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EDITORIAL

CONTENDER CON EL ESTRES HIDRICO DEL PLANETA,
UN RETO CIENTIFICO, TECNOLOGICO Y POLITICO

| agua es la molécula mas abundante en la

superficie de nuestro planeta. EI 5% de la
masa de la corteza terrestre es agua; se encuentra en
todas partes en forma liquida, solida (hielo) o
gaseosa (vapor), es esencial para la atmosfera y
crucial para la vida. Existen organismos que pueden
Vvivir sin oxigeno, pero no conocemos a hinguno que
pueda vivir sin agua. Su abundancia y amplia
distribucion generaron el calificativo de “planeta
azul” gracias a los grandes océanos, mares, lagos,
lagunas y rios, mismos que ocupan el 70% de la
superficie terrestre, y a que la vista que se tiene de
la Tierra desde el espacio es la de una impresionante
esfera azul. Pero su importancia va mas alla de la
abundancia: sin agua, la vida en este planeta no
hubiera podido aparecer, desarrollarse, sostenerse y
seguir evolucionando.

El agua es una molécula muy pequefia, un atomo de
oxigeno y dos atomos de hidrogeno (H20), apenas
con un peso molecular de 18 Daltons, nada compa-
rado con una molécula de hemoglobina cuyo peso
molecular es 64,000 Daltons. Muchas de las carac-
teristicas del agua dependen de que las moléculas se
pueden estructurar entre ellas gracias a que la propia
molécula tiene polaridad. Esto genera dos cargas
parciales negativas hacia el oxigeno, por la atrac-
cion de los electrones hacia este atomo que es mas
electronegativo y deja una carga parcial positiva a
cada hidrogeno. Esto permite que cada molécula de

agua se estructure con otras moléculas de agua
acercandose con sus hidrogenos a los oxigenos de
otras moléculas de agua y asi sucesivamente hasta
formar una estructura tipo cristal gracias a los
Ilamados puentes de hidrogeno.

Estas estructuras se rompen y vuelven a formar a
grandes velocidades (nanosegundos), lo que provo-
ca que el agua esté en su forma liquida. Si bajamos
la temperatura, estas estructuras se hacen mas
estables y reclutan a mas moléculas; una vez que
Ilegamos a la temperatura de solidificacion (conge-
lacion), el agua toma su forma solida (hielo); si
aumentamos la temperatura, el hielo pasa a liquido
(punto de fusion). Si se continda aumentando la
temperatura, las estructuras se hacen mas débiles y
se reclutan menos moléculas, hasta que se alcanza
la temperatura de ebullicion, donde el agua acelera
notablemente su forma de vapor porque la molécula
ya no se estructura con ninguna otra molécula y se
convierte en gas. Es importante mencionar que la
formacion de vapor sucede a cualquier tempe-
ratura y presion, pero se acelera notablemente en el
proceso de ebullicién que se da con altas tempera-
turas y bajas presiones; de igual forma, al disminuir
la temperatura, el vapor de agua se hace liquido
(condensacion).

En nuestro planeta, el 2 % del agua se encuentra
en forma de hielo, la gran mayoria esta en forma
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liquida, pero con un intenso recambio con el vapor.
Gracias al ciclo evaporacion-precipitacion se pre-
sentan 107,000 Km?® de Iluvia por afio y el agua total
en la atmdsfera se recicla completamente aproxima
damente cada 10 dias. Lo malo es que su distri-
bucion no es homogénea y la mayor parte de las
precipitaciones cae en el mar.

También la estructuracion del agua, su polaridad, y
los puentes de hidrégeno permiten que el agua sea
un disolvente, es decir, que en ella se puedan disol-
ver muy diversos compuestos, a los que llamamos
solutos polares. Estos solutos son de lo mas diverso,
tienen diferentes capacidades de disolucion, tama-
fios, cargas y estructuras quimicas. Esta capacidad
de disolucion del agua es una de sus caracteristicas
para permitir la vida, pero se puede convertir en
dafiina si lo disuelto es un toxico o una toxina o
cuando las cantidades disueltas de un compuesto
son tan grandes que se convierte en perjudicial. En
el agua también pueden vivir microorganismos y
organismos mas complejos, incluyendo grandes
peces y mamiferos. Algunos microrganismos pue-
den ser nocivos y causar infecciones o producir
toxinas al entrar en contacto con la piel o pueden ser
ingeridos por otros organismos, incluyendo a los
humanos y causar enfermedades e incluso la muerte.

El ejemplo de la sal comdn (cloruro de sodio) es
muy ilustrativo. En nuestro plasma sanguineo tene-
mos 9 g/L, mientras que en el agua de mar hay 32
g/L. Para los humanos, tener menos o mas de 9 g/L
en el plasma causa enfermedad y tener 32 g/L es
mortal; es mas, consumir agua con 32 g/L también
seria mortal; por esta razon se debe desalinizar el
agua de mar para poderse consumir. La llamada
agua dulce contiene menos de 3 g/L. El problema es
que en el planeta el agua dulce es muy escasa, solo
el 2.5%; el resto es agua salada y ain peor, el 1.9%
del agua dulce esta en glaciares y casquetes polares,
el 0.5% esté en aguas subterraneas y sélo el 0.02%
estd en aguas superficiales: lagos, lagunas, rios y
embalses.

Adicionalmente, el agua dulce no sélo tiene disuelto
cloruro de sodio, también contiene multiples com-
puestos, algunos de los cuales pueden ser toxicos,
por lo que a los escasos porcentajes de agua dulce
gue se pueden extraer (0.52% considerando las
fuentes subterraneas) debemos agregar que ésta
puede estar contaminada, por ejemplo, con arsénico,
cadmio, mercurio o plomo y por organismos pato-
genos, por lo que se requiere de procesos complejos
para convertirla en agua dulce potable, es decir
satisfactoria para su consumo.

La vida depende del agua, no sélo porque en ella se
disuelven los nutrientes y los compuestos de dese-

cho, sino también porque permite la estructuracion
en fases lipidicas que dan origen a las membranas
celulares y con ello forma medios internos y exter-
nos como la membrana plasmatica o la mito-
condrial, entre otras. También gracias al ambiente
acuoso se llevan a cabo eficientemente reacciones
enzimaticas como el transporte, la sefializacién intra
y extracelular y, por supuesto, la generacion de
energia.

El agua cumple un ciclo entre los organismos auto-
trofos y heterétrofos. Los autotrofos, gracias a la
energia de la luz, rompen el agua para obtener elec-
trones y protones que después utilizan para obtener
energia (ATP) y cofactores reducidos (NADH y
NADPH). Esto les permitira, junto con el bioxido de
carbono (CO2), generar macromoléculas para su
funcionamiento y crecimiento. Un producto adicio-
nal en esta ruptura de la molécula de agua es el
oxigeno (02), que es liberado al medio. Los organis-
mos heterétrofos, como los humanos, consumen
alimentos cuyos nutrientes se disuelven en el agua,
los rompen en el proceso de digestion, que requiere
agua, los absorben, donde también interviene el
agua, los distribuyen y redistribuyen a los diferentes
Organos a través de sistemas acuosos Yy, junto con el
agua intracelular, generan el crecimiento y las fun-
ciones propias de cada célula.

Para obtener energia, las células deben oxidar los
nutrientes, obteniendo CO, como producto final y,
como punto culminante, en la cadena respiratoria
protones, electrones y O, forman agua y se obtiene
la energia quimiosmatica que dara lugar a la sintesis
de ATP. Con lo anterior se cierra el ciclo de los
autotrofos consumiendo agua y CO y generando
macromoléculas (nutrientes) y O2, mismo que em-
plearan los heterdtrofos como alimento y oxidantes,
que a su vez producen CO2 y agua que utilizaran los
autotrofos.

Lo descrito anteriormente son sélo unas cuantas
funciones del agua en los organismos; el agua esta
involucrada en muchas mas: la osmolaridad, el pH,
la fuerza ionica, los gradientes de concentracion, los
potenciales de membrana, la transmision nerviosa,
la contraccion, la eliminacion de desechos por la
orina o las heces, el sudor, por mencionar algunas.

En el humano, se requiere la ingesta de entre 2.5y
3.5 L de liquidos al dia, cantidad que considera cual-
quier bebida acuosa y el agua derivada de los ali-
mentos (aproximadamente el 20%). Estos valores
pueden incrementarse dependiendo de la masa cor-
poral, las actividades, la temperatura del ambiente y
la presencia de condiciones fisioldgicas y fisiopa-
toldgicas particulares.
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El estrés hidrico

El agua dulce es sin duda un recurso bésico e
insustituible para el desarrollo de la humanidad, por
lo que no es gratuito que las grandes civilizaciones
se establecieran a las orillas de rios como el Tigris,
Eufrates, Nilo, Ganges, Volga, Huang He, Congo,
Lena, Sena solo por nombrar algunos, o lagos como
el Tanganica, Huron, Malaui, Caspio, Victoria, Del
Oso, Baikal, Michigan, entre muchos otros.

Se menciono6 que la distribucion de agua dulce es
muy limitada y heterogénea. Hay zonas desérticas
en Egipto que reciben 18.1 mm de lluvia al afio, en
contraste con la selva colombiana que tiene 3,240
mm; asi, en el planeta hay lugares con lluvias
escasas y otros con grandes inundaciones por
desbordamiento de rios. Como cualquier organismo,
los humanos hemos dependido de las fuentes de
agua para sostener las poblaciones. Sin embargo,
nos encontramos actualmente ante un cambio
climéatico que estd modificando la distribucion de
este recurso, aumentando las diferencias y haciendo
mas extrema la sequia en algunos sitios y las
inundaciones en otros; basta con recordar las
sequias a finales de 2023 y principios de este afio en
Espafia, Francia, Italia, EE. UU, sin olvidar a los
paises con mayor estrés hidrico: Bahrain, Kuwait,
Qatar, San Marino, Singapur, Los Emiratos Arabes,
Palestina e Israel. Lo anterior tarde o temprano
obligaréd a la redistribucion de las poblaciones en
busca del agua disponible y la necesidad de agua
generard conflictos sociales nacionales e interna-
cionales.

En Ameérica, Chile y México son los paises con
mayor estrés hidrico (que se define como una
demanda de agua superior a la cantidad disponible
durante un periodo determinado de tiempo), s6lo
por debajo de paises arabes claramente desérticos.
México presenta grandes extensiones de su terri-
torio en biomas desérticos o de chaparral. El estrés
hidrico ya afecta a un porcentaje muy alto de la
poblacion: (10%) de 12.5 a 15 millones de habi-
tantes no tienen acceso a agua potable y un 30% de
quienes si acceden al agua no cuentan con la
cantidad ni la calidad suficiente, y el problema sigue
en aumento.

En particular, la situacion hidrica en México se esta
complicando rapidamente. Se estima que de no
presentase una fuerte temporada de lluvias para
mediados de junio de este afio (2024), el agua de las
presas que alimentan el sistema Cutzamala se
termine. Este sistema es una fuente importante que
aporta el 26% del agua de la Ciudad de México y
parte del Estado de México, donde viven unos 26
millones de personas. Hoy dia, las presas del
sistema Cutzamala estan a un 39% de su capacidad.

Pero esta situacion de alerta no es solo para la region
central del pais; las 210 presas mas importantes, que
almacenan el 92% del agua disponible, se encuen-
tran, en promedio, al 51% de su capacidad.

Estos datos, resaltan la importancia de implementar
un uso racional y cuidadoso del agua. Para hacerlo,
es necesario conocer como se emplea el agua para
establecer las medidas adecuadas y no solo
acciones, que, si bien tranquilizan la conciencia
social del publico, son de poco impacto ante la
problematica existente. Conciencia y acciones que
tienen retrasos de por lo menos 50 afios, cuando ya
se alertaba de las consecuencias de no generar poli-
ticas publicas eficientes, tecnificar los sistemas de
riego, invertir en mantenimiento de redes, diversi-
ficar las fuentes de abastecimiento y mejorar la
socializacion de la necesidad de utilizar el agua
racionalmente; conciencia de un futuro que nos esta
alcanzando ahora con mayor rapidez.

En Meéxico se emplea el 14.66% del agua para uso
publico y urbano, esto es del orden de 13,127.77
hectdmetros® (hm ), pero sblo el 0.04% tiene uso
domeéstico, por lo que el ahorro que se hace en casa,
si bien es util y correcto, tiene poco impacto en el
balance total. Es importante mencionar que solo
cinco entidades: Michoacan de Ocampo, Estado de
México, Chihuahua, Jalisco y Querétaro, consumen
el 68% de ese 0.04% de uso doméstico. La acua-
cultura emplea el 1.31% del total nacional, y s6lo
Nayarit hace uso del 30.26% de ese 1.31%. EIl uso
agricola del agua merece una atencion especial; aqui
se emplea el 67.52% del recurso total (60,460.3
hm?3), mientras que el uso industrial requiere el
3.07%. Hay otro uso intermedio, entre industrial y
agricola, el uso agroindustrial que es el agua em-
pleada para la transformacién agropecuaria, y solo
emplea el 0.006% del agua nacional. EI comercio
emplea el 0.0002%, el pecuario un 0.26%, servicios
el 1.9% y las termoeléctricas el 4.57%. En total, en
estos 8 sectores se consume el 93.4% del total del
agua del pais.

También es de importancia considerar la huella
hidrica de generar alimentos naturales y derivados
de las industrias, solo unos ejemplos: generar un Kg
de lechuga gasta 237 L de agua; un Kg de tomate,
214 L; una docena de huevos, 12,300 L; un L de
leche, 1,000 L; 1 Kg de carne de res, 15,000 L; una
botella de vino, 720 L; una pizza, 1,250 L y, una
hamburguesa, 3,500 L. No les abrumaremos mas
con cifras s6lo mencionaremos que la construccion
de un automovil gasta en promedio 4,000 L y un
teléfono celular, 70 L. Una persona en promedio
gasta 100 L de agua al dia entre consumo y aseo.
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Es urgente tecnificar el riego del campo en México;
esto es una necesidad impostergable para tratar de
amortiguar el catastrofico impacto de la sequia del
pais. Segun el Colegio Oficial de Ingenieros Agro-
nomos de Levante (COIAL), Madrid Espaiia, el
riego por goteo permite ahorrar del 30 al 60% del
agua que se emplea por métodos de aspersion o
inundacion por canal, como se usa en México en
gran proporcion (mayor al 70%). Si consideramos
que el 67.52% del agua en México se emplea en la
produccion agraria, el poder ahorrar el 20% de esta
agua, resolveria el problema de abasto para el uso
publico, urbano y doméstico ya que se dispondria de
17,908.8 hm?® adicionales a los 13,163.59 hm? que
se requieren basicamente.

Otro punto importante sobre el que se ha llamado la
atencion es la vigilancia del uso del agua para la
generacion de energia eléctrica. Segun la Agencia
Internacional de Energia es posible atribuir a la
produccion primaria de energia eléctrica aproxima-

Carbajal Azcona A, Gonzélez Fernandez M.
Propiedades y funciones bioldgicas del agua. En:
Agua para la salud, pasado, presente y futuro.
Vaquero y Toxqui, Eds. CSIC. 2012. ISBN: 978-
84-00-09572-7. P. 33-45.

Uso del Agua en México. CONAGUA.
https://sinav30.conagua.gob.mx:8080/UsosAqua/#/

publico
Los paises con mayor escasez de agua del mundo.

Fundacién Aquae https://www.fundacionaguae.org/
wiki/ranking-de-paises-con-escasez-de-agua/

damente el 10 % del volumen total de extracciones
de agua en todo el mundo, y de acuerdo con la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos, se anticipa que la demanda de agua
crezca hasta en un 55% para 2050, en comparacion
con los niveles registrados en el afio 2000. Por tanto,
es imperativo que los sistemas de produccion,
enfriamiento y conduccion de energia en México se
mantengan en constante modernizacion buscando
no incrementar el consumo de agua de las termo-
eléctricas, el cual se ubica actualmente en el 4.57%.

El reto para atender el estrés hidrico en México y en
el mundo es muy grande y no esta por llegar, lo
tenemos encima. Para afrontarlo, se requiere de la
formacion de recursos humanos de alto nivel, la
aplicacion de tecnologias de vanguardia y de poli-
ticas publicas enérgicas, las acciones decididas y
responsables en la industria y la agricultura. Si no
actuamos, sera inevitable un mayor sufrimiento de
las poblaciones. [ ]

Dr. Rafael Camacho Carranza

Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM
Editor de la REB
rcamacho@iibiomedicas.unam.mx

Dr. José Victor Calderdn Salinas
Departamento de Bioquimica Cinvestav
Editor en Jefe de la REB
jcalder@cinvestav.mx

210 presas mas importantes del pais, que
almacenan el 92% del agua, se encuentran al 51%
de su capacidad. El Financiero.
https://www:.elfinanciero.com.mx/cdmx/2024/02/0
1/llego-el-dia-cero-a-cdmx-y-edomex-presas-del-
cutzamala-se-estan-quedando-sin-agua/

El nexo agua-energia en plantas termoeléctricas.
Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua.
https://www.gob.mx/imta/es/articulos/el-nexo-
agua-energia-en-plantas-termoelectricas?idiom=es



mailto:rcamacho@iibiomedicas.unam.mx
mailto:jcalder@cinvestav.mx
https://sinav30.conagua.gob.mx:8080/UsosAgua/#/publico
https://sinav30.conagua.gob.mx:8080/UsosAgua/#/publico
https://www.fundacionaquae.org/%20wiki/ranking-de-paises-con-escasez-de-agua/
https://www.fundacionaquae.org/%20wiki/ranking-de-paises-con-escasez-de-agua/
https://www.elfinanciero.com.mx/cdmx/2024/02/01/llego-el-dia-cero-a-cdmx-y-edomex-presas-del-cutzamala-se-estan-quedando-sin-agua/
https://www.elfinanciero.com.mx/cdmx/2024/02/01/llego-el-dia-cero-a-cdmx-y-edomex-presas-del-cutzamala-se-estan-quedando-sin-agua/
https://www.elfinanciero.com.mx/cdmx/2024/02/01/llego-el-dia-cero-a-cdmx-y-edomex-presas-del-cutzamala-se-estan-quedando-sin-agua/
https://www.gob.mx/imta/es/articulos/el-nexo-agua-energia-en-plantas-termoelectricas?idiom=es
https://www.gob.mx/imta/es/articulos/el-nexo-agua-energia-en-plantas-termoelectricas?idiom=es

Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(1):8-24, 2024

Imagen tomada del articulo



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 43(1):8-24, 2024

ARTICULO DE REVISION

EL FACTOR LIBERADOR DE CORTICOTROPINA, LAS
UROCORTINAS Y SUS RECEPTORES: SUS ACCIONES MAS
ALLA DEL ESTRES, LA DEPRESION Y LA ANSIEDAD

Daphne Esperanza Cruz-Villarreal* (1), Carlos De Jesus-Quiroz* (1),

Richard Hauger (2,3), Jesus Alberto Olivares-Reyes** (1)

(1) Departamento de Bioguimica, Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
del IPN, Ciudad de México, México. (2) Center of Excellence for Stress and
Mental Health, VA Healthcare System, San Diego, CA, USA. (3) Department of
Psychiatry, University of California, San Diego, San Diego, CA, USA.

*Ambos autores contribuyeron de igual forma en el presente manuscrito

**Autor de correspondencia E: jolivare@cinvestav.mx

RESUMEN

El factor liberador de corticotropina (CRF) y las urocortinas (Ucns), cons-

tituyen una familia de neuropéptidos con una funcion critica en la PALABRAS
regulacion de la respuesta adaptativa al estrés, al modular la actividad del eje CLAVE
hipotalamico-pituitario-suprarrenal (HPA) en el sistema nervioso central Eje hipotalamico-
(SNC). Las acciones de estos neuropeptidos se inician al unirse a receptores pituitario-
transmembranales denominados CRF tipo 1 (CRF{R) y tipo 2 (CRF2R), expre- suprarrenal;
sados en diferentes regiones del SNC y en tejidos periféricos. Ademas de receptores para
regular al eje HPA, el CRF y las Ucns son importantes mediadores de pro- CRF:

cesos fisioldgicos y fisiopatologicos de los sistemas nervioso central, cardio-
vascular, gastrointestinal, inmunologico, endocrino y reproductivo. Las
alteraciones en las vias de sefializacion activadas por el CRF y las Ucns, no
solo se relacionan con el desarrollo de enfermedades asociadas al estres,
como la ansiedad y la depresion, sino también con la insuficiencia cardiaca,
la hipertension arterial, diversos desérdenes gastrointestinales, trastornos
alérgicos e inflamatorios, ademas de obesidad y sindrome metabdlico. En esta
revision se abordaran los mecanismos de accion y regulacion del CRF, sus
péptidos relacionados y sus receptores, asi como su participacion en la
regulacién de las respuestas al estrés y sus acciones en la periferia.
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ABSTRACT

The corticotropin-releasing factor (CRF) and urocortins (Ucns) constitute a
family of neuropeptides with a central role in the regulation of the adaptive
stress response by modulating the activity of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis in the central nervous system (CNS). Their actions require
binding to and activating transmembrane receptors named CRF:R and
CRF2R, expressed in different regions of the CNS and peripheral tissues. In
addition to their role in regulating the HPA axis, CRF and Ucns are critical
mediators of physiological and pathophysiological processes in several sys-
tems, namely CNS, cardiovascular, gastrointestinal, immunological, endo-
crine, and reproductive. Recent studies have shown that alterations in CRF
and Ucns signaling are related to the development of stress-related diseases,
such as anxiety and depression, and other types of clinically relevant condi-
tions, such as cardiovascular diseases, arterial hypertension, gastrointestinal
and inflammatory disorders, allergic-type disorders, obesity, and metabolic
syndrome. This review addresses the mechanisms of action and regulation of
CREF, its related peptides, their receptors, and their role in regulating stress re-
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sponses and actions in the periphery.

