donde los Factores de Nodulacion son detectados por la leguminosa.
La decodificacion de esta sefal bacteriana activa en la planta diversos programas genéticos que permiten el
establecimiento de una simbiosis. El producto final de esta simbiosis es la formacion de nédulos, en donde los rizobios
fijan el nitrégeno atmosférico (e.g., NH,;) a cambios de fuentes de carbono. El nitrégeno fijado es incorporado al
metabolismo de la leguminosa y al suelo. (B) Estructura general de los Factores de Nodulacién. La identidad quimica
de sus grupos funcionales (Ri-Ri0) y su grado de oligomerizacion (n) es determinado por la especie del rizobio.
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molecular es indispensable para activar progra-
mas genéticos en la leguminosa hospedera, los
cuales son requeridos para coordinar el proceso
de infeccidon/colonizacidn rizobial y el desarrollo
de los nédulos (6-7). El didlogo molecular inicia
cuando la leguminosa secreta flavonoides a la
rizosfera. Estas moléculas quimio-atraen a los
rizobios hacia la parte apical de los pelos radicales
(Figura 1a) (6-7). En respuesta, el rizobio sintetiza
y secreta lipo-quitooligosacaridos quimicamente
decorados, denominados Factores de Nodulacion
(FNs) (Figura 1b) (8). Los FNs son detectados
en los pelos radicales a través receptores hete-
rodiméricos tipo cinasa, tales como NFR5 (siglas
en inglés de “Nod Factor Receptor 5), NFR1
(siglas en inglés de Nod Factor Receptor 1), asi
como por el receptor NFRe (siglas en inglés de
Nod Factor Receptor epidermal) (Tabla 1) (9).
Una vez detectados los FNs, se activa una serie
de eventos moleculares, entre los que destacan
oscilaciones en las concentraciones de Ca?* en
el nucleo, fosforilacion de proteinas y activa-
cion de la expresidon de genes simbioticos (e.g.,

CYCLOPS, NIN, NF-YA, ERN1) (Figura 2a) (9).

Las respuestas moleculares anteriormente
descritas forman parte del primer programa
genético, el cual controla las etapas iniciales de
esta simbiosis, incluyendo el proceso de coloni-
zacion/infeccién rizobial. Este programa regula
principalmente la reorganizacion del citoesque-
leto del pelo radical, lo cual permite que éstos
se deformen y atrapen al rizobio (Figura 2b).
Subsecuentemente, ocurre la invaginacion de la
pared celular y membrana plasmatica del pelo
radical, lo cual da paso a la formacion de una
estructura tubular denominada hilo de infeccién
(Figura 2b). A través del hilo de infeccién, los
rizobios son guiados y liberados en las células
del cortex de la raiz. En paralelo, estas células
corticales se activan y empiezan a dividirse
formando un nuevo meristemo, el meristemo
nodular, a partir del cual se formara el nddulo
(Figura 2b) (9). Estas divisiones celulares estan
coordinadas por un segundo programa genético
que permite la formacién y desarrollo de nédulos
(Figura 2b).

TABLA 1. Genes de plantas con funcién en la simbiosis leguminosa-rizobio

Gen Nombre Funcion en la simbiosis
NFR5 Nod Factor Receptor 5 Receptor de los Factores de Nodulacion
NFR1 Nod Factor Receptor 1 Receptor de los Factores de Nodulacion
NFRe Nod Factor Receptor epidermal Receptor de los Factores de Nodulacion
CYCLOPS CYCLOPS Activa el proceso de infeccién rizobial
NIN Nodule Inception Controla cada etapa de la simbiosis
NF-YA Nuclear transcription factor Y subunit Activa el proceso de infeccion rizobial y
A desarrollo de nédulos
ERN1 “Ethylene Response Factor Required Activa el proceso de infeccidn rizobial
for Nodulation1”
LHK1 Lotus Histidine Kinase 1 Activa el proceso de formacion de nddulos
NIC1 Nitrogen Induced CLE peptide 1 Péptido sefial
NRSYM1 Nitrate Unresponsive Symbiosis 1 Regula el nimero de nodulos
CLE35 CLAVATA3-Endosperm Surrounding Péptido movil que activa la AON en
Region35 condiciones dptimas de nitrégeno
CEP1 C-Terminally Encoded Peptide 1 Péptido mavil que activa el proceso de
formacion de ndédulos
CRA2 Compact Root Architecture 2 Receptor que percibe al péptido CEP1
RIC1 Rhizobia Induced CLE peptide 1 Péptido movil que activa la AON
RIC2 Rhizobia Induced CLE peptide 2 Péptido movil que activa la AON
NARK Nodulation Autoregulation Receptor Receptor los péptidos RIC1 y RIC2
Kinase
PHR1 Phosphate Starvation Responsel Factor de transcripcidon que regula el nUmero de

nodulos en condiciones deficientes de fésforo

La informacion mostrada en esta tabla fue extraida de las referencias 9 y 36 de este articulo.
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Figura 2. Decodificacion de la seiial emitido por Ilos rizobios a través de los Factores de Nodulacion. (A)
Uno de los primeros eventos del dialogo molecular entre leguminosas y rizobios es la deteccion de los Factores de
Nodulacién a través de receptores (NFP y LYK3) y co-receptores (DMI2) membranales. La deteccion de los Factores
de Nodulacién activa una serie de eventos moleculares, que incluye la fosforilacion de proteinas y oscilaciones
de calcio nuclear (Ca**). La decodificacion de las oscilaciones de Ca®* es necesaria para la activacion de diversos
factores de transcripcion (e.g., NIN) que, a su vez, son necesarios para activar los programas de infeccion rizobial y
desarrollo de los nédulos. (B) Uno de los programas genéticos que se activa después de decodificar las oscilaciones
de Ca’* es el que esta relacionado con el proceso de infeccidn rizobial. Este proceso inicia cuando el rizobio es
adherido al pelo radical. Posteriormente, el pelo radical se deforma para dar paso a la formacion de una camara de
infeccion, en donde el rhizobio es “atrapado”. En seguida, en la camara de infeccion se forma una invaginacion que
prolonga a través del interior celular del pelo radical hasta llegar a la primera capa de la epidermis de la raiz. Esta
invaginacion de la pared celular y la membrana plasmatica del pelo radical se le denomina hilo de infeccion. A la
par de la formacion del hilo de infeccion, las células corticales de la raiz experimentan mitosis y desdiferenciacion
celular, lo cual permite la formacion del meristemo nodular. A través del hilo de infeccion, el cual se ramifica al
llegar a las células del meristemo nodular, los rizobios viajan hasta las células que daran origen al nédulo y en
donde seran albergadas para fijar nitrégeno atmosférico.
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éComo se forman los noédulos?

El desarrollo del ndédulo estd coordinado por tres
procesos que ocurren simultdneamente: infeccion
rizobial, organogénesis, y autorregulacion del nu-
mero de nodulos. Basados en la persistencia del
meristemo nodular, existen dos tipos de nddulos,
el primero es el tipo indeterminado, el cual man-
tiene su meristemo durante toda la simbiosis. Los

nodulos indeterminados son caracteristicos de
leguminosas de climas templados como la alfalfa,
M. truncatula, y los chicharos (Figura 3). El segun-
do tipo de nddulos son los determinados, en los
cuales el meristemo es transitorio y desaparece
en noédulos maduros. Los nddulos determinados
tienen una forma esférica, y son caracteristicos de
leguminosas de climas calidos, como el frijol, soya
y L. japonicus (Figura 3).

A Nédulo
Indeterminado
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B | Epidermis Cértex Endodermis
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Nédulo
Indeterminado
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Determinado

Figura 3. Formacion y tipos de nédulos. (A) El desarrollo de nédulos inicia con divisiones de las células del periciclo
y se extienden a las células del cortex. De acuerdo con la persistencia del meristemo nodular, existen dos tipos de
nédulos: indeterminados, los cuales se forman a partir de células del crtex interno, y se caracterizan por mantener
su meristemo durante toda la simbiosis. El segundo tipo de nddulos es el determinado, los cuales se desarrollan
a partir del cértex medio y externo, y ademas carecen de meristemo en su etapa funcional. (B) Adicionalmente,
los nédulos indeterminados maduros poseen una forma alargada y diferentes zonas bien diferenciadas: meristemo
(zona I), zona de infeccién (zona II), zona de fijacidn de nitrégeno (zona III), y zona de senescencia (zona IV). En
comparacion los nédulos determinados maduros poseen una forma predominantemente esférica y se componen
de una sola zona donde ocurre la fijacién de nitrégeno.
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El programa genético encargado del desarrollo y
formacion de los nédulos se activa simultdneamente
a la formacion del hilo de infeccion. El desarrollo
de este drgano simbiotico se da mediante el re-
clutamiento de una parte del programa genético
que participa en el desarrollo de las raices latera-
les. Por lo anterior, los nddulos son considerados
como modificaciones de las raices laterales en
plantas leguminosas. De acuerdo con estudios
en M. truncatula y L. japonicus, al igual que las
raices laterales, la organogénesis del nddulo ini-
cia con divisiones mitdticas en el periciclo de la
raiz (Figura 3a). Posteriormente, se llevan a cabo
subsecuentes planos de divisiones celulares en el
cortex, las cuales son limitadas en la formacion de
las raices laterales. Aunque este proceso celular
es requerido para la formacion de los dos tipos de
ndédulos, los indeterminados son formados a par-
tir de células del cortex interno, mientras que los
nddulos determinados lo hacen a partir del cortex
medio y externo. Los tejidos de los nddulos se
componen de cortex externo, endodermis cortical,
haces vasculares, y cortex interno, este Gltimo es
colonizado por los rizobios que son transportados
en el hilo de infeccion (Figura 3a).

