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MOTIVACION DE LOS ESTUDIANTES DE POSGRADO

Segun las estadisticas descritas por el Dr. Juan
Pedro Laclette, Coordinador del Foro Consultivo
Cientifico y Tecnoldgico (FCCyT), so6lo 16 de cada
10,000 mexicanos estudian algun tipo de posgrado
en México; muy por debajo de paises como Canada
y Estados Unidos de América, en donde estas cifras
son cinco veces mas altas. Adicionalmente, de los
16 egresados, menos de la mitad se integra a dife-
rentes areas de investigacion y desarrollo a través
del Sistema Nacional de Investigadores (SNI).

Sin duda, la necesidad del pais por tener per-
sonal altamente preparado en las areas de inves-
tigacion cientifica y tecnoldgica es esencial para el
desarrollo del pais; sin embargo, esté dicho no ha
dejado de ser un discurso politico continuamente
mencionado, trillado y sin consecuencias practicas
y aplicadas.

Las acciones gubernamentales han pasado por
diferentes estrategias, de las cuales, los posgra-
dos de Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) sin duda ha sido de las mas exitosas,
siendo el sistema que genera mas profesionistas
con alta capacidad en investigacion cientifica, tec-
noldgica e innovacion al pais.

Otros programas y esfuerzos, han cumplido cier-
tos objetivos, aun sin ser tan exitosos en eficiencia.
Varios de estos programas han exigido la formacion
con posgrado a profesores de licenciatura, haciendo
gue la propia institucién que requiere la preparacion
ofrezca a sus docentes la capacitacién, generan-
do programas de posgrado, que con frecuencia y
salvo honrosas excepciones, tienen deficiencias,
por falta de profesores-investigadores, generando
egresados con baja calificacion en ciencia, tecno-
logia e innovacién. Cumpliendo, por supuesto, con
requisitos burocraticos y puntos de escalafén, pero
con un relativo impacto en la orientacion de los
alumnos y la mejora continua en la imparticion de
cursos, las practicas de laboratorio y la orientacion
a sus capacidades y el desarrollo de habilidades en
el marco del método cientifico.

Lo anterior se puede entender en el contexto
de que se trata de profesionistas que fueron con-
tratados para ser profesores de una asignatura
que tenia como base la memoria y en un sistema
que no desarrolla las habilidades y las competen-
cias; haciéndolos victimas del propio sistema que
un dia cambia y les exige repentinamente tener
maestria y generar habilidades y competencias que
nunca estimuld, generd o actualizé. Y es que para
tener eficiencia en la preparacion de personal en
investigacion se requiere de un sistema dedicado
y formado para ello, ademas de una adecuada
motivacion de los aspirantes.

Recientemente en unos cursos de induccién al
posgrado en el Distrito Federal y dos estados de la
Republica Mexicana (Coahuila y Tlaxcala), realiza-
mMos una encuesta que no pretende ser cuantitativa,
pero si ilustrativa. Primero preguntamos las moti-
vaciones para hacer un posgrado en forma directa
y después solicitamos lo escribieran en forma ano-
nima y de manera libre; los resultados saltaron a la
vista. En las respuestas directas fueron evidentes
las aceveraciones politicamente correctas, pasando
por salvar a México, curar enfermedades malignas,
obtener conocimiento, ser mejor profesionista, pre-
pararse mejor, hacer un mejor trabajo, contribuir
al conocimiento cientifico, hacer mejor las cosas,
vivir mejor y aportar al desarrollo del pais. Al pasar
al anonimato las opiniones politicamente correctas
se diluyeron notablemente con motivaciones tales
como: la falta de empleo, mejores oportunidades
para ganar mas, la exigencia del trabajo, la obli-
gacion del sistema globalizado, el tener una beca,
la posibilidad de viajar gratis, conocer gente, las
presiones familiares, no querer un trabajo rutina-
rio, es mas facil que trabajar en la industria, entre
otras menos sobresalientes.