INTRODUCCION

El estrés es un estado de alteracion de la homeos-
tasis del organismo ocasionado por factores que
desafian el equilibrio 6ptimo del organismo, y que
pueden ser extrinsecos o intrinsecos, reales o
percibidos [1]. Cuando los factores estresantes se
presentan de forma aguda (limitados en tiempo y
repeticion) desencadenan en el organismo cambios
neuroendocrinos, autondmicos y conductuales que
tienen como objetivo responder con conductas de
lucha o huida. La activacion del sistema cognitivo
emocional permite tomar decisiones en el proceso
de afrontamiento del estrés [2]; a la vez, el organis-
mo produce temporalmente catecolaminas y gluco-
corticoides (GC) para mejorar la movilidad y la
capacidad de respuesta al estrés [3]. Por lo tanto, el
estrés agudo suele ser benéfico para el organismo
[2]. En conjunto, estos mecanismos son conocidos
como “respuesta al estrés”, la cual esta mediada por
una compleja y organizada red de comunicacion
entre diferentes sistemas del organismo [4]. De esta
forma, la respuesta al estrés permite la supervi-
vencia en eventos amenazantes y su regulacion es
critica, ya que si los factores estresantes se presentan
de manera crénica (sin limitacién en tiempo y
frecuencia) se originan efectos altamente perju-
diciales en funciones como el crecimiento, el
metabolismo, la reproduccion y la respuesta inmu-
noldgica [1, 5]. El estrés cronico esta estrechamente

asociado a problemas de salud, y hoy en dia se con-
sidera que abarca tanto el estrés laboral como el
inducido por situaciones adversas poco frecuentes.
Sus posibles efectos negativos incluyen insomnio,
trastornos gastrointestinales, ansiedad y depresion,
asi como un mayor riesgo de enfermedades cardio-
vasculares, trastornos mentales y cancer [2, 3].

Sistemas de respuesta al estrés

Dos de los sistemas criticos para modular la respuesta
al estrés son el sistema simpatico suprarrenal (SSR)
y eje hipotalamico-pituitario-suprarrenal (HPA). El
sistema SSR es responsable de la primera fase de la
respuesta al estrés, en la que la liberacion de argi-
nina-vasopresina (AVP) por el hipotdlamo induce la
activacion de neuronas noradrenérgicas del locus
coeruleus (LC), un nucleo localizado en el tallo ce-
rebral, modulando respuestas inmediatas de lucha o
huida por accion de la norepinefrina y la epinefrina.
Ademas, se presenta una rapida adaptacion fisio-
I6gica, como los estados de alerta y vigilancia, y la
evaluacion de la situacion, lo que permite la toma de
decisiones estratégicas para enfrentar los retos de la
fase inicial de un evento estresante [5]. El segundo
sistema, el eje HPA, interviene en la segunda fase de
la respuesta al estrés e implica un mecanismo de
secrecion hormonal amplificado y de larga duracion
[1, 5]. La activacion del eje HPA conlleva a la
produccion del factor liberador de corticotropina
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(CRF, también conocido como CRH, hormona
liberadora de corticotropina) en el ndcleo paraven-
tricular del hipotalamo (PVN). EI CRF se une a
receptores localizados en la glandula pituitaria ante-
rior para inducir la sintesis y posterior secrecion al
torrente sanguineo de la hormona adrenocortico-
tropica (ACTH). La ACTH estimula la produccion
de GC (cortisol en humanos y corticosterona en roe-
dores) en las glandulas suprarrenales. El cortisol
regula distintos eventos funcionales de la respuesta
al estrés, entre ellos la movilizacion de reservas
energéticas, aumento de las capacidades cardiovas-
cular y pulmonar, la inmunosupresion y la disminu-
cion de procesos digestivos y reacciones anabolicas.
Mediante un mecanismo de retroalimentacion
negativa, el cortisol controla la actividad del eje
HPA, al unirse a receptores presentes en el hipo-
talamo y la glandula pituitaria e inhibir la liberacion
de CRFy ACTH.

Sin embargo, la presencia cronica de factores estre-
santes conduce a un aumento en la sintesis del CRF
y de la vasopresina, asi como a hipersecrecion de
GC e hipertrofia suprarrenal. Ademas, el incre-
mento cronico de GC se encuentra estrechamente
relacionado con un aumento en los niveles del acido
ribonucleico mensajero (MRNA) del CRF en los
depdsitos de grasa abdominal, lo que conlleva un
riesgo elevado de desarrollo de obesidad y altera-
ciones metabdlicas [3]. Se ha reportado también
expresion reducida de los receptores a glucocor-
ticoides (GR) en drganos criticos para la retroali-
mentacion negativa, produciendo hiperactividad del
eje HPA, asociada al desarrollo de distintas patolo-
gias como el sindrome metabdlico, diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), el sindrome de Cushing, depresion,
anorexia nerviosa, y ansiedad, entre otras [6].

La familia de péptidos del CRF y sus receptores

El CRF desempefia una funcion central en la
coordinacion del eje HPA bajo condiciones basales
y de estrés, e integra las respuestas endocrinas,
autonomicas y conductuales a factores estresantes
(Fig. 1) [7]. La forma madura y biolégicamente
activa del CRF es un péptido de 41 aminoéacidos (aa),
generado por escision proteolitica de un precursor
de 196 aa por accion de las prohormonas conver-
tasas 1y 2 [8]. EI CRF se sintetiza en practicamente
todo el SNC, incluyendo el PVN, el bulbo olfatorio,
el tallo cerebral y estructuras limbicas (amigdala e
hipocampo) y la corteza cerebral (Tabla 1) [8-10].
Aunque de manera limitada, también se ha demos-
trado la presencia del CRF en tejidos periféricos
animales y humanos, como el tracto gastrointestinal,
el corazon, el pulmon, el bazo, los testiculos y el te-
jido adiposo, asi como en placenta humana [8, 11].

El CRF es el miembro principal de una familia de
neuropéptidos que incluye a las urocortinas 1, 2y 3
(Uenl, Ucn2 y Ucn3), con una funcion esencial en
la respuesta de recuperacion del estrés [7, 9, 12, 13].
Estos neuropéptidos, de 38 a 41 aa, son codificados
por genes distintos, presentan una alta homologia en
la secuencia de aa [13-15], y se encuentran amplia-
mente distribuidos en todo el SNC, asi como en
tejidos periféricos [16]. En este sentido, la Ucnl se
detectd en miocitos cardiacos de rata y en otros
tejidos periféricos como los sistemas gastrointes-
tinal e inmune, el timo, el higado, la glandula supra-
rrenal, la placenta, la piel y el muasculo esquelético.
Las Ucn2 y Ucn3 se encuentran altamente expre-
sadas en el colon, el intestino delgado, el musculo,
el estdbmago, las glandulas tiroides y suprarrenales,
el pancreas, el bazo y el corazon (Tabla 1) [15, 17].

Los efectos fisiologicos del CRF y las Ucns se
deben a la activacion de dos tipos de receptores, aco-
plados a proteinas G (GPCRs), identificados como
receptor a CRF tipo 1 (CRF1R) y tipo 2 (CRF2R) [8].
Estos dos receptores comparten ~70 % de homo-
logia de la secuencia de aa, pero presentan propie-
dades farmacologicas diferentes con respecto a los
ligandos: el CRF se une al CRF1R con mayor afini-
dad que al CRF2R y la Ucnl muestra una alta afini-
dad por ambos receptores, aungque es mas potente
que el CRF en su union al CRF2R. Las Ucn2y Ucn3
son altamente selectivas para el CRF2R y exhiben
muy baja afinidad por el CRF1R (Tabla 1) [9].

Los CRF1R y CRF2R se codifican por genes distin-
tos; el gen del CRF4R codifica 8 isoformas (CRF1a-H),
pero solo la variante CRF1aR presenta actividad
bioldgica en humanos [8, 18]. Las otras isoformas
pueden unir al ligando, pero no generan respuestas
celulares, por lo que se ha propuesto que regulan la
biodisponibilidad de los ligandos relacionados con
el CRF [8]. Para el CRF2R se han descrito tres iso-
formas funcionales en humanos como resultado del
procesamiento (splicing) alternativo del mRNA
correspondiente: CRF24R (411 aa), CRF2sR (438 aa)
y CRF2R (397 aa), y dos isoformas funcionales en
roedores (CRF2.R y CRF2gR) [15].

Con relacion a su expresion, en humanos el CRF1R
se expresa en el SNC y en la glandula pituitaria
anterior; de las tres variantes del CRF2R, solo la
isoforma CRF2,R se expresa en el cerebro humano,
la isoforma CRF2qR se expresa en todo el SNC, y la
CRF23R se expresa preferentemente en tejidos
periféricos, como el corazén, la piel y el musculo
esquelético [19]. Sin embargo, la mejor identifica-
cion de la distribucion de los CRFRs se ha realizado
en roedores, en los que la expresion del MRNA del
CRF1R es abundante en la pituitaria anterior, lo cual
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se asocia directamente con la activacion del eje
HPA. No obstante, este receptor estd distribuido
practicamente en todo el cerebro, con niveles eleva-
dos en las regiones neocortical, limbica, mesen-
céfala y troncoencefélica, asi como en el cerebelo,
mientras que la expresion del mMRNA del CRF:R

restringida, con altas densidades en el bulbo
olfatorio, el tabique lateral, el nicleo hipotalamico
ventromedial y los nucleos del rafe dorsal [20]. La
variante CRF2sR de los roedores se expresa princi-
palmente en tejidos periféricos con niveles elevados
en el masculo esquelético, el corazon y la piel [9].

(principalmente de la variante CRF2«R) esta mas

Figura 1. Modulacion del eje HPA en el estrés. La presencia aguda (limitada en el tiempo y frecuencia) de factores
estresores induce la produccidn de CRF en el hipotalamo, el cual se une a receptores expresados en la glandula
pituitaria para producir y secretar ACTH, que en el torrente sanguineo llega a las glandulas suprarrenales donde
estimula la produccion y secrecidon del cortisol. Esta hormona regula diversos eventos fisioldgicos, como la
movilizacién de reservas energéticas, el aumento de la capacidad cardiovascular y pulmonar, la inmunosupresién y
la disminucion de procesos digestivos y reacciones anabdlicas, para generar la respuesta al estrés y garantizar la
supervivencia del organismo. Mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa, el cortisol controla la
actividad del eje HPA, al unirse a sus receptores presentes en el hipotalamo y la glandula pituitaria para inhibir la
liberacién de CRF y ACTH. La presencia de manera crénica (no limitada en tiempo y frecuencia) de factores
estresantes aumenta las concentraciones de CRF, ACTH y cortisol conduciendo a un estado de hiperactividad del eje
HPA, el cual se ha relacionado con el desarrollo de patologias metabdlicas y psiquiatricas, entre otras. HPA, eje
hipotaldmico-pituitario-suprarrenal; CRF, factor liberador de corticotropina; ACTH, hormona adrenocorticotrépica.
Figura creada con BioRender.com.

dula eventos metabdlicos, proliferativos y transcrip-

Sefalizacion y regulacion de los CRFiR y CRF2R

a) Vias de sefializacion. Diversos estudios han
descrito que la mayoria de las funciones de los
CRF1R y CRF2R depende del acople a proteinas Gs
y la activacion de la via de sefializacion adenilato
ciclasa (AC)/cinasa de proteinas A (PKA), que mo-

cionales [4, 8]. Sin embargo, también se ha repor-
tado que ambos receptores pueden acoplarse a
proteinas G, las cuales activan la via fosfolipasa C
(PLC)/cinasa de proteinas C (PKC), que participa en
la transcripcion de genes blanco involucrados en
modular respuestas fisioldgicas del CRF en los sis-
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temas nervioso central, cardiovascular y muscular
(Fig. 2A) [4, 8].

Los receptores a CRF pueden también sefializar
mediante la activacion de las MAPKs y PI3K/AKkt,

nitrico (NO), GMPc y prostaglandinas, asi como de
vias que regulan la apoptosis [14, 21]. Esta diversi-
dad de vias de sefializacion activadas por los CRFRs
muestra la importancia del sistema del CRF/Ucns en

la sintesis de los segundos mensajeros Ca?*, 6xido

una gran variedad de efectos biologicos [21].

Péptido

No. de
Aminoacidos

% de
Homologia
con hCRF

Distribucion

Receptores

hCRF1R
(Ki)

hCRF2R
(Ki)

hCRF2%R
(Ki)

Afinidad por los
CRFRs

CRF (h/r)

41

100

Nucleo paraventricular, bulbo
olfatorio, neocorteza, amigdala
central, oliva inferior del tronco

encefalicol® 13,

Placenta, tracto
gastrointestinall*Y,

1.5nM

42 nM

47 nM

CRF:R > CRFR

Ucnl

40

44

Nucleo de Edinger-Westphal,
oliva superior lateral, ndcleo
supradptico, cerebelo,
hipotalamo, neocortezal** 31,

Sistema entérico, mucosa del
colon(1,

0.3nM

0.4 nM

0.4 nM

CRF1R =~ CRF2R

Ucn2

38

34

Nucleo paraventricular, nicleo
supraoptico, locus coeruleust?.

Musculo esquelético, tejido
adiposo, piel, cardiomiocito!l.

3,500 nM

3.6 nM

4.5nM

CRF:R >>>CRFR

Ucn3

38

30

Amigdala medial, ntcleo olivar
superior, ndcleo del lecho de la
estria terminal2 31,

Células p-pancreaticas!*l,

>10,000 nM

9.1nM

12.6 nM

CRFR>>>>CRFR

Expresion en el sistema nervioso central

Expresion en tejidos periféricos

Tabla 1. Caracteristicas generales y afinidades de union de péptidos de la familia del CRF a los CRF;R y CRF;R de
humano. CRF, factor liberador de corticotropina; hCRF;R, receptor para el CRF tipo 1; hCRF4R, receptor para el CRF
tipo 2a; hCRFR, receptor para el CRF tipo 2; Ucnl, urocortina 1; Ucn2, urocortina 2; Ucn3, urocortina 3; h,

humano; r, rata [4, 10].

b) Mecanismos de regulacion de las acciones del
CRF. Las vias de sefializacién activadas por el CRF
y las Ucns se atentan rapidamente por la fosfo-
rilacion de los CRF12Rs en residuos de serina/treo-
nina, localizados en el extremo carboxilo y/o la
tercera asa intracelular, por accion de cinasas de los
GPCRs (GRKSs) y la consiguiente interaccion con
las proteinas B-arrestinas [4, 22]. La interaccion
CRF12Rs/p-arrestinas conduce a la desensibiliza-
cion de los receptores, mediante el desacoplamiento
de la proteina G y la subsiguiente internalizacion de
los receptores en vesiculas recubiertas de clatrina
(Fig. 2B) [23, 24]. Ademas, la internalizacién de los
receptores desensibilizados conlleva a su desfosfori-
lacion en endosomas por accién de fosfatasas espe-
cificas de serina/treonina, y a su reciclamiento a la
membrana plasmatica. La exposicion prolongada a

altas concentraciones de CRF/Ucns conduce a la
degradacion de los receptores por la via lisosomal,
reduciendo el numero total de receptores en la
superficie de la célula (Fig. 2B) [25, 26].

Estrés, depresion y ansiedad

Con base en numerosos estudios basicos y clinicos,
se ha establecido que el sistema CRF/CRFiR
participa de manera critica en los trastornos maés
comunes relacionados con el estrés, la ansiedad y la
depresion [27]. Se ha propuesto que la hipersecre-
cion de CRF y la desregulacion de la transduccion
de sefiales del CRFiR en el SNC contribuyen de
manera importante al estres, la ansiedad y los tras-
tornos depresivos [24]. Ademas, existe evidencia de
que la liberacién central del CRF contribuye de
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manera directa a un estado de ansiedad, indepen-
dientemente de sus efectos en los sistemas pituitario
y simpatico asociados a la respuesta al estrés [22,
28]. En este contexto, la sobreexpresion central del
CREF en roedores conduce a un fenotipo conductual
de ansiedad [22, 28], mientras que la eliminacién de
la expresion del CRF provoca efectos ansioliticos

estres [8, 28]. De manera relevante, los niveles de
CRF se encuentran elevados en el SNC de pacientes
con enfermedades psiquiatricas relacionadas con el
estres, como el trastorno depresivo mayor y el
trastorno de estrés postraumatico (PTSD), que en
algunos casos se normalizan con tratamiento con
antidepresivos [20, 28, 29].

tanto en la ansiedad basal como en la inducida por

Figura 2. Mecanismos de sefalizacion y regulacion de los CRFRs. A) Vias de sefializacion. 1) Una vez activado por
un agonista, la conformacién adquirida por el receptor favorece 2) el acople de proteinas G heterotriméricas
(Gs/Gq), que permite el recambio de GDP por GTP en la subunidad Ga para su activacion y disociacién del dimero
GBy. Tanto la subunidad Ga como el dimero Gy libres promueven 3) la activacidn de proteinas efectoras como la
AC vy la PLC, responsables de 4) la generacién de segundos mensajeros intracelulares, los cuales 5) activan cinasas
especificas (PKA, PKC) que fosforilan proteinas blanco, encargadas de mediar distintas respuestas celulares. B)
Mecanismos de regulacion. Los CRFRs experimentan el mecanismo clasico de regulacidn de los GPCRs. 1) Una vez
activado el receptor, se promueve 2) la activacion de cinasas (PKA, PKC, GRKs) para la posterior 3) fosforilacidn del
receptor en residuos de serina/treonina, particularmente en la tercera asa intracelular y/o en la regién carboxilo-
terminal. 4) El receptor fosforilado interacciona con la proteina B-arrestina, la cual promueve 5) la desensibilizacion
de la sefial inducida por la proteina G al impedir su acople por impedimento estérico, y 6) la internalizacién del
receptor en compartimentos endosomales, en donde el receptor prosigue a 7) la degradacién por la via proteosomal
o 8) es reciclado a la membrana plasmatica. AC, adenilato ciclasa; AMPc, monofosfato de adenosina ciclico; CRF,
factor liberador de corticotropina; CRFRs, receptores del CRF; DAG, diacilglicerol; ERK1/2, cinasas reguladas por
sefiales extracelulares 1y 2; GRKs, cinasas de los receptores acoplados a proteinas G; IP3, inositol trisfosfato; IP3R,
receptor de IP3; PKA, proteina cinasa A; PKC, proteina cinasa C; PLC, fosfolipasa C; S, serina; T, treonina. Figura
creada con BioRender.com.
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De manera general, los efectos ansiogénicos del
CRF se han atribuido a la activacion del CRF:R ya
gue su inactivacion o disminucién de su expresion
mediante el uso de antagonistas y oligonucleotidos
antisentido, respectivamente, previenen el compor-
tamiento de ansiedad inducido por el CRF en roe-
dores [8, 20]; adicionalmente, los ratones knockout
(KO) del CRF1R muestran un comportamiento de
reduccion de la ansiedad [20, 28]. Estos hallazgos
sugieren que la sobreactivacion del CRF:R se rela-
ciona con psicopatologias asociadas al estrés, lo que
ha llevado al desarrollo de antagonistas del CRFiR
para estrategias terapéuticas de trastornos mentales
relacionados con estres [28].

En contraste con el CRF1R, la participacion del sistema
Ucns/CRF2R en la ansiedad y la depresion aun es
poco clara y consistente, y se han propuesto dos hipo-

tesis principales para explicar su participacion. La
mas aceptada indica que la activacion del CRF2R
por las Ucns, ademas de contribuir a la homeostasis
funcional y psicologica, contrarresta los efectos
iniciales de la respuesta al estrés y los comporta-
mientos similares a la ansiedad y depresion induci-
dos por la activacién del sistema CRF/CRF:R (Fig.
3A) [10]. Esta hipdtesis se basa principalmente en
evidencias obtenidas en ratones KO para el CRF2R,
que muestran una respuesta a corticosterona aumen-
tada por estrés [28, 30], un fenotipo ansiogénico [28,
30], y una recuperacion alterada al estrés [8, 9, 28].
La hipotesis alternativa sugiere que ambos receptores
de CRF actlian de manera opuesta en los compor-
tamientos de enfrentamiento al estrés: el CRFiR
participa en el comportamiento defensivo activo
(respuestas de lucha o huida, desencadenadas por el

Figura 3. Participacion de los CRFiR y el CRF;R en la respuesta al estrés. A) Hipotesis clasica. Plantea que el CRF;R
esta involucrado en el inicio de las respuestas al estrés, y el CRF;R en la terminacién de éstas, actuando como un
“receptor modulador” para amortiguar las acciones del CRF;R. En este sentido, se ha propuesto que el CRF;R parti-
cipa en comportamientos similares a la ansiedad, conductas depresivas e ingesta de etanol, mientras que el CRF:R
media la reduccion de estas respuestas. B) Hipotesis alternativa. Sugiere que los comportamientos durante el estrés
mediados por el CRF;R y el CRF;R dependen del tipo de estresor que se presente: el CRF1R media las respuestas a
estresores controlables (es decir que pueden ser evitados o escapar de ellos), induciendo comportamientos defen-
sivos activos como las respuestas de lucha o huida, mientras que el CRF;R es responsable de los efectos de estre-
sores incontrolables (estresores ineludibles o que no pueden evitarse), induciendo comportamientos de afronta-
miento pasivo como la supresidon de actividades o "paralisis" y comportamientos similares a la ansiedad. Figura

creada con BioRender.com.
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estrés controlable o escapable) mientras que el
CRF2R es responsable del comportamiento de
afrontamiento pasivo (respuestas de “congela-
miento/paralisis” o supresion de la actividad en
curso) y de las respuestas similares a la depresion
(como la indefension aprendida), que se desen-
cadenan por el estrés incontrolable o ineludible
(Fig. 3B) [10, 22].