En nodulos indeterminados maduros, el cortex
interno se divide en cuatro zonas de desarrollo:
meristemo (zona I), zona de infeccidén (zona II),
zona de fijacion de nitrégeno (zona III), y zona de
senescencia (zona IV) (Figura 3b). En el caso de
nodulos determinados maduros, el cortex interno
se compone de una sola zona, la de fijacion de
nitrégeno, la cual eventualmente se convierte en
la zona de senescencia (Figura 3b). Para que cada
uno de los tejidos y zonas del nédulo se formen,
las células del periciclo, endodermis y las capas C5
y C3 del cortex experimentan sucesivas divisiones
anticlinales y periclinales.

Para poder albergar a los rizobios, las células
que formaran parte de la zona de infeccién pasan
por un proceso denominado endorreduplicacion,
en el cual el DNA se replica sin la necesidad de
activar la division celular, y se convierten en células
poliploides alargadas. A la par de este proceso,
las células poliploides son colonizadas por rizobios
que provienen del hilo de infeccion. Conforme los
rizobios son liberados en las células poliploides,
los rizobios son recubiertos por una membrana de
origen vegetal y son internalizados en estructuras
denominadas simbiosomas. Subsecuentemente, los
rizobios pierden su pared celular, endorreduplican
su material genético, y experimentan cambios en
su morfologia para formar células largas e irregu-
lares denominadas bacteroides (9).

Para que los bacteroides fijen nitrogeno, es
necesario que activen la expresion de los genes
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de fijacion de nitrégeno, cominmente conocidos
como genes nif, que codifican para el complejo
nitrogenasa (Figura 4a) (Tabla 2). Este comple-
jo metaloenzimatico se compone de la proteina
catalitica denominada dinitrogenasa, y de la pro-
teina donadora de electrones dependiente de ATP
denominada dinitrogenasa reductasa (Figura 4b).
El dominio catalitico de la dinitrogenasa contiene
un cofactor molibdeno-hierro (Mo-Fe), el cual es
facilmente disociado por oxigeno. Por lo anterior,
para que el complejo nitrogenasa fije el nitrdgeno
atmosférico, es necesario que en los nddulos existan
bajas concentraciones de oxigeno para evitar la
inactivacién de esta metaloenzima. Este ambiente
hipdxico se genera cuando en el nédulo se activan
genes que codifican para hemoglobinas vegetales
denominadas leghemoglobinas. Estas proteinas, al
igual que las hemoglobinas de animales, transpor-
tan oxigeno y permiten que la nitrogenasa funcione.

Costo energético de la simbiosis con rizobios

Durante la simbiosis leguminosa-rizobio se ejerce
un constante intercambio de nutrientes y fuentes
de carbono. La eficiencia de este intercambio es
critica para mantener la simbiosis. Por ejemplo, el
aporte de diferentes nutrimentos minerales (e.g.,
fosforo: P; hierro: Fe; y molibdeno: Mo) y de
fuentes de carbono, principalmente en forma de
fotosintatos, es fundamental para que los bacteroi-
des obtengan la energia necesaria para la sintesis
y ensamblaje del complejo nitrogenasa, asi como
para que este ensamble enzimatico pueda reducir
el N2 atmosférico en formas asimilables (10). Al
garantizar estos beneficios energéticos y nutri-
mentales, los bacteroides fijan el N2 atmosférico
en amonio o ureidos (Figura 5). Estas moléculas
nitrogenadas son transportadas al citoplasma de
las células vegetales y a través del ciclo Glutamino
sintetasa-Glutamato sintetasa son incorporados
a aminoacidos. Finalmente, estos aminoacidos
son exportados hacia los diferentes érganos de la
planta (9).

Si se considera cada uno de los eventos mole-
culares que se requieren para mantener funcional
la FSN, esta forma de obtener nitrégeno asimilable
resulta altamente costosa para las leguminosas.
Por ejemplo, para fijar una molécula de N2 atmos-
férico se requiere la inversion de 16 moléculas de
ATP (10). Sin embargo, existen otros procesos
asociados a la FSN que demandan energia, como
el ensamblaje del complejo nitrogenasa, el aporte
de poder reductor, y el reciclado de los residuos
toxicos de dihidrogeno resultantes del proceso de
fijacion de nitrogeno. En consecuencia, el costo
energético total de la FSN asciende a 30 ATPs
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Figura 4. Genes nif importantes para definir la estructura y funcion del complejo nitrogenasa. (A) El
complejo nitrogenasa es codificado por 20 genes de fijacion de nitrégeno (nif, de las siglas en inglés) del genoma
bacteriano. La expresion de estos genes se induce una vez que el rizobio se localiza dentro de las células vegetales
y se diferencia a bacteroide. Estos 20 genes nif codifican para cada uno de los componentes de la nitrogenasa,
asi como reguladores de su funcion. (B) La enzima nitrogenasa es un complejo metaloenzimatico que se compone
de la proteina catalitica denominada dinitrogenasa, y de la proteina donadora de electrones dependiente de ATP
denominada dinitrogenasa reductasa. La dinitrogenasa, también conocida como proteina MoFe o componente I,
es un tetramero de 220 a 240 kilodaltones (kDa) codificada por los genes NifD y NifK. Este tetramero contiene
un complejo metalico compuesto de los cofactores Fe y Mo. La dinitrogenasa reductasa, también conocida como
proteina Fe o componente II, es un dimero de 60-KDa codificada por el operén nifHDK. Este dimero contiene un
solo complejo 4Fe-4S y dos sitios de union a Mg-ATP. Esta subunidad dona electrones a la dinitrogenasa para fijar
el nitrégeno atmosférico en amonio. En la tabla 2 de este articulo se resume la funcién de cada uno de los genes nif.

los avances mas significativos de los Ultimos afios
relacionados con el control del niimero de ndédulos

para fijar una molécula de N2 atmosférico (10).
Este alto gasto energético obliga a la leguminosa

a controlar el nUmero de nddulos para evitar un
excesivo gasto energético que comprometa su 6p-
timo desarrollo y, de ser el caso, la productividad
agricola (11). Esta regulacién se realiza a través de
la via de senalizacién denominada Autorregulacién
de la Nodulaciéon (AON, siglas en inglés), la cual
restringe el nUmero de nddulos formados (11).

A pesar de que en los ultimos afios se han des-
crito algunos de los componentes genéticos de la
AON, aun se desconoce parte de los genes que son
regulados en esta via y los cuales son determinan-
tes para controlar el nimero de ndédulos. En los
siguientes apartados de esta revision, se analizan

desarrollados durante la simbiosis, asi como los
modelos que explican este fendmeno y que se han
propuesto hasta el momento.

éComo se activa la AON?

La AON no solo restringe la formacion de nédulos,
sino que también es fundamental para controlar
el aporte energético destinado a la FSN. Esta via
de sefializacién se activa a la par del proceso de
infeccidn rizobial y cuando las células corticales de
la raiz se dividen para formar el meristemo nodular.
El inicio de la AON se caracteriza por la produccién
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TABLA 2. Genes de plantas con funcidn en la simbiosis leguminosa-rizobio

Gen Funcion

nifH Participa en la biosintesis del cofactor FeMo y en la maduracion de la Dinitrogenasa
nifD Codifica par la subunidad o de la Dinitrogenasa

nifk Codifica par la subunidad g de la Dinitrogenasa

nifT Funcion desconocida

nify Inserta el cofactor FeMo en la Dinitrogenasa

nifg Forma el tetrdmero a2p2 de la Dinitrogenasa

nifN Junto con NifE Forma el tetramero a2p2 de la Dinitrogenasa
nifxX Participa en la biosintesis del cofactor FeMo

nifUu Participa en la biosintesis del cluster Fe-S de la Dinitrogenasa reductasa
nifS Participa en la movilizacién de S al cluster Fe-S

nifV Homocitrato involucrada en la biosintesis del cofactor FeMo
nifW Estabiliza la Dinitrogenasa reductasa

nifZ Funcién desconocida

nifM Participa en la maduracion de NifH

nifF Flavodoxina que dona electrones a la Dinitrogenasa reductasa
nifL Regulador negativo del complejo nitrogenasa

nifA Regulador positivo del complejo nitrogenasa

nifB Dona Fe y S al cofactor FeMo

nifQ Participa en la biosintesis del complejo FeMo

nifJ Flavoredoxina oxireductasa que dona electrones

Fe: Hierro; S: Azufre; Mo: Molibdeno. Informacion detallada acerca del ensamblaje del complejo nitrogenasa puede

encontrarse en las referencias 37, y 38 de este articulo.

en la raiz de moléculas senales moéviles que per-
miten una comunicacién constante con el vastago
(tallo y hojas), la cual es necesaria para coordinar
los eventos moleculares que conllevan a la inhi-
bicion de la formaciéon del nédulo (Figura 6) (11).
En esta primera etapa, el factor de transcripcion
NIN (siglas en inglés de Nodule Inception) juega
un papel determinante en la activacién de la AON
(12). Se ha demostrado que, en esta etapa, NIN
se expresa en el periciclo de la raiz, en donde pro-
mueve la transcripcion de dos genes que codifican
para péptidos de la familia CLE (siglas en inglés de
“CLAVATA3-Endosperm Surrounding Region”: CLE)
(11, 13). Puesto que la activacién transcripcional
de estos dos genes se da en respuesta a rizobio,
éstos son denominados como RIC1 y RIC2 (siglas
en inglés de Rhizobia Induced CLE peptide 1 y 2)
en frijol y soya, CLE-RS1/CLE-RS2 en L. japonicus
y CLE12/CLE13 en M. truncatula (11) (Figura 6).
Estos péptidos derivan de precursores de aproxima-
damente 100 aminoacidos de longitud y mediante
un procesamiento protedlitico surgen cadenas de
péptidos de 12-13 aminoacidos (14-16). Los pépti-
dos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/CLE13

maduros son transportados via xilema hacia la parte
aérea de la planta y son percibidos por un receptor
tipo cinasa conocido en frijol y soya como “Nodu-
lation Autoregulation Receptor Kinase” (NARK),
“Hypernodulation and Aberrant Root Formationl”
(HAR1) en L. japonicus y “Super Numeric Nodules”
(SUNN) en M. truncatula (Figura 6) (11,17,18).
La importancia de la percepciéon y decodificacion
del mensaje de los péptidos RIC1/2 en la AON ha
sido demostrada en las mutantes nark/harl/sunn
las cuales exhiben fenotipos de supernodulacion
debido a que no pueden restringir el nimero de
ndédulos (11).

