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EDITORIAL

LA ETICA Y LOS FRAUDES EN
INVESTIGACION CIENTIFICA

La ciencia es una actividad creativa cuyo fin es la
obtencidn de conocimientos sobre todos los aspec-
tos de la naturaleza y sus mecanismos, mediante
la observacion y la experimentacién, para lograr
un analisis objetivo de la realidad.

En esta definicidén esta implicito que una conduc-
ta cientifica ética tiene como valor central la hones-
tidad intelectual para planear, realizar y analizar la
investigacion de la manera mas objetiva posible,
buscando no confirmar la hipotesis planteada sino
contestar a la pregunta que la hipdtesis genera, sea
en el sentido positivo o negativo. Un cientifico que
no sigue esta regla fundamental, por la razén que
sea, incurre en una conducta no solo equivocada
sino claramente fraudulenta, ya que antepone la
subjetividad a la objetividad.

Aunque los fraudes han ocurrido desde la
aparicion de la ciencia moderna, cuando empezo
a basarse en datos experimentales mas que en
teorias filosoficas, el crecimiento extraordinario
de la ciencia en todo el mundo se ha acompafiado
de un incremento de las diversas modalidades de
fraude cientifico. Estas modalidades del fraude pro-
piamente dicho van desde el invento de resultados
cuando ni siquiera se hicieron los experimentos,
hasta la modificacion de los resultados obtenidos
para que concuerden con la hipdtesis generada
por el autor. Otro tipo de fraude es el de plagio
de enfoques experimentales, de resultados o de
interpretaciones, presentandolos como propios y
originales a pesar de haber sido copiados de una
investigacion ya publicada.

En otros casos, el fraude consiste en mejorar los
datos u observaciones mediante un manejo ines-
crupuloso de los analisis estadisticos, modificacio-
nes de las fotografias (por ejemplo de micrografias
histoldgicas o de inmunohistoquimica, de geles de
proteinas o acidos nucleicos o de cualquier otro
material grafico), para que parezcan mas claros o
mas definitivos. Sin embargo, para juzgar qué tan
fraudulentos son estos cambios es necesario consi-

derar varios factores, como el contexto general del
trabajo, qué tanta es la modificacion de la figura,
de acuerdo con la apariencia del gel o fotografia y,
sobre todo, qué tan reproducible es esa apariencia
cada vez que se repite el experimento. Por estas
razones, es claro que este tipo de modificaciones no
necesariamente significa cometer un fraude cien-
tifico, como si lo es la invencién de datos, aunque
por supuesto no es aconsejable y debe evitarse
en todo lo posible.

Es importante distinguir los verdaderos fraudes
de los errores involuntarios, que son inevitables
en cualquier actividad humana, aun en la ciencia.
Sin embargo, en estos casos el propio cientifico
es el primero en reconocer publicamente el error,
aunque esto signifique en ocasiones tener que
retractar la publicacion.

En los ultimos afos el incremento de los fraudes
cientificos en todo el mundo ha generado estudios
gue empiezan a convertirse en “investigacion sobre
los fraudes”, tanto en instituciones de investigacion
como en publicaciones cientificas. Por ejemplo, en
Estados Unidos se ha creado la Office of Research
Integrity (ORI), que analiza denuncias de fraudes
y sigue el numero de retractaciones de articulos
en las revistas cientificas, asi como el motivo de
las retractaciones. En una breve nota que acaba de
aparecer en Science (339:889, 2013), la ORI infor-
ma que el porcentaje de retractaciones en relacién
con el numero de articulos publicados aumento de
0.01% en 2005 a 0.045% en 2012. Por otro lado,
un trabajo del afio pasado en el Proc. Nat. Acad.
Sci. USA (doi/10.1073/pnas.1212247109), cuanti-
fica y analiza las retractaciones de articulos en las
revistas cientificas mas prestigiadas, y demuestra
que entre 2007 y 2011 el numero de retractacio-
nes por fraude fue mas del doble que el nUmero
de retractaciones por error o por plagio.

Sin duda estos datos son alarmantes a nivel
mundial, y en México también debemos preocupar-
nos por la conducta cientifica de nuestra comuni-



dad. En primer lugar, es sin duda responsabilidad
de los investigadores imbuir y exigir esta ética y
responsabilidad cientifica a los estudiantes que
realizan su trabajo de tesis en los laboratorios a
su cargo, como parte fundamental de su formacion
como cientificos. Pero, {qué hacer cuando, como
lo demuestran los datos arriba mencionados, son
los investigadores quienes por diversas razones
cometen el fraude? Esta es una de las razones por
las que se han establecido o estan por establecerse
comités de ética y bioética en varias instituciones
de investigacion del pais. Ademas, la Academia

Tapia R

Mexicana de Ciencias instaldé recientemente un
Comité de Integridad Cientifica, con la finalidad de
analizar los casos en la materia, a solicitud volun-
taria de cualquier persona o institucion, en pro de
la calidad, seriedad y honradez de la investigacion
cientifica mexicana.

Ricardo Tapia

Investigador Emérito
Division de Neurociencias
Instituto de Fisiologia Celular
UNAM
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RESUMEN

El cancer de mama es la segunda causa de muerte de mujeres en el mundo, sin
embargo si es diagnosticado oportunamente puede ser curado. Recientemente se
ha observado que cambios en la estructura de los oligosacaridos de las proteinas de
membrana, se relacionan con los procesos de transformacién y proliferacion celular,
los cuales pueden originar el cancer de mama, ademas, la presencia de receptores
para estos carbohidratos, puede potencializar la capacidad metastasica del tumor.
En esta revision se presenta una visién general de los marcadores glicosilados y de
sus receptores, especialmente la galectina-3, que se ha asociado al cancer de mama.

ABSTRACT

Breast cancer is the second cause of death of women in the world and when it is
diagnosed opportunely can be cured. Recently it has been observed that changes in
the oligosaccharides structures of membrane proteins are related to the transfor-
mation processes and cellular proliferation, in addition, the presence of receptor for
these carbohydrates, can potentialise the metastatic capacity of the tumor. In this
revision a general overview of the glycosylated markers and their receptors, espe-
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KEY WORDS:
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cially galectin-3 that, has been associated to the breast cancer.

INTRODUCCION

Las neoplasias son crecimientos descontrolados de
células en cualquier tipo de tejido. En la actualidad
el cancer de mama es la principal causa de muerte
en mujeres en paises desarrollados. Las glandulas
mamarias se localizan en el tejido subcutaneo, estan
constituidas de tejido parenquimatoso que se divide
en un numero de 15 a 20 lébulos. Cada lébulo esta
formado por una serie de conductos intralobulillares
que desembocan en los conductos galactoforos que
se vierten a nivel del pezdn. Los conductos galac-
toforos tienen un epitelio cilindrico o cubico con
células que tienen un nucleo redondeado y en el
citoplasma contienen pocas mitocondrias y escaso
reticulo endoplasmico rugoso (Fig. 1).

En 1957, Bloom y Richardson (1) propusieron
el sistema de clasificacion histologico que ac-

*Recibido: 1 de junio de 2012

tualmente se emplea en la tipificacion del grado
de avance del cancer de mama. El céncer ductal
infiltrante se inicia en el sistema de pequefos con-
ductos que llevan la leche de los I6bulos al pezoén.
Empieza cuando las células epiteliales anormales
que recubren los ductos, se dividen, se multiplican
y posteriormente, estas células invaden el ducto y
en su fase mas dafiina, llegan a invadir el estroma
que rodea a los ductos (Fig. 1). El diagndstico del
cancer de mama se realiza mediante la correlacién
de la exploracion clinica, la mastografia y la con-
firmacion siempre se hace con el estudio histopa-
toldgico. Ademas de la caracterizacion histoldgica
mediante la tincidn con hematoxilina-eosina, se
realizan pruebas de inmunohistoquimica, en donde
se utilizan una serie de marcadores tumorales,
como por ejemplo: los receptores de estrogenos
y progesterona, el antigeno nuclear de prolife-

Aceptado: 4 de diciembre de 2012
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Figura 1. Esquema
que representa la
anatomia de la glandula
mamaria y la evolucion
del carcinoma in

situ a infiltrante. A)

se observa el ducto
normal, el cual esta
constituido por tres
partes principales:
membrana basal del
conducto, epitelio
ductal y la capa
superficial constituida
por las células ductales.
B) Crecimiento de

las células epiteliales
intraductales.

C) Cambio en la
morfologia de las
células epiteliales D)
invasion de las luz del
ducto. E) Invasion del
estroma.

Células lobulares

racion celular, la catepsina D, el c-erb-2, Bcl-2 vy
P53, entre otros. Sin embargo, el uso de estos
marcadores no cubre la posibilidad de que otro
tipo de moléculas estén participando activamente
en los procesos de proliferacion, transformacion y
metastasis.

GLICOSILACION Y CANCER DE MAMA

Los oligosacaridos son carbohidratos que estan
formados por cadenas cortas de monosacaridos
unidos entre si por medio de enlaces glicosidicos,
los cuales se encuentran formando parte de gli-
coproteinas y glicolipidos, presentes en las mem-
branas celulares, donde intervienen en funciones
celulares al participar en procesos como: trafico
de proteinas, interacciones de ligandos con sus
receptores, relacion huésped-parasito. Las cadenas
oligosacaridicas estan constituidas por tres regio-
nes principales: a) el nucleo o “core”, es la region
en donde se encuentran los carbohidratos mas
cercanos al sitio de unién con la cadena polipep-
tidica, b) el esqueleto, que es la regiéon en donde
se determina la longitud del oligosacarido y c) la
region periférica, donde se encuentran antigenos
de importancia bioldgica, como por ejemplo los
antigenos de los grupos sanguineos.

Las glicoproteinas se clasifican, de acuerdo a
la union entre el azlicar y el aminoacido, en N- vy
O-glicanos (Fig. 2). Los N-glicanos, generalmente
presentan una N-acetil-D-glucosamina (GIcNACc)
unida al nitrégeno del aminoacido asparagina

Lobulillo

Cilulas
- ductales

——
e

Conduete =

Conductos [{1}5‘?',
Qe
A B c D E

Areola
- Pozén

Conductos colactores

Tejido conactivo graso

(Asn). Los N-glicanos presentes en las proteinas
se clasifican en tres grandes grupos: a) con un alto
contenido de manosa (Man) en su estructura, b)
las estructuras del tipo lactosaminico, las cuales
tienen como caracteristica principal, la presencia
de Galp(1-4)GIcNAc vy c) las estructuras hibridas,
las cuales contienen una mezcla de las estructuras
lactosaminicas y de manosas. Hasta el momento no
se han encontrados N-glicanos asociados al desa-
rrollo de cancer de mama. Los O-glicanos poseen
una N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) unida al
hidroxilo del aminoacido serina (Ser) o del ami-
noacido treonina (Thr) de la cadena polipeptidica.
Los O-glicanos muestran una mayor variedad de
estructuras, que los N-glicanos, presentan ocho
nucleos (“core”) de las cuales se derivan el res-
to de estructuras oligasacaridicas presentes en
glicoproteinas (Fig. 3). Por su gran complejidad
y diversidad, los O-glicanos se encuentran parti-
cipando en diversas funciones: pueden participar
en la conformacion de la estructura secundaria,
terciaria e inclusive de la cuaternaria de algunas
proteinas como en el caso de las mucinas, también
participan evitando la agregacion de las proteinas
(2). Como consecuencia de la transformacion
maligna (cancer) ocurren cambios muy impor-
tantes en la glicosilacion, sobre todo en la etapa
de elongacion de los O-glicanos. Esto determina
que algunos tipos de nucleos (“cores”), que en las
células normales se encuentran enmascarados por
la adicion de otros azlcares, queden expuestos
en la superficie celular, resultando en la forma-
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Figura 2. Ndcleos sacaridicos
internos mas comunes
identificados en glicoproteinas. A, _ _
By C corresponden a O-glicanos, Gal (B1-3) GalNAc (a1-3) Ser/Thr A
siendo las estructuras B y
C las que se encuentran en GIcNAc (p1-6)
O-glicoproteinas tipo mucina; GalNAc (a1-3) Ser/Thr B
el nucleo C constituye la GlcNac (p1-3)
secuencia terminal de casi
todos los glicosaminoglicanos Gal (p1-3) Gal (p1-4) Xyl (p1-3) Ser C

de los proteoglicanos. La
estructura D es comun en todas
las N-glicoproteinas. Gal=
Galactosa, GalNAc= N-acetil-
galactosamina, GIcNAc=
N-acetil-glucosamina, Man=
Manosa y Xil= Xilosa. Tomado de
referencia 3.

Man (a1-6)

Man (c1-3)

cion de nuevos antigenos asociados al cancer. Los
antigenos mejor caracterizados en el cancer de
mama son los antigenos Tn, [GalNAc(a1-O-)Ser/
Thr], sialil-Tn [Neu(a2-6)GalNAc(a1-O-)Ser/Thr],
T o TF [Gal(al-3)GalNAc(al-0O-)Ser/Thr] y sialil-T
[Neu(a2-6)Neu(a2-3)Gal(p1-3)GalNAc(al-O-)Ser/
Thr] (4) (Fig. 3). La expresion de estos antigenos
es el resultado de una glicosilacion incompleta, lo
gue origina que las cadenas oligosacaridicas de
las proteinas se acorten, exponiendo carbohidratos
gue normalmente se encuentran enmascarados por
la adicién de otros azlcares, queden expuestos

Figura 3. Estructura y biosintesis del
nucleo (core) de los O-glicanos. En

color oscuro se indican los antigenos
asociados a tumores en el cancer de
mama identificados hasta el momento. La
primera etapa de la O-glicosilacién ocurre
por la adicién de GalNAc a un residuo de
Thr o de Ser de la cadena polipeptidica,
catalizada por una GalNAc-Transferasa
(paso 1). Ocho tipos diferentes de ntcleos
de O-glicanos pueden luego formarse por
la actividad de distintas glicosiltranferasas:

Man (p1-4) GIcNAc (f1-4) GIcNAc (B1-N) Asn D

en la superficie celular, originando nuevos anti-
genos. La expresion de estos antigenos suele ser
discontinua a lo largo de la cadena polipeptidica.
El antigeno Tn es el precursor del antigeno T o TF:
por la accién de una B galactosil transferasa, se ha
observado que la actividad de la enzima 3 galactosil
transferasa puede estar bloqueada, por un amento
en la actividad de las sialil transfersas, lo que pro-
voca una temprana terminacion del antigeno Tn,
(5), que normalmente se encuentra sustituido con
galactosa (Gal) o N-Acetilglucosamina (GIcNACc). La
expresion del antigeno sialil-Tn se ha asociado con

W-ﬂ
[ NHM-'I'IHI'I-'J
nueleo 0
- [ GleNAcH-5 )
[GmNmr{:alm Thr.'Sar] 5 }m
| GleNAcH-3 )
mieleo 5§