El CRFy las urocortinas: més alla de la respuesta al
estrés

a) Acciones en el metabolismo. Diversos estudios
sugieren que la expresion del sistema CRF/Ucns en
tejidos como el muscular, el pancreatico y el adipo-
so, podria ser importante en la modulacion de la
homeostasis energética y en la regulacion metabo-
lica [9, 31]. Por ejemplo, la deficiencia de Ucn2 en
el musculo esquelético de ratones aumenta la sensi-
bilidad a la insulina'y mejora la utilizacion de la glu-
cosa; ademas, la Ucn2, a través del CRF2sR, reduce
la fosforilacion de Akt y ERK1/2 inducida por insu-
lina en cultivos primarios de células de musculo
esquelético de raton y en miotubos C2C12 [32].
También se ha sugerido la participacion del CRF2R
en la modulacién de los efectos de la insulina, pero
el mecanismo adn no es claro. En este sentido, la
estimulacion del CRF2R en celulas de musculo esque-
lético de ratdn atenla la captacion de glucosa y
disminuye la fosforilacion en residuos de tirosinas
del IRS-1 inducida por insulina, efectos que invo-
lucran a la PKA'y mTOR, lo que en términos gene-
rales provoca una respuesta de resistencia a la
insulina [33].

Por otra parte, la funcion de la Ucn3 es todavia
controversial; por ejemplo, las concentraciones plas-
maticas elevadas de glucosa aumentan la secrecion
de Ucn3, incrementando la secrecion de insulina y
contribuyendo a largo plazo al desarrollo de resis-
tencia a la insulina [31, 34]. Sin embargo, también
se reportd que la Ucn3 estd notablemente dismi-
nuida en células B-pancreéticas tanto en modelos
animales de obesidad y resistencia a la insulina
como en pacientes diabéticos [35]. Adicionalmente,
se propone que la Ucn3 participa en la liberacion de
somatostatina para asegurar la reduccién oportuna
de la secrecidon de insulina una vez que las concen-
traciones de glucosa plasmatica se normalizan. Estos
resultados indican que la Ucn3 es un factor clave
para el control glucémico, y que su reduccion duran-
te la diabetes podria contribuir a la fisiopatologia de
esta enfermedad [35].

El CRF y las Ucns, asi como sus receptores, se
expresan en el tejido adiposo, incluidos los adipo-
citos blancos viscerales y subcutaneos en los huma-

nos [36]; sin embargo, a la fecha se desconoce su
funcion en este tejido. Estudios recientes han pro-
puesto que el sistema Ucn2-3/CRF2R participa en el
metabolismo energético y que, bajo condiciones de
estres, como la hipoxia, aumenta significativamente
la lipolisis [37]. Por otro lado, el aumento de la acti-
vidad de la via del CRF2R, por mecanismos autocri-
nos, induce la transdiferenciacion de los adipocitos
blancos a adipocitos beige metabdlicamente activos
y promueve la diferenciacion del tejido adiposo
marron, exhibiendo proteccion al aumento de peso
inducido por una dieta alta en grasa y promoviendo
la sensibilidad a la insulina (Fig. 4) [38].

b) Acciones cardiovasculares. Las Ucns y sus
receptores se encuentran altamente expresados en el
sistema cardiovascular, asociados a diferentes fun-
ciones como la relajacion vascular, el inotropismo
positivo y acciones cardioprotectoras [18, 39, 40].
Asi, alteraciones en la expresion de estos péptidos y
sus receptores se asocian con condiciones patolo-
gicas del sistema cardiovascular, como la insufi-
ciencia cardiaca, la hipertension arterial, miocardio-
patia hipertréfica e infarto al miocardio [39].

En los vasos sanguineos, la hiperactividad del eje
HPA, gue involucra la accion del CRF, se ha asocia-
do con hipertension arterial y enfermedades cardio-
vasculares [18]. La administracion central del CRF
a ratas aumenta la presion arterial media (PAM) por
medio del eje HPA, y la antalarmina (un antagonista
del CRF:R) o el CRFq.41-a-helicoidal (un antagonista
no selectivo de los receptores de CRF) impiden el
incremento de la presion arterial (PA) [18]. Se ha
propuesto que la hipertension inducida por el CRF
implica disfuncion microvascular y la reduccion
irreversible del nimero de nefronas por accion del
cortisol. Sin embargo, también se ha mostrado que
la administracion periférica del CRF disminuye la
PAM en ratas, efecto revertido por la administracion
de CRFe.41-a-helicoidal, pero no de antalarmina.
Adicionalmente, ratones KO del CRF2R mostraron
elevacion de la PAM basal y de la presion diastolica
en comparacion con ratones silvestres. Por otra
parte, la administracion intravenosa de Ucn2 redujo
la PAM en ratas, y la astresina 2-B (un antagonista
del CRF2R) bloqued este efecto sin modificar la
PAM basal. De esta forma, los receptores a CRF
ejercen un efecto bifasico en la PA: a nivel central
la activacion del CRF1R eleva la PA; mientras que a
nivel periférico, la estimulacion del CRF2R causa
vasodilatacion (Fig. 4) [18].

Mediante analisis por PCR cuantitativa, se indicd,
por una parte, que el CRF2R es uno de los GPCRs
mas abundantes en los cardiomiocitos de roedores
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adultos, mientras por otra, que existe una expresion
diferencial de las isoformas o y B del CRF2R en las
camaras de corazon humano, ademés de que la
expresion del CRF:1R no resultd evidente en este
tejido [18, 41]. En ensayos in vitro, la administra-
cion de las Ucn2 y Ucn3 aumento significativa-
mente la contractilidad de los cardiomiocitos de
manera dependiente de la concentracion, involu-
crando vias de sefializacion dependientes del segundo
mensajero AMPc y de la cinasa de proteinas
dependiente de Ca?*/calmodulina tipo 11, ademas de
inducir efectos arritmogénicos [18]. La administra-

cion de Ucns en diferentes modelos animales
aumenta la contractilidad, la frecuencia y el gasto
cardiacos. La accion directa de las Ucn2 y Ucn3, los
modelos KO del CRF2R, y el uso de antagonistas
selectivos, como la astresina 2-B, sugieren que los
efectos mencionados se deben primariamente a la
activacion del CRFzR (Fig. 4) [18, 42].

También se han investigado las posibles acciones
terapéuticas de las Ucns en enfermedades cardio-
vasculares. Se ha mostrado que la administracion de
Ucn2 puede reducir el area de infarto y la insuficien-

Figura 4. Resumen de las funciones del sistema CRF a nivel central y periférico. El sistema CRF tiene una
participacion bien caracterizada a nivel central en la que la activacién del eje HPA por CRF/CRF;R induce mecanismos
de respuesta al estrés, y por CRF-Ucns/CRF,R mecanismos de recuperacidon. A nivel periférico, los péptidos y
receptores del sistema CRF estan implicados en diferentes eventos: en el misculo esquelético Ucn2/CRF;R regulan
la captacién de glucosa al disminuir la activacidon de elementos presentes en la via de sefalizacion de la insulina
(Akt, ERK1/2, IRS-1), probablemente a través de mTOR; en el pancreas Ucn3/CRF;R regulan la secrecién de insulina
inducida por glucosa, aunque no estd claro si participa de manera directa o a través de un mecanismo de
retroalimentacion negativa dependiente de somatostatina; en el tejido adiposo Ucn2/CRF,R favorecen la lipdlisis en
condiciones de hipoxia; CRF/CRF:R participan en la regulacion de la presidn arterial al inducir vasodilatacidon, y Ucn2-
3/CRF;R participan en la modulacién de la frecuencia y gasto cardiacos regulando la contractibilidad de los

cardiomiocitos. Figura creada con BioRender.com.
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cia cardiaca en modelos de roedores, mientras que
en ovinos la Ucnl evitdé un mayor deterioro de la
disfuncion cardiaca inducida por la estimulacion
rapida del ventriculo izquierdo. Ademas, la infusién
intravenosa de Ucn2 en corazones normales y con
insuficiencia mejoro el gasto cardiaco [43]. Sin em-
bargo, los efectos de la activacion a largo plazo del
CRF2R siguen sin ser claros. Por ejemplo, la infusion
continua de Ucn2 resultd en disfuncion cardiaca,
mientras que los antagonistas del CRF2R suprimie-
ron la disfuncidn cardiaca cronica inducida por sobre-
carga de presion, lo que sugiere que a largo plazo la
Ucn2 puede tener efectos cardiotoxicos [18, 41].

¢) EI CRFy las Ucns en la respuesta inflamatoria.
En relacion con la funcion del CRF y las Ucns en la
inflamacidn, existe evidencia experimental y clinica
de la participacion de estos péptidos en laregulacion
de efectos pro y antiinflamatorios [44].

Acciones proinflamatorias. EI CRF participa indi-
rectamente en la respuesta inmunitaria/inflamatoria
del estrés al activar la secrecion de GC y cateco-
laminas por medio del eje HPA. Ademas, a nivel
periférico el sistema CRF participa directamente
como un elemento crucial en la modulacién endo-
crina (autocrina/paracrina) de la respuesta inflama-
toria [45, 46]. En este sentido, se ha observado la
expresion del sistema CRF en tejidos con procesos
inflamatorios y en drganos y células del sistema
inmune como el timo, el bazo y los linfocitos T [45,
46]; ademas, se han descrito efectos proinflama-
torios de la familia del CRF en varios modelos de
inflamacidn intestinal [47, 48]. La exposicion a la
toxina A de Clostridium difficile o al factor de
necrosis tumoral-a (TNF-o) de células de colon
humano HT-29, xenoinjertos humanos y células de
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
aumenta la expresion del MRNAy de la proteina del
CRF2R y de la Ucn2, mientras que la estimulacion
de colonocitos con Ucn2 incrementd la expresion y
secrecion de la interleucina-8, un poderoso quimioa-
trayente y activador de neutréfilos en regiones con
inflamacion [48]. Ademas, la administracién intra-
venosa de CRF a ratas adrenalectomizadas aumento
la concentracion plasmatica de interleucina-6, un
mediador clave de la respuesta inflamatoria, mien-
tras que en ratas normales se observo el efecto
contrario, probablemente por activacion del eje HPA
y la liberacion de GC, con acciones antiinflama-
torias (Fig. 4) [49].

Acciones antiinflamatorias: En contraste con lo
antes mencionado, se ha reportado que las Ucns
pueden ejercer efectos antiinflamatorios impor-
tantes en el organismo [50]. Por ejemplo, en biopsias

gastricas de pacientes con gastritis inducida por
Helicobacter pylori, la sintesis de Ucnl aumenta de
manera significativa durante la etapa de erradica-
cion de H. pylori con mejora en la respuesta infla-
matoria [51]. Ademas, en un modelo de inflamacion
sistémica inducida por lipopolisacarido, la Ucnl
suprime la produccion de TNF-a de manera inde-
pendiente del efecto central de la corticosterona
[52]. También se evidencié que la activacion del
CRF2R por las Ucnl y Ucn2 regula la respuesta
inflamatoria al promover apoptosis en macrofagos,
efecto dependiente de las proteinas proapoptéticas
Bad y Bax [53].

La administracion de Ucnl en el corazon de ratas
diabéticas suprime, mediante la activacion del
CRF2R, la respuesta inflamatoria asociada a la
disfuncion del miocardio y la fibrosis cardiaca [54],
y elimina la respuesta proinflamatoria inducida en
adipocitos maduros [36]. De manera relevante, las
células del endotelio vascular humano sintetizan y
secretan Ucnl en respuesta a citocinas inflama-
torias, como IFN-y y TNF-a, y se ha planteado que
esta respuesta disminuye los efectos dafiinos del
estres oxidativo ya que la incubacion de células
HUVEC con Ucnl suprime la acumulacién de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) inducida por Ang
Il (Fig. 4) [55]. Asi, se ha propuesto que, al mediar
respuestas antiinflamatorias, las Ucns ejercen efec-
tos cardioprotectores mediante la disminucion de
ROS y el aumento en la produccion de NO [40].

d) CRF, Ucns, estrés postraumatico y COVID-109.
La emergencia sanitaria a nivel mundial por el
coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2), causante de la enfermedad
por coronavirus-2019 (COVID-19), ha alcanzado
una alta tasa de mortalidad, costando, hasta el mes
de abril del 2023, la vida a cerca de 7 millones de
personas
(https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-
coronavirus-2019). Ademas de la sintomatologia y
las afecciones pulmonares y cardiovasculares repor-
tadas en pacientes con COVID-19, se ha reportado
que la enfermedad puede desregular al eje HPA,
desarrollando una serie compleja de respuestas y
desordenes asociados al estrés que podrian condi-
cionar el desarrollo de enfermedades mentales [56].
En este sentido, la informacion actual proviene de la
infeccion provocada por la variante SARS-CoV,
reportada en el afio 2003 por la Organizacion
Mundial de la Salud, identificandose entre los orga-
nos afectados las glandulas pituitaria y suprarrenal,
importantes componentes del eje HPA [57].
Asimismo, los virus han desarrollado estrategias de
evasion del sistema inmune del hospedero para
garantizar su replicacion dentro del organismo. Una
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de las principales estrategias de inmunoevasion
empleada por el SARS-CoV implica un mecanismo
conocido como mimetismo molecular, que invo-
lucra secuencias de aminoacidos en proteinas inmu-
nogeénicas virales, como las proteinas spike (S) y de
la envoltura (E), las cuales presentan una alta
homologia con secuencias de proteinas del huésped,
en particular con la ACTH. Cuando el huesped
produce anticuerpos contra los antigenos virales
(proteinas S y E), estos anticuerpos también pueden
reconocer y unirse a la ACTH del huésped,
limitando la actividad del eje HPA al disminuir la
produccion y secrecion de cortisol (hipocortiso-
lismo) y, en general, de GC, conduciendo a insu-
ficiencia suprarrenal [56, 58]. El hipocortisolismo
se ha asociado a la persistencia de sintomas
observados en pacientes post-SARS o con COVID
cronico, como la apatia, el letargo, el sindrome de
fatiga cronica, debilidad, fibromialgia, y anorexia
[59, 60]. A pesar de lo anterior, se ha sugerido que
los corticosteroides reducen los signos clinicos de
los pacientes infectados con coronavirus y con
insuficiencia suprarrenal, lo que conlleva a dismi-
nuir la hiperreactividad del sistema inmune [61]; sin
embargo, aun existe controversia sobre su uso en el
tratamiento de pacientes con COVID-19 ya que
varios estudios indican que el tratamiento con
corticosteroides puede ser perjudicial [62].

La infeccion viral de células humanas por SARS-
CoV 0 SARS-CoV-2 depende de la union de la
glicoproteina viral S a la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2), que el virus utiliza como
receptor de entrada. Diferentes estudios han mostra-
do que la ACE2 tiene efectos en la respuesta al
estrés y la ansiedad. Por ejemplo, la sobreexpresion
de la ACE2 disminuye conductas sugerentes de
ansiedad en ratones macho, quienes muestran con-
centraciones plasmaticas reducidas de corticoste-
rona y menor expresion hipofisaria de propiome-
lanocortina  (POMC, proteina precursora de la
hormona estimulante de los melanocitos, MSH, de
la ACTH y de la B-endorfina) [63, 64]. Adicio-
nalmente, se observo un efecto similar cuando la
ACE2 se sobreexpreso en el PVN, suprimiendo la
sintesis del CRF, atenuando la actividad del eje
HPA, y alterando la respuesta al estrés [65]. Por
otra parte, mediante la generacion de ratones trans-
genicos para expresar la ACE2 humana, se en-
contrd que el bulbo olfatorio se convierte en un
organo blanco importante para la infeccion por
SARS, conduciendo a la diseminacion del virus de
manera transneuronal [56, 66].

Se ha confirmado que el SARS-CoV-2 puede cruzar
la barrera hematoencefalica (BH) e infectar neuro-
nas y células gliales que expresan ACE2, lo que

provoca neuroinflamacion y neuropatogénesis en
diferentes regiones del cerebro, incluidos el hipota-
lamo y la pituitaria, por lo que el eje HPA se consi-
dera un blanco directo de la infeccion por corona-
virus [56, 58]. Lo anterior esta ademas relacionado
con el hipocortisolismo detectado en sobrevivien-
tes de la infeccidn viral por SARS-CoV-2 [58, 67].
De esta forma, la liberacién de GC por las glan-
dulas suprarrenales se ve severamente comprome-
tida, asi como la retroalimentacion negativa dada
por los GC sobre las células inmunitarias para supri-
mir la sintesis y liberacién de citocinas, por lo que
el huesped pierde proteccion ante los efectos perju-
diciales de una respuesta inmunitaria hiperactiva
(como dafio tisular, autoinmunidad o choque sépti-
co) aunado a la disminucién de los niveles de ACTH
provocada por una respuesta autoinmune [56].

La pandemia también ha tenido un impacto negativo
en la sociedad a nivel psicologico. El estrés
psicologico induce la activacion del eje HPA que,
dependiendo de la duracion, la intensidad y la
capacidad de recuperacion fisiologica del eje, tiene
como consecuencias la ansiedad, el PTSD, depre-
sion y alteraciones de la respuesta inmune [56, 68].
EI PTSD es el resultado de la exposicion a un evento
traumatico, y se caracteriza por un trastorno de
ansiedad cronico, que implica varios sistemas de
neurotransmision como el noradrenérgico, seroto-
ninergico, cannabinoide, opioide y el eje HPA [69].
El PTSD también puede ser consecuencia del hipo-
cortisolismo detectado en pacientes post-SARS o
con COVID cronico o extendido, ya que niveles
plasméticos bajos de cortisol son un rasgo caracte-
ristico del PTSD [56, 67].

Sin duda, la infeccion por SARS-CoV-2 es alta-
mente estresora y ha afectado de manera signifi-
cativa la salud fisica y mental de los pacientes a
través de la desregulacion de la respuesta al estreés,
impactando directamente en la homeostasis endo-
crina del organismo. Alteraciones en las respuestas
inmune, metabolica y mental, son atribuidas a
desordenes en el sistema CRF y el eje HPA (Fig. 5).
Estos sistemas son los principales reguladores de la
homeostasis cuando ésta se ve amenazada o alte-
rada, por lo que adquiere relevancia continuar el
estudio del sistema CRF y el eje HPA para profun-
dizar su comprension y desarrollar nuevos trata-
mientos dirigidos a este sistema neuroendocrino.

CONCLUSIONES

Esta revision aborda la funcién critica del sistema
CRFenel SNCYy en tejidos periféricos como media-
dor clave de las respuestas al estrés. El estudio del
sistema CRF ha adquirido un interés creciente debi-
do a su participacion en una amplia gama de eventos
metabdlicos, proinflamatorios, antiinflamatorios y
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conductuales. La amplia diversidad de respuestas
moduladas por el CRF y las Ucns sugiere la existen-
cia de numerosos mecanismos reguladores activa-
dos a diferentes niveles en el organismo, muchos de
los cuales ain no se conocen en su totalidad.

Gran parte de la comprension de las acciones del
CRF y las Ucns se debe a estudios con animales
modificados genéticamente para eliminar estos
péptidos o sus receptores, y antagonistas de los
CRF1R/CRF2R. Sin embargo, aln no se conocen
totalmente las respuestas autocrinas y paracrinas de
las Ucns a nivel molecular, por lo que son necesarios
modelos fisiolégicos que proporcionen mas infor-
macion sobre la funcion de estos sistemas en el
organismo.

Un ejemplo destacado de un area de investigacion
en evolucion es el impacto de las secuelas del
COVID-19, en donde es necesario determinar si los
niveles de cortisol se ven afectados en pacientes que
han experimentado esta enfermedad. Existe eviden-
cia de que en individuos expuestos a estrés severo o
que padecen trastornos relacionados con el estrés
(inducido por agentes etiologicos), la secrecion de
cortisol puede estar disminuida en lugar de
aumentada a largo plazo, a causa de alteraciones en
los mecanismos reguladores del eje HPA.