Con base a estudios de injertos entre el tallo
de una leguminosa silvestre (capaz de detectar los
péptidos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/
CLE13) y raices de mutantes nark/harl/sunn, y
viceversa, se ha sugerido que la percepcion de
estos péptidos activa la biosintesis de una sefal
regulatoria. Sin embargo, la identidad quimica
de esta molécula sefial derivada del tallo aun es
cuestion de debate (11). Se ha especulado que
esta molécula sefial producida en el tallo viaja via
floema hacia la raiz de la leguminosa, en donde
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Figura 5. Fijacion simbidtica de nitrégeno atmosférico. Una vez ensamblado el complejo nitrogenasa, se
requiere la inversion de la cual de 16 moléculas de ATP y poder reductor en forma de NADH y FADHZ2 para fijar
una molécula de nitrégeno atmosférico en formas asimilables para la leguminosa (e.g., NH4). El nitrégeno fijado
es translocado a células del nédulo no infectadas, en donde es incorporado al ciclo metabdlico Glutamina Sintetasa
(GS) - Glutamato Sintetasa (GOGAT). Los productos derivados de este ciclo metabdlico (e.g., Asn) son translocados
al xilema para ser transportados a los diferentes érganos de la leguminosa.

activa un programa genético que inhibe la for-
macién de noédulos (11). En los ultimos afos se
han realizado diversos esfuerzos para descubrir la
identidad quimica de la senal inhibitoria que viaja
de la parte aérea hacia la raiz. Al respecto, se ha
propuesto que esta molécula sefial puede ser la
fitohormona citocinina 6-bencilaminopurina é trans-
zeatina, de las cuales se ha observado que en altas
concentraciones inhiben la actividad meristematica
en las raices. Ademas, en L. japonicus también
se demostrd que un aumento en la producciéon de
estas citocininas inhibe la formacién de ndédulos
(19-20). Por lo anterior, se ha propuesto que este
grupo de fitohormonas puede jugar un papel en
la AON. Ademas de la citocininas, también se ha
propuesto que el microRNA (miRNA) miR2111
podria ser la sefial derivada del tallo y que inhibe
la formacién de ndédulos. En respuesta a la baja
disponibilidad de nitrégeno vy, en cierto nivel, a la
inoculacién con rizobios, este miRNA se sintetiza y
madura en las células acompafantes del floema y

de alli viaja a las raices. Sin embargo, evidencias
recientes indican que la produccién de miR2111
es necesaria para activar el proceso de formacion
y desarrollo de ndédulos y no para inhibirla (Figura
6) (21-22). Inclusive, existen evidencias que indi-
can que una vez que los péptidos RIC1/CLE-RS1/
CLE12 y RIC2/CLE-RS2/CLE13 son detectados
por el receptor NARK/HAR1/SUNN la produccion y
exportaciéon de miR2111 se inhibe (21-22). Por lo
anterior, miR2111 no puede ser considerado como
la molécula sefial producida en el tallo para inhibir
la nodulacién (Figura 6).

A pesar de que se desconoce la identidad quimica
de la molécula senal generada en el tallo, evidencias
en diferentes leguminosas indican que esta sefial
activa la transcripcion del gen “Too Much Love”
(TML). TML codifica para una ubicuitina E3 ligasa
de la familia proteica “Kelch repeat-containing
F-box” con dos péptidos sefial para localizacién
nuclear. En respuesta a rizobios, se induce la
expresion de TML en meristemos nodulares y en
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Figura 6. Vias de sefalizacion que controlan la formacion de nédulos en leguminosas. Ante una deficiencia
de nitrégeno, las leguminosas sintetizan en la raiz los péptidos CEP1, los cuales son transportados via xilema a
la parte aérea de la planta y son detectados por el receptor CRA2. Una vez detectados, inducen la expresion del
microRNA miR2111, el cual es transportado via floema a la raiz, donde provoca el corte y posterior degradacion
del RNAm de TML. Como resultado, la leguminosa puede iniciar la formacion de nédulos. Para evitar que la fijacion
simbidtica de nitrégeno comprometa el crecimiento y desarrollo de la leguminosa, a la par de las primeras divisiones
celulares en el cortex de la raiz, en ella se sintetizan los péptidos RIC1 y RIC2, los cuales son transportados via
xilema a la parte aérea y en donde son censados por el receptor NARK. En respuesta, se genera una molécula
sefal de identidad quimica desconocida (SDT: Sefal Derivada del Tallo). La SDT es transportada via floema a la
raiz, en donde de alguna forma se evita que TML sea degradado en el RISC. De alguna forma que aun no se ha
determinado, TML inhibe la formacién de nédulos.

nodulos maduros (23). Interesantemente, legu-
minosas mutantes tm/ desarrollan un fenotipo
de supernodulacién (23). Por lo anterior, se ha
propuesto que TML es un regulador negativo de la
formacion de ndédulos y un componente esencial
de la AON (Figura 6). Puesto que miembros de la

familia proteica “Kelch repeat-containing F-box”
participan en la ubicuitinacién de proteinas y que
TML se localiza en el nucleo, se ha propuesto que
TML puede regular factores de transcripcién relacio-
nados con la formacion de nédulos. Sin embargo,
hasta el momento se desconoce que proteinas son
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poliubicuitinadas por TML. Por lo anterior, alin se
requiere experimentacion adicional, orientada a
determinar el mecanismo preciso que juega TML
en la regulacion negativa en la formacion de no-
dulos mediada por la AON.

Evidencias recientes han demostrado que el
gen TML es regulado postranscripcionalmente por
miR2111 (21-22). Al respecto, se ha demostrado
que cuando las leguminosas experimentan bajos
niveles intracelulares de nitrégeno, y estan inte-
raccionando con rizobios, en la raiz se sintetiza el
péptido “C-Terminally Encoded Peptide 1” (CEP1).
CEP1 viaja via xilema a la parte area de la planta
donde es detectado por el receptor "Compact Root
Architecture 2” (CRA2) (Figura 6) (24-25). Poste-
rior a la deteccion de CEP1 se genera una sefial
sistémica que viaja via floema a las raices para
activar la formacion de ndédulos (24-25). Diversas
evidencias indican que esta sefial es miR2111,
por lo que se ha propuesto que CRA2 activa la
biosintesis de miR2111 (Figura 6). Ademas, la
sobreexpresion de miR2111 causa una disminucion
significativa de los niveles de TML y un fenotipo de
supernodulacion en L. japonicus y M. truncatula
(21-22). Por lo anterior, se ha propuesto que una
vez en las células corticales de la raiz, miR2111
interacciona con el mMRNA de TML y promueve su
degradacion en el complejo de silenciamiento in-
ducido por RNAs (RISC). Se ha especulado que la
ausencia de la proteina TML permite que diversos
factores de transcripcion activen la expresion de
genes involucrados en la formacién de nodulos.
Estas evidencias no sélo confirman el papel que
juega TML en la AON, sino que también confirman
gue miR2111 es una sefal sistémica promotora
de la nodulacién.

Autorregulacion de la infeccion (AOI)

La formacion excesiva de nddulos es el fenotipo
que caracteriza a las mutantes nark1/harl/sunny
tm/ (11). Sin embargo, analisis detallados revelan
que estas dos mutantes también muestran una
excesiva formacion de hilos de infeccion (11). Esta
observacion indica que la AON inhibe dos procesos
genéticos altamente coordinados que ocurren en
tiempos y en tipos celulares (epidermis y cortex)
diferentes. Por lo anterior, la AON no sélo regula
negativamente el programa genético encargado de
la formacion de nédulos, sino que también inactiva
el programa genético que promueve la infeccion
rizobial.

El analisis detallado de las mutantes nark1/harl/
sunny tml también reveld la existencia de una via
de sefializacidon encargada de regular el nimero de
infecciones a la cual se le ha denominado Autorre-

gulacién de la Infeccidon (AOI, siglas en inglés) por
rizobios (26). De acuerdo con las observaciones
hechas en estas mutantes, se ha planteado que
la AOI es regulada por la AON. Hasta el momento
se conocen pocos componentes genéticos de la
via AOI. Por ejemplo, se ha demostrado que el
receptor de citocininas “Lotus Histidine Kinase 1”
(LHK1), el cual se localiza tanto en células epi-
dérmales, como en el cértex de la raiz, actia de
forma cooperativa con el receptor NARK1/HAR1/
SUNN para coordinar las infecciones rizobiales en
L. japonicus (27). Al respecto, se observo que la
doble mutante /hk1 harl en L. japonicus desarrolla
50% mas hilos de infeccidn que las mutantes sen-
cillas y seis veces mas que las plantas silvestres.
Adicionalmente, el analisis de /hk1 harl también
reveld que la ausencia de estos dos receptores
disminuye considerablemente la expresion de TML
(27). Estos datos indican que la accidén cooperativa
de LHK1 y HAR1 es fundamental para restringir la
infeccion rizobial. Evidencias adicionales que apoyan
la cooperatividad de la via AON con la AOI fueron
recientemente generadas en L. japonicus, donde
se demostré que el mdédulo HAR1- CLE-RS1/2 es
necesario para restringir el nimero de infecciones
rizobiales (28).