Lo anterior pone en evidencia la falta de valores
humanisticos, de orientacién vocacional y el des-
conocimiento profundo del quehacer cientifico y la
importancia del desarrollo de la ciencia, propios de
un pais con cultura cientifica y donde la vocacion



90 Corin Hernandez Palafox y José Victor Calderdn Salinas

maquiladora y sin empuje innovador y empresarial
hace su aparicion. Todo lo cual explica porqué las
carreras de medicina y leyes siguen siendo las mas
demandadas; la creencia popular indica que si se
es médico o abogado la vida esta resuelta.

El bajo nivel de cultura general, el poco enten-
dimiento y la falta de visién como sociedad del
conocimiento, es un reflejo de lo que pasa en el
Pais; que se retroalimenta y se expande por la
frecuente falta de experiencia y de formacion cien-
tifica y tecnoldgica de los profesores de educacion
media, media superior y superior, quienes, en su
mayoria, no sélo no tienen cultura cientifica, sino
frecuentemente la menosprecian y satanizan, por
una condicién laboral que se percibe como com-
petencia desleal, generando enemigos a aquellos
profesores-investigadores que realizan investiga-
cion en universidades sin tradicion en la misma,
lo que los convierte en blanco de ataques por
tener supuestos privilegios, que son los donativos
de CONACYT o la membrecia del SNI, siendo fre-
cuentemente “castigados” pidiéndoles cumplir en
exceso con otras tareas académicas, de gestion y
de promocion, frecuentemente iguales o mayores
que los académicos no cientificos y que hacen valer
su antigliedad, por encima de estas caracteristicas
en investigacion.

Ciertamente este ambiente de desencanto en
contra de la investigacién y quien la realiza se
transmite eficientemente a los alumnos que reciben
con frecuencia la propaganda velada o directa en
contra de la actividad cientifica y sélo destellos de
los excelentes aunque insuficientes programas de
atraccién a la ciencia de Conacyt, la Academia de
la Investigacion Cientifica y diversos esfuerzos de
los gobiernos estatales y las propias Instituciones
educativas, que en general poco pueden hacer
frente a la opinion diaria del profesor o a la falta
de preparacion del mismo en materia de investi-

gacion y tecnologia, que no permite la motivacion
y entender la adquisicion de estrategias para ob-
tener conocimiento, aun con una actitud positiva
del docente.

En diferentes sistemas de ensefianza, aplicados
generalmente en otros paises y so6lo en algunas
instituciones del nuestro, los alumnos desde muy
temprana edad aprenden a desarrollar la curiosi-
dad cientifica, generan tempranamente proyectos,
realizan trabajo de investigacion bibliografica,
presentan reportes estructurados, cultivan la cul-
tura del razonamiento como herramienta y no el
autoritarismo del conocimiento memorizado y la
verdad del profesor. Integran continuamente los
conocimientos en algo practico y aplicado. Generan
ensayos donde la individualidad, la imaginacion, el
empefio y la iniciativa son premiados y no repri-
midos por no estar acorde con los conocimientos
autoritarios y la necesidad de que sélo exista una
repuesta.

¢Como lograrlo sin la preparacion adecuada de
los profesores de todos los niveles? es una tarea
titdnica que se intenta llevar a cabo pero requiere
una profunda planeacion, mientras tanto tendre-
mos que seguir trabajando con los estudiantes
mejor motivados, con la mejor preparacién y con
una vision de futuro por encima de dogmas, idea-
lismos o la cruda realidad econdmica que parece
dirigirlo todo.

Corin Hernandez Palafox

Maestria en Salud Publica
Universidad Autonoma de Tlaxcala
corinpalafox@yahoo.com.mx

José Victor Calderdn Salinas

Departamento de Bioquimica

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
jcalder@cinvestav.mx
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PERMEABILIDAD MITOCONDRIAL*

Manuel Gutiérrez-Aguilar* y Norma Corona de la Peiia?
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RESUMEN

Las mitocondrias de mamiferos presentan un canal inespecifico de identidad descono-
cida llamado Poro de Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial. Los estudios para
elucidar la estructura proteica de este poro han sido escasos dada la dificultad para
generar organismos mutantes carentes de poro. En este sentido, la levadura del pan
(Saccharomyces cerevisiae) constituye una alternativa para este tipo de estudios ya
que presenta un poro mitocondrial de caracteristicas similares. Por ser un microor-
ganismo facultativo y por ser relativamente facil manipular su genoma, la levadura
S. cerevisiae representa un modelo atractivo para descifrar la estructura molecular
del poro de transicién de la permeabilidad.