Finalmente, las investigaciones futuras del sistema
CRF/Ucns se deben enfocar en conocer c()mo se
modulan las respuestas autocrinas y paracrinas en

Figura 5. Relacion entre la
regulacidon central y periférica
del sistema CRF en las implica-
ciones derivadas del COVID-
19. Los factores estresantes,
como la infeccion por SARS-
CoV-2, y los problemas menta-
les provenientes de la pandemia
por COVID-19, afectan el siste-
ma CRF provocando desérdenes
metabdlicos e inflamatorios por
alteracion de la concentracidn
plasmatica de corticosteroides,
consecuencia de la desregu-
laciéon del eje HPA. A nivel
autocrino/paracrino, el sistema
del CRF podria tener efectos
reguladores en las alteraciones
inflamatorias y desérdenes me-
tabdlicos. Figura creada con
BioRender.com

tejidos periféricos en condiciones fisioldgicas, y
contrastarse bajo condiciones patoldgicas. Uno de
los campos clave de estudio son las alteraciones
metabdlicas, en donde es necesario conocer las
implicaciones del CRF/Ucns particularmente a nivel
cardiovascular en condiciones del sindrome meta-
bolico. Por otra parte, se han iniciado estudios para
determinar la posible participacion de las Ucns y los
CRF2Rs, en particular la variante 2B, en la
fisiopatologia del cancer bajo condiciones de estres
cronico, lo cual podria vincularse con el estudio de
la funcion del estres en el desarrollo del cancer.[ &)
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RESUMEN

Las plantas se encuentran en constante interaccion con diversos microorga-

nismos del medioambiente. La correcta deteccion y activacion de la sefializacion PALABRAS
inducida por los microorganismos en las plantas, conduce a la induccion de

mecanismos moleculares que las ayudan a discernir entre las interacciones CLAVE
positivas 0 negativas. Las proteinas GTPasas pequefias son parte de este meca- ROP GTP
nismo de transduccion de sefiales. Durante la interaccion planta-microorga- asas,
nismos las ROP GTPasas reciben sefiales de los receptores transmembranales y simbiosis,
activan efectores moleculares que permiten a la planta establecer el tipo de .
relacién que estableceran con los microorganismos. Estas proteinas son consi- patogenesis,
deradas como interruptores moleculares y estan involucradas en funciones plantas
celulares como tréafico vesicular, sefializacion, rearreglo del citoesqueleto, trans-

porte nuclear, crecimiento polar, expresion genética y regulacion hormonal. En

esta revision, describimos la informacion mas reciente sobre el mecanismo de

accion de las ROPs GTPasas, asi como su papel en las interacciones planta-

microorganismos.

ABSTRACT

Plants are in constant interaction with multiple microorganisms in the environ-
ment. The proper perception and activation of microbe-induced signaling in KEYWORDS
plants leads to the induction of molecular mechanisms that help them to discrim-

inate between positive and negative interactions. These signaling mechanisms ROP GTPases
are mediated by small GTPases. During plant-microorganism interactions, ROP o
GTPases receive signals from transmembrane receptors and activate molecular symbiosis,

effectors that allow the plant to establish relationships with microorganisms.
These proteins are considered as molecular switches and are involved in cellular
functions such as vesicular trafficking, signaling, and rearrangement of the plants
cytoskeleton. This review summarizes the latest information on the mechanism

of action of ROPs GTPases as well as their role during plant-microorganism

interactions.

pathogenesis,
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INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles en constante
interaccion con factores ambientales tanto bidticos
como abidticos. La correcta deteccion de los esti-
mulos externos conduce a respuestas que garantizan
su sobrevivencia. Existen muchas moléculas en las
plantas que participan en la deteccion de los esti-
mulos, asi como en la sefializacidn que se desenca-
dena para responder ante las perturbaciones del
medioambiente. Entre estas moléculas se encuen-
tran las GTPasas pequefias, las cuales son proteinas
que funcionan como interruptores moleculares que
estan involucradas en la transduccién de sefiales, ya
que conectan estimulos externos con la respuesta
celular [1].

Las GTPasas pequefias estan presentes en todos los
organismos eucariotas, desde las levaduras hasta los
mamiferos y plantas superiores. El papel regulato-
rio de estas proteinas fue descubierto en 1982
durante el estudio de células humanas enfermas de

Mecanismo de accion de las ROPs

Desde el punto de vista molecular, las ROPs funcio-
nan como interruptores, ya que cuando unen GDP,
se encuentran inactivas y en respuesta a ciertas
sefiales especificas se unen a GTP, cambiando a un
estado activo. Se plantea que el estado activo
conduce a la relocalizacion e interaccion con sus
efectores, con lo que se inicia una cascada de
sefializacion (Fig. 2) [6].

Las proteinas ROP presentan dos caracteristicas
fundamentales en su funcionamiento. En primer
lugar, debido a su ineficiente hidrdlisis de GTP,
mantienen su forma activa unida a GTP por largos
periodos de tiempo. En segundo lugar, la liberacion
de GDP es ineficiente y depende de actividad enzi-
matica. Debido a estas caracteristicas, los ciclos de
activacion/inactivacion dependientes de la unién
GTP/GDP estan regulados en tiempo y espacio por
factores intercambiadores de nucledtidos (GDP
IGTP Exchange Factors: GEFs), que facilitan la
liberacion de GDP, y por proteinas activadoras de

cancer como consecuencia de una infeccion viral
[2]. Las GTPasas pequefias se agrupan principal-
mente en 5 superfamilias en levaduras y animales;
estan divididas en RAB, RAS, ARF, RHO y RAN
(Fig. 1). Excepto por la superfamila RAS, todas se
encuentran en plantas. A su vez, la superfamilia
RHO ha sido dividida en cuatro subfamilias: RHO,
RAC, CDC42 y ROP (Rho of plants, tambiéen
nombradas RAC). Especificamente, las proteinas de
la subfamilia ROP solamente han sido encontradas
en plantas (Fig. 1) [3].

Las proteinas ROP estan presentes en todos los
linajes de plantas, desde algas verdes hasta musgos,
tales como Physcomitrella patens, asi como en
angiospermas, incluyendo monocotiledoneas vy
dicotiledoneas [4]. Las ROPs estan involucradas en
muchas funciones en las plantas, incluyendo trafico
vesicular, sefializacion, rearreglo del citoesqueleto,
transporte nuclear, crecimiento polar, expresion
genetica, regulacion hormonal, interaccién planta-
microorganismos, entre otras [1, 5].

Figura 1. Las GTPasas pequefas se subdi-
viden en 5 superfamilias: RAB, RAS, ARF, RHO
y RAN; todas estdn presentes en todos los
organismos eucariotas, excepto las RAS, que
no se encuentran en plantas. La superfamilia
RHO se encuentra a su vez subdividida en 5
subfamilias; de éstas, las ROP constituyen
una subfamilia Unica de plantas. Modificado
de [3].

GTPasa (GTPase Activating Proteins: GAPS) que
potencian la hidrolisis de GTP [7]. Por otro lado, las
ROPs también son reguladas por la familia de pro-
teinas de los inhibidores de la disociacion de nucleo-
tidos de guanosina (Guanosine Nucleotide disso-
ciation inhibitors: GDI), las cuales inhiben el inter-
cambio de GDP por GTP, manteniendo una reserva
de GTPasas inactivas en el citosol (Fig. 2) [5].

ROPs, relacion estructura-funcion

Las proteinas ROP presentan un peso molecular
entre 21-24 KDa. Estructuralmente estan compues-
tas por un dominio N terminal catalitico (dominio
G), por el cual interactian con los efectores y
nucleotidos, y un dominio C terminal, responsable
de la localizacion subcelular (Fig. 3). EI dominio N
terminal consiste en cinco secuencias conservadas
conocidas como cajas G (G1- Gb5), las cuales son
responsables de la uniéon GTP/GDP y Mg*™, asi
como de la actividad hidrolitica GTPasa. También
poseen un dominio C-terminal hipervariable (defi-
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Figura 2. Ciclo regulador de las ROP GTPasas. Las ROPs alternan entre un estado activo unido a GTP y un estado
inactivo unido a GDP. Esta accidn esta regulada por factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF) que
catalizan el intercambio de GDP por GTP, proteinas activadoras de GTPasas (GAP) que aumentan la velocidad de
hidrélisis de GTP e inhibidores de la disociacién de nucleétidos de guanosina (GDI) que inhiben el intercambio de
GDP por GTP, manteniendo una reserva de GTPasas inactivas en el citosol. Creado con BioRender.com

nido asi por ser la region menos conservada de la
secuencia de aminoacidos) responsable de la locali-
zacion subcelular (Fig. 3) [5]. Los dominios G2 y
G3 son tambiénconocidos como regiones switch |
y Il respectivamente y son las que contactan con
el fosfato gama (el grupo fosfato mas alejado del
azucar ribosa) en la forma que une GTP. Esto
conduce a cambios conformacionales quealteran
la afinidad por proteinas regulatorias (GEF, GAP y
GDI) y efectores moleculares (proteinas que son
activadas por las ROPs) [5].

La asociacion de ROPs con la membrana plasma-
tica depende de una modificacion lipidica post-
traduccional que ocurre en la region hipervariable
del C-terminal. Esta region puede encontrarse
prenilada (incorporacion de grupos lipidicos isopre-
noides a las proteinas sintetizadas) o S-acilada
(adicion de una molécula lipidica de cadena larga
sobre residuos de cisteina), segun lo cual las ROPs
se dividen en tipo | (preniladas) o tipo Il (S-
aciladas). La prenilacién ocurre en los residuos de
cisteina que son parte de los motivos CaaX o CaalL
(C-Cys: a, residuo alifatico; X, cualquier aminoa-
cido; L, Leu). La S acilacién ocurre en la cisteina de
la secuencia GC-CG (-separacion por 5 0 6 residuos
de aminoacidos). Al parecer las ROP tipo Il no estan
reguladas por GDIs debido a que no tienen preni-
lacion, lo que es requerido para la interaccion entre
ROP y GDI [5].

Basado en la conservacion estructural de las ROPs,
se ha predicho que mutaciones puntuales en la
lisina 1 (equivalente a G15 para las AtROPs1-7 y
AtROP9; G17 en AtROP10 y AtROP11; G27 en
AtROP8) o glutamina 3 (equivalente a Q64 para
AtROPs1-7 y AtROP9; Q66 en AtROP10 vy
AtROP11; Q76 en AtROPS8) resultan en la gene-
racion de mutantes constitutivamente activas
(proteinas que siempre tienen unido GTP y siempre
estan activando a sus efectores), ya que la mutacion
en estas posiciones evita la hidrolisis de GTP.
Mutaciones en Treonina 1 (equivalente a T20 para
las AtROPsl1-7 y AtROP9; T22 en AtROP10 y
AtROP11; T32 en AtROP8) genera mutantes domi-
nantes negativas (proteinas inactivas que siempre
estan unidas a GDP y por tanto son inactivas) pues
se reduce la afinidad por nucleétidos y estabiliza
la interaccion con proteinas GEF que previenen la
activacion de ROPs [5]. En Medicago truncatula,
cambiosde la glicina 1 por valina en la secuencia
GAVGKT, generan mutantes constitutivamente
activas, y cambios de aspartico por alanina en la
secuencia KLD del dominio G4 generan mutantes
dominantes negativas [8] (Fig. 3). Estas versiones
constitutivamente activas y dominantes negativas
de las ROPs se conocen como mutantes de activi-
dad y han sido ampliamente generadas para estudiar
las funciones de estas proteinas en las plantas [8].
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Figura 3. Motivos con-
servados en las ROP
GTPasas. Las proteinas
ROP GTPasas presentan
un dominio N terminal
catalitico (dominio G) vy
un dominio C terminal
(Caja verde). El dominio
G, consiste en cinco
secuencias conservadas
conocidas como cajas G
(G1-G5), responsables de

la unién de GTP/GDP y Mg™, asi como de la actividad de GTPasa. Los dominios G2 y G3 son también conocidos como
regiones “switch” | y Il, respectivamente, y son las que contactan con el fosfato gama en la forma que une GTP. El
dominio C terminal estd compuesto por una regidn hipervariable donde ocurre una modificacion lipidica post-

traduccional. Tomado de [5].

Posibles activadores de la sefializaciobn mediada por
ROPs

En levaduras y animales, las GTPasas estan involu-
cradas en diferentes vias de sefializacion a través de
receptores con actividad cinasas, y regulan varios
procesos como la reorganizacion del citoesqueleto.
La actividad cinasa de estos receptores esta direc-
tamente regulada por las proteinas G y estan involu-
cradas en la regulacion de procesos celulares
bésicos, incluyendo la morfologia celular, la divi-
sion y el trafico vesicular [1]. Ninguna de estas
familias de receptores con actividad cinasa estan
presentes en plantas, ni tampoco estdn sus meca-
nismos de accion. Por ello se ha planteado la
posibilidad de que en plantas la recepcion de sefiales
extracelulares sea percibida por receptores similares
acinasas [7]. Empleando el sistema de doble hibrido
de levaduras se determind la unién de receptores
especificos de plantas con actividad cinasas, con la
forma constitutivamente activa de proteinas ROP en
modelos experimentales como Arabidopsis Yy
Medicago [8, 9]. Estos receptores con actividad de
cinasas pertenecen a la familia de receptores
especificos de plantas parecidos a cinasas citoplas-
maticas (plant-specific receptor-like cytoplasmic
kinases: RLCKs). Los receptores RLCKs estan
agrupados en 10 clases diferentes. Se ha encontrado
que los miembros de la clase RLCKs VI se unen a
ROP vy tienen actividad cinasa ROP dependiente
[10]. Estudios realizados en Solanum lycopersicum
(tomate) determinaron la interaccién entre RLCK-
ROPGEFs-ROP. También se ha planteado la
posibilidad de interaccion entre ROPs y Proteinas G
heterotriméricas [7].

Posibles efectores de ROPs

Una vez que las ROPs detectan las sefiales extrace-
lulares a través de los receptores transmembranales,

se activan e interactan con sus efectores. Se han
planteado posibles efectores de ROP que estan
involucrados en la dinamica de los filamentos de
actina; entre ellos se encuentra la subunidad PIR del
complejo homologo en plantas al complejo WAVE
de levaduras y animales, cuya interaccion con ROP
induce la polimerizacion del filamento de actina.
Diferentes estudios sugieren que el mecanismo por
el cual las ROPs regulan la organizacion de la actina
es mediante la fosforilacion y supresion del factor
ADF (Actin Depolymerizing Factor) que participa
en la despolimerizacion de la actina [5]. Otros posi-
bles efectores pueden ser las forminas en plantas, las
cuales, en levaduras y animales, inducen la polime-
rizacion de la actina [5]. Entre los posibles efectores
de ROPs se ha sugerido a la enzima fosfatidil
inositol monofosfato cinasa, la cual estd involucrada
en la sefalizacion dependiente de Cat+, y la
fosfolipasa D [5]. Por otro lado, se ha planteado la
posible interaccion de ROPs con la subunidad UDP-
glucosa transferasa del complejo enzimatico calosa
sintasa, asi como con las MAP cinasas [7]. También
se han estudiado los efectores de las proteinas regu-
ladoras de ROPs como la interaccion de SPK1 (un
ROPGEF) con proteinas ROPs en Arabidopsis [5].
Al parecer, SPK1 es responsable de la activacion de
ROP2, ROP6 y ROP4, ya que en plantas de A.
thaliana mutantes dominantes negativas de SPK1
los niveles de AtROP2, AtROP6 y AtROP4 activas
son inferiores comparados con los de la planta
silvestre [11].

Otros posibles interactores de las proteinas ROPs
son las proteinas RIC (Rop-interacting CRIB-motif
containing proteins) [11]. Estas proteinas estan
involucradas en varias funciones celulares ya que
son proteinas de union a elementos del citoesqueleto
como los microtabulos [5]. Las proteinas RIC3 y
RIC4 de A. thaliana se han propuesto como efecto-
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res de ROP y se ha visto que median la regulacion
de los filamentos de actina en el tubo polinico. Se ha
planteado que ROP6 interactua con RIC1, que a su
vez interactta con KTN1, una proteina involucrada
en el corte de los microtibulos y que permite el
ordenamiento de los microtubulos corticales y la
expansion celular. En A. thaliana la auxina regula
corriente arriba de AtROP6 y AtROP2 para
controlar este proceso [11].

Las proteinas ROPs también interactdan con las
proteinas RIP (ROP Interacting Partner), las cuales
se asocian con cinesinas involucradas en la desesta-
bilizacion de los microtdbulos. La proteina RIP
ICR1 interactta con el componente exocitico SEC3
y parece ser un vinculo entre la activacion de ROP
y la fusion de vesiculas con la membrana plasmatica
[12]. Estos investigadores también propusieron que
las proteinas RISAP se asocian con RAC5 (ROP) en
Nicotiana benthamiana mediante ensayos de pull
down y ensayo de doble hibrido en levaduras.
Dichas proteinas presentan un dominio que se une
al dominio GTD (Globular Tail Domain) de la
miosina XI plasmatica [12].

En Oryza sativa, la proteina RAC1 (una proteina
ROP) activa a RBOH (Respiratory Burst Oxidase
Homologs) en una ruta que es iniciada por la detec-
cion de quitina. En la ruta propuesta, la quitina es
detectada por OsCERKZ1, que es un receptor similar
a receptores con actividad cinasa, que forma un
complejo con la proteina OsCEBIP (una proteina
que une quitina). En presencia de quitina, OSCERK1
fosforila'y activaa OSRACGEF, que a su vez activa
a OsRAC1, quien activaa NADPH y participa en la
biosintesis de ligninay en la produccion de especies
reactivas del oxigeno. Sin embargo, cabe resaltar
que la mayoria de estos posibles efectores necesitan
ser esclarecidos ya que los procedimientos experi-
mentales no son lo suficientemente contundentes y
se basan en los efectores de Rho GTPasas en los
modelos animales y fungicos.

Las ROPs en las interacciones benéficas plantas-
microorganismos

El papel de las ROP GTPasas durante la interaccion
plantas-microorganismos fue establecido desde
hace 25 afios. Las ROP GTPasas estan involucradas
tanto en interacciones positivas como negativas con
los microorganismos [1]. Se ha propuesto que en la
interaccion leguminosas-rhizobios, las ROP GTPasas
modulan la actividad de los filamentos de actina
para permitir la entrada y el acomodamiento de las
bacterias en el interior celular. Varios autores han
sugerido que al igual que las proteinas de la familia

Rho en hongos y en mamiferos, las ROP GTPasas
regulan la organizacion y la dindmica de los fila-
mentos de actina y microtubulos de las plantas [13,
14]. Un ejemplo de esto consiste en la propuesta
realizada por [14], donde al estudiar plantas de L.
japonicus silenciantes rop6 observaron defectos en
la reorganizacion de los filamentos de actinay en la
colonizacion de los rhizobios. En este mismo mode-
lo experimental, se observd que en plantas de L.
japonicus, silenciantes rop3 el nimero de nodulos
estaba afectado, demostrando que ROP3 esta
implicado en la simbiosis fijadora de nitrogeno [15].
Tambien en Medicago tuncatula [8] demostraron
que ROP10 es necesario para la nodulacion. Las
ROP GTPasas también han sido estudiadas durante
la interaccion planta-micorrizas arbusculares. En
Medicago truncatula, plantas deficientes en la
expresion de ROP9, mejoran la penetracion del
hongo micorrizico arbuscular Glomus intraradices.
Estas evidencias demuestran que algunas ROP
ayudan en la penetracion de los microorganismos
beneficiosos en el tejido vegetal, mientras que otras
la impiden.

Papel de ROPs en la patogénesis

Las proteinas RAC/ROPs estan involucradas en
diferentes funciones celulares como la reorgani-
zacion del citoesqueleto, la polaridad celular, la
sintesis de pared celular, en la respuesta a pato-
genos, el ciclo celular y la diferenciacion [16]. Se
cree que las RAC/ROPs estan involucradas en la
respuesta a patdgenos a través de un incremento en
la produccion de especies reactivas del oxigeno,
mediante su interaccion con RBOH, la cual es una
enzima implicada en la produccion de especies
reactivas del oxigeno. Otras vias en las que se ha
planteado que estan involucradas las ROPs durante
la patogénesis es la activacion de las MAPKSs, y la
sintesis de lignina y calosa para impedir la penetra-
cion del patogeno [17]. Sin embargo, también se ha
planteado que las RAC/ROPs pueden tener un papel
dual en la respuesta a patdgenos, regulandola tanto
de manera positiva como negativa [18].

El papel de las proteinas RAC/ROP durante la
patogénesis ha sido estudiado principalmente en
Oryza sativa (arroz), Hordeum vulgare (cebada),
Nicotiana tabaccum (tabaco) y Arabidopsis
thaliana; de estos modelos, O. sativa ha sido el mas
estudiado. En arroz existen 7 RAC/ROPs, cuyo papel
en la patogénesis fue evaluado por [19] mediante
silenciamiento génico (el silenciamiento génico me-
diado por RNAI, se refiere al proceso que promueve
la degradacion del RNAm, asi como la reduccion de
sus niveles de traduccion). Estos investigadores silen-
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Figura 4. Técnicas emplea-
das en el estudio de los
interactores de las ROP
GTPasas. La determinacion
de los interactores de las
ROPs se ha efectuado a
través de estudios in silico
de las ROPs con efectores
predichos de los modelos
animales y levaduras (A).
Ademas, se han empleado
técnicas heterdlogas como
el sistema de dos hibridos
en levadura (B) o el pull
down (C) para confirmar
interacciones predichas o
para atrapar nuevos inter-
actores. Sin embargo, las
técnicas de microscopia
como el BIFC (D) han
permitido corroborar in
vivo algunos de los efec-
tores identificados em-
pleando las técnicas ante-
riores. Una de las técnicas
actuales mas prometedo-
ras en la identificacidon in
vivo de interactores de
ROP pudiera ser el BiolD
(E), que consiste en la
fusidn traduccional de una
ligasa de biotina con el gen
de interés. Dicha ligasa
adiciona biotina a todas las
proteinas que se acer-
quen a no mas de 10 nm
de distancia de la proteina
de interés. Las proteinas
biotiniladas son posterior-
mente purificadas y en-

viadas a espectrometria de masas para su futura identificacion. Modificado de (DUALhunter Kit; Firat-Karalar &

Stearns). Creado con BioRender.com

ciaron diferentes miembros de RAC/ROP, y deter-
minaron que las plantas silenciantes rac5 y rac4 eran
menos susceptibles a patégenos, mientras que silen-
ciantes racl incrementan la susceptibilidad frente
Magnaporte grisae. Estos resultados sugieren la
posibilidad de la existencia de un papel dual de las
proteinas ROP en la patogénesis. Un hecho similar
se reportd en cebada donde el silenciamiento de
RACB incrementd la resistencia a Blumeria
graminis porque se redujo el establecimiento del
haustorio en las células epidérmicas [16]. En este
sentido, se ha propuesto que RACB interactla con
un péptido denominado ROPIP1 (ROP-interactive
peptide 1) y codificado por B. graminis, que al
interactuar con RACB, “manipula” la reorganiza-

cion de los microtibulos corticales y, de esta
manera, favorece la entrada del patogeno [20].