El hecho de que el receptor LHK1 juegue un
papel en la AOI indica que la hormona citocinina
también es un elemento clave para regular tanto
el proceso de infeccién como el de formacién de
nodulos. Sin embargo, estudios recientes en M.
truncatula indican que el rizobio también juega
un papel en la AOI (29). Particularmente en este
estudio se demostrd que Sinorhizobium meliloti,
simbionte de M. truncatula, una vez dentro de las
células del nédulo activa una via de sefializacién
dependiente de Adenosin 3’5’ Monofosfato ciclico
(cAMP) que consiste en tres receptores Adenilato
Ciclasas (CyaD1, CyaD2, y CyakK), del regulador
transcripcional Crp-like dependiente de cAMP y
de diferentes genes blanco (29). La activacion
de esta via de sefializacion rizobial conlleva a la
produccion de un compuesto volatil en raices de
M. truncatula inoculadas con S. meliloti y evita
futuras infecciones rizobiales (29). Estudios far-
macoldgicos y con plantas mutantes permitieron
concluir que este compuesto volatil era etileno,
del cual se sabe que en altas concentraciones
inhibe la simbiosis entre leguminosas y rizobios
(29). Todos estos datos indican que la accidn
coordinada de las hormonas citocininas y etileno,
asi como del receptor NARK1/HAR1/SUNN, de los
péptidos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/
CLE13, asi como de TML es fundamental para
inactivar el proceso de infeccion rizobial (Figura
6).
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Regulacion de la nodulacion por disponibilidad
de nitrato (NOs)

Como ya se menciond anteriormente, la FSN permite
a las leguminosas crecer en suelos deficientes de
nitrégeno. Sin embargo, el costo energético para
la leguminosa por obtener este nutrimento mineral
de forma simbidtica es alto. Inclusive, si a través
de la actividad de “forrajeo del sistema radical”
- concepto usado para describir la actividad del
sistema radicular para explorar zonas del suelo que
contengan nutrimentos - encuentran en el suelo
zonas ricas en nitrégeno asimilable, las leguminosas
prefieren obtener este nutrimento por una via no
simbiodtica. Ante este escenario, las leguminosas
“deciden” no establecer simbiosis con rizobios y
evitar un gasto energético innecesario. Estudios en
diferentes leguminosas han permitido demostrar
que la AON también es necesaria para inhibir la
simbiosis con rizobios en condiciones optimas de
nitrégeno. Por ejemplo, en soya se ha demostrado
que la alta disponibilidad de NOs activa en la raiz
la produccion del péptido CLE denominado “Nitro-
gen Induced CLE peptide 1” (NIC1) y CLE35 en M.
truncatula (30-31). Ademas, se ha demostrado
que el péptido CLE-RS2 se produce en respuesta
no solamente a rizobios, sino que también a la
disponibilidad de NOs en L. japonicus (32). A dife-
rencia de los péptidos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/
CLE-RS2/CLE13, el péptido NIC1/CLE-RS2/CLE35
actua de forma local y es detectado por el receptor
NARK que también se expresa en la raiz (30-31).
Inclusive, mutantes nark en soya son capaces de
formar nddulos en presencia de NOs, demostrando
que la percepcion de NIC1/CLE-RS2/CLE35 por
NARK es determinante para inhibir la nodulacion
en condiciones optimas de nitrogeno. Estudios en
L. japonicus y M. truncatula han demostrado que
la activacion transcripcional de CLERS2/CLE35 es
mediada por el factor transcripcional denominado
“Nitrate Unresponsive Symbiosisl” (NRSYM1) o
“NIN-like Proteinl”, respectivamente (32). Inte-
resantemente, la sobreexpresion de CLE35 o el
tratamiento con NOs disminuye significativamente
la produccién de miR2111 y la formacion de nddulos
en M. truncatula (33). Estas observaciones indican
que las leguminosas activan la AON cuando hay
disponibilidad de nitrégeno mineral y evaden la
simbiosis con rizobios para evitar un gasto ener-
gético innecesario.

Regulacion de la nodulacion por disponibilidad
de fosfato

Es bien sabido que la baja disponibilidad de fésforo,
el segundo nutrimento mineral mas importante

Isidra-Arellano MC y Valdés-Lépez O

para todos los seres vivos, también conlleva a
una disminucion en la formacion de nédulos y en
la FSN en diferentes leguminosas. En los ultimos
diez afios se han hecho avances significativos para
entender como los nddulos se adaptan a la defi-
ciencia de fosforo. Por ejemplo, se ha documentado
que la mayoria de las respuestas metabdlicas y
transcripcionales de nddulos de frijol, soya y M.
truncatula estan orientadas a la captacion, uso
eficiente y mantenimiento de la homeostasis del
fosfato, Unica forma molecular en la que las plan-
tas toman el fésforo del suelo (34). Inclusive, se
han identificado los componentes moleculares que
permiten un aporte constante de fosfato de otros
organos de la planta al nédulo.

Con el propésito de entender los mecanismos
genéticos que controlan la simbiosis entre legu-
minosas y rizobios en condiciones deficientes de
fosfato, realizamos estudios fisioldgicos (i.e., de-
formacién de pelos radicales, nimero de nddulos
y comunicacion sistémica) y trancripcionales en
plantas de frijol (35). Estos analisis permitieron
demostrar que la deficiencia de fosforo reduce el
proceso de infeccion rizobial, probablemente a
través de la activacion de genes involucrados en la
biosintesis y percepcion de las fitohormonas etile-
no, acidos abscisico y jasmonato, de las cuales se
sabe que inhiben esta simbiosis (35). Ademas, se
observd que la deficiencia de fosfato per se activa
la expresion de los genes RIC1 y RIC2 (35-36).
Esta observacion sugiere que la deficiencia de
fosfato activa la AON en ausencia de rizobios, lo
cual fue confirmado mediante estudios genéticos
y fisiolégicos en mutantes nark de frijol y soya.
Ademas, también se demostré que el factor de
transcripcion “Phosphate Starvation Responsel
(PHR1), el cual es un regulador maestro de las
respuestas moleculares que permiten a las plantas
adaptarse a la deficiencia de fosfato, juega un papel
muy importante en la regulacion de componentes
de la AON. (36). Esto debido a que el silenciamien-
to de PHR1 causa la disminucion de la expresion
de NIN, RIC1, RIC2, y TML, lo que conduce a la
formacién del mismo nimero de nédulos tanto en
condiciones 6ptimas como deficientes de fosfato
(36). En general, estos datos indican que la AON
es una via de senalizacién que permite que las
leguminosas formen el nimero 6ptimo de nddulos
acorde a su estado nutricional.

Conclusion y perspectivas

A través de su proceso evolutivo, las leguminosas
han reclutado programas genéticos que les permiten
establecer simbiosis con rizobios. Mediante esta
simbiosis, las leguminosas pueden crecer en suelos
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deficientes de nitrégeno y, ademas, incorporar
formas asimilables de este elemento esencial a la
cadena alimenticia. Dado el costo energético que
representa la FSN para las leguminosas, también
durante su evolucién han desarrollado mecanismos
genéticos que le permiten tener un balance ener-
gético y continuar estableciendo esta simbiosis sin
comprometer su desarrollo y crecimiento. Aunque
las investigaciones realizadas en las Ultimas tres
décadas han permitido identificar y caracterizar
los componentes de la AON y AOI, aun estamos
lejos de comprender como las leguminosas regulan
el numero noédulos e infecciones rizobiales. Por
ejemplo, a pesar de que se sabe que la comuni-
cacion raiz-vastago-raiz es crucial para regular el
numero de nodulos, ain queda pendiente identi-
ficar la molécula sefial que se produce en el tallo
y que en la raiz activa la transcripcién de TML,
regulador negativo de la formacién de nddulos, en
las raices. En este respecto, es necesario deter-
minar el mecanismo de accion de TML, asi como
las proteinas que son poliubicuitinadas por esta
proteina de la familia “Kelch repeat-containing
F-box”. Puesto que miR2111 es necesario para
regular los niveles de RNAm de TML, también es
importante entender como se regula la biogénesis
de este miRNA y como la activacion de la AON
inhibe la accién de este miRNA. Al respecto, éla
AON inhibe la transcripcién del gen miR21117?; si
es el caso, écudles serian los mecanismos mole-
culares de esta inhibicién? Otra alternativa para
explicar la regulacion de la actividad de miR2111
es que exista un pseudo-blanco que secuestre a
este miRNA; si es el caso, écual es el pseudo-
blanco que secuestra a miR2111?

Diversas evidencias experimentales indican
que la AON juega un papel importante para que
las leguminosas ajusten el nUmero de nodulos
acorde a su estado nutrimental. Por ejemplo, se
ha demostrado que la AON permite que las legu-
minosas continlen fijando nitrdgeno atmosférico
en condiciones deficientes de fosforo, pero con
una reduccion en el nimero de nédulos y en su
actividad metabdlica. A pesar de que este co-
nocimiento es de gran importancia para disefiar
estrategias experimentales que permitan hacer
eficiente la FSN en condiciones deficientes de

fosforo, alin no es claro como la AON se activa
en estas condiciones nutrimentales. Por ejemplo,
se cuenta con evidencias de que el factor trans-
cripcional PHR1 juega un papel importante en la
activacion de la AON en deficiencia de fésforo, pero
écual es su mecanismo de accién? ¢PHR1 activa
la transcripcion de NIN y a su vez la expresion
de los péptidos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/
CLE-RS2/CLE13? O ¢PHR1 y NIN acttan de forma
sinérgica para activar la AON en condiciones defi-
cientes de fosforo? Responder experimentalmente
estas preguntas generardn conocimiento que
permita entender como las leguminosas ajustan
la FSN ante diferentes condiciones ambientales,
particularmente en condiciones de deficiencia de
fosforo.