ABSTRACT

Mammalian mitochondria express a structurally unidentified unselective channel
termed the Mitochondrial Permeability Transition Pore. Studies designed to deter-
mine the protein structure of this pore have been scarce mainly due to difficulties
in generating knock out organisms of potential pore components. In this scenario,
baker s yeast (Saccharomyces cerevisiae) represents an appealing alternative since
it harbors a pore with similar characteristics. Given the available genetic tools as well
as the possibility for this yeast to grow with dysfunctional mitochondria for oxidative
phosphorylation, S. cerevisiae represents an attractive model to study the molecular
structure of the mitochondrial permeability transition pore.

PALABRAS
CLAVE:
Mitocondria,
transicion de la
permeabilidad,
Saccharomyces
cerevisiae.

KEY WORDS:
Mitochondria,
permeability
transition,
Saccharomyces
cerevisiae.

INTRODUCCION

La mitocondria es un organelo cuyo funcionamiento
es de suma importancia para la homeostasis celular.
En condiciones normales, la mitocondria genera ATP
a partir de azlcares y acidos grasos. Es también en
este organelo en donde convergen vias de degrada-
cion de aminoacidos y esqueletos de carbono (1).
Las mitocondrias no son consideradas organelos
estables por ser un blanco del estrés oxidante y por
la sobrecarga de iones Ca2* provenientes del reticulo
endoplasmico. La inestabilidad puede ser observada
durante el dano por isquemia-reperfusion (DIR)
(2,3). El dafio mitocondrial derivado de esta lesion
esta intimamente ligado a la induccién de la tran-

*Recibido: 24 de abril de 2013

sicion de la permeabilidad mitocondrial: Un estado
en donde la mitocondria cesa sus funciones como
proveedor de energia y se convierte en un potente
factor de muerte celular (2). El poro de transicion de
la permeabilidad mitocondrial (PTP) es la estructura
responsable de disipar el potencial electroquimico
(Ap) utilizado para la sintesis de ATP asi como el
transporte de iones, solutos y macromoléculas. A
pesar de ser un fendmeno ampliamente estudiado a
nivel bioquimico, las caracteristicas estructurales de
este poro son poco claras y siguen siendo el tema
de investigacion de muchos grupos en el mundo (4).
Las mitocondrias de la levadura del pan (Saccha-
romyces cerevisiae) representan una herramienta
valiosa para el establecimiento de la estructura del

Aceptado: 14 de agosto de 2013
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Figura 1. Distribucion de los canales inespecificos mitocondriales en el dominio eucarionte. En la actualidad,
estos canales han sido detectados tanto en animales como en plantas y levaduras. Las caracteristicas de cada
canal varian con respecto al organismo en donde son estudiados. Estas diferencias podrian emerger como un
medio de adaptacion al entorno en donde cada organismo se desarrolla. Actualmente se sabe que estos poros
son mas parecidos entre plantas y animales por la sensibilidad a inhibidores clave tales como la ciclosporina A.

La figura no representa un diagrama filogenético.

PTP. Lo anterior deriva de que las mitocondrias de S.
cerevisiae poseen un PTP relativamente conservado
(Fig. 1) (2). Al ser un microorganismo facultativo, S.
cerevisiae pude crecer alin en ausencia de proteinas
mitocondriales, lo que seria imposible lograr en un
organismo eucarionte superior.

En la presente revisidn se abordaran los eventos
celulares previos y posteriores a esta transicion
mediada por periodos de isquemia-reperfusion en
mamiferos y con énfasis en la utilizacién de las
mitocondrias de levadura como modelo para la
comprensién de la estructura del PTP.