Antigeno Tk micleo &

nucleo 1 B3Gal-Transferasa (paso 2),

nucleo 2 B6GIcNAc-Transferasa (paso 3),
nucleo 3 B3GIcNAc-Transferasa (paso 4),
nucleo 4 B6GIcNAc-Transferasa (paso 5),
nucleo 5 a3GalNAc-Transferasa (paso 6),
nucleo 6 B6GIcNAc-Transferasa (paso 7),
nucleo 7 0a6GalNAc-Transferasa (paso 8) y

nucleo 8 a.3Gal-Transferasa (paso 9). Las
estructuras sialil-Tn y sialil-TF se forman
mediante sialilacion de los antigenos Tn

y TF, en reacciones catalizadas por la
a6-sialil-T (paso 10) o la a3sialil-T (paso
11), respectivamente. Con fondo gris se
observan los antigenos asociados a cancer
de mama

3 ’ GleNAcH1-6 ]
,.-.*" GalNAc-ThriSer
. 2 TietSer L Gali-3 )
I.Tl""s‘” J—-" (camnc-Thser | o [ Gali13 ] 11 mibcles 2
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o Anfigeno TolF micleal Weu Ao 2-3
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Galft-3
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Lactosa
(Galp1-4Glc)

LacNAc
(Galp1-4GlcNAC)

HO __oH
; 0
Lacto-N-biosa HO 0 %%H 20H
(GalB1-3GIcNAc) OH AcHN OH
: HO OH OH

Ant TF

GalpB1-3GalNA
ARy OH AcHN

Figura 4. Especificidad de las galectinas hacia
[B-galactosidos, en la interacion con la lactosa se observan
aminodacidos que participan en el reconocimiento al
carbohidrato, las lineas punteadas representan los
puentes de hidrogeno que se establecen en el dominio
de reconocimiento a carbohidratos (DRC), en el caso
de la lactosamina, lactobiosa y el antigeno TF, la
conformacion que adquieren en el DRC, es muy similar
a la de la lactosa, cambios en la conformacién de los
oligosacaridos y en los aminodcidos del DRC, determinan
la especificidad de las galectinas hacia los B-galactosidos.

carcinomas, como por ejemplo: adenocarcinoma
gastrico difuso, cancer de pulmoén, cancer cervico-
uterino y cancer de higado (6). Al antigeno Tn,
también se le puede adicionar N-Acetilglusonamina
(GIcNAc) formando los “cores” 3, 4 y 6 (Fig. 4) y N-
Acetilgalactosamina (GalNAc) formando los “cores”
5, 7 y 8 (Fig. 3). La expresién de estos “cores”, no
se ha relacionado con céancer de mama.

La expresion de antigenos del tipo sialil-Lewis,
se ha asociado con la capacidad de las células
transformadas para invadir otros tejidos, debido
a que son ligandos para moléculas de adhesion,
como por ejemplo: la E-selectina y asi, poder eva-
dir al sistema inmune. Estos O-glicanos algunas
veces estan unidos a glicoproteinas que pueden
ser expresadas en las membranas celulares, lo
gue permitiria la busqueda de nuevos marcadores

glicosilados para la deteccion del cancer de mama
desde sus fases iniciales en donde los métodos
histoldgicos no logran diferenciar la morfologia
celular.

LECTINAS

El termino lectina se aplica a proteinas o glico-
proteinas de origen no inmune que reconocen de
manera especifica carbohidratos de la superficie
celular o en suspension, aglutinan células y preci-
pitan glicoconjugados; las lectinas poseen por los
menos dos sitios de reconocimiento a carbohidrato,
de ahi su capacidad para aglutinar células, aunque
en la actualidad el termino de lectina se ha aplicado
a proteinas con un solo sitio de reconocimiento a
carbohidrato como es el caso de las selectinas. Las
lectinas no poseen actividad enzimatica y no son
producto de una respuesta inmune. Estas proteinas
se encuentran ampliamente distribuidas en la na-
turaleza y han sido identificadas en diversos orga-
nismos como virus, bacterias, hongos, plantas, asi
como en vertebrados superiores. Aunque varias de
estas proteinas poseen especificidad por estructu-
ras sacaridicas semejantes, presentan actividades
bioldgicas diversas, como son: la aglutinacion de
eritrocitos de diferentes especies, la estimulacion
mitdgenica de linfocitos e inhibicion de la fagocito-
sis. Debido a la capacidad de estas proteinas para
interactuar con células de la respuesta inmune, al-
gunas lectinas poseen efectos inmunosupresores,
otras también son toxicas, inhiben el crecimiento
de células tumorales y participan en la adhesion
celular. Todas las actividades bioldgicas reportadas
para las lectinas tienen en comun el reconocimien-
to de un receptor de caracter oligosacaridico (7).
Las lectinas se consideran valiosas herramientas
en el campo de la genética, la biomedicina y la
inmunologia. Su utilidad se basa en la propiedad
para enlazarse con varios tipos de glicoconjugados
presentes en las superficies celulares y fluidos
corporales, asi como la actividad mitogénica que
poseen que permiten se utilizadas en estudios de
proliferacion de células como los linfocitos.

Actualmente se han empleado lectinas para in-
vestigar el desarrollo de cancer, como por ejemplo
por medio de histoquimica, se ha demostrado que
la lectina de Vicia villosa (VVA), (8) y la lectina de
Helix pomatia (HPA) (9), ambas con especificidad
hacia GalNAc, han sido utilizadas como factor pro-
néstico en el cancer de mama. La lectina de Arachis
hypogeae (PNA), especifica para el antigeno TF, ha
demostrado servir como marcador prondsticos en
el cancer de mama (10), la lectina de Amaranthus
leucocarpus (ALL), especifica para los antigenos
Tn y TF, se ha empleando en el estudio del cancer
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Figura 5. Funciones bioldgicas de las
galectinas. Las galectinas (mostradas
aqui como Gal-1 a Gal-12) se pueden
encontrar intracelularmente o
secretadas en el espacio extracelular.
Extracelularmente, pueden entrecruzar
a los glicoconjugados de la superficie
celular que contengan oligosacaridos
ricos en galactosa y pueden enviar
sefiales hacia el interior de la célula.

A través de este mecanismo, modulan
mitosis, apoptosis y progresion del
ciclo celular. Intracelularmente, las
galectinas, se pueden encontrar

en el nucleo y el citoplasma y

estan comprometidas en procesos
fundamentales como el empalme del
pre-mRNA regulan el crecimiento de la
célula, la progresion del ciclo celular, al
interactuar con intermediarios de vias
de sefalizacién que participan en la
regulacién de estos procesos.

cervicouterino y en fibroadenoma (11, 12). En los
tejidos animales, se han aislado lectinas que son
receptores potenciales de las estructuras oligosaca-
ridicas, expresadas en las células y que pueden te-
ner participacion en diversos fendmenos bioldgicos,
un ejemplo de estas lectinas, son las galectinas.

GALECTINAS

Es una familia de proteinas extremadamente con-
servadas a través de la evolucidén; que participan
en diversos eventos bioldgicos. Son capaces de
descifrar glicocédigos especificos en macromolécu-
las complejas situadas en las membranas celulares
o en la matriz extracelular (13, 14), a través de
un dominio de 130 aminoacidos filogenéticamente
conservado desde invertebrados inferiores a ma-
miferos, denominado dominio de reconocimiento
de carbohidratos (DRC), con el cual reconocen
B-galactdsidos (Fig. 4) (13, 14). Su amplia distribu-
cion en la naturaleza y sus secuencias aminoacidi-
cas conservadas a través de la evolucién, sugieren
gue estas proteinas podrian cumplir papeles fisiol-
gicos esenciales (Fig. 5), estas proteinas han sido
involucradas en fendmenos de inmunomodulacién
(13, 14), adhesién celular (13, 14), regulacién del
crecimiento (13, 14), metastasis (15) y prolifera-
cion (16, 17) . Se ha observado que estas protei-
nas de unién a carbohidratos ejercen sus efectos
bioldgicos a través del reconocimiento de azlcares
especificos en ligandos intracelulares, receptores
de membrana y glicoproteinas extracelulares. La
ejecucion de sus funciones varia en forma consi-
derable de acuerdo a su localizacion subcelular.

Ligando
galactozidico

procesamiento
RMAM

Micleo célula tumoral

Las galectinas pueden tener efectos contrarios,
asi por ejemplo mientras que la galectina-1 inhibe
la desgranulacidon de mastocitos y la migracién de
los leucocitos, la galectina-3 promueve la migra-
cion de los mastocitos y migracién leucocitaria. La
familia de las galectinas, pueden ser clasificadas
en tres grupos: aquellas que tienen un dominio
de reconocimiento de carbohidratos (DRC) y son
las galectinas -1,-2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 y
-15, las que tienen dos DRC, uno encima de otro,
y se unen por un fragmento peptidico de 70 ami-
noacidos y corresponden a las galectinas -4, -6,
-8, -9y -12 vy las de tipo quimérico que tienen un
dominio proteico amino terminal con secuencias
repetitivas de glicina y prolina como la galectina-3
(Fig. 6) (18).

GALECTINA-3

Hallada en el nucleo de los fibroblastos 3T3 de
raton en 1986, utilizando inmunofluorescencia,
descrita en un principio como PFC-35 (19), pos-
teriormente llamada también CBP-35 proteina
ligante de carbohidratos 35, Mac-2, IgEBP pro-
teina ligante de Ig E, CBP-30, RL-29, L-29, L-31.
L-31, L-34 Y LBL. La galectina-3 es una proteina
de 26 kDa, cuyo gen que la sintetiza se encuentra
en el cromosoma 14g21.3 (20). Funciona como
un receptor para ligdndos que contienen poli-N-
acetil-galactosamina. Normalmente se encuentra
en el epitelio de diferentes érganos y en células de
respuesta inflamatoria como los macroéfagos, cé-
lulas dendriticas y de Kupffer. La galectina-3 tiene
funciones tanto intracelulares como extracelulares.
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Figura 6. Las galectinas se clasifican en tres grupos
segun su estructura: (A) prototipo, las cuales solo
contienen un sitio de reconocimiento a carbohidratos (A1)
y que incluye a las galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13,
-14 y -15, estas galectinas se pueden asociar formando
dimeros, lo que facilita la formacion de redes estableces
con los glicoconjugados a los que se unen (A2). Quimera,
a este tipo de galectina corresponde la galectina-3, la
cual tiene un sitio de reconocimiento a carbohidrato,
ademas una region de segmentos repetidos, los cuales
contienen los aminodacidos prolina y glicina (B1),La
galectina-3, se encuentra formando pentameros, que
forman redes estableces con sus ligando (B2) y las
galectinas que presentan repeticiones en tandem,
las cuales contienen dos sitios de reconocimiento a
carbohidratos, unidos por un segmento peptidico de 70
aminoacidos (C1), al igual que el resto de las galectinas,
también forman redes estables con sus ligandos (C2) El
dominio de reconocimiento a carbohidrato (DRC) de la
mayoria de galectinas es de 130 aminodacidos.

En relacion con sus funciones intracelulares se le
ha identificado como un componente de ribocucleo-
proteinas heterogéneas y como un factor en el
empalme del RNA mensajero. Asi mismo, participa
en el control del ciclo celular y reduce la apoptosis
de las células T probablemente a través de la in-
teraccion con miembros de la familia del Bcl-2. La
galectina-3 se secreta por monocitos, macréfagos
y células epiteliales. Como molécula extracelular
activa a monocitos, macrofagos, mastocitos, neu-

trofilos y linfocitos e interviene en las interaccio-
nes entre célula y célula, asi como entre célula y
matriz extracelular. Promueve el crecimiento de
las neuritas, induce la diferenciaciéon y angio-
génesis de las células endoteliales y funciona como
una sustancia quimio-atrayente de los monocitos
y células endoteliales. La galectina-3, se sintetiza
en el citoplasma y habitualmente se localizada
en el ndcleo, en el liquido extracelular y en la su-
perficie celular, donde la enriquecen y se acoplan
a glicoconjugados de la membrana plasmatica y
de la matriz extracelular aunque también ejercen
interacciones homo- y heterotipicas con otras lecti-
nas multivalentes (21). La localizacion intracelular
de la galectina-3 juega un papel importante en la
proteccién contra apoptosis, la regulacién de la
expresion génica ciclina D1 (22) y la regulacion
del corte y empalme o “splicing” (23), siendo
este un proceso de eliminacion de los intrones
del transcrito primario y la posterior union de los
exones en el pre-RNA nuclear. Por otra parte, su
localizacidon en la superficie celular y en el medio
extracelular indica su participacion en la interac-
cion célula-célula, adhesion celular, proliferacion,
angiogénesis, crecimiento celular (Fig. 5).

PARTICIPACION DE LA GALECTINA TRES EN
EL DESARROLLO DEL CANCER DE MAMA

El papel de la galectina-3 en el desarrollo de cancer
se debe, a su participacion en varios mecanis-
mos, como por ejemplo: adhesion célula-célula,
interaccion matriz extracelular-célula, apoptosis y
angiogénesis (24). Existe evidencia que la expre-
sion de la galectina-3 es necesaria para el inicio
de la transformacion celular, en el desarrollo del
tumor (Fig. 7a) (25). El mecanismo por el cual la
galectina-3 participa en la trasformacion celular,
no ha sido esclarecido con certeza, pero puede
estar relacionado con su habilidad para interactuar
con K-RAS vy facilitar la transduccidon de la sefial
hacia RAF y fosfatidilinositol 3 cinasa (Fig. 7a). La
galectina-3 también puede estimular la produccion
de ciclina D y c-MYC (Fig. 7b). Estudios en lineas
celulares de carcinoma mamario han demostrado
que después de inhibir la expresion de la galecti-
na-3, pierden su fenotipo caracteristico en el medio
de cultivo celular (26)

La funcion mas estudiada de la galectina-3, se
relaciona con la inhibicion de la apoptosis (27). El
mecanismo por el cual la galectina-3 lleva a cabo
esta funcion, no ha sido esclarecido, pero se cree
que después de un estimulo apoptético, la galec-
tina-3 puede traslocar del citosol o nucleo hacia la
mitocondria, donde bloquea cambios en el poten-
cial de membrana de la mitocondria, previniendo
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a)Transformacion

©), estimulo extracelular

factores de
crecimiento

i
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@ reguladores negativos
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c)apeptosis de célula tumoral

citoplasma

Figura 7. El papel de las galectinas en la tumorogénesis. a) las galectinas -1 y -3, median la transformacion
neoplasica, debido a su interaciones con proteinas oncogénicas HRAS y KRAS, facilitando la via de transduccién
de sefales de ras, por la participacion de RAF1, cinasa de sefal extracelular (EPK) V>, la fosfatidilinositol 3 cinasa
y la serina/treonina cinasa (AKT). b) las galectinas también pueden tener el control de la progresion del tumor,
por modulacién del ciclo celular, en particular la galectina-3; regula niveles de las ciclinas A, D y E, ademas de
regular los niveles de moléculas inhibidoras del ciclo celular p21 (WAF 1) y p27 (KIP1), resultando en el arresto
del ciclo. Las galectinas -1y -12 también provocan arresto del ciclo celular, sin embargo el mecanismo por el cual
producen este efecto, no ha sido esclarecido. c) las galectinas regulan la apoptosis, en el caso de las galectinas -1
y -9, pueden inducir la apotosis de la célula tumoral cuando se adicionan a la célula; mientras que las galectinas
-7 y -12, promueven la apoptosis por mecanismos intracelulares. La galectina-3 tiene efectos anti-apoptoticos y
trasloca de la membrana perinuclear a la mitocondria en las células que han recibido el estimulo apoptdtico, la
translocacion es dependiente de sinexina, un fosfolipido y de una proteina que une calcio, que ha sido identificada
como proteina que interactua con galectina-3. La galectina-3 puede interactuar o facilitar la localizacién de BCL2.

la apoptosis, sin embargo, la galectina-3 presente
en el nucleo debe ser fosforilada, para poder emi-
grar del nucleo, asi mismo la galectina-3, regula
la via de la proteina cinasa activada por nitréogeno
(MAKP), implicada en la regulacion de la apoptosis
(fig. 7¢).