Finalmente, se ha demostrado que regular
el numero de infecciones rizobiales también es
necesario para que la leguminosa alcance un ba-
lance energético durante la FSN. A pesar de que
se conocen algunos componentes genéticos de
la AOI y de que en ciertas leguminosas el rizobio
también participa en la AOI, aun se desconoce
como se activa la AOI. Al respecto, es necesario
determinar en que momento de la infeccion rizo-
bial se activa la AOI. éSe activa al mismo tiempo
qgue la AON? ¢Qué otros componentes genéticos
son necesarios para activar y mantener la AOI?
Responder experimentalmente estas preguntas
nos permitira comprender de forma integral los
mecanismos que usan las leguminosas para man-
tener un balance energético durante la FSN en
cualquier condicién ambiental.
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RESUMEN

El eritrocito se encarga del intercambio gaseoso entre los tejidos y los pulmones
a diferencia de otros tipos celulares, el eritrocito solamente puede sintetizar ad-
enosin trifosfato (ATP) a través de la glucdlisis anaerdbica y este ATP se emplea
para mantener el estado estacionario idnico, la asimetria de su membrana y para
regular el transporte de glucosa lo que le permite sobrevivir un promedio120 dias.

ABSTRACT

The erythrocyte is responsible for the gas exchange between the tissues and the
lungs, in difference with other cell types, the erythrocyte can only synthesize
adenosine triphosphate (ATP) through anaerobic glycolysis and this ATP is used
to maintain the ionic steady state, membrane asymmetry and in regulating the
glucose transport, this process allows the erythrocyte to survive an average of
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120 days.

El eritrocito es la célula que se encarga de trans-
portar el oxigeno a las células del cuerpo y recoge
el diéxido de carbono que es generado por las
células como parte de su metabolismo aerdbico.
Los eritrocitos se producen en la médula 6sea,
tienen un tiempo de vida media de 100 a 120 dias.
Durante el proceso de maduracion los eritrocitos
presentan la pérdida de los organulos por lo que
no pueden llevar a cabo las diversas vias metabo-
licas. Para poder obtener su energia los eritrocitos
emplean la via glucolitica para generar adenosin
trifosfato (ATP), el producto final de la glucdlisis en
este caso es el lactato, mismo que sale al torrente
circulatorio para llegar al higado en donde va a ser
transformado en glucosa la cual eventualmente
puede retornar al eritrocito y mantener la gluco-
lisis, a este proceso se le conoce como el ciclo de
Cori (1, 2).

La captacion de la glucosa por parte del eritro-
cito se lleva a cabo por el transportador GLUT1
gue se expresa también en la barrera hematoen-
cefalica, las neuronas, los astrocitos y la retina,
en todos estos tejidos que expresan este tipo de
transportador se requiere de un aporte de glucosa

*Recibido: 23 de febrero de 2022

de manera constante, siendo en el caso del eri-
trocito y la retina la principal fuente energética.
Los transportadores de glucosa son proteinas de
membrana que tienen 12 segmentos transmem-
branales que se organizan en dos grupos 6 del lado
amino terminal y los otros 6 en el lado carboxilo,
esta organizacion permite aparezca un “tunel”
hidrofilico que permite el paso de la glucosa a
través de la bicapa lipidica de la membrana, el
transporte se lleva a cabo a través de un cambio
conformacional del transportador que se encuentra
abierto del lado extracelular lo cual le permite la
entrada de la glucosa, una vez en el interior el
transportador cambia de forma cerrandose para
mantener a la glucosa en su interior manteniéndola
aislada del medio extracelular y abriéndose del lado
citosdlico, permitiendo la entrada de la glucosa
(3). La regulacion de la actividad del GLUT1 se
lleva a cabo de acuerdo con el tipo del tejido en
el cudl esta expresado en el caso de las células
endoteliales de la barrera hematoencefdlica esta
regulacion se lleva a través de la activacion de una
AMP cinasa, lo que favorece la sobrexpresion del
transportador cuando se presenta una hipoglu-

Aceptado: 17 de mayo de 2022
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cemia (<70 mg/dL). En los eritrocitos GLUT1 se
expresa en forma de un homotetramero, lo que
facilita la captacién de glucosa en condiciones de
hipoglucemia (1, 4).

A diferencia de lo que ocurre en otros tejidos el
eritrocito puede captar continuamente glucosa esto
es debido a que el GLUT1 tiene una Km de 2 mM,
lo que le permite la captacién de glucosa aun en
condiciones de hipoglucemia (3.3 mM en sangre),
lo cual es benéfico dado que no puede almacenar
la glucosa en forma de glucdégeno o bien transfor-
marlo en acidos grasos épero que ocurre cuando
tenemos una hiperglicemia transitoria postpandrial
o bien en pacientes con diabetes que tienen hiper-
glicemia continua?; el GLUT1 puede disminuir la
captacion de glucosa debido a un aumento en la
concentracion de ATP intracelular, esto lo realiza
para proteger al eritrocito de un exceso de glucosa
en su interior, ya que si bien se requiere de grandes
cantidades de glucosa-6-fosfato para alimentar la
via de las pentosas (via del fosfogluconato) y tener
suficiente NADPH + H* para el sistema antioxidan-
te, el exceso de glucosa puede causar dafios (5, 6).

H-0

? Fosfatidilcolina
t Esfingomielina

U Fosfatidilserina

K Fosfatidiletanolamina

® Otros fosfolipidos

E,.fosfolipido

Pero el ATP producido por la via glucolitica no
solamente se emplea para regular el transporte de
glucosa sino que también, es empleado por la P4-
ATPasa que son denominadas flipasas que sirven
para mantener la asimetria de la membrana del
eritrocito la cudl esta compuesta principalmente
por fosfatidilcolina y esfingomielina localizados
principalmente en la cara externa de la membrana,
mientras que del lado citosoélico la membrana se
encuentra conformada por fosfatidiletanolamina y
fosfatidilserina (7), mantener esta asimetria per-
mite que los eritrocitos no sean reconocidos por
los macrdéfagos los cudles al detectar la presencia
de la fosfatidilserina los fagocitan. Las flipasas
requieren estar fosforiladas para translocar a los
fosfolipidos de la membrana, sin embargo, para
la unién de éste no es necesario que la enzima se
encuentre previamente fosforilada, sino que ésta
es capaz de primero unir al fosfolipido y después
fosforilarse con el gasto de una molécula de ATP
como se muestra en la figura 1 (8).

En el eritrocito también se llevan a cabo diversos
movimiento de iones para lo cual emplea diversos

fosfolipido

E,.fosfolipido

ATP

fosfolipido

Cara
externa

Figura 1. Mecanismo de la flipasa en eritrocito. La P4 ATPasa se encuentra en la membrana del eritrocito la
cual ayuda al recambio de los fosfolipidos para evitar la fagocitosis temprana.Creada en BioRender.com.



68 Morales-Lépez S, Morales-Garcia L, Fortoul Van Der Goes T y Milan-Chavez R

lucosa

0.."".....-...."

Antiporte
CI/HCOy

ATPasa
Na* /K*

Figura 2. Usos del ATP por el eritrocito. El eritrocito crea su ATP gracias a la glucdlisis y es usado por
diferentes ATPasas para regular su metabolismo Creada en BioRender.com.

transportadores entre los cuales se encuentra el
intercambiador de aniones que permite el inter-
cambio de CI-/HCOs, lo que ayuda a mantener el
pH plasmatico pero también cuenta con la bomba
de Na*/K* ATPasa, antiporte que saca 3 Na* del in-
terior de la célula y permite la entrada de 2 K* debi-
do a que el movimiento de los iones se lleva a cabo
en contra de su gradiente, se requiere gastar ener-
gia en forma de ATP (transporte activo primario)
(9); pero no solamente el eritrocito mueve iones
como Na* y K* sino que también hay movimiento
de Ca?* al igual que ocurre en otros tipos celulares,
este ion funciona como mensajero intracelular pero
el Ca?* no puede permanecer en altas concentra-
ciones en el citoplasma por lo cudl se encuentra
unido a diferentes proteinas o bien fosfolipidos de
la membrana llegando a ser la concentracién de 5.7
uM. No todo el Ca?* se encuentra atrapado en estos
sistemas asi que dentro del eritrocito encontramos
Ca?* libre en una concentracién de 30 a 60 nM a
diferencia de lo que encontramos en el plasma
cuya concentracién es de aproximadamente 1.8

mM. Un aumento significativo de la concentracion
Ca?* al interior del eritrocito ocasiona dafios en
la funcion de este por lo que es necesario que la
concentracién sea mantenida y al igual que sucede
con otros iones que requieren el movimiento en
contra de su gradiente del Ca?* se realiza a través
de una bomba que requiere de ATP, el aumento
en la concentraciéon de Ca?* intracelular provoca
su union a calmodulina y con ello la activacion de
la ATPasa. Debido a que ésta presenta un sitio de
union para el Ca?*- calmodulina en su carboxilo
terminal, una de las cosas que limita la actividad
del transporte activo primario es la disponibilidad
de ATP (Fig. 2) (10, 11).

Estas son algunas de las funciones en las cuales
el eritrocito gasta el ATP que genera durante la
glucdlisis y que les permiten a las células sobre-
vivir durante los siguientes 120 dias que circulan
en la sangre. Sin embargo los cambios osmoéticos,
oxidativos, mecanicos y energéticos repercuten de
una o de otra forma en la disminucién de la con-
centracion de ATP, el aumento en la concentracion
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ende la muerte del eritrocito una vez retirado de
la circulacion. @

calcio intracelular y con ello la externalizacion de
fosfatidilserina, culminando con la fagocitosis y por
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4
HORIZONTALES

1

Cuadro que se presenta debido a la hipofuncién
de la glandula tiroides que produce tiroxina (T4)
y triyodotironina (T3), lo que ocasiona que haya
un metabolismo lento que conduce a cansancio,
disminucién en la capacidad de rendimiento,
ademas de apatia, mayor sensibilidad al frio,
entre otros; la ausencia del tratamiento adecua-
do en la mujer gestante puede ser responsable
de cretinismo en el producto.

dAEEEEEEE

Asi se identifica a un grupo de alteraciones
metabdlicas hereditarias en las que hay caren-
cia de las enzimas dedicadas a la degradacion
de los lipidos, ocasionando dafios en células y
tejidos como en cerebro, higado, bazo, médula
O0sea o sistema nervioso y responsables del
desarrollo de enfermedades como la de Fabry,
Niemann-Pick o Gaucher entre otras.