Entre las proteinas RAC/ROP de arroz, RAC1 ha
sido la més estudiada. \VVarios investigadores [19, 21,
22] han propuesto que la sobrexpresion de la forma
constitutivamente activa de esta proteina incrementa
la susceptibilidad de O. sativa a Magnaporthe
grisea. Por otro lado, la sobrexpresion de una
version dominante negativa de AtRAC11/ ROP1 en
hojas de papa disminuye la infeccion por P.
infestans [16]. Nosotros hemos determinado que al
sobre expresar una ROP se reprimen mecanismos de
defensa que llevan a un incremento de la
susceptibilidad de A. thaliana frente a varios pato-
genos (Garcia-Soto et al., datos no publicados). Estos
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resultados sugieren que las ROP GTPasas pueden
regular la respuesta inmune en planta.

Perspectivas en el estudio de las ROP GTPasas

La mayoria de los estudios realizados con las
proteinas ROP se han realizado sobre el fondo
genético de plantas silvestres y expresando versio-
nes de ROP constitutivamente activas o dominantes
negativas. Teniendo en cuenta que la regulacion de
proteinas ROP por proteinas de las familias GEF,
GAP y GDI es muy fina, y generalmente con igual
estequiometria [7], es probable que la sobrexpresion
de dichas proteinas pueda desequilibrar la regula-
cion del resto de las proteinas ROP expresadas. Sin
embargo, muchas veces la generacion de mutantes
de pérdida de funcién conduce a la no deteccion de
fenotipos asociados [18]. Esto se debe a que las ROP
GTPasas son una familia de proteinas con alto grado
de conservacién en secuencia y estructura por lo
que, ante la carencia de una, otras pueden ejercer su
funcién (redundancia funcional) [23]. Por ello, la
generacion de mutantes de actividad continta
siendo una de las mejores estrategias para el estudio
de esta familia proteica.

Entre los mayores retos del estudio de las ROPs ha
estado la identificacion de sus interactores en dife-
rentes procesos celulares. Muchos esfuerzos se han
realizado para ello, desde aproximaciones in silico,
modelos heterdlogos (dos hibridos en levaduras),
pull-down y técnicas de microscopia de fluorescen-
cia (FRET: fluorescence resonance energy transfer
y BIFC: bimolecular fluorescence complementation)
(Fig. 4) [24 — 27]. Aunque todas ellas han aportado
conocimiento sobre los interactores que hoy en dia
se conocen, aun hay muchas limitaciones que
impiden la identificacion in vivo de proteinas
interactoras de las ROPs. Una de las técnicas mas
revolucionarias, que podria aportar muchas luces en
la determinacion del interactoma de las ROP, es la
denominada BiolD (Proximity-dependent Biotin
Identification). Esta técnica fue estandarizada y
empleada por primera vez en plantas en 2017 [28] y
consiste en la fusion traduccional de una ligasa de
biotina con el gen de interés. Dicha ligasa adiciona

biotina a todas las proteinas que se acerquen a no
mas de 10 nm de distancia de la proteina de interés.
Las proteinas biotiniladas son posteriormente purifi-
cadas y enviadas a espectrometria de masas para su
futura identificacion (Fig. 4).

La identificacion del interactoma de las ROPs apor-
taria grandes conocimientos a disimiles mecanismos
de sefializacion en la célula. Ademaés, conociendo
los interactores en determinadas condiciones (por
ejemplo, durante la interaccion planta-patdgeno) se
podrian generar biosensores (herramientas molecu-
lares que suelen combinar un componente de natura-
leza biologica y otro fisico-quimico; por ejemplo,
los glucometros para medir la glucosa en la sangre)
con amplias aplicaciones biotecnologicas (puesta en
marcha de tecnologias que utilizan sistemas violo-
gicos y organismos Vvivos o0 sus derivados para la
creacion o modificacion de productos o procesos).

CONCLUSION

El papel de las ROP GTPasas durante la interaccion
planta-microorganismo ha sido ampliamente docu-
mentada en las Gltimas décadas. Sin embargo, ain
queda mucho por estudiar en cuanto al mecanismo
de accidn de estas proteinas, su activacion y efec-
tores. El conocimiento que se genere respecto al
funcionamiento de estos interruptores moleculares
podria conducir hacia importantes campos de accion
para determinar proteinas blanco que ayuden a
mitigar las enfermedades en las plantas, o que, por
el contrario, favorezca la interaccion de las plantas
con microorganismos benéficos. Esto podria abrir
nuevas puertas al camino de la agricultura ecol6-
gicamente amigable y contribuiria a mejorar la

seguridad alimentaria. | |
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3. Siglas de la molécula oxidada que en su forma
reducida se obtiene en el ciclo de los fosfatos de
hexosa y que es pieza fundamental para la sintesis
de &cidos grasos y colesterol entre otras moléculas.

6. Debido a su composicién a este grupo perte-
necen el NAD*, el NADH, el NADP*, el NADPH,
el FAD y el FADH..

10. En este espacio se encuentran todas las enzimas
del metabolismo de las purinas, el primer paso esta
mediado por la fosforribosil pirofosfato sintetasa
gue permite la pirofosforilacion de la D-ribosa 5-
fosfato con la intervencion del ATP.

11. Base nitrogenada con la estructura de purina, se
encuentra presente en ambos &cidos nucleicos; la
estructura trifosforilada interactia con proteinas
transductoras de sefiales en donde un estimulo
desencadena una cascada de actividades enzima-
ticas.

13. Siglas del nucleétido que al donar un grupo
fosfato, le permite ser un intermediario que acopla
reacciones endergonicas y exergonicas.

14. Es la forma activa de la vitamina By, participa
en la transferencia de particulas subatomicas que
entran al sistema de transporte de electrones en el
complejo II.

18. Hay dos reacciones de este tipo, la que se llama
a nivel de sustrato es independiente de la cadena de
transporte de electrones y se realiza cuando un
sustrato de alta energia la pierde, permitiendo la
incorporacion de un fosfato al ADP, un ejemplo es
la formacion de ATP a partir de fosfoenolpiruvato.

19. Este tipo de acidos son polimeros con infor-
macion genética, presentes en todos los organismos,
sus unidades se asocian mediante enlaces fosfo-
diéster.

20. Es lasecuencia de tres nucledtidos presentes en
el RNA de transferencia que se acoplan a otras tres
del RNA mensajero para codificar a un aminoacido.

21. El cAMP actua en el interior de las células
como segundo , Su formacion a partir de la
pérdida del pirofosfato del ATP, es estimulada por
hormonas o por sefiales moleculares.

24. La conversién de esta molécula en glucosa es
con la participacion de la UDP-glucosa y de tres
enzimas, si hay un defecto genético de alguna de
ellas, puede ocasionar una enfermedad critica en el
recién nacido por cimulo ya sea del sustrato original
0 por algunos de los intermediarios.

26. Molécula que en su composicion tiene al
sistema anular corrina con el que esté coordinado el
cobalto -estructura que recuerda al grupo hemo de
la hemoglobina- las necesidades diarias en personas
sanas son de 3 pg/dia. La anemia perniciosa se debe
a la incapacidad para absorberla eficientemente a
nivel intestinal.

29. Sustancia que en el proceso de transferencia
electronica impide que el ADP se fosforile, un ejem-
plo es el 2,4-dinitrofenol.

30. Estructura del grupo de las pirimidinas que en
unién del azlcar correspondiente y de un grupo
fosfato se encuentra presente tanto en el acido ribo-
nucleico como en el desoxirribonucleico.

31. La de los nucleotidos se puede reali-
zar por dos posibles rutas, la de novo y la de la recu-
peracion, en donde la primera se realiza con sus
precursores metabolicos (aminoacidos, ribosa 5-
fosfato, CO2 y NH3) y en la segunda con los nucleo-
sidos provenientes de los acidos nucleicos.

32. Laestructura conocida como A, parti-
cipa en reacciones de transferencia de grupos acilo,
estd constituida por 3’-fosfoadenosina difosfato,
acido pantoténico y B-mercaptoetilamina, esta ulti-
ma molécula posee un grupo SH terminal.

33. Para que la célula pueda realizar las reacciones
biosintéticas, es necesario el acoplamiento a aque-
llas que al ser desprenden energia libre, en
muchas de ellas mediante la participacion del ATP.

VERTICALES

1. Ribonucle6tido 5’-difosfato que al aceptar un
grupo fosfato mas genera la molécula que la célula
emplea para activar energéticamente a muchos de
sus metabolitos.

2. Dentro de este grupo quedan incluidos el DNA
y el RNA ya que el grupo 5" -fosforilo de un mono-
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nucleotido se esterifica al 3"-OH de la pentosa de un
segundo nucledtido y asi sucesivamente.

3. Se les conoce como bases a aquellas
estructuras del tipo de purinas (adenina, guanina) y
pirimidinas (citosina, timina, uracilo) que forman
parte de los nucle6tidos.

4. La pentosa presente en este tipo de estructuras
es la 2-desoxi-D-ribosa y son constitutivos de la
molécula encargada de la transmision de la infor-
macion genética.

5. Algunas bases nitrogenadas como por ejemplo
la 6-mercaptopurina, el 5-flourouracilo, son anélo-
gas a las constitutivas de los acidos nucleicos, tienen
una funcion ya que inhiben la sintesis del
polinucleotido y con ello se impide la division celu-
lar tanto en los tejidos con informacion equivoca,
como de aquellas que no la tienen.

7. Siglas de la riboflavina-fosfato, en su forma
oxidada es coenzima de algunas enzimas que
participan en procesos de 0xido-reduccion.

8. Constituida por una base purinica y ribosa, se
encuentra presente en un buen nimero de cofactores
enzimaticos, aunque no participa directamente en la
forma reactiva, posiblemente tenga relacion con la
energia de unidn entre la enzima y el sustrato.

9. Mutacion ocasionada por la sustitucion de una
timina por adenina, lo que conduce a la codificacion
de diferente aminoécido.

11. Esunaenfermedad en humanos ocasionada por
el depdsito de cristales de urato monosodico en el
liquido sinovial de las articulaciones lo que ocasiona
dolor e inflamacion.

12. Participan en tres funciones muy importantes
para la célula: son subunidades de los acidos nuclei-

cos, algunos son transportadores de energia y otros
son componentes de cofactores enzimaticos.

15. Los nucledtidos que tienen esta funcion, son en
general, los trifosforilados y la coenzima A.

16. Agentes como la luz ultravioleta y el acido
nitroso entre otros, son capaces de dafiar al DNA
ocasionando la sintesis anormal de una proteina.

17. En este grupo de sustancias estan la nicoti-
namida, la riboflavina y el &cido pantoténico, todos
ellos forman parte de los nucleotidos con funcion
coenzimatica.

22. En los polinucleotidos, es el enlace covalente
que une a dos nucleétidos por el grupo hidroxilo 5’
de uno y el hidroxilo 3’ del siguiente.

23. Algunos sinteticos de bases nitroge-
nadas se usan como farmacos anticancerigenos
como ejemplo: 6-tioguanina, 5-flourouracilo entre
otros, ya que se incorporan al DNA antes de la
division celular.

25. Mecanismo mitocondrial de fosforilacion en
donde se concentra la mayor cantidad de energia en
forma de ATP.

27. Las fotografias de difraccion de rayos X que
Rosalind obtuvo fueron un aporte muy
importante para la elucidacion de la estructura del
DNA.

28. La del ATP es un complejo enziméatico que
actia en la membrana interna mitocondrial y

permite la formacion de la molécula con un AG”” =

-30.5 kjoules/mol.[g?;
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ESCASEZ DEL AGUA, SALUD Y BIENESTAR

D urante los Gltimos afios, el tema de la escasez
del agua en nuestro pais ha estado cobrando
interés en el ambito académico y cientifico, asi
como en la agenda de trabajo de los gobiernos, y es
gue la situacién, tanto a nivel nacional como inter-
nacional, es alarmante.

Datos del ultimo Informe Mundial sobre el Desa-
rrollo de los Recursos Hidricos 2023 indican que el
uso de agua ha aumentado el 1% anual en los
ultimos 40 afios y se prevé que seguira creciendo a
un ritmo parecido de aqui a 2050. Lo anterior impul-
sado esencialmente por una combinacion de creci-
miento demogréfico, desarrollo econdmico y cambios
en los patrones de consumo en los sectores muni-
cipal, industrial y agricola (1). Aunado a ello, los
fendmenos meteoroldgicos extremos, como sequias
e inundaciones, debidos al cambio climatico, la
contaminacion del agua, asi como la mala utiliza-
cion e inadecuada distribucion del recurso, incre-
mentan la incertidumbre sobre la disponibilidad,
acceso, y calidad del agua en la mayoria de las
regiones en el mundo (1,2).

De acuerdo con el mismo informe, el sudeste
asiatico y la region de oriente medio tienen estrés
hidrico alto y extremadamente alto, caracterizados
por una demanda de agua mayor a la suma de las
extracciones totales y las reservas renovables dispo-
nibles. En América se observa que algunas regiones
de Estados Unidos y Chile, asi como la mayoria del
territorio mexicano también se encuentran en nive-
les de estrés hidrico alto y extremadamente alto.

Al respecto, cada vez se ha hecho mas evidente que
los problemas relacionados con agua afectan la
salud fisica y mental de la poblacion, ya que difi-
cultan su consumo, la higiene personal, y elevan el
riesgo de contraer enfermedades infecciosas y
parasitarias (3). Asi mismo, la escasez de agua es un

detonante de enojo, preocupacion, ansiedad y depre-
sion como factores estresantes que compiten con
otras necesidades econdmicas del hogar, principal-
mente en las personas que se encuentran en condi-
ciones de pobreza (4).

En lo que concierne a México, si bien en 2020 la
cobertura nacional de acceso al agua entubada fue
de 96.1%, se sabe que este indicador no captura los
desafios importantes en materia de acceso, uso y
confiabilidad del agua (5). De acuerdo con la infor-
macion de la Encuesta Nacional de Salud y Nutri-
cion en 2022, el 16.5% de los hogares reportaron
padecer con frecuencia experiencias negativas rela-
cionadas con el acceso al agua. La preocupacion
principal fue no tener agua suficiente para cubrir las
necesidades de consumo e higiene de los miembros
del hogar, la disminucion del suministro y no tener
agua suficiente para lavar la ropa, segun fue repor-
tado por una mayor proporcién de los miembros de
los hogares entrevistados (6). La encuesta también
mostrd que si bien el 50.5 % de los hogares recibio
agua en la vivienda, el abastecimiento no fue conti-
nuo; la afectacion mayor fue para los hogares que
radican en el sur del pais y los que tienen menos
recursos econémicos, en los que las personas tienen
que recurrir al almacenamiento de agua, lo cual
pone en riesgo la calidad y la confianza en el agua
que se consume (7).

La informacidn sefialada ha permitido comprender
con objetividad la cantidad de personas que carecen
de acceso a agua suficiente y de calidad aceptable
para cubrir las necesidades de consumo, higiene
personal y saneamiento. No obstante, los datos, tam-
bién deben servir de insumos para la planeacion y el
fortalecimiento de las politicas publicas o las inter-
venciones dirigidas a garantizar el acceso y disponi-
bilidad del liquido.

40



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 43(1):39-41, 2024

Hernandez-Palafox C, Mundo-Rosas

Las proyecciones mas pesimistas sobre la degra-
dacion del medio ambiente y los recursos hidricos
mundiales advierten que en 2025 el 52% de la
poblacién mundial y 40% de la produccién mundial
de cereales estara en riesgo de estrés hidrico, lo que
afectard en mayor medida la salud y la nutricion de
los grupos de poblacidén con menos recursos econo-
micos y marginados (8). En el caso de Meéxico, la
seguridad hidrica es un asunto de seguridad nacio-
nal, razon por la cual se ha propuesto un plan de
accion intensivo para resolver el deterioro ambien-
tal, la escasez y reducir o resolver la contaminacion
del agua (9); pero en este plan es imperativo no dejar
a un lado la integracion de los tres sectores del con-

sumo de agua (municipal, industrial y agricola) y
colocar como punto focal el uso eficiente del liquido
y la garantia del acceso y disponibilidad equitativo
al agua de calidad para todos.[’g;“|

Corin Hernandez Palafox
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(CIEE), Instituto Nacional de Salud Pablica
corinpalafox@gmail.com,

Verénica Mundo Rosas

Centro de Investigacion en Evaluacién y Encuestas
(CIEE), Instituto Nacional de Salud Pablica
vmundo@insp.mx

REFERENCIAS

1. Naciones Unidas, Informe Mundial de las
Naciones Unidas sobre el Desarrollo de los
Recursos Hidricos 2023: Alianzas y cooperacion
por el agua. UNESCO, Paris.

2. CONAGUA. Estadisticas del Agua en México
2021

3. Paudel S, Kumar P, Dasgupta R, Johnson BA,
Avtar R, Shaw R, et al. Nexus between water
security framework and public health: A
comprehensive scientific review. Water
(Switzerland). Vol. 13, 2021. 10.3390/w13101365.

4. Bisung E, Elliott SJ. Psychosocial impacts of
the lack of access to water and sanitation in low- and
middle-income countries: A scoping review.
Journal of Water and Health. Vol. 15, 2017.
10.2166/wh.2016.158.

5. Melgar H, Gaitan-Rossi P, Perez-Escamilla P,
Shamah-Levy T, Teruel-Belismelis G, Young SL
and the Water Insecurity Experiences-Latin
America, the Caribbean (WISE-LAC) Network. A
declaration on the value of experiential measures of
food and water insecurity to improve science and
policies in Latin America and the Caribbean.
International Journal for Equity in Health (2023)
22:184

6. Mufoz-Espinosa A, Mundo-Rosas V, Vizuet-
Vega NI, Hernandez-Palafox C, Martinez-
Dominguez J, Shamah-Levy T. Inseguridad del agua
en hogares mexicanos: comparacion de resultados
de las Ensanut Continua 2021 y 2022. Salud Publica

Mex [Internet]. 14 de junio de 2023 [citado 28 de
febrero de 2024];65:5189-s196. Disponible en:
https://saludpublica.mx/index.php/spm/article/view
/14788

7. Figueroa-Oropeza JL, Rodriguez-Atristain A,
Cole F, Mundo-Rosas V, Muiioz-Espinosa A,
Figueroa-Morales JC, Boudart Z, Téllez-Rojo MM,
Bautista-Arredondo SA, Sanchez B, Roberts EF.
¢/Agua para todos? La intermitencia en el suministro
de agua en los hogares en México. Salud Publica
Mex [Internet]. 13 de junio de 2023 [citado 28 de
febrero de 2024];65:5181-s188. Disponible en:
https://saludpublica.mx/index.php/spm/article/
view /14783

8. Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacidn, la Cienciay la Cultura. Informe Mundial
de las Naciones Unidas sobre el Desarrollo de los
Recursos Hidricos 2019: No dejar a nadie atrés.
Paris: UNESCO, 2019 [citado febrero 19, 2023].
Disponible en: https://es.unesco.org/water-
security/wwap/wwdr/2019

9. Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales. Informe de la Situacion del Medio
Ambiente en Meéxico, edicion 2018. Meéxico:
Semarnat, 2019 [citado febrero 19, 2023].
Disponible en:
https://appsl.semarnat.gob.mx:8443/dgeia/informe
18/index.html

41


mailto:corinpalafox@gmail.com
mailto:vmundo@insp.mx
https://saludpublica.mx/index.php/spm/article/view/14788
https://saludpublica.mx/index.php/spm/article/view/14788
https://saludpublica.mx/index.php/spm/article/view/14783
https://saludpublica.mx/index.php/spm/article/view/14783
https://es.unesco.org/water-security/wwap/wwdr/2019
https://es.unesco.org/water-security/wwap/wwdr/2019
https://apps1.semarnat.gob.mx:8443/dgeia/informe18/index.html
https://apps1.semarnat.gob.mx:8443/dgeia/informe18/index.html

Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(1):42-47, 2024

PROBLEMA BIOQUIMICO
¢ Cuanto ATP se produce

en una mitocondria?

Imagen tomada del articulo



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(1):42-47, 2024

PROBLEMA BIOQUIMICO
¢, CUANTO ATP SE PRODUCE EN UNA MITOCONDRIA?

César Pastrana-Pineda (1), Jerénimo Gonce (1), Noé Lopez (1),

Emma Saavedra (1), Javier A. Belmont-Diaz*(1)

(1) Departamento de Bioguimica, Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio

Chéavez, Ciudad de México, México

*Autor de correspondencia correo E: javier.belmont@cardiologia.org.mx; belmont81@hotmail.com

RESUMEN

La fosforilacion oxidativa (FOX) es la culminacion del catabolismo en orga-

nismos que son dependientes de oxigeno. Este proceso es el responsable de PALABRAS
generar la gran mayoria de moléculas de ATP que un organismo necesita para CLAVE
vivir. A pesar de la importancia que juega la FOx en la célula, muy pocas Fosforilacion
veces somos conscientes de la velocidad que debe tener este proceso para que oxidativa,

la célula lleve a cabo sus procesos vitales. En este trabajo analizamos el flujo . .
de la FOx a través de experimentos de respirometria utilizando un oxigrafo e lliaEirel
de alta resolucién (Oroboros Insturment®) para calcular la velocidad de ATP,
produccion de ATP utilizando como modelo a Trypanosoma cruzi. El hecho T cruzi

de que este parasito posea una sola mitocondria nos ofrece una oportunidad

Unica para estudiar mitocondrias individuales totalmente integras.