LA MITOCONDRIAY EL DANO POR ISQUEMIA-
REPERFUSION

El dafio ocasionado por la disminucién del aporte
de oxigeno a un tejido u érgano por un intervalo
de tiempo umbral, seguido de la restitucion en di-
cho aporte es conocido con el nombre de Dafio por
Isquemia-Reperfusion (DIR). Comunmente, el dafio
involucra 6rganos con un metabolismo energético
alto, tales como corazén, musculo esquelético, ri-
Adn, higado y cerebro. Cuando el DIR afecta al cere-
bro, se le conoce como dano cerebro-vascular isqué-
mico (3). Cuando un tejido presenta DIR, el blanco
inicial son todos aquellos procesos dependientes de
oxigeno. Entre ellos destaca la fosforilacién oxida-
tiva, proceso en el cual una molécula de difosfato

de adenosina (ADP) es fosforilada para dar origen
al trifosfato de adenosina (ATP). En condiciones de
homeostasis, esta reaccion es posible gracias a la
catalisis facilitada por la ATP sintasa. Este complejo
utiliza como fuerza de sintesis al gradiente de pro-
tones establecido a través de la membrana interna
mitocondrial (Ap). A su vez, el Ap es establecido por
la cadena respiratoria, un supercomplejo de enzi-
mas que utiliza sustratos oxidables generados en la
glucdlisis y en el ciclo de Krebs, reduciendo O, para
formar H,0 (1). En condiciones de DIR, el transporte
de electrones no se lleva acabo debido a la ausencia
de oxigeno. Por consiguiente, la cadena respiratoria
entra en un estado de inactividad caracterizado por
la inhibicion en el bombeo de protones. Al carecer
de combustible, la ATP sintasa se encuentra imposi-
bilitada para catalizar la reaccién de fosforilacién de
ADP, promoviendo la reaccion termodindmicamente
favorable: La hidrélisis del ATP remanente. Este
ultimo proceso tiene repercusiones celulares muy
graves ya que multiples procesos dependientes de
ATP tanto a nivel celular como tisular se ven com-
prometidos. Como via alternativa de produccion de
ATP, la célula incrementa la actividad de la gluco-
lisis en condiciones anaerdbicas. Esto origina una
acumulacién de lactato citosélico y la consiguiente
disminucion en el pH celular (4). Si el periodo de
isquemia es suficientemente largo, el ATP producido
por la glucdlisis también sera totalmente utilizado.
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Entre los procesos celulares dependientes de ATP
interrumpidos, destaca la inhibicion de la Na*/K*
ATPasa de la membrana plasmatica, originando un
colapso en el gradiente de los iones K* y Na*. Esto
ocasiona un incremento notorio en la actividad del
intercambiador Na+/Ca?* de dicha membrana (5).
La acumulacion creciente de Ca?* en el citoplasma
activa el transporte de este cation a la matriz mito-
condrial mediante el enigmatico uniportador de Ca2+
mitocondrial. En estas condiciones, la mitocondria
pasa a convertirse de un organelo esencial para la
vida, en un organelo inductor de la muerte celular.
Esto es debido a que la inactividad de la cadena res-
piratoria produce un incremento en la disponibilidad
del radical semiquinona, el cual reduce parcialmente
moléculas de O, para la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las especies reactivas
de oxigeno favorecen la peroxidacion de lipidos y
proteinas, originando un cambio en la permeabilidad
en las membranas mitocondriales.

EL PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABI-
LIDAD MITOCONDRIAL

Una consecuencia del DIR, es el incremento en la
permeabilidad mitocondrial inespecifica a solutos y
metabolitos, lo que ha llevado a varios grupos de

Mitocondria Normal

Hidralisis de ATP

NECROSIS -*
Smac

APOPTOSIS

investigacion a postular la existencia de un PTP (6).
La apertura del PTP desencadena el transporte ma-
sivo de iones y moléculas a través de la membrana
interna mitocondrial cuya masa no exceda los 1.5
KDa. El transporte de especies quimicas acompa-
filadas de agua a la matriz mitocondrial origina hin-
chamiento, despolarizacion del organelo, aumento
en el consumo de oxigeno y eventualmente, la
ruptura de las membranas interna y externa. Esto
ocasiona la liberacion de sefiales proapoptéticas al
citoplasma ocasionando muerte celular programada
cuando los niveles de ATP son elevados, y necrosis
celular cuando el metabolismo energético de la
célula se ha colapsado (Fig. 2) (6). Por su sensi-
bilidad a ligandos de proteinas de las membranas
externa e interna mitocondriales, se ha propuesto
que este poro se localiza en los sitios de contacto
entre las dos membranas. Actualmente se piensa
que el PTP esta compuesto por un complejo multi-
protéico constituido por el translocador de adenin
nucleotidos (ANT) y el acarreador de fosfato (PiC)
en la membrana interna mitocondrial, el canal
anionico dependiente de voltaje de la membra-
na externa mitocondrial (VDAC) vy la ciclofilina D
(CypD) en el espacio matricial (Fig. 1A) (5,7). Sin
embargo, diversos experimentos en mitocondrias
de mamiferos y de levaduras sugieren que estas