Alcohol quw se metaboliza en el higado por
una deshidrogenasa que tiene una velocidad 5
veces menor que la del etanol, sus productos
son formaldehido y acido formico, este ultimo
responsable de una acidosis metabdlica grave;
los sintomas que la intoxicacion de esta sus-
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tancia ocasiona son: cefalea, nauseas, vomito,
trastornos en la vision, en algunas ocasiones
coma y puede llegar hasta la muerte cuando
el consumo es 1g/kg de peso. El tratamiento
de eleccion es la administracion de alcalis,
hemodialisis y etanol para que su enzima des-
hidrogenasa realice una inhibicidon competitiva
e impida la formacion de los productos toxicos.
La deficiencia de la galactosa 1-fosfato uridil
trasferasa impide que la hexosa que junto con
la glucosa constituye a la lactosa se incorpore al
metabolismo de los carbohidratos ocasionando
esta patologia; este cimulo debe ser detectado
en el periodo neonatal ya que es responsable
de intolerancia al alimento, vomito, ictericia;
la ignorancia de este cuadro conduce a hepa-
tomegalia, retraso mental y en ocasiones la
muerte.

Hormona encargada de la reabsorcion de agua
en el cuerpo y de la concentracion de orina; la
patologia identificada como diabetes insipida se
debe a un trastorno en la produccidn de esta
hormona en la hipdfisis, lo que ocasiona que
haya gran cantidad de orina que al eliminarse
se encuentre muy diluida, esto ocasiona sed,
irascibilidad, calambres y piel seca entre otros
sintomas.

Esta enfermedad -la cual puede ser tipo I o
II- tiene como caracteristica fundamental la
deficiencia de insulina, que es la hormona in-
dispensable para que la glucosa, proveniente
de la alimentacidon, sea metabolizada para la
produccion de energia.

No hay una causa identificada para el desarrollo
de esta patologia en la que hay mutaciones en
el DNA que pudieron deberse a factores gené-
ticos, radiaciones, etc., es ocasionada por una
sobreproduccion en la médula dsea de linfocitos
que no maduran debidamente (blastos) y que
afectan las funciones de los linfocitos sanos,
los eritrocitos y las plaquetas; los sintomas de
este cuadro generalmente son: desarrollo de
moretones, sangrados e infecciones frecuentes,
dolor en huesos y articulaciones, inflamacion
de ganglios linfaticos y disnea entre otros.
En la neuropatia conocida como Sindrome de
Gullian-Barré se han desarrollado

como resultado de la infeccidn bacteriana oca-
sionada por Camylobacter jejuni que destruyen
la mielina que cubre los nervios periféricos lo
que conduce a una disfuncion autondmica que
se presenta con paralisis flacida, inicialmente
de los miembros inferiores y conforme avance
el dafio, la paralisis muscular es progresiva y
puede ocasionar problemas respiratorios, la
administracién de inmunoglobulinas es uno
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de los tratamiento de eleccién.

La enfermedad de Tay-Sachs esta dentro del
grupo de las lipidosis, es de caracter hereditario
autosémico recesivo es mas comun en ninos
de origen judio, es producida por la

de la enzima - hexosaminidasa que interviene
en la degradacion de gangliésidos que al acu-
mularse dafan al sistema nervioso central, los
sintomas son detectados aproximadamente a
los 6 meses de edad al observar que el nifio
tiene mayor sensibilidad al ruido, visién dismi-
nuida, dificultad al tragar, ceguera, manchas
rojas en la retina, al segundo afo de vida se
inician las convulsiones que pueden acabar
con la vida hacia los 4 afios.

Su nombre proviene de las raices griegas a6rpo
(athéro pasta) y okAnpocg (sklerés duro), es
un sindrome que se caracteriza por la forma-
cion de placas que se depositan en la intima
de las arterias lo que ocasiona una reaccion
inflamatoria con migracion de las células de
la musculatura lisa de la pared, que conducen
a una pérdida de la elasticidad y disminucion
del paso del flujo sanguineo.

Trastorno de la coagulacién de la sangre de
caracter hereditario, puede ser A o B, esta li-
gada al cromosoma X y afecta a los hombres,
puede transcurrir sin manifestaciones, las que
se expresan ya sea ante heridas o en procesos
quirurgicos en donde los sangrados pueden
conducir a hemorragias.

Enfermedad neurodegenerativa, suele au-
mentar su incidencia a edades superiores a
los 65 afios; los agentes causales pueden ser:
genéticos, por dafio oxidativo, por alteracion
en el metabolismo de la dopamina o por la
presencia de toxicos ambientales; todos o
algunos de ellos, conducen a la disfuncién de
complejo I mitocondrial, hay generacion de
radicales libres, despolarizacion de la mem-
brana y alteraciones que finalmente conduce
a la muerte de neuronas dopaminérgicas.
Cuando este metabolito aumenta sus valores
en circulacidon, generalmente se debe a que
se han destruido las células pancreaticas
responsables de la produccién de insulina,
la patologia se identifica como diabetes y los
sintomas principales son polidipsia, polifagia
y poliuria.

Es una alteracidon del equilibrio acido-base en
el organismo, en el que hay una disminucion
del pH fisioldgico de la sangre, segln su origen
puede ser metabdlica ocasionada por disfuncion
renal o por anormalidades metabdlicas o respi-
ratoria producida por problemas relacionados
con las vias respiratorias.
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29 Enfermedad que se caracteriza por un aumento

de acido Urico en la sangre, el mismo se puede
encontrar cristalizado en las articulaciones; un
factor desencadenante de la enfermedad es
el consumo de grandes cantidades de carnes
rojas, visceras y etanol.

VERTICALES

1

Enfermedad ocasionada por un exceso en la
cantidad de fierro en el organismo, puede
ser hereditaria, la cual es mas frecuente en
hombres que en mujeres o adquirida, debida
a trasfusiones repetidas, hepatitis B o C; los
principales sintomas son fatiga, debilidad y
malestar general, el tratamiento de eleccidn es
la aplicacion de sangrias para evitar el cimulo
del metal.

Siglas del indice que relaciona el peso vy la
estatura [peso (kg) + altura2 (metros)] que
se ha empleado para determinar el grado
de sobrepeso cuando el valor esta entre 25
y 29.99 kg/m2; obesidad grado I cuando el
valor esta entre 30 y 34,99 kg/m2; grado II
es cuando el valor esta entre 35 y 39,99 kg/
m2 y grado III cuando excede estos valores

A esta enfermedad que se desarrolla gene-
ralmente después de los 60 afios se le llama
también demencia senil, inicialmente hay un
deterioro cognitivo leve, que a medida que
el tiempo avanza se incrementa hasta olvi-
dar rostros, nombres, costumbres de aseo,
etc., por estudios bioquimicos se tiene que
la proteina precursora de amilode, (APP) se
divide en fragmentos, uno de esos el péptido
B-amiloide, que se agrupa con otros y forma
las placas seniles, ademas la proteina tau se
hiperfosforila, forma ovillos que dafian el sis-
tema de transporte neuronal.

Este tipo de anemia llamada también drepa-
nocitica es una enfermedad de origen genético
debida a una mutacion de una timina por una
adenina en el gen de la globina B de la hemog-
lobina lo que conduce a la sustitucion del acido
glutéamico por valina ocasionando un defecto
en la proteina, el eritrocito adquiere la figura
de hoz lo que conduce a una isquemia del teji-
do que disminuye el aporte de oxigeno tisular.
La de Fabry es debida a la deficien-
cia de la a-galactosidasa-A y con ello la acu-
mulacion de trihexdsido de ceramida lo que
ocasiona acumulaciéon de grasa en rifidn, con
insuficiencia renal; en corazdn y cerebro, con
la posible presencia de infartos; alrededor de
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vasos sanguineos con riesgo de accidente ce-
rebrovascular y aquellos que irrigan al sistema
nervioso, ocasionan parestesia.
Dentro del grupo de enfermedades
recesivas se encuentra la de Niemann-Pick que
es ocasionada por la acumulacion de grasas
y colesterol en higado, bazo, médula dsea
preferentemente, esta patologia puede ocasio-
nar pérdida de tono muscular, problemas de
aprendizaje, dificultad al tragar, incoherencia
al hablar, pérdida progresiva de la vision y
audicion; de las categorias, la mas grave es
la de la primera infancia en donde el paciente
raramente sobrevive mas alla del afio y medio.
Proteina intracelular con 24 subunidades que
en su parte interna tiene la capacidad de
almacenar de 4000-4500 atomos de fierro
el que se secreta al plasma con pequefas
cantidades para ser utilizado en la sintesis de
hemoglobina, mioglobina, citocromos y algu-
nas enzimas; las irregularidades ya sea en la
produccién, almacenamiento o liberacion del
metal de la proteina generara diferentes tipos
de anemias.
Los incrementos séricos del producto terminal
de la glucdlisis anaerdbia ocasiona la acidosis
la cual puede deberse a varios fac-

tores ya sean ambientales como por ejemplo,

ascender a grandes alturas donde la concen-
tracion de oxigeno atmosférico se encuentra
disminuido o patoldgicas como en la intoxica-
cion alcohdlica en la que la relacion de NADH/
NAD* se encuentra aumentada, asi como en
asma bronquial, enfermedad pulmonar obs-
tructiva o diabetes mellitus, entre otras.
Dentro del grupo de enfermedades autoso-
micas recesivas esta la de von Gierke que se
caracteriza por la deficiencia de glucosa 6-fos-
fatasa, enzima que interviene en la liberacion
de las subunidades monoméricas a partir de
la reserva hepatica del , esto conduce
a hipoglucemia, acidosis lactica, hiperuricemia
e hiperlipidemia; las complicaciones de este
cuadro son alteraciones en el crecimiento,
posibilidad de generar gota, crisis convulsivas
y calculos renales, entre otros.