ABSTRACT

Oxidative phosphorylation (OxPhos) is the culmination of catabolism in KEYWORDS
aerobic organisms. This process is responsible for generating the most of ATP o
molecules that an organism needs to live. Despite the importance that OxPhos Oxidative
plays in the cell, we rarely know the rate that this process must have for the phosphorylation,
cell to carry out its vital processes. In this work, we analyze the OxPhos flow respirometry,
with a high-resolution oxygraph (Oroboros Insturment®) to calculate the rate ATP

of the production of ATP using Trypanosoma cruzi as a model. The fact that "
this parasite has only one mitochondrion offers a unique opportunity to study T. cruzi

a fully intact individual mitochondrion.

Recibido el 21 de agosto de 2023 Aceptado el 07 de noviembre de 2023
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INTRODUCCION

Los organismos necesitan de la producciéon de
trabajo para mantenerse vivos y poder reproducirse,
por lo que requieren de un aporte significativo de
energia. De esta manera, al considerarse como un
sistema abierto, los organismos han desarrollado
principalmente dos estrategias para llevar a cabo el
intercambio de materia y energia con su entorno: la
primera es absorber la luz solar (organismos foto-
sintéticos), y la segunda es consumir combustibles
guimicos, extrayendo la energia de su degradacion
(organismos heterotrofos) (1). Los alimentos que
ingieren los organismos heterétrofos estan consti-
tuidos de moléculas organizadas (ej. glucosa) que
requieren de energia para formarse, por lo que, al
romper sus uniones constituyentes durante su meta-
bolismo, se libera parte de esta energia que puede
ser usada en las actividades celulares.

La forma mas comudn de almacenar la energia pre-
sente en los combustibles quimicos y hacerla util
para la célula, es a través de los enlaces fosfoanhidro
del adenosin trifosfato (ATP) (2) (Fig. 1). Se ha esti-
mado que el 90% de las necesidades energéticas de
las células se satisface por la oxidacion de sustratos,
cuyos electrones se transfieren a traves de un siste-
ma proteico membranal donde el aceptor final es el
oxigeno. Esta accion es mejor conocida como fosfo-
rilacion oxidativa (FOX) y es llevada a cabo dentro
de la mitocondria (3) (Fig. 1).

Comprender la FOx y poder analizarla bajo proto-
colos en tiempo real es de suma importancia puesto
que permite expandir la bioenergética tradicional y
estudiar el funcionamiento mitocondrial de manera
dindmica. Esto podria ser Gtil para mejorar los diag-
nosticos y/o tratamientos de diversas enfermedades
humanas (4).

Figura 1. Transduccién de la energia contenida en los enlaces quimicos de la glucosa a los enlaces fosfoanhidro
del ATP. La oxidacidn de la glucosa en CO; requiere de la glucdlisis, de la actividad de piruvato deshidrogenasa (PDH)
y del ciclo de Krebs (CK). Los equivalentes reductores producidos por la PDH y el CK son utilizados en la cadena de
transporte de electrones (CTE) para producir una diferencia de potencial (A¥Ym); la cual servird como fuerza motriz
para transportar fosfato (Pi) a través del acarreador de fosfato (PiC) y para la condensacion entre fosfato (Pi) y
adenosin difosfato (ADP) y producir finalmente ATP. Los enlaces fosfoanhidro contienen parte de la energia
producida por la oxidacidn de la glucosa, la cual es utilizada en los diferentes bioprocesos.

Estudios de respirometria

Oxigrafo. La estimacion del flujo de FOx puede
Ilevarse a cabo a través de estudios de respirometria,

en los cuales se mide el consumo de O, en sus-
pensiones mitocondriales o celulares mediante elec-
trodos sensibles a O2 (ej. electrodo de Clark) acopla-
dos a cdmaras herméticas (oxigrafo) (Fig. 2). La can-
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tidad de Oz consumido cuando se utilizan células
intactas se debe a procesos no mitocondriales (ej.
actividad de enzimas como citocromos P450, xan-
tina oxidasa, etc.) y a la reduccién de oxigeno por el
complejo IV en la matriz mitocondrial (Fig. 3A).

Cadena de transporte de electrones y fosfori-
lacion oxidativa. Los electrones necesarios para la
reduccion del oxigeno por el complejo IV provienen

del NADH vy del succinato, cuyos electrones pasan
a través de los complejos de la cadena transporta-
dora de electrones (CTE) hasta el Oz (1) (Fig. 3A).

El paso de electrones a través de los complejos I, 111
y IV produce la transferencia de iones hidronio (H*)
de la matriz mitocondrial al espacio intermembra-
nal, lo que provoca que este espacio sea mas posi-
tivo que la matriz y por lo tanto se forme un
potencial electroquimico (A¥m). En mitocondrias

Figura 2. Oxigrafo disefiado para estudios de respirometria celular. En una cdmara acoplada a un electrodo de
Clark (sensor de oxigeno) se coloca una suspension celular o mitocondrial y se determina la concentracién de
oxigeno disuelto a través del tiempo (dO,/dt). En los experimentos de respirometria, cominmente se adicionan
inhibidores mitocondriales con el propédsito de estudiar la actividad de los diferentes constituyentes de la respira-

cion celular.

intactas o células, el consumo de O2 en el complejo
IV esta acoplado al A¥m (4), de tal forma que si se
incrementa la concentracion de H* en el espacio in-
termembranal, aumenta el AWm y se detiene la
actividad del complejo IV. Por otro lado, si la
concentracion de H* disminuye en el espacio inter-
membranal, el AYm disminuye y aumenta la velo-
cidad de reduccion de Oz en el complejo 1V (Fig.
3A). Los iones H* pueden regresar a la matriz mito-
condrial por dos caminos: a través de la ATP sintasa,
lo que funciona como fuerza protén-motriz para la
produccion de ATP, y por vias independientes a la
sintesis de ATP, lo que se conoce como fuga de H*
(5) (Fig. 3A).

Experimentos de respirometria. En un estudio ba-
sico de respirometria se utiliza oligomicina (oligo)

para inhibir a la ATP sintasa; esto produce un incre-
mento en el A¥Ym vy, por lo tanto, una inhibicién en
la velocidad del consumo de O por el complejo IV
(Fig. 3B). Luego se adiciona un desacoplante mi-
tocondrial como el carbonilcianuro-m-clorfenilhi-
drazona (CCCP) que puede transportar muy rapi-
damente a los H* del espacio intermembranal a la
matriz. Esto produce un AWYm = 0 y por tanto el
consumo de O por el complejo 1V incrementa al
maximo (Fig. 3B). Finalmente, se adiciona cianuro
de potasio (KCN), el cual es un inhibidor del com
plejo 1V, por lo que el consumo de oxigeno restante
pertenece al consumo de Oz no mitocondrial (1)
(Fig. 3B).

Razon P/O. El célculo de moléculas de ATP sinte-
tizadas a partir de los datos de oximetria se realiza
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considerando la siguiente ecuacion para la sintesis
de ATP:

XADP+ xPi+% O, + H"+ NADH — x ATP+ H,0 + NAD*

donde el valor de “x” se denomina razon P/O la cual
representa la proporcién de ATP producida por cada
oxigeno atomico (O = % O.) consumido (6). En
general, se considera que 10 H* son transportados al
espacio intermembranal por cada NADH que
transfiere sus electrones a la CTE, de los cuales 8
deben fluir a través de la ATP sintasa para producir
3 moléculas de ATP. Adicionalmente, tres moléculas

3A)

Figura 3. Analisis de los graficos de respirometria.
A) Esquema de los procesos involucrados en el
consumo de oxigeno celular. Se puede observar la
presencia de los diferentes complejos mitocon-
driales (I-1V), junto con la Coenzima Q (Q), el cito-
cromo (C), el acarreador de fosfatos (PiC), y una
proteina desacoplante (PD). B) Trazo tedrico de un
experimento de respirometria con células intactas
(1). Al inicio del experimento, el consumo de
oxigeno celular es dO,/dt= FOx + Fuga + No mit. Al
agregar oligomicina (2) se inhibe la ATP sintasay el
dO,/dt = Fuga + No mit. EI CCCP colapsa el A¥m
(3) y el dOy/dt = CTE + Fuga + No mit. Finalmente,
la adicion de KCN inhibe al complejo IV (4) por lo
que el dO,/dt = No mit, es decir, los procesos que
consumen oxigeno y que no son mitocondriales,
como la actividad de citocromos P450 (P450) en
reticulo endoplasmico. Abreviaturas: CCCP (carbo-
nilcianuro-m-clorfenilhidrazona), CTE (cadena de
transporte de electrones), FOx (fosforilacion oxida-
tiva), No mit (no mitocondrial), P450 (citocromos
P450), PD (proteina desacoplante), XH (xenobi6-
tico), XOH (xenobidtico oxidado).

3B)

de fosfato (Pi) deben ser transportadas a la matriz
mitocondrial; esto requiere de 3H* (7) por lo que en
total se necesitan 11 H* para sintetizar 3 moléculas
de ATP. Con esta informacion se deduce que el P/O
es 2.7 para el NADH como donador de electrones;
sin embargo, el estimado experimental del P/O en
células humanas es de 2.5 (8). En el caso del
succinato, 6 H* son transportados al espacio inter-
membranal por lo que el P/O es 1.6 y el valor experi-
mental es aproximadamente 1.5 (8). La estequio-
metria de los H* necesarios para la sintesis de ATP
depende del nimero de unidades c en FO de la ATP
sintasa, lo cual varia entre especies (1).
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¢ Cudnto ATP se produce en una mitocondria?

PROBLEMA BIOQUIMICO

En la figura 4, se presenta el trazo temporal de un
experimento de respirometria, asi como los datos
gue corresponden a la velocidad de consumo de oxi-
geno en las diferentes condiciones de inhibidores
mitocondriales. El experimento se realizé utilizando
74x106 de células de T. cruzi; es importante destacar
que los tripanosomatidos, como T. cruzi, poseen una
mitocondria por parasito, por lo que los estudios de

4A)

respirometria en este modelo celular nos ofrecen
una oportunidad Unica para estudiar mitocondrias
individuales totalmente integras.

Con los datos de la figura 4B, calcula el namero de
moléculas de ATP sintetizadas por cada parasito en
un segundo como producto de la fosforilacion
oxidativa. Se debe tener en cuenta que el valor P/O
en T. cruzi es 1.68 (8), ademas de que la capacidad
del oxigrafo es de 2mL.

4B)

Figura 4. Experimento de respirometria en células intactas. A) Trazo realizado con un oxigrafo de alta resolucidn
utilizando parasitos de T. cruzi en el cual se registra el efecto de los inhibidores mitocondriales sobre el consumo de
oxigeno. B) Tabla con los datos de la velocidad de consumo de oxigeno (dO,/dt) en las diferentes condiciones de

inhibidores mitocondriales.
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INTRODUCCION

La electroforesis es un método de separacion cuyo
principio se basa en el movimiento de moléculas
cargadas eléctricamente a través de una matriz, que
puede ser un gel o un papel filtro, mediante una
corriente eléctrica. La movilidad electroforética de
las moléculas en un campo eléctrico depende de
factores como la carga eléctrica neta, la relacion
carga/masa y la forma molecular, ademas de la
porosidad y viscosidad de la matriz en la que migran
las moléculas. La electroforesis se utiliza para sepa-
rar mezclas complejas de proteinas, investigar la
composicion de subunidades, identificar modifica-
ciones postraduccionales, verificar la abundancia
relativa de proteinas en una muestra o para purificar
proteinas para su uso en aplicaciones adicionales.
La técnica de electroforesis fue implementada por
primera vez en 1937, por el cientifico sueco Arne
Tiselius, quien, usando un tanque en forma de “U”
en el que colocaba una mezcla de proteinas en
contacto directo con una solucion amortiguadora,
determinaba la movilidad electroforetica al aplicar
una corriente eléctrica. Dependiendo de la carga
neta de las proteinas en la mezcla, éstas se movili-
zaban; por ejemplo, las proteinas con carga neta
negativa se movian hacia el anodo (+), mientras que
las que tenian carga neta positiva se movian hacia el
catodo (-) (1).

Existen muchas variantes de la electroforesis, las
mas usadas en un laboratorio de bioquimica son las
que usan condiciones no desnaturalizantes y las
desnaturalizantes. En el primer tipo de electroforesis
se separan las proteinas en su estado nativo e incluso
activo. En el caso de enzimas, esta electroforesis
permite determinar su actividad catalitica en el gel
al poner el sustrato dentro del mismo gel y medir la
desaparicion de este o la generacion de productos.
La separacion en este tipo de electroforesis depende
de la carga neta, y la forma y la masa molecular de
las proteinas nativas. En contraste, la electroforesis
desnaturalizante separa las proteinas Unicamente
por su peso molecular, ya que las proteinas pierden
su estructura nativa por la accién de detergentes
como el dodecilsulfato de sodio y agentes reduc-
tores como el 2-mercaptoetanol o el ditiotreitol (2).
Esta caracteristica hace a este tipo de electroforesis
de gran utilidad para el trabajo de laboratorio.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dode-
cilsulfato de sodio (SDS-PAGE por sus siglas en
inglés) es un tipo de electroforesis desnaturalizante
utilizada para estimar la masa molecular relativa de
proteinas y su abundancia relativa en una muestra,
asi como la pureza de las muestras de proteinas. El
SDS es un detergente aniénico (cargado negativa-
mente) con una cadena alifatica de 12 carbonos que
puede disolver moléculas hidrofobicas y desnatura-
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lizar las estructuras secundarias y terciarias de
péptidos y proteinas sin enlaces disulfuro. EI SDS
se une a las proteinas en una proporcion constante,
en una relaciéon de 1.4 g de SDS/g de proteina, es
decir, aproximadamente una molécula de SDS por
cada dos residuos de aminoacidos en la cadena
polipeptidica. En presencia del SDS, las proteinas
conservan solamente su estructura primaria y una
gran carga negativa en proporcién a la masa de la
proteina, lo que determina que migraran hacia el
anodo del campo eléctrico (3). La poliacrilamida es
una mezcla compuesta por polimeros de acrilamida
y N, N’-metilenbisacrilamida; esto permite la for-
macion de un gel de porosidad controlada, la cual se
reporta en funcion del porcentaje de acrilamida en
el gel (%). Este gel es mecanicamente resistente y
guimicamente inerte.

En la técnica de SDS-PAGE, se utiliza un gradiente
de dos geles. Un gel concentrador, el cual tiene una
menor concentracion de poliacrilamida (3-5%) y pH
de 6.8, y un gel separador que tiene una mayor
concentracion de poliacrilamida (8-20%) y pH de
8.8. Al aplicar la corriente eléctrica, la mezcla de
proteinas pasa primero por el gel concentrador, el
cual contiene iones cloruro con una movilidad
electroforética mayor que la movilidad de las
proteinas, y un amortiguador de electroforesis con
glicina, la cual tiene baja movilidad. El resultado es
un “sandwich” entre el cloruro y la glicina, lo que
asegura que las proteinas se concentren y entren
juntas al siguiente gel. En el gel separador, debido a
que se prepara con un amortiguador de pH mas
alcalino, la glicina pasa a su forma anionicay por su
bajo peso molecular migra mas rapidamente, facili-
tando la movilidad de las proteinas; sin embargo,
debido al tamafio de poro mas cerrado de este gel,
por la mayor concentracion de poliacrilamida, las
proteinas se separan segun su peso molecular (1,3).

Esta técnica de SDS-PAGE también permite el ana-
lisis de subunidades de una proteina con el uso de
agentes reductores en el amortiguador para preparar
las muestras (que también contiene SDS y azul de
bromofenol), como el 2-mercaptoetanol o el ditio-
treitol, ya que rompen los enlaces entre polipéptidos
individuales unidos por puentes disulfuro, por lo
que el andlisis de la movilidad relativa de una
proteina de interés en un gel SDS-PAGE, en presen-
cia y en ausencia de agentes reductores, permite
hacer deducciones sobre las subunidades que la
componen (4).

Un aspecto muy relevante de la electroforesis de
tipo SDS-PAGE, es que es muy util para determinar
el peso molecular (PM) aproximado de una proteina
mediante la interpolacion de su movilidad relativa

(Rf) en una gréfica de regresion lineal, la cual se
obtiene al graficar el logio PM de proteinas cono-
cidas (eje Y) que se pueden adquirir comercialmente

Figura 1. Electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5 %, teiiido con azul de
Coomassie. Carril 1: Patron de proteinas de referencia
con peso molecular (PM) conocido de arriba hacia aba-
jo: 200, 116, 97, 66, 45, 31, 21, 14.4 y 6.5 kDa. Carril 2:
Proteina problema.

vs el Rf de cada una de estas proteinas en el gel (eje
X). El Rf se determina al medir la distancia de
migracion (en cm) de las bandas de las proteinas
patrén (con PM conocido) en el gel de poliacri-
lamida, respecto al frente de migracion del gel (en
cm), como lo haremos méas adelante. Con este
método experimental se puede estimar el PM de una
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Estimacion del peso molecular de una proteina en SDS-PAGE

proteina con una exactitud de £ 10 % (5); por lo que
se recomienda usar otros métodos tedricos o expe-
rimentales si se quiere determinar el PM con mayor
certeza.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para este problema bioquimico utilizaremos un gel
separador de poliacrilamida al 7.5 % para realizar
una electroforesis del tipo SDS-PAGE de una
muestra de proteina purificada, a la cual se le esti-
mard su peso molecular (PM) aproximado, utili-
zando un patron de proteinas con PM conocido,
tefiidas con una solucion de azul de Coomassie.

PREGUNTAS

Utilizando la imagen adjunta (Fig. 1) que corres-
ponde a un gel desnaturalizante de poliacrilamida al
7.5 %, con un patron de proteinas de PM conocido
en el carril 1, y una proteina de PM
desconocido en el carril 2, realice las
siguientes actividades:

1) Mida la distancia de migraciéon del frente

del gel en cm (distancia que abarca todo el e
recorrido de un compuesto de movilidad
maxima, como el azul de bromofenol) y la
distancia de migracion de cada banda
proteica desde la marca de inicio del pozo
en el carril del patrén de proteinas de PM
conocido y en el carril de la proteina
problema.

2) Determine el valor de movilidad
relativa (Rf) de cada banda de proteina,
usando la siguiente férmula:

distancia de migracién de la proteina (cm)

~ distancia de migracion del frente del gel (cm)

3) Elabore una tabla con los valores de Rf de las
proteinas de referencia y los valores de logio PM de
dichas proteinas (los PM de las proteinas de
referencia son: 200, 116, 97, 66, 45, 31, 21, 14.4y
6.5 kDa).

0 0.2

4) Grafique los valores de logio PM vs Rf y realice
el ajuste de los datos a la ecuacion lineal y = mx +b.

5) Utilizando la ecuacion de dicha gréafica, interpole
el valor de Rf de la proteina problema para calcular
su PM aproximado.

6) La bomba ATPasa de Ca2* del Reticulo
Sarco/Endoplédsmico (SERCAZ2, Uniprot Entry
P11507-AT2A2_RAT) es la proteina que se reporta
en el carril 2 del gel de poliacrilamida; ésta es una
proteina de una sola cadena polipeptidica con 1043
residuos de aminoacidos. Calcule su PM segln su
composicién aminoacidica y comparelo con el PM
obtenido en el gel. ;Qué tan cercano fue el PM
calculado en el gel, respecto al PM obtenido por la
composicién aminoacidica?

7) Observando el comportamiento de los datos en la
grafica obtenida en el punto 4 (Fig. 2) explique los
factores que pudieron haber afectado su linealidad.

v =-1.6035x + 2.4854

Determinacion PM Ré = 0,9542

0.4 0.6 0.8 1

Rf

Figura 2. Grafica para la determinacién del PM de una
proteina de interés. Grafica que muestra el ajuste de los
puntos de logio PM de las proteinas de referencia vs su
movilidad relativa (Rf) a la funcidon de ecuacion de la
recta y= mx +b para la estimacion del PM de una proteina
de interés. Los valores de la pendiente m y de la
ordenada al origen b, se reportan en la parte superior
derecha de la gréfica.
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ALGO MAS QUE CIENCIA

Una luz en la oscuridad

Imagen tomada de https://www.pexels.com/es-es/foto/vela-con-luz-667500/
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ALGO MAS QUE CIENCIA
UNA LUZ EN LA OSCURIDAD

““Te deseo un mundo libre de demonios y lleno de luz.”

El material que resefio en esta ocasion fue escrito por
el Dr. Carl Sagan (1934-1996), astronomo Yy
astrofisico norteamericano que dedico parte de su vida
a hacer divulgacion cientifica. En EI Mundo y sus
demonios. La ciencia como una luz en la oscuridad
(1), el Dr. Sagan usa un interesante repertorio de
situaciones histdricas y culturales que han inquietado
a la humanidad como escenario para ilustrar la forma
en que la ignorancia nos ha llevado a vivir
experiencias muy desafortunadas y, en contraste,
cémo la ciencia ha podido y puede ayudar a resolver
grandes dilemas.