Hinchamiento Mitocondrial

o+
Ruptura de Membrana Externa

Liberacion de Sefales Pro
apoptoticas

Figura 2. Consecuencias de la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitochondrial en mitocondrias

de mamiferos.



94

Canal Anidnico
Dependiente de Voltaje

Acarreador de
Fosfato Mitocondrial

Gutiérrez-Aguilar M, Corona de la Pefia N

Translocador de

ADP/ATP Ciclofilina D

Dimeros ATP Sintasa

Complejo Respiratorio |

Figura 1. Estructura probable del Poro de Transicion de la Permeabilidad en mitocondrias de mamiferos. La porina
(VDAC) en la membrana externa mitocondrial ha sido sugerida como un blanco en donde el rojo de rutenio y el Ca**
pueden modular la transicion. El translocador de adenin nucledtidos (ANT) ha sido recientemente involucrado en la
transicion desde un punto de vista regulatorio. El acarreador de fosfato (PiC) ha sido recientemente sugerido como
el componente a través del cual son transportados los solutos y metabolitos durante la transicion. La ciclofilina D
ha sido considerada como un componente regulador del poro. Dimeros de la ATP sintasa ha sido considerada como
un probable componente del poro con base a sus propiedades electrofisiolégicas. (Modelos generados con Pymol:
The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schréodinger, LLC).

proteinas desempefian un papel regulatorio mas que
estructural, pues aun en ausencia de éstas, se sigue
detectando el PTP (Fig. 3) (5). Hipotesis recientes
proponen que el PTP esta formado por dimeros de
la ATP sintasa mitocondrial (3). Esto se desprende
de experimentos que demuestran la presencia de
un megacanal de multiples estados de conductan-
cia en preparaciones de la ATP sintasa dimérica. La
elucidacion de los componentes del PTP permitira
el desarrollo de farmacos especificos que permitan
bloquear el DIR.

La consecuencia inmediata de la apertura del
PTP es la depolarizacion del organelo (7). Como
se menciond anteriormente, el hinchamiento de
la mitocondria ocasiona la incapacidad de estos
organelos para recuperar su funciéon productora
de energia. En estas condiciones, la célula muere

por necrosis (Fig. 2) (8). La liberacion de factores
apoptoticos asi como de ligandos del receptor al
factor de necrosis tumoral al espacio extracelular,
inducen la apoptosis extrinseca en las células del
tejido aledafio a la zona de isquemia (3). Durante
un periodo de isquemia, el pH del medio intra- y ex-
tracelular tiende a descender. En estas condiciones,
el PTP se encuentra inhibido (6,7). Actualmente se
piensa que la protonacion de ciertas histidinas en
los componentes del poro, inhiben la apertura del
canal en estas circunstancias. Sin embargo, cuando
se reanuda el aporte sanguineo al tejido/6rgano,
la cadena respiratoria comienza a operar restable-
ciendo un gradiente en la concentracion de protones
e incrementando el pH celular a niveles cercanos
a 7.4. En estas condiciones (elevados niveles de
Ca?* mitocondrial, dafio por EROs y valores de pH
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suprafisioldgicos) el PTP inicia el colapso final de la
célula (4-8).