El papel de la galectina-3 en el desarrollo del
cancer de mama no es muy claro, sin embargo,
en estudios in vitro (28) se determino que el blo-
qgueo de la expresion de galectina-3 en el ndcleo
y el citoplasma de la linea celular cancerigena de
alta malignidad MDA-MB-435 inyectada a ratones
desnudos suprimia el crecimiento de tumores,
sugiriendo que la expresion de galectina-3 es
necesaria para la tumoregenidad en el cancer de

mama MDA-MB-435. Mas tarde, (29) se propor-
ciono evidencia en la cual la galectina-3 promovia
el potencial metastdsico en las células de cancer
de mama BT549 quedando sobre entendido que
la sobre expresidn otorga esta propiedad. Mayoral
et al., analizaron diferentes tejidos glandulares de
autopsias (30) sometidas a inmunohistoquimica
con anticuerpos anti-galectina-3, encontrando que
no existe reaccion hacia galectina-3 en el tejido
normal de mama en contraste con la fuerte inmu-
norreactividad hacia galectina-3 en el cancer de
mama metastasico al cerebro. En estos tejidos se
observo la inmunorreactividad ante la galectina-3
tanto intracelular como extracelular se reporta
una baja reactivad hacia galectina-3 en el cancer
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Figura 8.
Inmunofluorescencia con
Arachis hypogaea (PNA)

y con anti-galectina-3. A
corresponde a muestras
con cancer ductal infiltrante
grado II, en A1, se observa
el reconocimiento de la
lectina de Arachis hypogaea A
principalmente en ductos
mientras que en A2, se
observa un marcaje débil
con el anticuerpo anti-
galectina-3 en el los ductos.
B corresponde a muestras
con cancer ductal infiltrante
grado III, en B1, se
observa el reconocimiento
de la lectina de Arachis
hypogaea principalmente B
en ductos mientras que en
B2, se observa un marcaje
con el anticuerpo anti-
galectina-3 en el los ductos.
40 X.

metastasico hacia el cerebro de origen mamario
comparado con la reaccién en el tejido de cancer
de mama. En nuestro laboratorio estudios preli-
minares demuestran que la expresion de antigeno
T, no varia segun el estadio del cancer de mama,
mientras que la galectina-3 varia segun el grado
de diferenciacion del cancer ductal infiltrante (Fig.
8). Estudios recientes han correlacionado la pre-
sencia del antigeno TF y de la galectina-3 en la
adhesion de las células transformadas al endotelio,
promoviendo su migracion los ganglios localizados
en las axilas (31).

EL POTENCIAL USO DE LA GALECTINA TRES
COMO MARCADOR PARA EL DIAGNOSTICO DE
CANCER DE MAMA

La galectina-3 es una proteina, que realiza diver-
sas funciones, segun el lugar donde se encuentre
localizada, en el citosol, se puede transportar al
nucleo, puede encontrarse en la superficie de la cé-
lula o en algunos casos puede ser secretada. Poco
se sabe sobre el papel de la galectina-3 cuando se

Arachis hypogaea

Galectina-3

encuentra en circulacion, se ha observado que pue-
de regular la actividad anti-tumoral de los linfocitos
T; ya que su unién a la superficie celular provoca
la expresion de citosinas inmunosupresoras como
el IFy; y por lo tanto inducir la apoptosis, este
fendmeno, se ha observado que no ocurre en las
células T virgenes, lo que sugiere que la activacion
del receptor de células T, puede inducir cambios
en la glicosilacion, lo que hace que estas células T,
sean blancos potenciales para la galectina-3 solu-
ble (32). También se ha observado que los niveles
de la galectina-3 en circulaciéon aumenta en ciertos
tipos de canceres, cuando se hace la comparacion
con pacientes clinicamente sanos, como es el caso
del cancer mama (32). La técnica empleada para
la deteccién de la galectina-3 en circulacion es la
de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzima
(ELISA, por sus siglas en inglés), esto hace que la
determinacién de los niveles séricos de galectina-3,
se podria convertir en una prueba de rutina, junto
con el ultrasonido y mastografia, para la deteccion
oportuna del cdncer de mama.
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RESUMEN

México requiere entrar de lleno a una etapa de aplicacion innovadora del conocimiento,
donde la informacion obtenida por el trabajo cientifico y el desarrollo tecnoldgico se
traduzca en aplicacion tecnolodgica, patentes y obtencion de satisfactores directa-
mente involucrados con la inversion que se hace a ciencia y tecnologia. Hasta ahora
los datos muestran que hay una disociacion entre ambos parametros y lo que hace
parecer que la inversidn en ciencia y tecnologia alimentaria a la innovacion de otros
paises, lo que a su vez nos deja siendo un pais eminentemente maquilador, hasta
en estos rubros. Los datos y la informacidn disponible se presentan y analizan a lo
largo del trabajo.

ABSTRACT

Mexico needs to fully enter a stage of innovative application of knowledge, where
information obtained by the scientific and technological development will lead to te-
chnological applications and obtaining patents and applications directly involved with
the investment made in science and technology. So far the data shows that there
is a dissociation between both parameters, and making it seem that investment in
science and technology innovation feeds the development of other countries, con-
tinuing to be an eminently manufacturer in these areas. The data and information
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Innovacion,
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available are presented and discussed throughout the paper.

La innovacioén, (Innovar; del lat. Innovare- Mudar
o alterar algo, introduciendo novedades) segun
todos los indicadores internacionales, es una
fuente natural y obligada entre otros campos
del crecimiento econémico, las sociedades que
innovan tienen la posibilidad de obtener rentas
superiores y generar valor agregado al comer-
cializar los productos y los servicios, resultado
de la innovacioén, logrando un desarrollo sano y
sustentable de su economia. En tal sentido, los
niveles de innovacidon se encuentran por demas
correlacionados con el nivel de ingreso de los
paises como se muestra en la figura 1 modificada
del reporte del indice global de innovacién 2012
publicada por el INSEAD (The Business School of
the World) y la WIPO (World Intellectual Property
Organization), en la que se observa que los pai-
ses con mayor ingreso tienen un mayor indice de
innovacion, tanto de inversion (“input”) como de
aprovechamiento (Moutput”).

*Recibido: 1 de marzo de 2013

Segun los datos del sistema de cuentas na-
cionales de México del INEGI, la industria de
manufactura representé el 18.2% del PIB en los
dos primeros trimestres del 2012, siendo éste el
rubro mas importante; mientras que de acuerdo
con el Indice Global de Innovacién 2012, nuestro
pais se encuentra en el niumero 79 de la lista de
141 paises, encontrandose por debajo de los pai-
ses comparables en desarrollo econdmico (Tabla
I). En este sentido es evidente que México tiene
una economia principalmente manufacturera vy
con un bajo nivel de innovacién, repitiéndose esta
situacién incluso cuando se compara con las otras
economias de América Latina, quedando por deba-
jo de Chile, Brasil, Costa Rica, Colombia, Uruguay,
Argentina, Perd y Guyana (Tabla I).

En las figuras 2 y 3, se presenta el indice de in-
novacion global y ambos indicadores de innovacion
(inversidn y aprovechamiento) respectivamente,
para el grupo BRIC (las economias emergentes de

Aceptado: 12 de marzo de 2013
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TABLA I

Posicion de México en el mundo de acuerdo al in-
dice Global de Innovacidon, mostrando los paises
latinoamericanos. )

Tomada de la informacién del Indice Global de
Innovacion 2012. INSEAD & WIPO.

Posicién Pais indice
39 Chile 42.66
58 Brasil 36.58
60 Costa Rica 36.33
65 Colombia 35.49
67 Uruguay 35.13
70 Argentina 34.43
75 Peru 34.07
77 Guyana 33.67
79 México 32.86
80 Belice 32.52
81 Trinidad y Tobago 32.47
84 Paraguay 31.62
86 Republica Dominicana 30.94
87 Panama 30.92
91 Jamaica 30.16
93 El Salvador 29.51
98 Ecuador 28.54
99 Guatemala 28.39
105 Nicaragua 26.67
111 Honduras 26.33
114 Bolivia 25.84
118 Venezuela 25.45

Brasil, Rusia, India y China). Al compararlas con
México, los diferentes indicadores que presenta el
reporte, se destaca la diferencia entre lo que se
identifica como innovacion (“input”), es decir la
inversion en innovacion y el indice de aprovecha-
miento (Moutput”) de la misma; subrayando que
en México, en mayor grado, hay una despropor-
cion entre el “input” que es similar al de los BRIC
y el bajo nivel del “output” comparado con estos
paises. Esto parece indicar que si bien en nuestro
pais existe cierto nivel de infraestructura y de apo-
yo para la generacion de innovacion a través de
investigacion cientifica y tecnoldgica, la misma no
logra convertirse en productos, servicios, modelos
de negocio o “software” innovadores que generen

Cuervo Escalona J, Calderdn Salinas 1V

las patentes nacionales e internacionales corres-
pondientes y puedan ser explotadas con beneficios
para nuestro pais.

Es decir, las evidencias indican que nuestro pais
es poco eficiente en el transito de la generacion
de conocimiento a su aplicacion practica y la ge-
neracion de beneficios econémicos derivados de
su aplicacion.

De acuerdo con Ley de la Propiedad Industrial,
las patentes que son el conjunto de derechos ex-
clusivos concedidos por un Estado a un inventor o
a su cesionario, por un periodo limitado de tiempo
a cambio de la divulgacién de una invencidon y que
otorgan el derecho exclusivo de explotacion del
invento en cuestidon, en provecho de la persona
fisica o moral que obtenga la patente y define que
seran patentables las invenciones que sean (i)
nuevas, (ii) resultado de una actividad inventiva
y (iii) sean susceptibles de aplicacion industrial en
donde la patente de invencion es el documento
en que oficialmente se le reconoce a alguien una
invencion y los derechos que de ella se derivan.
Debido principalmente a la Gltima caracteristica
mencionada como la iii, la cantidad de patentes son
un buen indicador de la cantidad de mejoras po-
tenciales que produce una sociedad, asi como de la
cantidad de beneficios econdmicos que se pueden
derivar de estas mejoras, y de acuerdo a los nume-
rales i y ii éstas son el resultado del trabajo de in-
vestigacion, la inversion en investigacion y la forma
como un pais convierte los resultados del trabajo
de investigacion en productos de consumo e incluso
de exportacion. En este sentido, la falta de patentes
y de desarrollo innovador, pueden derivar del des-
interés o desconocimiento de los generadores de
los conocimientos cientificos que son los sistemas
e instituciones de investigacion, de la burocracia y
dificultades administrativas en la consecucién de
las patentes y ademas en la falta de interés de los
industriales por aplicar o desarrollar tales patentes.

Lo anterior hace parecer que el trabajo de in-
vestigacion y desarrollo tecnoldgico termina siendo
usado en patentes en el extranjero y explotada por
compafiias extranjeras que obtienen beneficios por
la aplicacion de las mismas en nuestro pais.

Llama la atencion que al igual que en el caso
del indice de innovacion, la cantidad de aplicacio-
nes de patentes se encuentran correlacionadas
con el indice de ingreso de ese pais, remarcando
que ambos factores deben de estar causalmente
relacionados (Fig. 4).

México se encuentra por debajo de la linea
de tendencia y de acuerdo al tamafio de nuestra
economia seria de esperar que hubiera tenido por
lo menos 10 veces mas aplicaciones que las que
ahora tiene (Fig. 5).
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Figura 1. Indices

de Inversion y de
Aprovechamiento de
varios paises. Tomada
del Indice Global de
Innovacién 2012.
INSEAD & WIPO.
Nota: Clasificacion
grupal de ingresos del
Banco Mundial (Abril
2012).

Figura 2. Innovacion
global en los paises
BRIC y en México.
Tomada del Indice
Global de Innovacién

2012. INSEAD & WIPO.

Figura 3. Indices
de innovacion de
inversion y de
aprovechamiento
de los paises BRIC
(M Brasil, || Rusia,
B India y FlChina),
comparados con
México. Tomada
del Indice Global de
Innovacion 2012.
INSEAD & WIPO.
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Figura 4. Aplicacion
de patentes e ingreso
nacional neto mensua
de los paises de la
OCDE, P Ingreso Alto,
B Ingreso Medio Alto,

 Ingreso Medio Bajc
Formada por los datos
del Banco Mundial
2012.

Figura 5. Relacion
entre ingreso
nacional neto y
patentes en los
paises de la OCDE.
México se marca
con una flecha.
Formada por los
datos del Banco
Mundial 2012.
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Esta falta en la aplicacién de conocimiento a
través de patentes, resulta aun mas clara cuando
se anade al andlisis la comparacion de la tenden-
cia entre las patentes otorgadas y los articulos
publicados en revistas arbitradas entre 1990 a
2010 (para México y como comparacion para los
paises de alto ingreso de la OCDE en la figura 6).
Lo cual nos lleva a pensar que México genera una
cantidad creciente de conocimiento cientifico y tec-
noldgico, mas sin embargo no ha logrado concretar
la transicion hacia las patentes que le permitan la
aplicacion de conocimientos y el desarrollo para la
aplicacion de éstos que es uno de los pasos iniciales
y la llave que permite aprovechar los beneficios
econdmicos derivados de esa innovacion cientifica
o tecnoldgica.