El recorrido del Dr. Sagan va desde el medioevo hasta
casi el final del siglo XXy revisa el tratamiento que se
dio o se ha dado a asuntos tan diversos como la
brujeria, los OVNIS y la abduccion por seres extra-
terrestres, la necromancia, las curas milagrosas o de fe,
y los usos malintencionados de la ciencia -la pseudo-
cienciay lo que él llama anticiencia- entre otros temas.
El Dr. Sagan ilustra estos hechos con ejemplos
conocidos y los examina de manera critica y muestra
cémo la manipulacion dolosa de la informacion, la
ignorancia, la desesperacion y el miedo favorecen que
las personas crean lo dicho por algunos vivales,
expertos del engafio. Con este ejercicio, el Dr. Sagan
muestra que la educacion en general, y la educacion
cientifica en particular, son la mejor defensa contra
abusos de este tipo.

Ya desde el primer capitulo, el Dr. Sagan plantea que
el amor por el conocimiento empieza en la nifiez, que
los mejores maestros son los padres y las madres
porque con sus actitudes estimulan el deseo de saber,
de experimentar que casi todo infante manifiesta. Con
las anécdotas de su infancia y juventud, el Dr. Sagan
ilustra el hecho de que no es menester tener educacion
universitaria 0 una posicion econémica desahogada
para despertar, fomentar, y apoyar el deseo de saber en
sus hijas e hijos.

En opinion del Dr. Sagan, los libros son el mejor
amigo y estimulo de una mente curiosa e inquisitiva.
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Carl Sagan a Tonio, su nieto

La biblioteca es un personaje frecuente en su texto.
Para el Dr. Sagan, las bibliotecas publicas son un
recurso invaluable al alcance de la mano de casi
cualquier persona, siempre que se sepa leer y escribir.
Y las bibliotecas personales son una especie de carta
de presentacion de una persona en particular. Llama la
atencién la forma en que describe el ambiente en que
trabajaba Thomas Jefferson cuando no estaba desem-
pefiando algln encargo politico: inmerso en una basta
biblioteca y rodeado de los aparatos cientificos y
tecnolégicos mas avanzados que le era posible
adquirir. En opinion del autor, la mente cientifica de
Jefferson contribuy6 de forma importante a configurar
su postura politica frente a los retos del momento
historico que le tocd vivir,

En otro punto, el Dr. Sagan refuta el argumento de que
solo las personas con capacidades intelectuales
superiores pueden entender y dedicarse a la ciencia 'y
propone que quiza es el sistema educativo y la actitud
de algunos docentes lo que ha creado la barrera entre
la ciencia y los estudiantes. Basado en su propia
experiencia, el Dr. Sagan dice que es posible explicar
la ciencia de forma amigable y que para una persona
es muy satisfactorio aprehender conceptos novedosos
gue pensaba estaban fuera de su capacidad de com-
prension; de igual manera, quien logra presentar el
conocimiento de manera asequible también experi-
menta una gran satisfaccion. En opinion del Dr. Sagan,
“la ciencia es méas que un cuerpo de conocimiento, es
una manera de pensar”, y afiade que el deseo de hacer
accesibles sus métodos y descubrimientos a quienes
no son cientificos deberia ser un propdsito natural e
inmediato de quien ama la ciencia; de ahi que anime a
los cientificos a participar de manera entusiasta en su
ensefianza y comunicacion.

El Dr. Sagan reconoce el poder de los medios de
comunicacion, en particular de la television y lamenta
que no se use ese poder para educar a la poblacién. Las
empresas de television privada han demostrado poco
interés en crear programas con contenido cientifico
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bien fundamentado y las instituciones educativas y los
medios publicos tampoco promuevan la educacion
cientifica en la poblacion. Esta es una de las razones
por las cuales el autor no es particularmente optimista
respecto al futuro de su pais. Entre otras cosas,
pronostica que, a menos que se cambie radicalmente
de direccion, llegara el momento en que los Estados
Unidos sera una economia de servicios e informacion,
que la tecnologia y el poder que se deriva de su uso y
control estardn concentrados en unas cuantas perso-
nas, que la poblacién no tendrd forma de conocer y
mucho menos incidir en las decisiones sobre asuntos
trascendentales.

En opinion del Dr. Sagan, una sefial de que esto ha
empezado a suceder es la decadencia de los conte-
nidos que ofrecen los medios de comunicacion: la
calidad y veracidad de los materiales presentados al
publico general son cada vez més reprobables; abun-
dan los programas en que se ofrecen soluciones a

En la medida de lo posible, busque una confirmacion
independiente de los “hechos”.

Se debe alentar el debate sobre el asunto en cuestion
en el que idealmente deben participar defensores con
conocimiento de todos los puntos de vista.

Desconfie cuando se apele al principio de autoridad
como sustento de una propuesta. Toda propuesta debe
ser examinada cuidadosamente, independientemente
de quién la proponga o la institucién de donde proceda.

Ante un problema por resolver, considere varias
hipdtesis, piense en las pruebas que podrian refutar
sistematicamente cada una de ellas. La hipétesis que
sobreviva a estas pruebas tiene mas probabilidades de
ser la respuesta correcta al problema planteado.

Mantenga una mente abierta, no se aferre a una
hipétesis, en particular si es la suya. Considere por qué
le gusta esa idea, comparela con justicia con las otras
alternativas, evalue si tiene fallos.

Cuantificar ayuda a comparar. Busque las cantidades
numéricas relacionadas. Lo vago y cualitativo es sus-
ceptible de muchas interpretaciones.

En una cadena de argumentacion, deben funcionar
todos los eslabones (incluyendo la premisa) de la
cadena.

Aplique el principio de economia (mejor conocido
como la Navaja de Ockham): ante dos explicaciones
igualmente sélidas para resolver un problema,
generalmente la mas sencilla es la que mejor funciona.

Preguntese siempre si la hipétesis seleccionada puede
ser refutada.

Cuadro 1. Breve guia para el pensamiento critico.

una gran variedad de problemas mediante la pseudo-
ciencia o la supersticién; lejos de educar, los mate-
riales disponibles parecen ser “una especie de celebra-
cion de la ignorancia”. El autor menciona que es
paraddjico que en una civilizacion que depende en
gran medida de la ciencia y la tecnologia, su
conocimiento y comprension estén vedados a la gran
mayoria de las personas. A pesar de todo, el Dr. Sagan
mantiene la esperanza de que, en algiin momento en el
futuro, tanto el gobierno como las instituciones
educativas y los medios de comunicacion publicos y
privados decidiran abrir espacios para que la ciencia,
presentada con veracidad, habilidad y atractivo, llegue
a la poblacion en general.

El Dr. Sagan admite que la ciencia no es un instru-
mento de conocimiento perfecto, y que en ocasiones
se ha usado de manera cuestionable pero, aunque solo
sea una herramienta, es la mejor herramienta que
tenemos para conocer y explicarnos el mundo en que
vivimos. En opinion del Dr. Sagan, en el pensamiento
cientifico hay imaginacion y disciplina. La ciencia
trabaja con los hechos, aunque difieran de ciertas ideas
preconcebidas. Para solucionar un problema, el cienti-
fico elabora varias hipétesis y selecciona la que
corresponde mejor a los hechos conocidos, después
disefia una serie de experimentos que le permitan
corroborar que su hipotesis, su explicacion del
problema, es correcta. Por ultimo, repite todo el
proceso de experimentacion y verifica que bajo las
mismas condiciones se obtenga el mismo resultado
(principio de reproducibilidad, uno de los pilares del
método cientifico). EI método cientifico, afiade el
autor, se puede aplicar a casi toda actividad humana,
individuos de todas las épocas lo han aplicado y lo
siguen aplicando, aun y cuando no estén muy cons-
cientes de ello. Ademas, la ciencia se corrige a si
misma y est& en evolucion constante. En ciencia no
hay temas demasiado sensibles o delicados para ser
explorados; no hay verdades inamovibles, no hay
preguntas prohibidas o estupidas. En ciencia, todo es
cuestionado y verificado.

Finalmente, en el pensamiento cientifico también hay
humildad. El Dr. Sagan puntualiza que en ciencia se
sabe que el conocimiento es acumulativo y que la
comprension de un asunto no se agota con el trabajo
presentado, que siempre hay algo mas por descubrir,
algo maés por esclarecer, y que lo que parecia obvio
hasta hoy, puede no serlo mafiana a la luz de nuevos
descubrimientos. Por esta razon, la mente cientifica
estd abierta a considerar ideas novedosas para solu-
cionar un problema y acepta el debate y el escrutinio.
La ciencia admite que, a pesar del cuidado con el que
se trabaje, existe la posibilidad de error. EI margen de
error es indicativo de la fiabilidad del trabajo reali-
zado. El Dr. Sagan nos invita a imaginar como cam-
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biaria la forma en que tomamos decisiones si pudié-
ramos conocer el margen de error de las propuestas del
gobierno, de las supuestas bondades de un producto
anunciado en la television o de una profecia. Cierto, la
ciencia quiza no sea mas que una herramienta, pero,
de acuerdo con el Dr. Sagan, con esta herramienta
podemos conquistar lo que parece imposible.

El Dr. Sagan pone un foco rojo sobre el dafio que la
pseudociencia, la anticiencia y la ciencia mal em-
pleada pueden ocasionar a la sociedad; ademas
presenta algunas caracteristicas de estas practicas para
que el lector las pueda identificar. Para diferenciar a la
ciencia de la pseudociencia, el Dr. Sagan puntualiza
que, aunque la ciencia no esta libre de errores,
conforme la investigacion avanza, los errores se van
eliminando uno a uno. Las hipotesis se formulan de
modo que puedan ser refutadas (principio de
falsabilidad, otro pilar del método cientifico), se
confrontan los hallazgos, se corrige lo que deba
corregirse y el trabajo continda. Luego, el cientifico
pone su trabajo bajo el escrutinio de sus pares quienes,
después de analizarlo detalladamente, refutan o
validan el trabajo. El cientifico reconoce que la
refutacion es el elemento clave del trabajo cientifico.
Por otro lado, en la pseudociencia las hipétesis suelen
presentase de modo que no se pueden refutar y por lo
tanto no se pueden invalidar. Quienes las proponen
estan a la defensiva, se oponen al escrutinio cuidadoso
y si hay rechazo por parte de los cientificos, lejos de
proveer argumentos o resultados bien fundamentados
gue apoyen su dicho, argumentan que existe una
conspiracion en su contra y que por eso rechazan su
trabajo.

El Dr. Sagan se refiere brevemente al riesgo que
implica para la salud de una persona si, frente a una
situacion de enfermedad, y movida quizd por la
necesidad de encontrar una solucién positiva a su
problema, abandona los tratamientos fundamentados
en el conocimiento cientifico y opta por los caminos
propuestos por la charlataneria disfrazada de ciencia
(pseudociencia), la medicina alternativa o las curas de
fe (pensamiento méagico) para resolverlo. Por cierto,
en numeros anteriores de la REB, expertos en el area
de la salud han abordado estos temas con detalle (2, 3).

El Dr. Sagan también se refiere al miedo como factor
que debilita la autonomia de la poblacion y explica
cémo, cuando este miedo ha sido usado por expertos
manipuladores, el resultado ha sido lamentable para la
humanidad. Asi paso con la caceria de brujas entre los
siglos XV y XVII y la caceria de otro tipo de brujas
durante algunos periodos mas recientes de la historia
(las purgas estalinistas o el macartismo, por ejemplo)
y con otros episodios en los cuales algunos desarrollos
cientificos tuvieron una participacion relevante en
momentos criticos de la humanidad (la creacion de las

bombas nucleares y de hidrégeno, y la llamada Guerra
de las Galaxias, por mencionar algunos). En casos
como estos, dice el Dr. Sagan, la ciencia tiene la
funcion y quiza también la responsabilidad de alertar
a la sociedad de lo que esta sucediendo o puede
suceder. Asi lo hicieron en su momento renombrados
cientificos y algunos de ellos tuvieron que pagar las
consecuencias de su atrevimiento porque en ciertos
contextos histéricos, la voz de la ciencia ha sido
percibida como una amenaza para los gobiernos y los
poderes facticos.

Lamentablemente, dice el Dr. Sagan, los cientificos no
son inmunes a las debilidades humanas. Asi, algunos
de ellos han usado su conocimiento para apoyar causas
0 personas equivocadas o han sucumbido a la tenta-
cion de ganar renombre mediante conductas poco
éticas. De igual manera, dice el Dr. Sagan, ha habido
casos en que los resultados de algunas investigaciones
han sido manipulados dolosamente para justificar
conductas reprobables.

Invocar el principio de autoridad, es decir, apelar al
prestigio de alguien o algo para justificar un
argumento; se basa en la idea de que la autoridad no
se equivoca.

Ir contra la persona, atacar a quien discute -por su
origen, personalidad, etc.- y no a su argumento; se
parece a la falacia conocida como el hombre de paja,
ridiculizar una postura para facilitar el ataque.

Usar el argumento de consecuencias adversas o falso
dilema, se pide aceptar lo que se propone porque no
hacerlo conlleva resultados no deseados.

Llamar a la ignorancia, argumento que defiende la
verdad de una proposicién porque no se ha podido
demostrar lo contrario, y viceversa.

Seleccionar la observacidn o suprimir la prueba, esto
es enfocarse en ciertas evidencias e ignorar las que
no “convienen”; esta falacia es parecida a la conocida
como media verdad.

Usar eufemismos para justificar una accién (ej.
llamar a la guerra de otra forma porque la palabra
guerra causa rechazo inmediato).

Cuadro 2. Algunas formas de argumentacion engaio-
sas (falacias) o mal elaboradas.

Igualmente inaceptables son los intentos por contro-
lar ladireccion o el avance de la ciencia, lo que el autor
llama anticiencia. EI Dr. Sagan menciona que en
algunos contextos politicos los cientificos no tienen
libertad para realizar su trabajo porque cualquier
hallazgo que contradiga la “verdad oficial” es comba-
tido y el cientifico es perseguido (como sucedi6 en la
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Rusia de Stalin, por ejemplo). Estas practicas son muy
obvias, pero, en opinion del autor, hay otras formas
mas sutiles pero igual de perversas encaminadas a
reducir o dirigir el avance cientifico; por ejemplo,
limitar los recursos necesarios para hacer inves-
tigacion sobre algunos temas porque no son "priori-
tarios” para el momento que se vive o para lo que se
conoce como ciencia basica porque no tendra aplica-
cion (retorno de la inversion) a corto plazo. Y qué decir
de las camparias publicitarias pagadas por la industria
para desvirtuar los hallazgos cientificos que les son
adversos o, peor aun, patrocinar investigacion cienti-
fica para “verificar” (el proposito real es desmentir) lo
hallado en investigaciones independientes, como lo ha
hecho la industria del tabaco por varias décadas.

En opinion del Dr. Sagan, la educacion cientifica a
todos los niveles es la unica forma de combatir al
miedo asociado a la ignorancia y de esta forma reducir
en la sociedad el margen de susceptibilidad a ser
controlada por personas sin escrupulos. En palabras
del Dr. Sagan: “los poderes sin precedentes que la
ciencia pone ahora a nuestra disposicion deben ir
acompafiados de una gran atencién ética y
preocupacion por parte de la comunidad cientifica”. El
autor hace hincapié en que una sociedad acos-
tumbrada a cuestionarlo todo bajo criterios bien
fundamentados (aprendidos del método cientifico)
tomara mejores decisiones en todos los aspectos de su
vida; de ahi la importancia de tener una educacion
publica basada fundamentalmente en la importancia
de la cienciay la aplicacion del método cientifico.

En El mundo y sus demonios, el Dr. Sagan ofrece una
guia para el pensamiento critico que vale mucho la
pena considerar, especialmente ante la avalancha de
publicidad engafiosa sobre productos milagro y el uso
de la pseudociencia o de ciencia mal empleada para
justificarla. Esta guia (Cuadro 1) también se puede
utilizar para desenmascarar los engafios en asuntos de
mercadotecnia, economia, finanzas; corrientes filoso-
ficas, educativas o politicas. De igual manera, el Dr.
Sagan alerta a reconocer formas de discurso enga-
fiosas (falacias) o argumentos mal elaborados que son
utilizados con frecuencia en el discurso de quienes
buscan manipular la opinion del pablico (Cuadro 2).

El Dr. Sagan concluye que, en una época en la cual los
demonios de la ignorancia, la pseudociencia y la
anticiencia, la supersticion y la insensatez parecen
tomar fuerza, la ciencia y el pensamiento cientifico
pueden ser la Unica fuente de luz confiable que guie el
camino de la humanidad.

El Dr. Sagan muri6 cuando Internet tenia escasos seis
afos de haber sido formalmente presentado para su
uso civil y comercial (4), asi que no conocio la basta
posibilidad de acceso a la informacion que esta
herramienta ofrece en la actualidad. Me pregunto qué
habria opinado sobre el potencial de esta herramienta
para facilitar el acceso al conocimiento o a la mani-
pulacion masiva. )

Lic. Rosa Maria Lozano Ortigosa
Edicion de Estilo de la REB
rosamaria lozano@hotmail.com

Carl Sagan (1934-1996) astronomo, astrofisico, cosmélogo, astrobi6logo, y pionero de la
exobiologia estadounidense. Ademas de sus aportes cientificos, Carl Sagan fue escritor y divulgador
cientifico muy reconocido. Promovié y defendio el pensamiento escéptico cientifico y el método cientifico

como herramientas para acercarse al conocimiento.
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IN MEMORIAM

DR. GUILLERMO ALVAREZ LLERA

| escribir acerca de un maestro, compafiero y

amigo, no solamente de vida académica, es
complicado. Hay tanto que decir que cuesta trabajo
resefiar las vivencias de varios afios junto al Dr.
Guillermo Alvarez Llera. El Doctor inicio su forma-
cion en la Antigua Escuela Nacional de Medicina
donde ingresé en 1951 y egresé como Médico Ciru-
jano y Partero pero, al igual que para muchos
médicos, su gran pasion fue la docencia a la cudl
dedicé gran parte de su vida laboral.

Un primer recuerdo es en la Coordinacion de Ense-
fianza del Departamento de Bioquimica ya en
Ciudad Universitaria donde varios alumnos, con la
asesoria de grandes maestros, entre los cuales estaba
el Dr. Alvarez, logramos cubrir los requisitos de
instructores al inicio de los setenta. En ese momen-
to, el Dr. Alvarez y otros docentes trabajaban en la
elaboracion de los exdmenes departamentales y en
la organizacion de los grupos para que pudiéramos
cumplir con las actividades de estudiantes y de
instructores; éste era el camino para llegar a ser
ayudante de profesor.

Al principio de nuestra estancia en el Departamento,
a todos nos parecia que el Dr. Alvarez era una perso-
na muy seria. A veces nos daba un poco de temor
hacerle preguntas, pero poco a poco nos dimos
cuenta de que le gustaba que estuviéramos ahi; de
que poseia un sentido del humor particular, en
ocasiones dificil de entender; por esa razén, muchas
veces solo nos reiamos cuando él lo hacia y ahora
pienso que se percataba de que no habiamos enten-
dido la broma.

En su tiempo como Coordinador de Ensefianza, el
Dr. Alvarez se encargaba de promover actividades
didacticas. En ese tiempo se hablaba del aprendizaje

(1931- 2023)

conductista; a quienes apenas entendiamos algunas
de esas teorias, nos interesaba colaborar, aprender y
en nuestra poca experiencia pretendiamos ayudar a
que los alumnos aprendieran mas y mejor. Sur-
gieron muchas ideas para apoyar el aprendizaje,
entre ellas, se trabajo con varias unidades de auto-
ensefianza, que fueron muy bien recibidas por el
alumnado (en ese momento eran mas de tres mil); y
para desarrollarlas se asignaron tutores a varios de
nosotros; Alvarez Llera siempre estuvo ahi para
apoyarnos, aungue él no fuera el tutor responsable.
Sé que al Dr. Alvarez le daria mucho gusto saber
que aun se utilizan algunos de esos materiales; tuve
la oportunidad de constatarlo durante una reciente
visita a una Escuela de Medicina del interior del
pais.

El Doctor Alvarez, siempre inquieto y dispuesto a
aprender nuevas formas de ensefianza con el propo-
sito de lograr el mejor aprendizaje de los estu-
diantes, asi como para mejorar su actividad docente,
compartié cursos en el Centro Latinoamericano de
Tecnologia Educativa, tanto como alumno, como en
el papel de profesor. Llevado por ese interés, cola-
bor6 en muchos proyectos educativos, entre los que
destacan Bioquimica Grafica, La Nutricion: Un
Enfoque Bioguimico, el Aprendizaje Basado en
Problemas, la elaboracion del syllabus de bioqui-
mica, asi como la revision del programa académico
de la materia, entre otras muchas actividades.

En su funcion como Coordinador de Ensefianza,
actividad que realizé durante varios afios, organi-
zaba a los profesores para las actividades docentes,
incluyendo la preparacion de los examenes departa-
mentales, finales y extraordinarios, de acuerdo con
la formacion y aptitud de cada uno de los partici-
pantes para cada tema. Esto habla de otro aspecto
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que lo distinguia: conocer, observar y buscar lo
mejor de la persona para apoyar una tarea. Ademas,
tenia un don para conseguir que el resultado final
fuera como a él le gustaba sin que para los que
trabajabamos con él lo sintiéramos como algo
impuesto. Mostrando una gran habilidad, él elabo-
raba los dibujos y esquemas, primero hacia el disefio
en papel y después los realizaba en maquina de
escribir, ya que en esos tiempos no habia los
softwares de ahora. Hasta la fecha, los nuevos
docentes todavia se asombran de la claridad de
dichos esquemas y del método empleado para
realizarlos; de hecho, muchos de estos materiales
han sido reeditados para fines didacticos.