EL PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABI-
LIDAD EN LAS MITOCONDRIAS DE Saccha-
romyces cerevisiae

Al igual que en mitocondrias de mamiferos, las
mitocondrias aisladas de la levadura del pan S. ce-
revisiae presentan un Poro de Transicion el cual fue
caracterizado hace 18 afios por los grupos de Rial y
Guérin (9,10). La caracterizacion del canal inespe-
cifico en S. cerevisiae fue motivo de polémica entre
ambos grupos, sin embargo, éstos sentaron las ba-
ses de su probable funcion, regulacion y estructura.
Entre estos descubrimientos destacan la inhibicion
del canal por fosfato, ADP y Mg?* y su activacion por
restriccion de fosfato y adicion de ATP. Durante esos
afos, Pfeiffer propuso que este canal era un PTP de
levaduras (yPTP) no sensible a Ciclosporina A, un
inmunosupresor y potente inhibidor del PTP en ma-
miferos (11). Adicionalmente, Pfeiffer demostro que
el yPTP presentaba dimensiones similares al PTP, lo
cual sugeria que ambas eran estructuras equiva-
lentes. En este estudio se demostro que el yPTP no
era inducido por Ca?* a menos que se adicionara un
ionoforo de Ca?*, demostrando que las mitocondrias
de levadura carecen de un sistema uniportador del
catién. Esto reubico el estudio de la transicion de
la permeabilidad en levaduras y resaltd sus simili-
tudes como un probable modelo para el estudio de
patologias mitocondriales en mamiferos como las
detectadas durante el DIR y distrofias musculares
(12, 13). Es importante recalcar las limitaciones de
este modelo. Por ser un organismo facultativo, S.
cerevisiae manifiesta adaptaciones a la supresion
del aporte de oxigeno que no presentan organismos
eucariontes superiores y por lo tanto serian un mal
ejemplo para el estudio del poro desencadenado
por el DIR. Paraddjicamente, el ser una levadura
facultativa le otorga a S. cerevisiae ventajas sobre
organismos superiores para el estudio de la fisiolo-
gia mitocondrial (ver el parrafo siguiente).

Un ejemplo de las ventajas que ofrece S. cere-
visiae para poder determinar la estructura del yPTP
(y probablemente del PTP), es la capacidad que
presenta éste para crecer con mitocondrias carentes
de proteinas esenciales para la fosforilacion oxida-
tiva y muchos otros procesos. Esto permite evaluar
la pérdida de sensibilidad a inhibidores reportados
para ambos poros como el Mg?*, mersalil y masto-
paran en levaduras carentes (mutantes nulas) de
probables componentes del yPTP (2). Este es el caso
de la pérdida de sensibilidad en levaduras mutantes
nulas de VDAC a octilguanidina (OG), un inhibidor
del dano por isquemia-reperfusion (13,14). A di-

ferencia de lo observado en mitocondrias aisladas
de una cepa silvestre, en mitocondrias carentes de
VDAC, la OG no inhibe el hinchamiento mitocondrial
y la caida en el AW (14). Los resultados sugieren
que VDAC podria ser considerado el blanco en donde
la OG inhibe el PTP de mitocondrias de mamiferos
(13). Es importante resaltar que llevar a cabo expe-
rimentos con mutantes de VDAC en mamiferos no
es posible, primero porque tienen tres isoformas del
canal y la supresion genética de la isoforma 2 resulta
en la muerte del organismo en el estado embrionario
(5). Otro caso en donde la levadura permitié deter-
minar el sitio de interacciéon de un efector del PTP
se dio al evaluar el efecto del fosfato y del mersalil
sobre el yPTP (15). El fosfato ha sido recientemente
catalogado como un inhibidor del PTP y desde hace
casi 30 afios ha sido utilizado como inhibidor del
yPTP (12). Este es transportado gracias al PiC, el
cual deja de funcionar al ser inhibido por mersalil.
Experimentos de bioenergética clasica en una cepa
mutante nula de PiC en S. cerevisiae permitieron
elucidar que tanto el fosfato como el mersalil per-
dian sus efectos de antagonista y agonista del yPTP
respectivamente (15). Esto sugiere que el sitio de
union de ambas moléculas es a nivel del PiC.