La funcién primordial de una patente es la de
otorgar un derecho exclusivo de explotacion del
invento en cuestién. Dicha exclusividad asegura a
los futuros inversionistas un periodo definido en
el cual gozaran de rentas extraordinarias por el
conocimiento aplicado, lo que a su vez fomenta
la inversidn de riesgo en los siguientes pasos del
desarrollo de la generacién de conocimiento cien-
tifico y tecnoldgico. La construccion de prototipos,
pruebas clinicas, registros sanitarios, pruebas de
mercado, entre otras actividades, son ejemplos de
la multiplicidad de actividades que se necesitan
llevar a cabo para transformar el descubrimien-
to o la innovacion tecnoldgica del laboratorio de

desarrollo a la empresa, la fabrica y de alli a su
aplicacién y produccién masiva. Estos pasos usual-
mente conllevan una inversion en una etapa en
la que el riesgo todavia es alto; sin embargo, la
titularidad de una patente pone un incentivo mayor
al final del camino del desarrollo de un producto
0 servicio innovador y de alto valor agregado, con
la resultante del “plus” econémico necesario para
recompensar los riesgos iniciales necesarios a nivel
institucional y empresarial.

La falta de patentes que se hace evidente en la
comparacién de México contra el resto de los paises
ordenados de acuerdo con su ingreso nacional (Fig.
6), explica, por lo menos en parte, la baja califica-
cién en el indice de “output” de innovacion, lo que
afecta y reduce a su vez el indice de innovacién
general, lo que nos continda colocando como una
economia de manufactura y con una competitividad
basada principalmente en el bajo costo laboral y
no en sus procesos de innovacidn o en la venta de
productos con valor agregado, y mucho menos en
un pais que sea capaz de aplicar sus conocimientos
basicos en elementos que permitan desarrollar su
economia.

Existe una gran cantidad de factores que afectan
nuestro indice global de innovacién como pais, los
cuales van desde la falta de inversién privada en
investigacién y el desarrollo tecnoldgico, que pasan
por el bajo nivel de contacto y coordinacién entre
la academia y las empresas privadas interesadas
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en aplicar conocimientos desarrollados en México,
hasta la inseguridad econdmica y laboral y la baja
proporcion de egresados que se quieren y pueden
dedicar a la investigacion basica, a la investigacion
aplicada y al desarrollo tecnoldgico.

Parece evidente, por la cantidad de articulos pu-
blicados en revistas arbitradas, el crecimiento en la
generacion de conocimiento cientifico y tecnoldgico
en el pais; sin embargo, este incremento constan-
te en la produccion de conocimiento no tiene una
contraparte en la aplicacion de patentes, lo que
nos debe de cuestionar si lo que esta fallando es
la orientacion en la obtencion del conocimiento y
sus objetivos o hay deficiencias en las instancias
institucionales cientificas, educativas y guberna-
mentales para capitalizar el mismo, en aplicaciones
concretas y econdmicamente redituables, como lo
hacen eficientemente los paises de altos ingresos
economicos. Lo que seria el colmo, es que un ana-
lisis mas detallado diera por resultado que estamos
haciendo maquila también en el trabajo cientifico
y tecnoldgico. Lo cual sin duda nos pondria en una
situacion todavia mas lamentable, analisis que por
supuesto requiere de mayores indicadores y una
evaluacion en la calidad y pertinencia internacional

Cuervo Escalona J, Calderdn Salinas 1V

de la informacion obtenida y que escapa al analisis
y alcance del presente trabajo.

Tenemos enfrente un trabajo institucional
enorme que permita facilitar e incentivar a la ge-
neracion de patentes a las instituciones que hacen
investigacion; iniciando un cambio de actitud en los
creadores de conocimientos y en el trato y forma
como el pais enfrenta la conversion a una sociedad
que genera y es capaz de aplicar conocimientos,
tarea que no puede seguir en espera.

Seguramente habria que cuestionarnos qué tan-
to mas podemos hacer en lo individual para conver-
tir los proyectos de investigacion en patentes que
sirvan de soporte para una futura comercializacion
0 solo seguir aportando conocimientos para que
otros paises comercialicen esos conocimientos,
de forma que el pais termine también maquilando
conocimientos cientificos y tecnoldgicos para el
extranjero, sin obtener un valor agregado del cono-
cimiento generado con recursos fiscales del erario
publico y del trabajo de nuestros investigadores.

Agradecimientos: A Angelica Gonzalez Ceja, por
su asistencia técnica en la formacion del presente
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COMPARACION DE LOS DIFERENTES METODOS DE
ANALISIS CINETICOS PARA DETERMINAR EL TIPO DE
INHIBICION DE DOS COMPUESTOS*
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INTRODUCCION

El estudio de los mecanismos cinéticos de enzimas
y transportadores asi como el efecto de sus inhibi-
dores y activadores sigue siendo una herramienta
util para entender mejor la naturaleza y regulacion
de las vias metabdlicas involucradas en los pro-
cesos bioquimicos de todas las células. El mejor
entendimiento de los mecanismos cataliticos ha
cobrado mayor relevancia biotecnoldgica ya que
nos acerca a un mejor disefio de farmacos en
el caso del tratamiento de enfermedades o para
realizar modificaciones puntuales y obtener asi
una mayor produccion de metabolitos. De esta
forma, para obtener datos que permitan una mejor
entendimiento de la participacion de enzimas y
transportadores en la fisiologia de las células, se
siguen disefiando compuestos cada vez mas es-
pecificos que afecten la actividad (V,..x) o afinidad
(Km) por sus substratos. Sin embargo, en muchos
trabajos de la literatura donde se realizan estudios
cinéticos, en ocasiones el analisis de los resultados
es sobre-interpretado, incompleto o en el peor de
los casos erréneo.

El objetivo de este trabajo es realizar una re-
vision de los métodos utilizados para analizar el
tipo de inhibicidn de un compuesto. Estos métodos
permiten comparar los datos experimentales con
patrones predichos para diferentes mecanismos
cinéticos, utilizando datos de velocidad inicial (es
decir la velocidad de la reaccion durante los pri-
meros minutos o segundos, cuando la formacion
de producto es lineal con respecto al tiempo y la
concentracion de sustrato es mucho mayor que la
concentracion de enzima), experimentalmente el
método para determinar los patrones de velocidad
inicial consiste en variar la concentracion de un
sustrato frente a concentraciones fijas de otros
sustratos y en ausencia de productos.

*Recibido: 5 de noviembre de 2012

Correo E: eli_lira_sil@hotmail.com

Existen dos estrategias para analizar el tipo de
inhibicién de un compuesto, el ajuste por regresion
lineal y el ajuste por regresion no lineal.

AJUSTE POR REGRESION LINEAL

Este andlisis es ampliamente utilizado en cinética
enzimatica, los datos se grafican de tal manera
que en el eje x se representa la variable inde-
pendiente y en el eje y la variable dependiente,
la linea trazada por regresion lineal se elige
para minimizar la suma de los cuadrados de las
distancias de los puntos a partir de esa linea.
Un método para tratar con relaciones curvas es
transformar los datos en una linea recta y des-
pués realizar la regresion lineal. Algunos métodos
de linearizacion utilizados son: Lineweaver-Burk
(I/v versus 1/S), Eadie-Hofstee (v versus v/S),
Hanes (S/v versus S) y Scatchard (v/S versus v)
donde v es velocidad inicial, S la concentracion
de sustrato. Estos métodos se pueden aplicar a
la ecuacion de Michaelis-Menten v=(V,..x [S])/
(Kn+[S]), para determinar la K, y V. a partir
de la pendiente y el intercepto. Entre ellos, el
método de Lineweaver-Burk (dobles reciprocos)
es el mas utilizado como una herramienta grafi-
ca para calcular los parametros cinéticos de una
enzima, cuyo reciproco es 1/v=K,/(Vimax [S])+1/
Vmax, donde v es la velocidad de reaccién, K, es la
constante de Michaelis-Menten, V..« €s la velocidad
maxima, y [S] es la concentracion de sustrato.
El grafico de Lineweaver-Burk permite identificar
la Kn ¥ Vmax; @ partir del punto de interseccion
con el eje de las ordenadas es (I/Vinax), Yy el de
las abscisas al origen se puede obtener (-1/K.,).
Realizar el ajuste por regresion lineal sobre datos
transformados tiene algunas ventajas ya que es
muy sencillo y no requiere un software especifico,
ademas resulta facil de evaluar estadisticamente.

Aceptado: 12 de febrero de 2013
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Sin embargo, estos métodos son muy dependien-
tes de la calidad de los datos de velocidad y se
aplican solo para mediciones de velocidad inicial
(4). Los errores en la determinacion de velocidad a
bajas concentraciones de sustrato se amplifican en
el método Lineweaver-Burk y Eadie-Hofstee y en
menor media al utilizar Hanes, debido a que estas
distorsiones se incrementan en transformaciones
que combinan los valores de x y y.

Otra alternativa para determinar los mecanis-
mos cinéticos es realizar ensayos de inhibicion
utilizando productos, altas concentraciones de
sustratos alternos u otras moléculas analogas a
cualquiera de estos. Se busca que los inhibidores
utilizados sean reversibles, es decir deben formar
complejos dinamicos (asociacion-disociacion) con
propiedades cataliticas diferentes a las que tiene
la enzima en ausencia del inhibidor. Los inhibido-
res reversibles pueden ser totales (lineales), es
decir al saturar una enzima con un inhibidor total
la actividad enzimatica se abate por completo y
al realizar los regraficos de la ordenada (1/Vax
versus [I]) y la pendiente (K./Vn.x versus [1])
del grafico de dobles reciprocos se generan li-
neas rectas o inhibidores parciales (hiperbdlicos)
cuando se observa cierta actividad enzimatica
residual en presencia de una concentracion sa-
turante de inhibidor y en los regraficos de dobles
reciprocos se obtiene una curva hiperbdlica (2).
Ademas existe otra clasificacién para estos tipos
de inhibicion con base en el efecto que el inhibidor
tiene sobre la eficiencia catalitica (V,./Kn) Yy la
velocidad maxima. La inhibicion competitiva se
caracteriza por disminuir la afinidad de la enzima
por su sustrato sin afectar la velocidad maxima
aparente (en presencia de inhibidor). La inhibicion
incompetitiva disminuye la V.. Yy no afecta la
eficiencia catalitica. Y la inhibicidon no competitiva
disminuye el valor de ambos parametros (V,.x Y
VmaX/Krn)'

Para el caso especifico de sistemas con inhibidor
se puede utilizar el método de Dixon, donde se
grafica (1/v versus [I]) y si la cinética se puede
describir por la ecuacion v=(V,.x [S]1)/(Ks (1+[1]/
K)+[S](1+[I]/K; ) ), donde, V... €s la velocidad
maxima, [S] es la concentracion del sustrato, Ks
es la afinidad de la enzima por el sustrato (asu-
miendo equilibrio rapido, ver referencia 2), [I] es
la concentracidn del inhibidor, K; es la constante de
inhibicion (2), el patron de lineas rectas para dife-
rentes concentraciones de sustrato se intersectan
en [11=-K; y lI/v=[I-(K/Ki )/Vm.x para determinar
la K;, pero tiene la desventaja de que solo se aplica
para mediciones de velocidad inicial y no siempre
se puede distinguir entre inhibicion mixta e inhi-
bicion competitiva (4).
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AJUSTE POR REGRESION NO LINEAL

Este método permite ajustar los datos experimen-
tales a cualquier ecuacion, como en la regresion
lineal el procedimiento por regresién no lineal
permite determinar los valores de los parametros
que minimizan la suma de los cuadrados de las
distancias de los puntos de la curva, con el objetivo
de minimizar el residual de la suma de cuadrados.
Este método presenta varias ventajas: se pueden
determinar simultdneamente varios parametros
cinéticos a diferencia de los métodos lineales,
menor restriccion en la eleccion de las variables
controladas comparado con los métodos lineales
donde los datos se limitan a un intervalo lineal y
por lo tanto disminuyen las desviaciones estandar
y aumenta la precision al estimar los parametros
cinéticos, debido a que no se requiere realizar
transformaciones lineales a las variables. Sin em-
bargo el ajuste por regresién no lineal no puede
resolverse en un solo paso, este debe resolverse
de forma iterativa. Realizando iteraciones ma-
tematicas de la ecuacion de velocidad mediante
software especifico. Existen algunos programas
comerciales de computadora que realizan regre-
siones no lineales como Origin, Sigma Plot, Graf fit
y Curve fit. Se debe proporcionar una estimacion
inicial del valor de cada parametro, después se
ajustan estos valores para mejorar el ajuste de
la curva a los datos, a continuacion se ajustan los
valores nuevos para mejorar nuevamente el ajuste
y de esta forma estas iteraciones matematicas
contintan hasta que la mejora es minima. En este
trabajo, el analisis no lineal se realizd6 mediante
el "software” Origin 5.0, el cual, da un valor es-
tadistico de Chi cuadrada (Chi?, distribucion de
probabilidad continua) que ayuda a discernir sobre
el mejor ajuste de los datos experimentales a las
ecuaciones de los diferentes tipos de inhibicidon. Se
puede aplicar a mediciones de velocidad inicial y a
curvas de progreso. Sin embargo, en ocasiones es
necesario realizar la estimacion de los parametros
cinéticos por métodos lineales antes de realizar las
iteraciones, se necesita un “software” especifico y
las consideraciones no tomadas en cuenta en el
modelo pueden causar ajustes poco satisfactorios,
por ejemplo para analizar diferentes tipos de in-
hibicion los métodos lineales son la mejor opcion.
Ademas se debe tener cuidado al analizar y rea-
lizar un ajuste no lineal, debido a que se pueden
producir resultados engafiosos si el programa se
usa de manera inapropiada.

La seleccidon de un método por regresion lineal o
por regresion no lineal para analizar el mecanismo
cinético de un compuesto, debe ser cuidadosa y
tomar en cuenta tanto sus ventajas y desventajas,
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Figura 1. Comparacion de las férmulas estructurales del Citrato, el BTC y el compuesto 792949.

el objetivo del analisis; asi como sus excepciones
para poder predecir de manera precisa el tipo de
inhibicion esperado, se ha descrito que el tipo de
inhibicion se puede modificar si se consideran
concentraciones saturantes o no saturantes de los
sustratos (2).

En este trabajo se hace una revision de los dife-
rentes métodos de analisis cinético para el estudio
del efecto de inhibidores sobre el transportador
mitocondrial de citrato publicado en la Revista
Molecular Pharmacology titulado Inhibitors of the
Mitochondrial Citrate Transport Protein: Validation
of the Role of Substrate Binding Residues and Dis-
covery of the First Purely Competitive Inhibitor, con
esto se pretende exhortar al lector y en especial
al estudiante de posgrado a revisar criticamente la
literatura consultada relevante para su proyecto.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El transportador mitocondrial de citrato (CTP) es
critico en el metabolismo energético y biosintético
de células eucariontes, debido a que el citrato es un
intermediario esencial en el metabolismo de car-
bohidratos y lipidos. Es un antiportador que media
el intercambio de la forma dibdsica de los acidos
dicarboxilicos (malato, succinato) o fosfoenolpi-
ruvato en eucariontes superiores, con los acidos
tricarboxilicos (citrato o isocitrato) en levadura (1).