Como parte de su labor como Coordinador, siempre
se interesaba en los resultados de los examenes y se
encargaba de hacer su anélisis. La tarea la realizaba
sin el apoyo de los programas sobre el tema que
ahora se emplean vy, sin embargo, los analisis eran
muy completos y claros con aspectos de interés para
valorar su comportamiento y evaluar el aprendizaje
de los estudiantes.

Su capacidad y conocimiento de los programas
academicos del curriculo de medicina le permitio
ser Secretario de Ciencias Basicas; participar en la
Secretaria de Servicios Escolares, y formar parte de
las Comisiones Dictaminadoras del Consejo Técni-
co de la Facultad. Aungque no era fanatico de dar
conferencias, le gustaba hacerlo, y asi particip6 en
varios eventos académicos entre los que destacé el
Taller de Actualizacién Bioquimica.

El Dr. Alvarez instaba a los alumnos a estudiar los
temas antes de clase y los cuestionaba al respecto.
Tenia un método personalizado para hacerlo. El
construia un acrénimo formado por las letras que
componian el nombre y los apellidos del estudiante
y lo colocaba en una carta de baraja que asi quedaba
asignaba a un estudiante en particular. Durante la
clase sacaba la carta y realizaba una pregunta al
estudiante correspondiente, si éste no respondia de
manera adecuada, la carta se colocaba en la “carcel”
(una caja con un dibujo simulando barrotes y en una
carta, un uniforme de presidiario). El estudiante, es
decir, la carta, no podia abandonar la carcel sin
responder de manera adecuada 3 preguntas. De esta
forma todos los estudiantes se esforzaban primero,
por no caer en la carcel y para salir de ella el mismo
dia de la clase y no iniciar la siguiente clase encar-
celado. Al final del curso, el Dr. Alvarez entregaba
su carta a cada estudiante poniendo en ella una
dedicatoria.

Siempre puntal para llegar a sus clases, salia de su
oficina con el tiempo suficiente para llegar a su
salon de clase, que en ocasiones se encontraba en el
quinto piso del edificio B. Muchos recordamos que,
cargando el proyector de acetatos, asi como los
diferentes elementos didacticos que empleaba, subia
por las escaleras haciendo caso omiso del elevador
y ademas no permitia que nadie le ayudara. Uno lo
acompariaba durante el trayecto sin poder respirar
debido a la gran falta de condicién fisica, mientras
que el se tomaba su tiempo y llegaba tranquilo a su
destino. El Dr. Alvarez hacia ver que la bioquimica
era sencilla, sin importar qué tan complejo era el
tema por tratar, y eso lo convertia en el profesor mas
popular durante las asesorias, mismas que impartia
en un auditorio Fournier siempre lleno.

Quien tuvo el gusto de estar con él durante la
aplicacion de los exdmenes, conocia de su preocu-
pacion para que los estudiantes lo terminaran con
tiempo y que llenaran el lector Optico de manera
adecuada; por esta razon, les indicaba el tiempo a
cumplir con 30 minutos de anticipacion.

Durante mas de cuatro décadas, nos ensefid y
proporcioné una variedad de consejos o indica-
ciones para mejorar nuestra exposicion y trabajo
docente en general. Acompafié siempre a los profe-
sores mas novatos, trabajo por el que también se
gand el respeto y afecto de sus pares y alumnos,
quienes lo recuerdan con mucho carifio.

El 25 de octubre del 2007, fue reconocido en el
marco del Programa “Homenaje a Nuestros Profe-
sores”. En ese evento, luego de mencionar parte de
su biografia y trayectoria, el Dr. José Narro Robles,
en ese entonces director de la Facultad de Medicina
de la UNAM, expresd: “El testimonio de alumnos y
profesores que reconocen en Alvarez Llera a un
gran maestro demuestra que es un experto en su
materia, constante, y dedicado, con una consistencia
moral importante. Muchas gracias, Maestro”.

Por todo lo que nos aportd, nosotras también le
decimos GRACIAS MAESTRO.[ ]

Mtra. Sara Morales Lopez
Profesor de carrera
Facultad de Medicina, UNAM

Dra. Rebeca E. Milan Chéavez
Coordinadora de Evaluacion y Précticas,
del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, UNAM.
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SOLUCION AL PROBLEMA BIOQUIMICO
¢, CUANTO ATP SE PRODUCE EN UNA MITOCONDRIA?

SOLUCION DEL PROBLEMA

- Cada valor se debe multiplicar por los 2 mL totales de la muestra para tener el consumo total de O>

mol O mol O
4 zxszzl’ 2

mLxs
- Convertir el oxigeno diatdbmico a oxigeno monoatémico
1pmol 0, = 2pmol O

- Restar el consumo de oxigeno total celular del consumo de oxigeno despues de agregar oligomicina para
obtener el consumo de O asociado a la sintesis de ATP (FOX).

FOx = Respiracion celular — Oligomicina

- Cuando se obtenga el valor de FOX, se debe multiplicar por la relacion P/O (siendo su valor de 1.68 en
T. cruzi)

mol O mol ATP
P x 1.68 = pmorA®

- El resultado anterior tendra los valores de pmol ATP/s; donde posteriormente se debe dividir entre las
células presentes en el oxigrafo, obteniendo asi pmol ATP/s* célula.

pmol ATP i pmol ATP
— =+ células = ——
s x célula

- Como paso final, pasar los pmol a mol y multiplicar por el nimero de Avogadro para tener las moléculas
de ATP sintetizadas por una célula cada segundo.

Moléculas de ATP (pmol ATP) (1x10_12mol ATP> (6.02x1023Moléculas de ATP)

s x célula " \sx célula 1pmol ATP 1mol ATP
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- La siguiente formula resume los célculos explicados anteriormente:

mol O , mol O ,
Moléculas de ATP _ (% T.cruzi — psx—mLZ ollgo) 4.047x1012

s x célula #células en el oxigrafo

Teniendo en cuenta lo anterior, al poner los valores presentados en la tabla 1 dentro de la formula se
puede obtener:

moléculas de ATP _ (116.82 — 45.56) x 4.047x10"°

= 3.89x10°
s x célula 74x10° x

Lo que quiere decir que, en promedio, un parasito kinetoplastido (organismos que contienen el DNA
mitocondrial compactado dentro de una sola mitocondria) puede sintetizar 3.89x10° moléculas de ATP cada
segundo.

Es importante tener en cuenta que el valor calculado de la velocidad de produccion de ATP es obtenido a
partir de un experimento; sin embargo, las réplicas son necesarias para que los valores tengan una mayor
robustez. Al repetir el experimento utilizando tres cultivos independientes de T. cruzi se obtuvo una
velocidad de produccion de ATP de 2.9 x108 + 1x10° moléculas de ATP célula? s,

DISCUSION

Una vez estimada la velocidad de produccion de ATP por T. cruzi nos preguntamos ¢,como es esta velocidad
en comparacion con una mitocondria humana? Esta pregunta es muy compleja porque depende del tipo de
célula, del numero de mitocondrias por célula, de la razén P/O, del volumen mitocondrial, etc. A pesar de
la complejidad de esta pregunta, podemos hacer algunas aproximaciones con los datos reportados en la
literatura (Tabla 1).

Parametro Valor

Produccién de ATP por el cuerpo humano (10) 9x10?° moléculas de ATP /s
Células en el cuerpo humano (11) 36x10* células
Eritrocitos en sangre (12) 5x10° eritrocitos / pL
Volumen de sangre en el cuerpo (12) 0.069L/Kg

Numero de mitocondrias en la célula (13) 1000-2500 mitocondrias / célula
Volumen mitocondrial en tripanosomatidos (14) 4.5 um?3(4.5 fL)
Volumen mitocondrial en musculo esquelético humano (15) 0.2 um3(0.2 fL)

Se ha estimado que el cuerpo humano en reposo produce alrededor de 9x10%° moléculas de ATP cada
segundo (10). También se ha estimado que el cuerpo de un hombre adulto de 70kg contiene alrededor de
36x10'2 células (11) de las cuales hay que restar el nimero de eritrocitos, ya que no tienen mitocondria. En
promedio, la sangre de un hombre adulto contiene 5 x10° eritrocitos/mL (12) y alrededor de 4.8 L de sangre
total (hombre de 70Kg) (12). Con esta informacion tenemos que:

5x10

, eritrocitos <1x103mL
x

I >x4.8 L = 24 x10%2eritrocitos

mL
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Por lo tanto, el cuerpo humano contiene aproximadamente 12 x10'? células que tienen un rango de 1000 a
2500 mitocondrias (13). Para efecto de realizar los calculos, consideraremos 1000 mitocondrias, por lo que,
en total, el cuerpo humano contiene entre 12 x10™ mitocondrias. Con esta informacion y la cantidad de
ATP/s tenemos una velocidad de produccion de 0.75x10° moléculas de ATP s™mitocondria™.

Con estos datos pareciera que la Unica mitocondria de T. cruzi es al menos un orden de magnitud méas
eficiente para producir ATP en comparacion con la mitocondria humana. Sin embargo, hay un factor méas a
tomar en cuenta: el volumen mitocondrial estimado para algunos tripanosomatidos es en promedio de
4.5um?® (4.5fL) (14), mientras que se ha estimado que el volumen mitocondrial en musculo esquelético es
en promedio de 0.2um?® (0.2fL) (15). Por lo tanto, al considerar el volumen mitocondrial tenemos una
velocidad de produccion de ATP para T. cruzi de 6.4x10° ATP s*fL! y en células humanas de 3.8 x10° ATP
s'3fL"L; por lo que podemos concluir que ambas mitocondrias poseen una velocidad de produccion de ATP
muy similar. Los calculos descritos en el texto se resumen en la siguiente ecuacion que considera la
produccion de ATP en células humanas:

ATP
20
v (9X10 cuerpo xs) — 385105 ATP
12 Célula ( geritrocitos _ 1x103mL _0.069L 70Kg ) mitocondria fL ’ fLxs
36x10 cuerpo 5x10 mL X L x Kg xcuerpo x 1000 célula ““mitocondria
CONCLUSION

Este articulo presenta datos sobre la respiracion celular con el propdsito de mostrar como es un estudio de
respirometria utilizando un oxigrafo de alta resolucion (Oroboros Instrument ®); ademas de poder hacer
que el alumnado sea consciente de la velocidad y eficiencia con la que trabaja una célula, en este caso,
sintetizando moléculas de ATP para mantener en correcto funcionamiento a un organismo. El parésito T.
cruzi posee una mitocondria por célula y lo utilizamos como modelo para estudiar la respiracion en
mitocondrias intactas; los resultados obtenidos muestran que la velocidad de produccion de ATP por el
parasito puede compararse con la velocidad de las mitocondrias humanas. [?}é]
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SOLUCION AL PROBLEMA BIOQUIMICO

ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR DE UNA PROTEINA
POR ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

SOLUCION DEL PROBLEMA

1) Consultar la imagen analizada (Fig. 3) para las mediciones obtenidas de las distancias de migracion de
las proteinas.

Figura 3. Determinacion de la distancia
de migracion de las proteinas del pa-
tron de referencia y de la proteina
problema. En esta figura se muestra
como se midié la distancia de migracion
(en cm) de las proteinas de referencia
(carril 1) y de la proteina con PM
desconocido (proteina problema en
carril 2), en el gel de poliacrilamida.
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2)

1.34

Ry =22=00957 Rf,=22=02571 Rf; = 0.3285 Rf, = 0.3571

Rfs = 0.5642 Rf, = 0.7 Rf, = 0.7785 Rf; = 0.8428

Rfy = 0.9142 Rfproteina problema = 0.2764

3) Consultar la tabla elaborada con los valores de Rf de las proteinas de referencia y los valores de logio
PM de dichas proteinas (Tabla 1).

Patron de proteinas de peso molecular conocido
Migracion Eje X Peso EjeY
(cm) Movilidad molecular Logio PM
relativa (Rf) (kDa)
1.34 0.0957 200 2.30
3.6 0.2571 116 2.06
4.6 0.3285 97 1.98
5 0.3571 66 1.81
7.9 0.5642 45 1.65
9.8 0.7000 31 1.49
10.9 0.7785 21 1.32
11.8 0.8428 14.4 1.15
12.8 0.9142 6.5 0.81

Tabla 1. Valores de migracion de las proteinas de referencia (en cm), su movilidad relativa (Rf), su peso molecular
(en kDa), y el logaritmo en base 10 de dichos pesos moleculares.

4) Consultar la grafica de logio PM vs Rf (Fig. 2) y la ecuacion de dicha gréfica.

5) Célculo del PM aproximado de la proteina problema:
Log PM =-1.6035Rf + 2.4854 Log PM =-1.6035 (0.2764) + 2.4854
Log PM =2.0421 PM =110.3 kDa

6) Se conoce que el peso molecular promedio de un residuo de aminoacido dentro de una cadena
polipeptidica es 110 Da, por lo que multiplicando dicho valor por el nimero de aminoacidos que componen
a la proteina SERCA2 se obtiene lo siguiente:

11902y -114.7 kDa

1 aminoacido

1043 aminoacidos (

Comparando este valor de PM calculado matematicamente (114.7 kDa) con el obtenido de manera
experimental por la técnica de SDS-PAGE (110.3 kDa), se puede decir que este ultimo se encuentra en el
rango de exactitud (+ 10%) mencionado en el articulo de Weber y Osborn (5).
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7) Debido al tamario del gel separador que corresponde al de una Miniprotean de BioRad™ se tiene una
resolucion menor de las bandas respecto a un gel con mayor distancia de migracién en donde las bandas
del patrén de proteinas se separarian mas, lo que mejoraria el comportamiento de los datos en la grafica de
logio PM vs Rf. Ademas, factores como la fuerza del campo eléctrico, fuerza ionica, viscosidad y tempe-
ratura del medio ambiente, pueden afectar la correcta separacion de las proteinas de referencia en el gel.
Sin embargo, ésta es una buena aproximacion para determinar el PM de una proteina problema ya que el
coeficiente de correlacion fue de 0.9542.{‘&;‘-;’;‘1
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioqQuimicA (REB)

La Revista de Educacion Bioquimica (REB) esta dedicada a la divulgacién, difusién, discusién, analisis y
presentacion de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La REB esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes de posgrado,
licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se sometan a evaluacion para su posible
publicacion no deben de haberse presentado ni total ni parcialmente en otras publicaciones.

Se aceptan contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma de articulos de investiga-
cién, revision, critica y andlisis, asi como otras comunicaciones relacionadas con diversas formas de
estimular el aprendizaje de la bioquimica que pudieran servir de apoyo a investigadores, profesores y
alumnos desde nivel medio superior hasta posgrado, en aspectos de investigacion, académicos y
actualizacion.

LAS CONTRIBUCIONES DEBEN AJUSTARSE A LOS SIGUIENTES
LINEAMIENTOS EDITORIALES:

I. Articulos de investigacion, revision, critica
y analisis

1) Portada. En el primer parrafo, incluir el titulo,
que debe de ser claro, simple y atractivo; evitar las
abreviaturas o en su caso, definirlas al inicio del
texto. En el segundo parrafo, anotar los nombres
completos de los autores, iniciando por el nombre
propio completo. A cada autor se le asignara un nua-
mero arabigo, escrito entre paréntesis, para indicar
su afiliacion. En el tercer parrafo, detallar la afilia-
cién de los autores; indicar departamento, institu-
cion, ciudad, estado y pais ademas de la direccion
de correo electronico del autor responsable de la
publicacion. En el cuarto parrafo, proporcionar un
titulo breve del trabajo, maximo 60 caracteres.

2) Resumen. Incluir dos resimenes; uno en
espafiol y otro en inglés (Abstract) de no més de
350 palabras cada uno.

3) Palabras clave. Proporcionar de tres a seis pa-
labras clave para cada resumen (espariol e inglés).

4)  Texto. Escribir el articulo en el procesador de
textos Word, con una extension maxima recomen-
dada 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. Presentar las
figuras, tablas, leyendas y pies de figura después
de las referencias o en un archivo aparte, segin se
describe en el punto 6.

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

6) Figuras, tablas, y pies de figuras. Presentar
figuras, tablas y pies de figura o leyendas separadas
del texto del articulo, ya sea que se incluyan des-
pués de las Referencias o se envien por separado
en un archivo de Word o Power Point. Tanto los pies
de figura como las leyendas deben estar separadas
de las figuras o tablas. Las tablas deben estar en
Word y sin formatos especiales. Para las figuras,
usar formato jpg; pueden ser a color, con fondo y
sombreado. Numerar figuras y tablas con arabigos.

Mencién de figuras y tablas. En las leyendas y pies
de figura usar la palabra completa: Ejemplo: Figura
1. En esta figura se describe... Dentro del texto, las
tablas o figuras se deben mencionar con minuds-
culas, la palabra completa y sin paréntesis. Las
referencias para las figuras deberan citarse con la
abreviatura, la primera letra con mayuscula y entre
paréntesis (Fig. 2); para las tablas, usar la palabra
completa, la primera letra mayulscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

Nota: Las figuras y las tablas se reduciran a la mitad
0 a un cuarto de las dimensiones de una hoja tama-
fio carta; favor de considerarlo para que las letras
y nimeros mas pequefios no resulten menores de
dos milimetros después de la reduccion.
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En caso de emplear figuras previamente publica-
das, debera darse el crédito correspondiente y, de
ser necesario, obtener el permiso para su publi-
cacion en la REB.

7) Referencias. Se indicaran en el texto con
nameros entre paréntesis, de acuerdo con su orden
de aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo por orden numeérico de aparicion en el
texto y deben incluirse en el formato “Vancouver”,
ejemplos:

) Articulo: Autor/es. Titulo del articulo. Abrevia-
tura internacional de la revista. Afo; volumen
(nimero): péagina inicial-final del articulo. Ejem-
plo: Dawes J, Rowley J. Enhancing the customer
experience:  contributions from information
technology. J Business Res. 2005; 36(5):350-7.

o Libro completo: Autor/es. Titulo del libro. Edi-
cion. Lugar de publicacion: Editorial; afio. Ejemplo:
Bell J. Doing your research project 5th. ed.
Maidenhead: Open University Press; 2005.

o Capitulo de libro: Autor/es del capitulo. Titulo
del capitulo. En: Director/Coordinador/Editor del
libro. Titulo del libro. Edicién. Lugar de publicacion:
Editorial; afio. Péagina inicial-final del capitulo.
Ejemplo: Franklin AW. Management of the problem.
En: Smith SM, editor. The maltreatment of children.
Lancaster: MTP; 2002. p. 83-85.

Nota: En todos los casos, si fueran varios autores,
separar los nombres con coma.

I1. Otras comunicaciones incluyen resimenes
y comentarios a articulos cientificos, problemas
tedricos, ejercicios practicos, juegos didacticos,
avisos de reuniones académicas o cursos, infor-
macién cientifica o académica de interés general,
cartas al editor, homenajes a cientificos desta-
cados, colaboraciones culturales o literarias, entre
otras. En estos casos:

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

9) Se podran incluir hasta tres figuras o tablas
conforme a lo descrito en el inciso 6. Se aceptara
un maximo de 10 referencias, mismas que se
citaran como se indica en el inciso 7.

I1l. Proceso de Envio. Enviar, como archivos
adjuntos, los archivos electrénicos del trabajo a
publicar a la Revista de Educacién Bioquimica
(reb@bg.unam.mx), con copia al Editor en Jefe

(jcalder@cinvestav.mx), desde la direccion de correo
electronico del autor responsable de la publicacion.
Esta direccion seréa considerada como la direccion
oficial para la comunicacion con los autores. El autor
responsable debera indicar su adscripcion con
teléfono, direccidn electrénica y postal para comu-
nicaciones posteriores.

En el texto del mensaje se debera solicitar la
evaluaciéon del articulo o la contribucién para su
posible publicacion en la REB, se debera incluir el
titulo del trabajo, los nombres completos de los
autores y su adscripcion institucional, asi como el
numero, tipo y nombre de los archivos electrénicos
enviados. En el mismo texto se debe aclarar que el
trabajo no ha sido enviado a otra revista para su
evaluacion (ni en forma total ni parcial) y que el
mismo no esta en proceso de publicacion en otra
revista o en otro tipo de publicacion. De igual
manera se debe manifestar que no existe conflicto
de intereses entre los autores que envian el trabajo.

(AVA Evaluacion. Los manuscritos seran evalua-
dos por al menos tres revisores seleccionados por
el Comité Editorial a quienes se les enviara el trabajo
con los autores en anénimo; los revisores también
permaneceran anénimos para los autores y entre
ellos. Los revisores opinaran sobre la relevancia del
trabajo en un lapso no mayor a 30 dias naturales.

Las correcciones y sugerencias de los revisores
seran enviadas, con anonimato entre ellos, al Editor
en Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser:
rechazado, enviado para correcciones o aceptado.

Una vez obtenida la evaluacion, el Editor en Jefe la
comunicara al autor responsable de la publicacion,
Yy en su caso, le enviara las observaciones para que
las incorpore al manuscrito o manifieste su opiniéon
sobre aquellas que considere discutibles. El manus-
crito corregido por los autores debera ser devuelto
a la REB, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
si el manuscrito es recibido de forma extempo-
ranea, se le considerara como si estuviera siendo
enviado por primera vez. De ser necesario, el Comi-
té Editorial volvera a enviar el manuscrito corregido
a los revisores para tener una nueva ronda de
evaluacion. Una vez aceptado el trabajo, las prue-
bas de galera se enviaran al autor responsable para
su aprobacién o correccién.

Los manuscritos que no cumplan con las
Instrucciones para Colaboradores de la REB
no seran aceptados para su revision.
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