Cuando se presenta el sindrome de dificultad
respiratoria aguda, es inminente la administra-
cion de oxigeno; este proceso lleva el riesgo de
que puede ocasionar dafo a la funcién pulmo-
nar por la sobreproduccion de radicales libres.
En los anos 50 del siglo pasado se identifico
que el aumento de la presion de oxigeno en
las incubadoras de recién nacidos prematuros
hay una toxicidad por que puede
ocasionar ceguera.
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Enfermedad autosdémica recesiva, se caracte-
riza por ictericia, hepatomegalia, somnolencia,
gue son debidos a una insuficiencia hepatica
aguda, ocasionada por una deficiencia de
ceruloplasmina que genera un nivel bajo de
cobre en el plasma, mismo que se deposita
anormalmente en higado, cerebro, bazo, cor-
nea y rifion, que pueden producir espasmos
musculares, disfagia, osteoporosis, etc., si no
se atiende oportunamente con medicamento
o0 con alimentos pobres en cobre, puede ser
causa de muerte temprana.

Enfermedad que ocasiona inflamacion del hi-
gado que puede desencadenarse por infeccion
viral o bacteriana, debida a trastornos de tipo
autoinmune o bien por agentes toxicos; exis-
ten diversas formas segun el agente causal; la
principal sintomatologia son dolor abdominal,
fatiga, ictericia, inapetencia, pérdida de peso,
el diagnéstico y seguimiento de la enfermedad
se realiza con pruebas de funcionamiento del
organo, examenes sanguineos para identificar
el tipo A, B o C entre otros, la del tipo A gene-
ralmente es de corta duracion y sin problemas
posteriores.

Son un grupo de siete trastornos genéticos
generalmente hereditarios causados por
irregularidades en la produccién del hemo
componente de la hemoglobina, debido a una
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sobreproduccién de acido 3-amino-levulinico
(ALA) y porfobilindgeno (PBG); generalmente
el individuo permanece asintomatico por toda
la vida pero el cuadro puede desencadenarse
por la presencia de medicamentos o anesté-
sicos como barbituricos o hidantoinas entre
otros; la sintomatologia consiste en: dolor
abdominal, nauseas, vomitos, hipertension y
fotosensibilidad; un dato que puede ayudar al
diagnostico es la coloracion rojiza de la orina
que se va oscureciendo al cabo de unas horas
hasta color vino sobre todo si se las expone a
la luz.

Este sindrome se produce por un exceso de
cortisol ya sea porque la glandula suprarrenal
produce demasiada hidrocortisona o por trata-
mientos prolongados con glucocorticoides, se
identifica por obesidad central, la caracteristica
“cara de luna llena” e hipertension arterial.
La deficiencia de la acida ocasiona
la enfermedad de Wolman, un trastorno au-
tosomico recesivo en el que se produce un
almacenamiento de lipidos como colesterol y
triacilglicéridos que ocasionan dano a células
y tejidos; el recién nacido desarrolla hepato-
megalia, agrandamiento del bazo, abdomen
distendido, esteatorrea y endurecimiento de
las glandulas suprarrenales por depdsitos de
calcio.
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Resumen

La activacién de las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) tiene un gran potencial terapéutico
para multiples enfermedades humanas. El activador de ALDHs mejor caracterizado es un com-
puesto sintético denominado Alda-1. En el presente trabajo se muestra el efecto de Alda-1
sobre la cinética de la ALDH2 humana (isoforma mitocondrial), se analiza el tratamiento ma-
tematico para obtener los pardmetros cinéticos y se discute el significado bioldgico del efecto
de este singular activador.

Abstract

Activation of aldehyde dehydrogenases (ALDHs) has great therapeutic potential for multiple
human diseases. The best characterized ALDHSs activator is a synthetic compound called Alda-
1. The present work shows the effect of Alda-1 on the kinetics of human ALDH2 (mitochondrial
isoform), analyzes the mathematical treatment applied to the data to obtain the kinetic para-

meters, and discusses the biological significance of the effect of this unique activator.

Introduccion

Las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) son una su-
per familia de enzimas que se encargan de oxidar
aldehidos a sus correspondientes acidos (1). Los
aldehidos son compuestos organicos reactivos que
se pueden formar por diversos procesos como en
el metabolismo del etanol (2), la exposicion a xe-
nobidticos o como producto de la peroxidacion de
lipidos en condiciones de estrés oxidante (3). Estos
aldehidos, pueden modificar la estructura de biomo-
léculas como el DNA (acido desoxirribonucleico) (4)
o proteinas (5), por lo que pueden ser muy nocivos
para la célula, es por esta razén que la actividad de
las ALDHs se considera de vital importancia para
mantener la integridad celular (6).

Estudios en diversos modelos han mostra-
do que la activacion de las ALDHs es capaz de
proteger a la célula de diversos tipos de estrés
(6-8), aunque se ha dado mas énfasis al estu-
dio del efecto sobre la activacion de la isoforma
mitocondrial (ALDH2). El activador de ALDH2
mejor caracterizado hasta la fecha es Alda-1, el

cual es un compuesto sintético con propiedades
cardioprotectoras (9), neuroprotectoras (10) y
hepatoprotectoras (11).

Cinética de los activadores no esenciales

Un activador no esencial se define como “una mo-
lécula capaz de incrementar la velocidad de una
reaccién catalizada por una enzima”. El esquema
general para describir la activacién no esencial se
presenta en la figura 1, donde o y p son factores
adimensionales que representan la magnitud en la
cual el activador modifica la afinidad de la enzima
por el sustrato (Ks) y la velocidad maxima (Vm),
respectivamente.

La ecuacion de velocidad que rige la activacion no
esencial se presenta a continuacién:

vm[S] (1 + M)

aKa

v =

...... (1) [13]
)

Ks(1+%)+[5](1+%

*Autor de correspondencia: José Salud Rodriguez Zavala. Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiolo-
gia. Juan Badiano No.1, Col. Secc. XVI, Del. Tlalpan 14080, Ciudad de México. Correo E: jose.zavala@cardiologia.org.mx
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En su forma de dobles reciprocos (Linewea-
ver-Burk) tenemos:

1_ KS( [A]) + (H‘Eﬁ]“) ...... )
S )

La posicidon en el plano cartesiano de la inter-
seccion de las lineas resultantes del grafico de do-
bles reciprocos, depende de la relacién entre los
factores a y B. Las ecuaciones 3 y 4, representan
el valor en el punto de interseccion en el eje de las
ordenadas “Y” (1/v) y en el eje de las abscisas “X”
(1/[S]), respectivamente.

1 1 (1-a)
v Vm B-a)” ()
1_10-8
57 Ks G=—a) " 4)

En un caso ideal, el activador aumentaria la afi-
nidad por el sustrato (a<1) y también la velocidad
de catalisis (B>1), por lo que la interseccidén ocurri-
ria en el segundo cuadrante (Y>0; X<0). Existen
activadores que sdlo modifican la Vm (>1) sin mo-
dificar la afinidad (a=1) (activadores tipo V), cuya
interseccion del grafico de dobles reciprocos ocurre
sobre el eje negativo de “X” (Y=0; X<0). También
se pueden encontrar moléculas que no modifican
la Vm (p=1), pero si incrementan la afinidad de la
enzima por su sustrato (a<1) (activadores tipo K),
por lo que el patrén de lineas intersectantes ocurre
sobre el eje “Y” (Y>0; X=0). Es importante hacer

Ks
E+S — ES E+P
+

+
A

0

oKs B cat
EA+S — EAS— E+P

Figura 1. Esquema cinético que representa los posibles
equilibrios de un activador no esencial (A), en una re-
accion catalizada por la enzima (E), donde el sustrato
(S) es transformado a un producto (P). Ks representa
la constante de disociacion del complejo ES, kcat es la
constante de velocidad de catalisis, a. es un factor adi-
mensional que modifica a la Ks y B es un factor adimen-
sional que afecta la velocidad de catalisis.

notar que la ecuacién 1 también describe el compor-
tamiento de inhibidores parciales (f<1) o de un in-
hibidor competitivo parcial simple (f=1; a>1; panel
j), y tanto el patron de inhibicion como el de activa-
cion dependen de los valores de o y B (Fig. 2). Los
casos presentados en los paneles k) y |) de la figura
2, corresponden a moléculas que poseen un com-
portamiento dual (notar la interseccién en el primer
cuadrante), es decir, en algunas concentraciones de
sustrato la molécula se comporta como inhibidor y
en otras concentraciones tiene propiedades de ac-
tivador, por lo que en este trabajo nos referimos a
estas moléculas simplemente como moduladores.
Los casos reportados en la literatura de este tipo de
moduladores son extremadamente raros.

2. Problema

En la tabla 1 se presentan los datos de actividad de
la ALDH2 humana al variar la concentracion de un
aldehido (propanal), a una concentracion saturante
de NAD*, en presencia de diferentes concentracio-
nes de Alda-1 (12). Con estos datos, calcular los
parametros cinéticos Vm, Ks, Ka, o, p y analizar
como cambia la eficiencia catalitica con respecto a
la concentracion de Alda-1.