Los estudios de estructura y funcidén de trans-
portadores de membrana se facilitan en gran me-
dida por la disponibilidad de potentes inhibidores
especificos. Sin embargo, para el CTP se conocen
pocos inhibidores que ademas son de bajo po-
tencial. El mejor inhibidor disponible es el 1,2,3-
benzenetricarboxylate (BTC), el cual muestra una
inhibicion de tipo competitivo (1). Con la finalidad
de encontrar otros inhibidores mas especificos se
analizdo el 4-chloro-3-[(3-nitrophenyl)sulfamoyl]

benzoic acid (compuesto 792949); cuyas férmulas
estructurales se muestra en la figura 1.

Para determinar la naturaleza de inhibicién de un
CTP-Cys (transportador mitocondrial reconstituido
de levadura) por BTC y el compuesto 792949, el
ensayo se realizd en proteoliposomas incubados
por 10 min a 21°C, midiendo el transporte durante
13-50 segundos (parte lineal) e iniciando la reac-
ciéon adicionando citrato marcado radioactivamente
a concentraciones de 0.05-14 mM, (radioactividad
especifica de 43 - 430 x 102 cpm/nmol citrato)
mas concentraciones variables de BTC (0-1.5 mM)
o del compuesto 792949 (0-2 mM). La reaccion se
detuvo por la adicion de un exceso de BTC (9 mM).
Después del transporte, el citrato intraliposomal
marcado radioactivamente fue separado del exter-
no por cromatografia y cuantificado en un contador
de centelleo. La velocidad de transporte sensible a
BTC se calculd restando el valor control del valor
experimental (1). Los datos de velocidad inicial se
muestran en las Tablas 1 y 2.

Con estos valores se determinaron mediante di-
ferentes métodos, el tipo de inhibicién que ejerce el
BTC y el compuesto 792949 sobre el CTP-Cys, los
correspondientes parametros cinéticos (Ve Ks, Ki ),
asi como las diferentes constantes que afectan la V.,
(factor B) y la afinidad por el substrato (factor o).

Se debe aclarar que la cinética del transporte
facilitado puede analizarse mediante las ecuaciones
utilizadas para una enzima, debido a que este tipo
de transportadores presentan un sitio especifico
expuesto en la cara externa de la membrana al
cual se enlaza la molécula (y posee un valor Ks o
Kg) y un valor de V. (3).

INHIBICION PARA EL COMPUESTO BTC

Para determinar el tipo de inhibicion del BTC se
debe realizar como primera aproximacion un
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TABLA 1
Determinacion del transporte de citrato en presencia del compuesto BTC
BTC Velocidad (nmol-min!-mg proteina')
(mM) Citrato (mM)
01102 04| 06| 0.8 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0| 444 | 481 | 621 | 758 | 877 | 1100 | 1310 | 1111 | 1136 | 1163 | 1250 - - -
0.157 ] 190 | 238 | 290 | 415|641 | 769 | 1054 | 1020 | 1053 | 1111 | 1190 - - -
0.524 | 120 | 125|234 | 250 | 315 | 452 | 599 | 806 | 820 | 1000 | 1125 | 1000 | - -
1.5 116 | 126 | 228 | 243 | 280 | 424 | 510| 375 | 549 | 500 | 529 | 725|741 | 752
TABLA 2
Determinacion del transporte de citrato en presencia del compuesto 792949
Compuesto Velocidad (nmol-min!-mg proteina!)
792949 Citrato (mM)
(mM) 0.1} 02| 03| 04| 05 1 2 3 4 5 6 8| 10 12
0 200 | 385 | 518 | 721 | 800 | 1050 | 1100 | 1220 | 1190 | - - - - -
03 87 | 190|249 | 262|378 | 446 | 749 | 795 | 964 | 900 | 1195 | - - -
09 - 53 | 221 | 289 | 405 | 400 | 490 | 465 | 485|912 | 780
2 - 37 | 189 | 210 | 260 | 361 | 385 | 460 | 492 | 487 | 500
TABLA 3
Parametros cinéticos obtenidos para el compuesto BTC y el compuesto 792949
mediante los métodos por ajuste lineal y no lineal
Inhibidor Compuesto BTC Compuesto 792949

[citrato] <2 mM

[citrato] > 2 mM

Tipo de Inhibicién

Mixta parcial

Competitiva simple

Competitiva simple

Método Lineal No Lineal No Lineal No
lineal lineal lineal
Vax (nmol-min-!-mg proteina-!) 1031 1500 1369 1505.5 1545 1370.9
Ks (mM) 0.15 0.5 0.72 0.49 0.38 - 0.66 0.41
K; (mM) 0.06 0.47 0.07 - 0.15 0.21 0.064 - 0.080 0.095
o 6.5 0.8 -—- -— -—- -—-
B 0.51 1.03 - -— -—- -—-
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grafico de Dixon, el cual consiste en graficar el
inverso de las velocidades iniciales a diferentes
concentraciones de citrato versus la concentracion
del inhibidor BTC (Fig. 2). Se pueden observar
dos comportamientos: a concentraciones bajas se
observan hipérbolas lo que sugiere una inhibicién
parcial, es decir que el complejo transportador-
sustrato-inhibidor es cataliticamente activo; mien-
tras que a concentraciones altas se observan lineas
rectas lo que sugiere una inhibicidon simple. Por lo
que el analisis de estos dos comportamientos se
debe realizar de manera independiente: a) concen-
traciones de sustrato < 2 mM y b) concentraciones
de sustrato > 2 mM.

a) [Citrato ] <2 mM

Se grafica el inverso de las velocidades iniciales
contra el inverso de la concentracién de sustrato
a diferentes concentraciones de inhibidor (grafico
Lineweaver-Burk) para el BTC (Fig. 3a). En la figura
3a se observa que el BTC modifica tanto el valor
de la ordenada al origen (inverso de la velocidad
maxima) como las pendientes (Ks /Vmax). En este
grafico el punto de interseccion de todas las rec-
tas esta en el 2° cuadrante, lo que indica que es
una inhibicién de tipo mixto y en este caso, mixto
parcial (Fig. 4).

Un regrafico mys versus [I] o bys versus [I] (a
partir del grafico Lineweaver-Burk) ayuda a dife-
renciar un inhibidor simple de un inhibidor parcial,

debido a que con éste ultimo se obtiene una hi-
pérbola (2), lo cual se aplica para el inhibidor BTC
(Fig. 5).

El esquema cinético para un inhibidor mixto
parcial, se muestra a continuacion:

kp

s

E+S < > ES
+ +

I K,

k
E|+5<—°{K-ﬁ--—>ESIL>E+p

> E+P

ak;

1

Donde: E es el transportador CTP-Cys, I es el
inhibidor, S es el sustrato, P es el producto, Ks es
la afinidad de la enzima por el sustrato (asumiendo
equilibrio rapido), K; es la constante de inhibicion,
k, es la constante catalitica, o es el factor que
indica cuantas veces se modifica la Ks cuando la
enzima o transportador esta saturada (o) con inhi-
bidor, mientras B expresa el cambio en la constante
catalitica en presencia de inhibidor saturante. En
este caso, para el inhibidor BTC la interseccion en
el segundo cuadrante indica que o > 1 y B entre
0 y 1. La ecuacion de velocidad para un inhibidor
mixto parcial es:



24 Lira Silva E, Jasso Chavez R

0.018 — T T T T — T T T T T T T T T ¢ 0.004
| BTC (M) L a
00164 m 0 i A .
Lo o1s7 | e ]
. 00141 A 054 | %g 1 o005
‘TO'J | <> 1 5 ' iato] () ‘ | . ]
E 00124 -
'TC ] ]
‘E 00104 - |
o) T 1 0.002
g 0.008 & & - 1
:’ ] ]
= 0.006- -
] o ] 1
0.004 4 & o) | 0.0014
0.002- a0 u 1 7
O'OOO'I'I'I'I'I'I'I'I'0.000-.. — ——T

6 4 2 0 2 4 6 8 0 1 o1 00 o 'olel'0f3"0.4 05 06
1/[Citrato] (mM) 1/[Citrato] (mM)

Figura 3. Grafico Lineweaver-Burk para el inhibidor BTC a) [Citrato] < 2 mM, b) [Citrato ] > 2 mM.
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_ [1] + akK; " VU Vipgx B[]+ aK; [S]  Vipax BlI] + aK;
[1] + K; (2)
Ks (il ) + [S] y | |
[1] + aK; La ecuacion 2 describe cada recta de la figura

3a (grafico de Lineweaver-Burk). La V.. corres-
El inverso de la ecuacion general 1 es: ponde al inverso de la ordenada de la recta sin
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inhibidor, que en este caso fue 1/0.00097 = 1031
nmolemin-temg proteina-l. La Ks es el valor nega-
tivo del inverso de la abscisa de la misma recta sin
inhibidor, en este caso Ks = -1/-6.46 = 0.15 mM.

Debido a que el regrafico de mys 6 bys versus
[I] son hiperbdlicos (Fig. 5), para calcular los va-
lores de K;, B, o es necesario obtener Ab (cambio

1.0 12 14 1.6

0.6

0!8 I
[BTC]

de las rectas con BTC se le resta la ordenada de la
recta sin BTC y el mismo procedimiento se aplica
a las pendientes y se grafica 1/Ab o 1/m versus 1/
[BTC] (Fig. 6). A partir de la ecuacion 2 se obtienen
las siguientes ecuaciones:

1 [1] + ok, 1

en las ordenadas) y Am (cambio en las pendientes) Ab = _ (3)
de las rectas con inhibidor con respecto a la recta Vinax B[I] + ak; Vinax
sin inhibidor. Es decir, a cada una de las ordenadas
| — 71 . Tr 1 T T 1 T T T T T
7000
o1/Ab
6000 .
= 5000 -
By, /1B -
Figura 6. O 4000 _
Regrafico |
de 1/Am
versus [I] g 3000 1/Am ]
y 1/Ab = i oK ]
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o i e a |
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1000 i
; T~ VK (0-P) 1
| ! | ! | ! | ! | ! | | ! |
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aKs [I]+K; K

- (4)
Vma.x B[I] + ':IK:; I[’r'r.‘v'.',a:::

Am =

A partir de las ecuaciones 3 y 4 se obtienen los
inversos:

1 _ Vinax @K; 1 ﬁVmax

A~ 1-8 m 1-g @
1 Vnax 0K; (1 B Vinax
Am ~ Ks(a—B) (m)* Ksa—p)

Las ecuaciones 5 y 6 definen las rectas obtenidas
al graficar los inversos de los cambios en la ordenada
y en la pendiente contra el inverso de la concentra-
cién de inhibidor, como se muestra en la figura 6. A
partir de los valores obtenidos en estos regraficos,
y conociendo los valores de V., y Ks determinados
en la grafica de dobles reciprocos, es posible deter-
minar el resto de los parametros cinéticos.

El factor B se despeja de la ordenada obtenida
de la recta 1/Ab versus 1/BTC y se obtiene:

b 1074
Vioax + b 1031+ 1074

B = =051 (7)

Lo que significa que la velocidad con la que el
complejo ESI efectua la catalisis disminuye un 50
% respecto al complejo ES.

El factor o se puede calcular utilizando el valor
de la ordenada de la recta 1/Am versus 1/BTC,
la cual despejando y sustituyendo se obtiene lo
siguiente:

1031 ) Ces
5884015/

v
’"a”) = 0.51 (1 +

a=ﬁ(1+bf(5

(8)

Lo que significa que la afinidad del transpor-
tador por el sustrato (Ks) disminuye aproxima-
damente 6.5 veces cuando el transportador esta
interactuando con el inhibidor (EI) para formar
el complejo (ESI). Finalmente se obtiene el valor
de la K; a partir de la definicién de la abscisa para
cualquiera de las dos rectas utilizando los valores
ya determinados de o y B, recordando que debe
ser igual en ambos casos.

Lira Silva E, Jasso Chavez R

0.51
KJ.‘, = —Ez

aa - 12665 206mM (8

Con base en el analisis realizado se puede decir
que el BTC a concentraciones de citrato < 2 mM,
es un inhibidor de tipo mixto parcial cuya unién al
complejo transportador -sustrato (ES) aumento
aprox. 6.5 veces la K, es decir disminuye la afini-
dad con la que el inhibidor se une al complejo (ES)
para formar el complejo productivo (ESI) cuya k,
se alterd y disminuyd un 50% (B = 0.51).

b) [Citrato ] > 2 mM

En la figura 3b se grafica el inverso de las veloci-
dades iniciales contra el inverso de la concentra-
cion de sustrato a diferentes concentraciones de
inhibidor (grafico Lineweaver-Burk). Se observa
que el BTC modifica las pendientes (Ks /Vpax)
conforme aumenta la concentracion de inhibidor,
mientras que el valor de la ordenada al origen
(inverso de la velocidad maxima) permanece
constante. También se observa que conforme
se incrementa la concentracién de inhibidor, el
intercepto sobre el eje 1/S se acerca al origen,
esto es la K,, aumenta. Este patrdon sugiere que
el BTC a concentraciones de citrato > 2 mM pre-
senta una inhibicion de tipo competitivo simple.
El regrafico de las pendientes del grafico de Dixon
(Fig. 7), el cual parte del origen, confirmd este
tipo de inhibicion.

El esquema cinético para un inhibidor compe-
titivo simple es:

k
E+S <« >ES—2 > E+P
_!..

1

]

El

Donde: E es el transportador CTP-Cys, I es el
inhibidor, S es el sustrato, P es el producto, Ks es
la afinidad de la enzima por el sustrato (asumiendo
equilibrio rapido), K; es la constante de inhibicién
y k,es la constante catalitica.

La ecuacion de velocidad para un inhibidor
competitivo es:
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El inverso de la ecuacién general es: ecuacion 11, se obtienen las siguientes ecuaciones:

! (1 + [I]) + ! (11) m (1 + [I]) (12)
2 fm ahy L =
v vm S] " Vinax /S " Vinax K;

0.007

0.006

0.005

0.004

Mys)

0.003

0002-{-Kj

0.001 1

K /V
—r 1T 1T 1 1 7 o+——F——T 7T T T T T T

T T T T T T 1
02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 02 00 02 04 06 08 10 12 14 16
(] U

Figura 8. Regraficoa) versus [I]ob) versus [I] (a partir del grafico Lineweaver-Burk para el inhibidor BTC a [citrato] > 2 mM).
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centraciones de citrato actla como un inhibidor
competitivo simple (Fig. 8a y 8b). Considerando
las ecuaciones 13 y 14, asi como los regraficos se
obtuvo K; = 0.11- 0.15 mM.

Como se menciona al inicio el grafico de Dixon
ayuda a identificar el tipo de inhibicion segun el
patrén de rectas obtenido, pero también es posible
obtener la K.

La ecuacién para el grafico de Dixon (Fig. 2)
para un inhibidor competitivo es:

()
1+ (15)
Vinax S

1 K.
—=——[I1+
v Vmax [S]Ki []

A partir de esta grafico, se puede determinar el
tipo de inhibicidon, si se sabe que la inhibicidn es
competitiva y se conoce la V., se puede trazar
una linea a la altura de 1/V,,., y el valor de -[I] =
K; en la interseccidon de esas dos lineas, las ecua-
ciones que describen este comportamiento son:

También se realiza el analisis por regresion no
lineal utilizando las ecuaciones generales para un
inhibidor de tipo mixto parcial y para un inhibidor
competitivo, este método es una forma confiable
para obtener los valores de Ks, Ki y V.., @ partir
del andlisis global de datos, sin embargo en este
caso el mejor ajuste no lineal se realizé utilizando
la ecuacion para un inhibidor competitivo simple,
considerando que el valor de Chi? fue menor (Fig. 9).

INHIBICION PARA EL COMPUESTO 792949

A continuacion se analiza el tipo de inhibicidn para
el compuesto 792949 sobre el transporte de citrato
(Fig. 10). Se observa que el grafico de Dixon para
el compuesto 792949, muestra un comportamiento
lineal con pendiente positiva, lo que sugiere que
se trata de un inhibidor simple.

Sin embargo, para conocer el tipo de inhibi-
cion se puede usar el inverso de las velocidades
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iniciales contra el inverso de la concentracion de
sustrato (grafico Lineweaver-Burk) a diferentes
concentraciones del compuesto 792949 (Fig. 11).
Todas las rectas a diferentes concentraciones de
inhibidor junto con la curva control se intersectaron
en un punto sobre el eje 1/v, el intercepto 1/V,.x.
Ademas, conforme la concentracion de inhibidor se

incrementa el intercepto sobre el eje 1/S se acer-
ca al origen, esto es la K, aumenta; este patron
sugirié que es una inhibicion competitiva simple y
que el compuesto 792949 es un inhibidor de tipo
competitivo.

En el grafico de dobles reciprocos (Fig. 11), se
obtuvo una V,,.,= 1545 nmolemin-lemg proteina,
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Figura 12. Regrafico a) mys versus [I]o b) bys versus [I] (a partir del grafico Lineweaver-Burk para el compuesto 792949).

Ks = 0.66 mM para el compuesto 792949; sin
embargo, para obtener la K; es necesario realizar
el regrafico de mys o0 K, versus [I]. A partir de la
figura 12 y considerando las ecuaciones 11, 13 y
14, se obtuvo que la K; = 0.064-0.080 mM.

Con base en el patron de lineas rectas obtenidas
a partir del grafico de Dixon y con el regrafico de

las pendientes, el cual parte del origen se sugiere
que el compuesto 792949 es un inhibidor de tipo
competitivo simple. Y utilizando las ecuaciones 15
y 16, se obtuvo la K; = 0.080 mM.

También se realizé el ajuste no lineal para el
inhibidor competitivo 792949 (Fig. 13) y se obtu-
vieron valores de V., Ksy K; muy similares a los

T T T T T T T T T T T T T T T
1400 -
1200 -
1000 -
2 800- i
Figura 13. < ] 1
Andlisis por £
ajuste no g 600 7]
lineal para el TEJ ! Compuesto |
;ompuesto = 400 702949
92949. N _
> 200 (D)
| Modelo: Inhibiciéon competitiva | 0 _
1 Chi"2 = 5134.68584 O 03
0 V. ,=1370.90936 +64.17259 nmol min"'mg’” A 09
i K=0.41855  0.06422 mM : }
K=0095  0.02646 mM O 2
-200 T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 6 8 10 12 14 16

[Citrato] (mM)



REB 32(1): 19-32, 2013 Cinética enzimatica

obtenidos por los métodos lineales descritos.

Se puede decir que el compuesto 792949 es un
inhibidor de tipo competitivo simple cuya unién
al transportador no permite la unién del sustrato
debido a que son mutuamente excluyentes (Tabla
1). Es posible que este nuevo compuesto pueda
ser utilizado como otra alternativa para inhibir el
CTP-Cys ademas del inhibidor clasico BTC, debido
a que su Ks y K; son similares. Sin embargo estos
parametros cinéticos fueron determinados en el
CTP-Cys reconstituido en liposomas, es decir in
vitro (, por lo que antes de utilizar estos compues-
tos in vivo se deben evaluar la permeabilidad y la
toxicidad de este tipo de compuestos.

ANALISIS

En esta revisidon se determiné el mecanismo ci-
nético de inhibicion del transportador CTP-Cys
por BTC y por el compuesto 792949. Con base
en el analisis realizado se puede decir que el BTC
a concentraciones de citrato < 2 mM, es un inhi-
bidor de tipo mixto parcial, mientras que el BTC
a altas concentraciones de citrato actia como
un inhibidor competitivo simple. La diferencia
en mecanismo de inhibicidon encontrado a bajas
y a altas concentraciones de BTC, asi como el
compuesto 792949 fue un inhibidor competitivo
simple habla de la importancia fisioldgica que
puede tener el transportador CTP en la regula-
cion del metabolismo celular, especificamente en
la reduccién del transporte de un metabolito ya
que permite la regulacién de vias metabdlicas,
evitando la utilizacion de sustratos y formacion
de subproductos. Ademas la busqueda y el anali-
sis de los compuestos que inhiben una enzima o
transportador y los que no, pueden proporcionar
informacion sobre las propiedades de union del
transportador. Estos inhibidores también pueden
proporcionar informacion sobre la especificidad
de sustratos que podria ser Util en el estudio de
vias metabdlicas completas. Para esta evaluacion
se utilizaron tanto métodos por regresion lineal
como el ajuste por regresion no lineal, debido a
que el uso de uno solo de ellos puede arrojar un
analisis poco confiable. De los métodos utilizados,
el grafico de Dixon permite predecir el tipo de
inhibicion, pero no es suficiente para distinguir
entre inhibicion mixta y competitiva, mientras
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que a partir de la linearizacion de la ecuacion
para un inhibidor de tipo competitivo mediante el
método de Lineweaver-Burk fue posible obtener
los parametros cinéticos como V.., Kn. Sin em-
bargo, estas manipulaciones matematicas pueden
resultar poco confiables debido a la distribucion de
los puntos experimentales a lo largo de las rectas
como consecuencia de un ajuste poco satisfactorio
debido a los rearreglos realizados en la ecuacion
y del error presente en los datos originales (2).
Por lo que para determinar con mayor precision el
mecanismo de inhibicion mixto y competitivo para
el BTC, asi como la inhibicién competitiva para el
compuesto 792949 se realizaron los regraficos a
partir de los graficos de dobles reciprocos. Los
regraficos lineales son Utiles porque también per-
miten determinar el valor real de las constantes
cinéticas como K, Viax/ K Y Vimax, €ntre otras (2).
Los datos aqui presentados también se analizaron
por ajuste no lineal mediante el software Origin
5.0 a la ecuacidon que describe un mecanismo de
inhibicidon mixto parcial y competitivo para el BTC
con la finalidad de poder comparar entre estos
mecanismos. Debido a que la Chi? es mas pe-
quefia en el ajuste para la ecuacion de inhibicion
competitiva y a que los errores experimentales y
los valores de las constantes cinéticas determina-
das a partir del ajuste (Vpax, K Y K;) son mucho
mas reales que los obtenidos para el mecanismo
mixto parcial. Se consideré como mejor ajuste
el que corresponde a la ecuacién del mecanismo
de inhibicidon competitiva. Mientras que el ajuste
para un inhibidor competitivo por regresion no
lineal para el compuesto 792949, proporciond
parametros cinéticos similares a los obtenidos por
los métodos lineales.

CONCLUSION

Esta revision y el analisis realizado confirma que
estos métodos no son excluyentes, por lo que la
mejor forma para realizar el analisis cinético de una
enzima y en este caso especifico del transportador
CTP-Cys fue utilizar de manera complementaria
los métodos por regresion lineal y el ajuste no
lineal; sin embargo, es necesario utilizar otras
estrategias experimentales para confirmar el
mecanismo cinético y el tipo de inhibicion de los
compuestos analizados.
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hasta agotarse y en la tercera fase llamada
estacionaria se reduce al maximo la actividad
metabdlica.

7 En un principio las bacterias proba-
blemente consumieron aminoacidos y azuca-

HORIZONTALES

4 Proceso bacteriano que esta dividido en tres

etapas: en la fase lag el proceso es lento y la
biosintesis proteica es elevada, en la etapa
exponencial los nutrientes son metabolizados

res para poder generar energia, después de su
digestion, estas bacterias produjeron metano,
alcohol y didxido de carbono como producto
de desecho.
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Organismos procariotes llamadas bacterias
verdaderas, generalmente unicelulares, anu-
cleados, sin reticulo endoplasmico, mitocon-
drias, lisosomas, ni membranas que proteja
al material genético; algunos son patdgenos
como los cocos (neumococo, estafilococo, es-
treptococo) y los vibriones (colérico), ademas
de algunos bacilos (lacticos) o las cianobacte-
rias que son autotrofas.

Mecanismo por el cual se considera que se ori-
ginaron las mitocondrias y los cloroplastos, las
primeras porque una arqueobacteria ingirié a
una proteobacteria la cual no fue digerida sino
incorporada como el organulo presente en los
eucariontes y los segundos por una relacion se-
mejante entre mitocondrias y cianobacterias.
Algunas bacterias Gram positivas pueden
formar estas estructuras durmientes, no
tienen un metabolismo observable y pueden
sobrevivir a condiciones fisicas y quimicas
extremas, en este estado, las bacterias pue-
den vivir durante millones de afos, ademas
pueden causar enfermedades, como el tétano
producido por la contaminacion de las heridas
con estas estructuras de Clostridium tetani.
Filamento helicoidal de las bacterias formado
por varias proteinas y utilizado para su des-
plazamiento, gira alrededor de 10,000 rpm y
es impulsado por un motor que utiliza como
energia un gradiente electroquimico a través
de la membrana.

Debido a que estas estructuras y los cloroplas-
tos poseen DNA propio que puede dividirse
independientemente del resto de la célula,
se apoya la hipotesis de que inicialmente
fueron bacterias que invadieron a las células
primitivas para establecer posteriormente una
relacion permanente con ellas.

Procariotas presentes en la Tierra desde hace
unos 3,500 millones de afos, pueden adap-
tarse a ambientes extremos, su nombre se
debe a las condiciones de crecimiento que
son semejantes a las de los primeros tiem-
pos; en algunos, su pared celular es una capa
paracristalina de glucoproteina con simetria
hexagonal, que no permite su lisis celular, en
otros, su pared es de lipidos de membrana con
enlaces éter; algunos representantes de este
grupo son metanogénicas.

Las células de este tipo son relativamente
autosuficientes ya que transforman la materia
inorganica del medio en el que se encuentran
en materia organica para su sobrevivencia;
el carbono proviene del CO, y el nitrégeno de
nitratos y el azufre de sulfatos.
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Bacterias anaerdbicas que posiblemente hayan
sido de los primeros seres vivos, no podian
elaborar su propio alimento y la energia la
obtenian de procesos fermentativos; pueden
degradar materia organica como celulosa,
lignina, queratina y otras moléculas de dificil
descomposicion.

A los organismos anaerobios ____ les
es toxico el oxigeno ya que carecen de las
enzimas catalasa, peroxidasa y superoxido
dismutasa; como ejemplo de este grupo estan
las arqueas metanogénicas y las del género
Clostridium.

El mecanismo de de sefiales es el
proceso por el cual las células, mediante re-
ceptores especificos, responden a la presencia
de diferentes agentes del medio externo pro-
vocando ya sea una cascada de sefalizacion
o la ruta de segundo mensajero.

En este tipo de organismos el aceptor final
de electrones es otro agente diferente del
oxigeno (SO,, NO, o CO,); algunos de sus
representantes ofrecen gran toxicidad como
por ejemplo las bacteria Clostridium: el C.
tetani (tétanos), C. botulinica (botulismo), C.
perfringens (gangrena gaseosa) y C. difficile
(colitis pseudomembranosa); por otro lado en
este proceso se realizan las fermentaciones
alcohdlica y lactica.

Son las bacterias fotosintéticas que obtienen
la energia para su crecimiento a partir de la
luz solar y el carbono proviene del didxido de
carbono.

Son los organismos que solo pueden desa-
rrollarse en presencia del oxigeno; el tipo de
metabolismo llevado a cabo por éstos, surgid
durante las primeras etapas de vida en el
Planeta debido a que en el recién iniciado
proceso fotosintético se liberd gran cantidad
de oxigeno con la consecuente toxicidad, de
esa manera se pudo contrarrestar el posible
dafio oxigénico.

Mecanismo mediante el cual los organismos
utilizan como sustrato a los compuestos qui-
micos reducidos y que tienen al oxigeno como
aceptor final de electrones, estas reacciones
generan energia que se utiliza para la sintesis
de ATP.

Es la rama de la biologia que se dedica a la
clasificacion de los organismos: en un primer
nivel estan los reinos, después los phyla, las
clases, los ordenes, las familias, los géneros
y finalmente las especies.
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Procariotas de vida acuatica, pueden formar
estructuras filamentosas, es uno de los grupos
mas antiguos del planeta; una funcién muy
importante es la fijacidon del nitrogeno al que
transforman en amonio, nitratos y nitritos;
poseen vesiculas internas de gas que utilizan
para regular sus posibilidades de flotacion.
La teoria acerca del origen de la vida propues-
ta por este investigador, se apoya en que la
atmoédsfera primitiva de la Tierra con altas con-
centraciones de CH,, H,0, NH, e H, permitié la
sintesis quimica de los primeros aminoacidos,
los que al paso de millones de afios integraron
las proteinas; él propone que los coacervados
tuvieron una participacion en la evolucién de
las primeras células vivas.

La esta presente en algunos tipos
de células y tiene como funcién proteger a la
membrana ademas de ofrecer sostén estruc-
tural: en los vegetales estd constituida por
una mezcla de polisacaridos, en la levadura
son polisacaridos con residuos de manosa y
glucosa y en bacterias la constituyen lipopro-
teinas y lipopolisacaridos.

Organulo de células fotosintetizadoras, evo-
lutivamente pudieron ser cianobacterias que
confirieron sus propiedades a las células que
en un principio les dieron alojamiento.
Constituido por una red de filamentos proteicos
presente en el citosol de las células animales
y vegetales, estd constituido por microtubu-
los, actina y filamentos intermedios, funciona
como un soporte estructural y facilita el mo-
vimiento de organulos.

Nombre del mecanismo mediante el cual al-
gunas bacterias llamadas autétrofas fueron
capaces de elaborar su propio alimento en
forma de carbohidratos mediante la energia
del Sol, lo que dio lugar a la presencia del
oxigeno en la Tierra.