3. Solucion

Al graficar los datos del problema se obtiene una
familia de hipérbolas con velocidad cada vez ma-
yor al incrementar la concentracion de activador,
como era de esperarse; sin embargo, las hipérbo-
las muestran un cruce a una concentracién aproxi-
mada de 5 uM propanal (Fig. 3A). Al obtener el gra-
fico de dobles reciprocos, se toma la linea recta en

Tabla 1
Actividad de ALDH2 humana recombinante al variar
la concentracién de propanal y del activador Alda-
1. La concentracion de NAD* se mantuvo constante
almM.

v (nmol/min/mg)
[Propanal]
(M)

Alda-1 (pM) O| 2 5 20
0 0 0 0 0
1 318 227 164 136
2 388 325 | 294 234
5 427 444 | 432 427
10 451 497 521 528
20 462 514 | 580 629
50 500 559 | 654 724
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c) [A]
[A]

[A]
i) 3 )
> 2
‘_’1 ﬂ=1
// a<1 )
P AT S 5 3 3 ; . ; 5 e IR
11[8] 1118] 11[8] 1/[8]

Figura 2. Patrones gréficos obtenidos a partir de la ecuacion para un activador no esencial, donde [A] es la concen-
tracion de activador, [I] es la concentracion de inhibidor y [M] es la concentracion de modulador (una molécula con
propiedades de inhibidor/activador). Las simulaciones se realizaron utilizando el software Microcal Origin ver 8.0. Las
condiciones modeladas fueron: Ks = 1; Ka = 1; Vm = 1; [A], [I] 6 [M] = variable (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10), los
valores de a.y p varian en cada caso.

a) 800 b) 0.016-

' $
O 600+ ] S
3 > o012 S
S—
(- «-
"= 400 ] o®
§ B Alda OmM 0.008 S
3 o a2 R e -

A Alda 5mM +0.0

£ 200- v Alda zomi 3 s 00041
> O bl L] - LJ v L) v L] M L] v L) v L) M v v L) L

0 10 20 30 40 50 2 -1 0 1 2

[Propanal] 1/ [Propanal]

Figura 3. Grafico directo (a) y de dobles reciprocos (b) de los datos de la actividad de ALDH2 en presencia de varias
concentraciones de Alda-1. Los datos fueron obtenidos a partir de la tabla 1.



Revista de Educaciéon Bioquimica (REB) 41(2):74-79, 2022 El singular caso de Alda-1 77

ausencia de activador y de ella se pueden calcular
el valor de Vm a partir de la ordenada al origen y el
valor de Ks a partir de la abscisa al origen (Fig. 3b).
A partir de los términos que corresponden a la pen-
diente y a la ordenada al origen en la ecuacioén 1,
se pueden crear regraficos que seran Utiles para
calcular los valores de «, B y Ka.

Analisis de la pendiente

La pendiente de la ecuacion en su forma de dobles
reciprocos (Ec. 2) se puede arreglar de la siguiente

manera:
_ (4 xa)

"o Vm (1 + a;ﬁ)

_ aKaKs + aKs[A] c
" aKaVm + BVm[A] T ®)

Cuando [A]=0 la ecuacién (5) se expresa como:

Definiendo Am = m-mo entonces tenemos:

aKaKs + aKs[A] Ks
aKaVm + BVm[A] Vm

KslAl@-p)
aKaVm + BVm[A] ™™ @)

Am=m-my=

Am =

Al obtener el doble reciproco de la ecuaciéon 7, se
obtiene una linea recta que es de utilidad para ob-
tener los parametros que restan por calcular (Ec.
8).

1 aKaVm 1

_ BVm
Am~ Ks(a-P)[A]

Ks(a —

75 (®)

Analisis de las ordenadas al origen

Al igual que el andlisis de las pendientes, el de las
ordenadas al origen nos permitird obtener una ex-
presién de utilidad para calcular Ka, oy p. La or-
denada al origen de la Ec. 2 puede arreglarse de la
siguiente manera:

(1+14)

aKa

vm (1 i [A])

aKa

_ aKa+[A]
“aKaVm + BVm[A] " -(7)

b=

Cuando [A]=0 la ecuacion (7) se expresa como:

Definiendo Ab = b-bo entonces tenemos:

_ _ aKa + [A] 1
Ab=b=bo = Cxavm +BVm[A] Vm
_ G-
Ab = Ravm + BVm[A] " )

Al obtener el doble reciproco de la ecuacion 9, se
obtiene una linea recta que también es de utilidad
para obtener los parametros que restan por calcu-
lar (Ec. 10)

l aKaVm 1
Ab — (1-PB)[4]

ﬁVm
(1 B

Determinacion de los parametros cinéticos

- KsyVm

Cuando el término [A]=0, entonces la expresién de
dobles reciprocos queda expresada de la siguiente
manera:

1_Ks1 1
v Vm[S]

Por lo tanto, la ordenada al origen de la recta sin
activador es igual a 1/Vm y la abscisa al origen de
la recta es -1/Ks, de tal forma que obtenemos los
valores de la Tabla 2.

- Ka,ayp

Al obtener 1/Am y 1/Ab a partir de las rectas de
la figura 3, se obtienen los datos de la tabla 3. La
grafica de 1/[Alda-1] vs 1/Am 6 1/Ab da como re-
sultado el regrafico mostrado en la figura 4. Utili-
zando las ecuaciones de los regraficos presentes
en la figura 4, es posible obtener los parametros
faltantes (Tabla 4).

Conclusiones

El analisis de la ecuacién para activadores no esen-
ciales revela la posibilidad de la existencia de mo-
léculas que disminuyan la afinidad de la enzima por
el sustrato (a>1) al mismo tiempo que incrementan
su velocidad maxima (p>1), si se dan estas con-
diciones y ademas a>p, entonces se obtiene una
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Tabla 2
Parametros cinéticos determinados a partir del ana-
lisis de dobles reciprocos de los datos de la tabla 1
en ausencia de activador.

Parametro Valor
1/Vm 0.0021
Vm (nmol/min/mg) 476
-1/Ks 191
ks (1M) 0.52
pVm
_i Ks(a —B)
aka 1000 y = 1066.3x + 120.35
l 500 / 1/Am
0 . . |
02 0.2 0.4 06
e 1/[Ada-1]
§ -1000 \
‘0 1500 -
3 "
I 2000 { BVm P
- 7, _ -
o500l 1—8 b y = -5139.8x - 672.71
-3000 -
-3500 -

Figura 4. Regréfico obtenido del anélisis de las pendien-
tes y de las ordenadas al origen de la ecuacion de acti-
vacion en su forma de dobles reciprocos. Este grafico es
util para el calculo de Ka, o y p. El valor de B se puede
estimar a partir de la ordenada al origen del regréafico de
1/Ab vs 1/Alda y utilizando el valor de Vm previamente
calculado. A partir de la ordenada al origen del regrafico
de 1/Ab vs 1/Alda y puesto que se conoce el valor de la
Vm, se obtiene el valor de B. Este valor se puede usar en
la ordenada al origen de 1/Am vs 1/Alda para obtener o,
y los valores de o y B se usan en la abscisa de cualquiera
de los regréficos (1/Ab vs 1/Alda 6 1/Am vs 1/Alda) para
obtener la Ka.

Belmont-Diaz A, Rodriguez-Zavala JS

Tabla 4
Parametros cinéticos obtenidos del analisis
de los datos de la figura 2.

Parametro cinético Valor
Ka (pM) 1.03
a 29.34
p 3.4

zona de inhibicion y una zona de activacién depen-
diendo de la concentracion de sustrato. El caso de
Alda-1 es uno de los pocos documentados donde se
puede estudiar este fendmeno dual de inhibicién /
activacion, el cual puede ser un factor muy impor-
tante para considerar en un contexto terapéutico.

Se ha propuesto que el mecanismo de proteccion
celular por la activacién de las ALDHs se debe a
un incremento en la capacidad de desintoxicacion
de aldehidos reactivos. Dado que Alda-1 muestra
una cinética dual de inhibicién (en concentraciones
bajas de aldehido) y activacion (en concentracio-
nes altas de aldehido) en el caso de ALDH2, enton-
ces, es razonable pensar que el efecto protector de
Alda-1 al activar a esta enzima sera posible solo
en condiciones donde la exposicién a aldehidos re-
activos sea elevada (>5uM), mientras que en con-
diciones de bajos niveles de aldehido (<5uM), no
habrd proteccién por ALDH2, e incluso se podrian
promover efectos nocivos.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién, difusion, discusién, analisis y presentacion
de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La Revista esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes
de posgrado, licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se someten a eva-
luacion para su posible publicaciéon no deben de haberse presentado total o parcialmente en
otras publicaciones.

Se aceptan Gnicamente contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma
de articulos de investigacion, de revision, de critica, de analisis y otras comunicaciones que
tengan que ver con diversas formas de estimular el aprendizaje de la bioquimica y sirvan de
apoyo a investigadores, profesores y alumnos, tanto en aspectos de investigacion, académi-
cos y de actualizacion.

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes Autor/es. Titulo del articulo. Abreviatura inter-

lineamientos editoriales:

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el

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

2) 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

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “*Word”, con una extensiéon maxima
recomendada de 15 cuartillas a doble espacio,
en “Times New Roman 12" como fuente de la
letra, sin formato de texto, tabuladores o pies
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 por orden
numerico de aparicidon en el texto al final del tra-
bajo y deben incluirse en el formato “Vancouver".

nacional de la revista. Afio; volumen (nimero):
pagina inicial-final del articulo de acuerdo con
el siguiente ejemplo: Dawes J. Rowley J. En-
hancing the customer experience: contributions
from information technology, J Business Res.
2005; 36(5):350-7. Los libros deben citarse de
la siguiente forma: Libro completo: Autor/es.
Titulo del libro. Edicidén. Lugar de publicacion:
Editorial; afo. Por ejemplo: Bell J. Doing your
research project 5th. ed. Maidenhead: Open
University Press; 2005. Capitulo de libro: Autor/
es del capitulo. Titulo del capitulo. En: Director/
Coordinador/Editor del libro. Titulo del libro.
Edicion. Lugar de publicacion: Editorial; afio.
Pagina inicial-final del capitulo. Por ejemplo:
Franklin AW. Management of the problem. En:
Smith SM, editor. The maltreatment of children.
Lancaster: MTP; 2002. p. 83-85.

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

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
para que corrija e incorporé en el manuscrito las
diferentes observaciones o en su caso, indique su
opinidn a observaciones que considere discutibles
en los dictdmenes de los revisores. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
Revista, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
de otra forma se considerard como un manuscrito
enviado por primera vez. De ser necesario el Comité
Editorial podra enviar nuevamente el manuscrito co-
rregido a los revisores para tener una nueva ronda
de revision, todo ello continuando con el anonimato.
Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electronicos se deberdn enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que sera considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccidon electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacién del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. 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
gue envian el trabajo.