La aparicion de estas células con nucleo ver-
daderamente diferenciado y con caracteres
bioguimicos propios se remonta a 1.2 x 10°
afos.

Proceso anaerodbico de oxidacion incompleta
que da lugar a productos como etanol, lactato,
butirato; se debe a que los sustratos tienen
mayor contenido energético que los productos,
permitiéndose con ello que los organismos
sinteticen ATP para su sobrevivencia.
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Mecanismo presente en las células secretoras,
se realiza como respuesta a una sefal, que es
el aumento en la concentracién de Ca?* que
desencadena el proceso de fusién de las vesi-
culas con la membrana plasmatica, lo que con-
duce a la secrecidon de diferentes moléculas.
Sistemas constituidos por aminoacidos, pro-
teinas y algunos carbohidratos que existieron
en el océano primitivo; es posible que hayan
sido los precursores de las primeras formas
de vida sobre la Tierra.

Este mecanismo celular de nutriciéon implica
la formacion de vesiculas que se forman con
la invaginacién de parte de la membrana que
encierran liquido extracelular y su contenido,
este Ultimo contiene macromoléculas que son
digeridas y utilizadas por la célula.
Enfermedad ocasionada por la bacteria Sal-
monella typhi y S. paratyphi que se presenta
con fiebre alta, bacteremia y cefalalgia, tume-
faccién de la mucosa nasal, lengua tostada,
Ulceras en el paladar, hepatoesplenomegalia,
diarrea y perforacién intestinal.

Células con ribosomas de tipo 70S, sin organu-
los citoplasmaticos delimitados por membra-
nas, carecen de nucleo celular, mitocondrias,
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico; el
citoesqueleto bacteriano desempefia funciones
de proteccion, determinacién de la forma de
la célula y en la divisién celular.

Son los organismos que tienen un nutrimento
mineral, utilizan como donadores de electro-
nes a compuestos inorganicos: mondxido de
carbono, amoniaco, iones metalicos reducidos
entre otros, al ion ferroso.

Vesiculas de las células eucariotas, funcionan
tanto digiriendo al material que ingresa a la
célula, como eliminando sus productos de
desecho debido a la presencia de enzimas
digestivas sintetizadas en el reticulo endoplas-
mico y posteriormente son englobadas por el
aparato de Golgi, estos organulos tienen un pH
mas bajo que el del resto de la célula, lo que
la protege de la accién de estas hidrolasas.
Células que no tienen nucleo definido, gene-
ralmente tienen una pared celular formada
por peptidoglucanos (polisacaridos unidos
por aminoacidos D); algunas variedades son
patdgenas y pueden ocasionar enfermedades
infecciosas como colera, sifilis, difteria, lepra
y tuberculosis entre otras; mientras que otras
no patdgenas intervienen en la fijacion del
nitrégeno atmosférico y en los metabolismos
de azufre, fierro y fésforo.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Determinacion del ciclo umbral y la eficiencia
para la PCR cuantitativa en tiempo real

Introduccion

Desde su implementacion en 1985 (1) la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR del inglés “Po-
limerase Chain Reaction”) ha sido extensamente
empleada en la investigacion. Esta técnica permite
duplicar de manera exponencial una secuencia de
acido desoxirribonucleico (DNA) obteniéndose dos
copias en cada ciclo de amplificacion a partir de
una cadena patron de DNA. A lo largo del tiempo
se han generado numerosas variantes de la PCR
que permiten abordar diferentes estrategias ex-
perimentales, una de estas es la PCR cuantitativa
en tiempo real (qPCR) que, mediante un termo-
ciclador acoplado a un espectrofluorémetro y ha-
ciendo uso de un agente intercalante fluorescente
(como el SYBR Green) cuya fluorescencia aumenta
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proporcionalmente con el aumento en la cantidad
de DNA, nos permite cuantificar simultdneamente
(en tiempo real) el nUmero de copias que se estan
generando en cada ciclo de amplificacién.

Existen dos variantes de gPCR, la primera es
la gPCR de cuantificacion absoluta que se basa en
la elaboracion de una curva de calibracion que se
construye mediante la determinacion del ciclo um-
bral en diluciones conocidas de DNA y la segunda
es la gPCR de cuantificacion relativa que se basa
en la relacion entre los niveles de expresion de
un gen de interés (GOI 6 “Gene of Interest”) con
respecto a los niveles de expresion de un gen de
referencia (Ref) que se expresa constitutivamente,
ésta ultima estrategia de cuantificacion es conve-
niente para investigar los cambios fisiolégicos en
los niveles de expresion génica (2).

La Figura 1A corresponde a una curva de ampli-
ficacion representativa a partir de la cual es posible
determinar el punto en el cual la fluorescencia de la
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Figura 1. A) Curva de amplificacion de gPCR (puntos negros) y segunda derivada correspondiente (linea roja)
que muestra como se calcula de forma experimental el Ct o ciclo umbral con el criterio del “threshold point” (linea
azul), o de forma matematica el Cp con el criterio del maximo de la segunda derivada (linea verde) o del 20% de
ese maximo (linea café). B) Grafica de Cp respecto a la dilucion de cDNA (ng) para la determinacion de la eficiencia

de amplificacion (3).
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reaccion sobrepasa la fluorescencia basal (umbral
o “threshold”), y se considera como el punto en el
cual la reaccién de amplificacion da comienzo. Este
punto es conocido como Cp (“Crossing point”) o
Ct ("Threshold point” o ciclo umbral). El Ct es un
valor definido de forma arbitraria por el usuario
aunque es posible definirlo de forma matematica.
Obteniendo la segunda derivada de la curva de
amplificacion, es posible definir el Cp como el ciclo
gue corresponde al valor maximo de la segunda
derivada, adicionalmente, se puede definir el Cp
como el punto de despegue (“takeoff point”) que
es el equivalente al 20% de ese maximo, ambos
parametros permiten encontrar de forma mate-
matica el ciclo en el cual la fluorescencia aumenta
significativamente con respecto a la fluorescencia
basal.

Si se grafica el Cp obtenido con respecto a
la dilucion de cDNA correspondiente (en ng) se
obtiene una curva de calibracion (Fig. 1B) cuya
pendiente permite calcular la eficiencia de la re-
accion de amplificacion mediante la Ecuacién 1
(3).

E = 10-1/m

Ecuacion 1 para el calculo de la eficiencia en la
amplificacién de la gPCR (3). Donde E, eficiencia
de la amplificacién; m, pendiente.

Aunque comunmente y con la finalidad de
simplificar el analisis de la expresion relativa de
un gen se asume que las eficiencias para todas
las curvas son del 100%, es de vital importancia
conocer la eficiencia real de la reaccién y tomarla
en cuenta al momento de calcular la expresion
relativa del gen de interés, ya que al tratarse de
un incremento exponencial en el nUmero de copias
se puede sobreestimar o subestimar los niveles de
expresion relativa. Como ejemplo, una diferencia
en la E o AE = 0.03 dard una desviacién en la
relacion de expresion del 46% si la Ego<E.f y de
209% si la Egor>E,s después de 25 ciclos (3).

Se han desarrollado diversos modelos matema-
ticos para el célculo de la expresion relativa de un
gen, uno de los mas utilizados es el denominado
delta delta Ct (AACt) (4) (Ecuacion 2); sin em-
bargo, su principal desventaja es precisamente no
tomar en cuenta la correccion por cambios en la
eficiencia de la reaccidén, asumiendo que siempre
se tendra una eficiencia del 100 % (4).

expR = 2_((CPGOI_CPRef )exp ~(Cpcor-Cpref )ctl)

Ecuacion 2 para el calculo de la expresion rela-
tiva en la qPC (4). Donde expR, expresion relati-
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va; Ctl, grupo control; Exp, grupo de tratamiento
experimental; GOI, gen de interés; Ref, gen de
referencia.

Otro método empleado para el célculo de la
expresion relativa del gen de interés es el pro-
puesto por Pfaffl (3) (Ecuacion 3). Este método si
toma en cuenta los cambios en las eficiencias de
la amplificacion y permite calcular de una manera
mas precisa la expresion relativa del gen de interés
con respecto al gen de referencia (3). Este método
es de gran utilidad pues también considera las
variaciones intrinsecas entre los individuos de un
mismo grupo experimental y no sélo las inducidas
por las condiciones experimentales -previas y/o
posteriores- debidas a algun tratamiento.

(E ) (CpGoICtl-CpgorExp)
GOI

(ERef)

expR =

(CprefCtl-CprerExp)

Ecuacion 3 para determinar la expresion relativa
de un gen (3). Donde expR, expresidon relativa;
Ecgor, eficiencia del gen de interés; Eges, eficiencia
del gen de referencia; ACpgoj, diferencia del Cp
del gen de interés del grupo control menos el Cp
del gen de interés del grupo experimental (Cpgor
Ctl-Cpgos Exp); ACpRef, diferencia del Cp del gen
de referencia del grupo control menos el Cp del
gen de referencia del grupo experimental (Cpgrer
Ctl-Cprer Exp).

Planteamiento experimental

Frecuentemente se define el Ct de forma arbitra-
ria como se muestra en la Figura 1 (linea azul).
Otro método rapido y sencillo para determinar el
Ct consiste en calcular el promedio (F) y la des-
viacién estandar (DS) de la fluorescencia de los
primeros ciclos de amplificacion (se pueden usar
los primeros 10 ciclos) y posteriormente realizar la
suma del valor promedio calculado mas 5 veces la
DS para obtener un valor de fluorescencia umbral
(Ctf) el cual se interpola en la curva de amplifica-
cion para determinar el ciclo que correspondera
al Ct (Ecuacion 4).

Ctr = F + 5DS

Ecuacién 4 para determinar valor de fluorescen-
cia umbral (Ctg) y determinar el Ct de una curva
de amplificacién de gPCR. Donde Ctg, fluorescencia
umbral; F, fluorescencia promedio de los primeros
ciclos; DS, desviacidon estandar.
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TABLA I

Numero de ciclo (Ciclo) y valores de fluorescencia correspondientes (F), registrados a 522 nm para el
SYBR green que se obtuvieron en una reaccion de qPCR. Ref, gen de referencia; GOI, gen de interés;
Ctl, control; Exp, condicién experimental; m, pendiente.

Ref Ctl Ref Exp GOI Ctl GOI Exp
Ciclo F Ciclo F Ciclo F Ciclo F
3 1.239 1 1.120 4 3.613 5 1.693
6 1.257 1.139 8 3.683 7 1.745
8 1.280 5 1.154 11 3.724 8 1.760
9 1.290 7 1.180 12 3.729 10 1.773
11 1.307 8 1.180 18 3.726 12 1.792
13 1.329 12 1.218 22 3.771 14 1.798
14 1.334 14 1.231 25 3.797 17 1.815
16 1.354 17 1.250 27 3.794 21 1.826
18 1.385 19 1.297 29 3.992 23 1.854
22 1.785 20 1.346 31 4.552 26 2.605
25 4.175 23 2.057 32 5.199 28 4.652
26 5.929 25 4.044 34 7.819 29 6.549
28 10.010 27 7.995 35 9.537 30 8.842
30 13.188 28 10.150 37 12.323 32 12.944
31 14.274 30 13.590 38 13.271 33 14.364
33 15.633 31 14.736 40 14.603 35 16.457
36 16.892 33 16.134 43 15.341 37 17.588
38 17.196 35 17.070 46 15.875 39 18.216
42 17.657 38 17.742 48 16.040 43 18.717
48 17.869 47 17.993 55 16.306 47 18.967
m -3.955 m -4.033 m -3.917 m -3.917
Datos Preguntas

A continuacion se presenta una tabla que contie-
ne los resultados experimentales de una corrida
de gPCR en un termociclador Rotor-Gene Q Serie
2.0.2. (Qiagen). Para el experimento se utiliza-
ron 300 ng de cDNA en presencia de SybrGreen
(Qiagen) mas los primers especificos para un gen
de referencia (en este caso GAPDH) y un gen de
interés a una concentracion final de 20 uM, los
primers fueron disefiados para amplificar regiones
interexdnicas en ambos casos. Las condiciones de
reaccion de la gPCR fueron las siguientes: 1 ciclo a
950C por 5 minutos, 55 ciclos de 5 s a 95°C seguido
de 10 s a 60°C y finalmente 1 ciclo de incremento
de temperatura desde 60°C hasta 95°C.

1) Utilizando los datos de la Tabla I, grafica las
curvas de amplificacion tanto para el gen de
interés como para el gen de referencia, en am-
bas condiciones (control y experimental), se .
Se recomienda hacer uso de hojas milimétricas.

2) Calcula la Ct utilizando la Ecuacién 4 para cada
curva de amplificacion.

3) Determina la eficiencia utilizando la Ecuacion
1 para cada curva de amplificacion y usando
el valor de la pendiente (m) de la Tabla 1.

4) Calcula el cambio en la expresion relativa del
gen de interés (GOI) con la ecuacion de AACt
utilizando solamente los valores de Ct obteni-
dos.
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5) Calcula el cambio en la expresion relativa del
gen de interés (GOI) con la ecuacion de Pfaffl
utilizando los valores de Ct y E obtenidos an-
teriormente.

Referencias

1. Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn
GT, Erlich HA, Arnheim N (1985) Enzymatic
amplification of beta-globin genomic sequences
and restriction site analysis for diagnosis of
sickle cell anemia. Science 230(4732):1350-4.
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expression software tool (REST) for group-wise
comparison and statistical analysis of relative
expression results in real-time PCR. Nucleic
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. Pfaffl MW (2001) A new mathematical model

for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Res 29(9): p. e45.

. Livak KJ, Schmittgen TD (2001) Analysis of

relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T))
Method. Methods 25(4): p. 402-8.



40 REB 32(1): 40, 2013

SOLUCION AL CRUCIBIOQ
ORIGEN DE LAS CELULAS

Yolanda Saldafia Balmori y Héctor Javier Delgadillo Gutiérrez
Correo E: balmori@laguna.fmedic.unam.mx
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BIOQUIMICO

1) Graficando los valores de fluorescencia (eje Y:
unidades arbitrarias, ua) vs el numero de ciclo
(eje X) para cada gen en ambas condiciones

David R. de Alba Aguayo y Angelica Rueda
Correo E: arueda@cinvestav.mx

(control, Ctl; y experimental, Exp) obtenemos
la siguiente grafica.
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2) La Tabla II contiene los valores del promedio
de fluorescencia de los primeros ciclos y la
desviacidon estandar, para cada gen en ambas
condiciones experimentales que sirven para

calcular la fluorescencia umbral (Ctf) que nos
permite determinar el ciclo umbral (Ct) con la
Ecuacién 4.

Tabla II
Variable Ref CTL GOI CTL Ref Exp GOI Exp
Promedio (primeros 9 o 10 puntos) 1.308 3.759 1.211 1.784
Desviacion Estandar 0.047 0.105 0.072 0.048
Ct¢ (u.a) 1.543 4.281 1.570 2.024
Ct (ciclo umbral) 19.600 29.900 20.900 23.700
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3) La Tabla III contiene los datos calculados para
la eficiencia de la reaccién (E) mediante el uso
de la Ecuacidn 1, para el gen de interés (GOI)

Alba Aguayo DR, Rueda A

y el gen de referencia (Ref) en ambas condi-
ciones experimentales (control y experimental,
CTL y Exp, respectivamente).

Tabla III

Condicion GOI
m
CTL -3.917
Exp -3.917

Ref
m E
-3.955 1.79
-4.033 1.77

4) Utilizando la Ecuacion 2 obtenemos que la ex-
presion relativa del gen de interés es de 181
veces mas en la condiciéon experimental con
respecto a la condicion control.

5) Por otra parte utilizando la Ecuacién 3 ob-
tenemos que la expresion relativa del gen de
interés es de 81.5 veces mas en la condicion

experimental con respecto a la condicién
control. Entonces, el cambio en la eficiencia
si afecta las veces de expresion calculadas,
de ahi la importancia de calcular la eficiencia
real de la amplificaciéon para no sobreestimar
o0 subestimar las expresiones relativas de los
genes de interés.
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o Socledad Mexicana de
= ¢& Bioquimica A.C.

m Promover el progreso y educacion de la Bioguimica en México

LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA, A.C.

Con base en el Articulo Sexagésimo Séptimo
de sus estatutos vigentes

CONVOCA A TODOS LOS SOCIOS NUMERARIOS:

A presentar propuestas de candidaturas de socios numerarios para ocupar
los puestos de Vicepresidente (uno), Subsecretario (uno) y Miembros de la
Comisién de Admisidn (cuatro) para el bienio 2013-2015. Las propuestas
gue realice la membresia deben hacerse llegar por escrito del 1 de abril al
31 de mayo a la Mesa Directiva actual (bienio 2011-2013) y estar firma-
das (de pufio y letra), acompanadas de un breve resumen curricular del
candidato propuesto (una cuartilla) y de un escrito donde éste exprese su
aceptacion a participar en las elecciones. La propuesta o propuestas po-
dran ser enviadas desde un correo electrénico registrado en el directorio
actualizado de la SMB o bien:

Enviar las propuestas por correo o mensajeria a:

Sociedad Mexicana de Bioquimica, A.C.

Atencién: Sra. Guadalupe Ramirez

Oficina SMB en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Apdo. Postal 70-600

04510 México D.F.

por correo electrénico a: infosmb@ifc.unam.mx

La recepcion de propuestas se cerrara durante la Asamblea General Ordinaria
convocada para el dia 6 de junio de 2013 a las 17:00 hrs en el Auditorio
Antonio Pefia Diaz del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

La convocatoria completa puede ser consultada en el portal de la SMB en
la siguiente direccion:
http://www.smb.org.mx

Atentamente
Mesa Directiva 2011-2013
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LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C.

Con objeto de difundir el trabajo de los Profesores de Bioquimica y areas afines e impulsar el
intercambio de experiencia docentes y fortalecer la ensefianza de la Bioquimica

CONVOCA

A LOS PROFESORES A PARTICIPAR EN EL i
XXI CONGRESO NACIONAL DE PROFESORES DE BIOQUIMICA

Que se llevara a cabo los dias 1 y 2 de agosto de 2013 en el Auditorio Fernando Ocaranza de la
Facultad de Medicina, UNAM, Ciudad Universitaria. México D. F

El Congreso de la Asociacién tiene como meta fortalecer la ensefianza de la Bioquimica y compartir
las experiencias docentes, forma parte de las actividades de la Semana de Educacion Bioquimica
que junto con el XL Taller de Actualizacion Bioquimica se realiza con el apoyo del Departamento

de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

El eje tematico central es Evaluaciéon educativa que estard integrado por las participaciones
de los profesores en las que expongan los métodos de evaluacion que se ponen en practica al
ensefiar Bioquimica en los diversos niveles educativos y profesionales del pais, ademas de
otros temas relacionados con la ensefianza.

Se invita a participar en este Congreso, al profesorado en general que imparte docencia en las
diversas areas en las que la Bioquimica forma parte de sus programas a participar.

BASES

1.- Podran participar los(as) profesores(as) que imparten Bioquimica o areas afines del nivel medio,
medio superior, superior y posgrado.

2.- Las ponencias deberan ser propuestas en las que se haga énfasis en los aspectos didacticos
preferentemente sobre los aprendizajes o contenidos de los programas vigentes, asociados con la
realizacion de actividades frente a grupo, teoricas, experimentales, metodologias de aprendizaje,
evaluacion, planeacién educativa, resultados educativos, competencias, materiales didacticos, tesis,
entre otras.

3.- Todos los participantes en un trabajo deberan inscribirse al Congreso y asistir al evento, otorgandose
el reconocimiento personal respectivo como ponente y asistente, siempre y cuando se cumpla con
el requisitos de pago de la inscripcion al Congreso.
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4.-

Para participar como ponente, se debera enviar a mas tardar el 20 de Junio de 2013:

a.-El resumen del trabajo a presentar debe ser enviado a la direccion electronica esther.revuelta@
yahoo.com.mx el cual debera estar elaborado de acuerdo al formato indicado en esta convocatoria
(punto No. 8), con un maximo de 4 autores por trabajo; existe la posibilidad de aprobar un maximo
de 5 trabajos para su presentacion.

b.- Para profesores: el comprobante de pago bancario al Congreso (escaneado, cuidando de que
el sello del banco esté en el anverso) por $1000.00 (un mil pesos 00/100 MN) por participante y/o
autor.

c.-Para estudiantes:

-Podran asistir como ponentes al integrarse en trabajos que sean presentados por al menos un
profesor participante en el Congreso, requiriendo el envio escaneado de identificacion oficial que
lo avale como alumno.

-Comprobante de pago bancario al Congreso (escaneado, cuidando que el sello del banco esté en
el anverso) por $500.00 (quinientos pesos 00/100 MN) por participante y/o autor.

La aportacion incluye: para Socios, su inscripcion como asistente y la renovacion anual y para no
Socios, su inscripcion como asistente

Las opciones de pago para participar como asistente Unicamente son: Pago bancario de $1000.00
(un mil pesos 00/100 MN) para profesores y $500.00 (quinientos pesos 00/100 MN) para alumnos.

El pago puede realizarlo en:

A.- Sucursal Bancomer al nimero de cuenta: 0133718123 a nombre de la Asociacion Mexicana
de Profesores de Bioguimica A.C. Enviando copia del voucher a la direccidon electrénica esther.
revuelta@yahoo.com.mx o a e-mail: ampbxampb@gmail.com (Conservar su voucher original para
canjearlo por el recibo oficial de la asociacidén en fechas de Congreso.

B.-Pago personal en efectivo en las oficinas de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica
A.C. en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM, con la Sra. Marivel
Rojas, solicitando recibo oficial por dicho concepto.

C.- Las personas que sin ser ponentes asistan al Congreso y no hayan realizado su pago con
anterioridad, podran hacerlo en efectivo los dias 1 y 2 de Agosto de 2013 en la mesa de Recepcion
del Congreso.

Los trabajos participantes, se podran presentar en las siguientes modalidades: ponencia oral (20
min) y en cartel.

Para registrar ponencias orales y carteles se deberan enviar por escrito via correo electronico a la
direccion: email: esther.revuelta@yahoo.com.mx el resumen del trabajo debera tener una extension
de 3 a 5 cuartillas de acuerdo a las especificaciones siguientes:

Documento elaborado en Word versiéon 2003, 2007, letra Arial 12, interlineado 1.5 con siguiente
formato:
a.- ENCABEZADO: centrado, mayusculas y minusculas, (letra Arial 14 negrita, interlineado 1.5) que contenga:
Titulo del trabajo a presentar
Autores (Apellidos, nombres)
Institucién de procedencia.
Direccién de la Institucion.
Direcciones electrénicas de los autores del trabajo.
b.- RESUMEN
c.- FUNDAMENTOS TEORICOS REFERENTES AL TEMA A PRESENTAR.
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d.- OBJETIVO(S)

e.- METODOLOGIA

f.- RESULTADOS ,

g.- DISCUSION O ANALISIS DE RESULTADOS
h.- CONCLUSIONES

i.- REFERENCIAS

Indicar preferencialmente el tipo de presentacion deseada: oral o cartel. Se notificara la modalidad
de acuerdo a disponibilidad de espacios.

9.- Las presentaciones corresponderan a lo establecido en los Ejes Tematicos a tratar en este Congreso.

EJES TEMATICOS DEL CONGRESO:
a.- Evaluacién (concepto y tipos).
b.- Métodos de evaluacion.

c.- Evaluacién por competencias.
d.- Otros.

10.-Los carteles se colocaran al inicio de la sesion y el o los autores deberan permanecer frente a ellos

para su explicacion, durante la franja horario en que sea programado.

11.-El registro se llevara a cabo a partir de la publicacién de esta convocatoria hasta el 20 de junio

de 2013, se les otorgara el orden de presentacién conforme la recepcion de los trabajos.

12.-Los trabajos seran revisados y en su caso, aceptados por el Comité Cientifico del Congreso, dandose

a conocer el resultado del 25 de junio al 10 de julio de 2013.

13.-Cualquier situacion no prevista en la convocatoria presente sera resuelta por el Comité Organizador.

INFORMES

Maria Esther Revuelta Miranda. Presidenta de la Asociacion. (FES-Cuautitldan UNAM) Seccion
Bioquimica y Farmacologia Humana .Campo I. Tel. celular 044 55 16 83 97 32 Correo E: esther.
revuelta@yahoo.com.mx

Juan Manuel Torres Merino. (FES-Cuautitldan UNAM) Seccidén Bioquimica y Farmacologia Humana
.Campo I. Teléfono 044 55 20 86 26 11.
Correo E: torresmerino_manuel@yahoo.com.mx

Marivel Rojas. Facultad de Medicina. UNAM. Tel 55 (55) 56 23 21 70
Correo E: amp_ac@bg.unam.mx
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE
LA REVISTA DE EDUCACION BioQuiMicA (REB)

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

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

I. Los articulos se deben ajustar a los siguien- final del trabajo y deben contener para los

tes lineamientos editoriales: articulos: apellidos e iniciales de todos los

autores, afio de publicacidon entre paréntesis,

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, titulo completo del articulo y después de un

el cual debe de ser claro, simple, atractivo y punto, el nombre oficial de la revista abreviado

evitar las abreviaturas o en su caso, definirlas como aparece en el Current Contents, nimero

al inicio del texto. En el siguiente parrafo se del volumen y antecedido por dos puntos, el

anotaran los nombres completos de los auto- nimero de la primera y Ultima paginas, de

res, iniciando por el nombre propio completo. acuerdo con el siguiente ejemplo: Martin GM,

La afiliacion de los autores se escribird en el Austad SN, Johnson TE (1996) Generic analy-

siguiente parrafo, indicando departamento, sis of ageing: role of oxidative damage and

institucion, ciudad, estado y pais y la direccién environmental stresses. Nature Gen 113:25-

de correo electrénico del autor responsable. 34. Los articulos en libros deberan citarse de

La afiliacion de los autores se indicard con la siguiente forma: Wood KJ (1992) Tolerance

nameros entre paréntesis. Se proporcionara un to alloantigens. En: The Molecular Biology of

titulo breve con un maximo de 60 caracteres. Immunosuppression. Editor: Thomson A W.

John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,

2) Resumen. Se deberan incluir dos resimenes, USA, pp 81-104. Los libros podran incluir las

uno en idioma espafiol y uno en inglés (Abs- paginas totales o las consultadas y se citaran

tract) de no mas de 350 caracteres. de acuerdo con este ejemplo: Lehninger AL,

Nelson DL, Cox MM (1993) Principles of Bio-

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres chemistry. Worth Publishers, New York, NY,
a seis palabras clave en idioma espafiol y en USA, p 1013.

inglés.

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden pre-

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el pro- sentar en formato “jpg” o integradas en un

cesador de textos “Word”, con una extension archivo de “Power Point” o del mismo “Word”

maxima recomendada de 15 cuartillas a do- separadas del texto del articulo. Las figuras

ble espacio, en “Times New Roman 12” como pueden presentarse en colores, con fondo

fuente de la letra, sin formato de texto, tabu- y sombreado. Las tablas deben de estar en

ladores o pies de pagina. Las figuras y tablas “Word” sin formatos especiales y separadas

se presentaran separadas del texto. del texto del articulo. Las figuras y las tablas

se deberan numerar con arabigos. Las leyen-

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nu- das y los pies de figuras se deberan presentar

meros entre paréntesis de acuerdo a su orden en una hoja aparte. Se debera considerar

de apariciéon. Las referencias se enlistaran al que las figuras y las tablas se reduciran a la
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mitad o a un cuarto de las dimensiones de
una hoja tamafio carta; las letras y nimeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccién. En caso
de emplear figuras previamente publicadas,
debera darse el crédito correspondiente y en
su caso obtener el permiso para su publicacion.
Las figuras dentro del texto deberan mencio-
narse con minusculas, la palabra entera y sin
paréntesis; cuando se haga referencia a ellas
debera citarse con la abreviatura, la primera
letra mayuscula y entre paréntesis (Fig. 2).
Las tablas siempre llevaran la primera letra a
mayuscula y entre paréntesis (Tabla 2).

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

II. Otras comunicaciones incluyen: resimenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacién cientifica o acadé-
mica de interés general, avisos de reuniones
académicas y cursos, problemas teoricos,
ejercicios practicos, juegos didacticos con
orientacion educativa, bolsa de trabajo o co-
mentarios de articulos publicados previamente
en la REB, cartas al editor, entre otras. Estas
deberan seguir los siguientes lineamientos:

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

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

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

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
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autores en anénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre
ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacién global, el Editor
en Jefe enviara las evaluaciones al autor respon-
sable para que corrija e incorporé en el manus-
crito las diferentes observaciones o en su caso,
indique su opinidn a observaciones que considere
discutibles en los dictdmenes de los revisores. El
manuscrito corregido por los autores debera ser
devuelto a la Revista, en un lapso no mayor a 30
dias naturales; de otra forma se considerara como
un manuscrito enviado por primera vez. De ser
necesario el Comité Editorial podra enviar nue-
vamente el manuscrito corregido a los revisores
para tener una nueva ronda de revision, todo ello
continuando con el anonimato. Una vez aceptado
el trabajo, las pruebas de galera, se enviaran al
autor responsable.

Los archivos electrénicos se deberdn enviar a
la Revista de Educacion Bioquimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccion de correo
electrénico que sera considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccion electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacion del
articulo, el titulo del mismo, los nombres comple-
tos de los autores y su adscripcion institucional,
asi como el nimero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacidon en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
gue envian el trabajo.
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