Un caso mas controvertido de similitud entre el
PTPy el yPTP se dio cuando se determind que el Ca2*
presentaba un efecto dual en el PTP: A bajas con-
centraciones, promovia el estado abierto del poro,
lo cual se observa durante el DIR. Sin embargo,
experimentos de un grupo lider en el ramo demos-
traron que en presencia de muy bajas concentra-
ciones de rojo de rutenio (Un complejo de rutenio
que inhibe la entrada de calcio a la mitocondria), el
Ca?* inhibia la apertura del PTP en concentraciones
muy similares a las reportadas para la inhibicion del
yPTP en levadura (13). Experimentos subsecuentes
con mitocondrias purificadas de una cepa mutante
nula de VDAC permitieron demostrar que el Ca?*
interactla con VDAC para inducir el estado cerrado
del yPTP (13).

CONCLUSIONES

El poro de transicion de la permeabilidad mitocon-
drial es probablemente una estructura conservada
en organismos eucariontes. En la actualidad, un
numero creciente de inhibidores del PTP son repor-
tados. Sin embargo, el sitio o0 mecanismo a través
del cual cumplen sus funciones por lo general no
es determinado. En este sentido, la utilizacién de
mitocondrias de S. cerevisiae para establecer el
blanco de los ligandos reportados representa un
modelo relativamente confiable y de facil utilizacion
para comprender las relaciones estructura-funcion
del PTP de mamiferos y con ello contribuir al dise-
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fo racional de farmacos inhibidores del dafio por
isquemia-reperfusion.
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RESUMEN

La fosforilacién reversible de las proteinas regula una infinidad de procesos celulares.
La cinasa de proteinas dependiente del AMP ciclico (PKA) esta presente en todos
los eucariontes (protozoarios, animales, algas y hongos) a excepcion de las plantas
terrestres y su estudio ha revelado mecanismos importantes para la sefializacion
celular. Aqui se describen los componentes de la cascada de sefializacion de la PKA en
Saccharomyces cerevisiae, la compartamentalizacidon de las subunidades regulatorias,
asi como los mecanismos de regulacion de la respuesta al estrés, la estimulacion del
crecimiento filamentoso y la retro-regulaciéon de la actividad de la PKA. El analisis
genético de los componentes de la via PKA en S. cerevisiae ha arrojado informacién
muy detallada acerca de su evolucién, de sus relaciones estructura-funcion y de su
operacion mediante el desarrollo de modelos matematicos y computacionales.

ABSTRACT

Many cellular processes are regulated by reversible protein phosphorylation. cAMP
dependent protein kinase (PKA) is present in all eukaryotes (protozoa, fungi, algae,
and animals) with the exception of land plants and its study has revealed important
mechanisms for cell signaling. Here, the components of the PKA signaling cascade
in Saccharomyces cerevisiae, the compartmentalization of the regulatory subunits
as well as the mechanisms for regulation of the stress response, the stimulation
of filamentous growth, and the feed-back regulation of PKA activity are described.
The genetic analyses of the components of the PKA pathway in S. cerevisiae have
revealed detailed information about its evolution, structure-function relationships,
and operation by means of mathematical and computational modeling.
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INTRODUCCION

La remodelacién de la estructura celular esta deter-
minada por interacciones complejas y delicadas en-
tre sus componentes, asi como por las condiciones
del ambiente extracelular. En vertebrados, la PKA
juega un papel muy importante en actividades tan
dispares como la regulacidon del metabolismo, los
procesos secretorios, la memoria y el aprendizaje
(1). La PKA también regula el desarrollo, puesto
que mutaciones en el gen DCO de Drosophila, que
codifica a la subunidad catalitica de la PKA, ocasio-
nan defectos en la oogenesis y en la formacién de

*Recibido: 26 de febrero de 2013

patrones embrionarios. En vertebrados, la deficien-
cia de la PKA o su mala activacion afectan el tubo
neural, las somitas y las extremidades (1).

En S. cerevisiae, una de las rutas principales de
senalizacion que regulan el metabolismo vy el creci-
miento en respuesta a la presencia de nutrientes y
a las condiciones de estrés involucra a la PKA (2), la
cual estimula tanto a las enzimas de la glucdlisis y
la fermentacién como a aquellas involucradas en el
desarrollo y en la proliferacién celular. Al contrario,
inhibe a las proteinas involucradas en la resistencia
al estrés, en la gluconeogénesis y en la sintesis de
la trealosa y del glucégeno (2, 3, 4, 5) (Fig. 1). Las

Aceptado: 06 de agosto de 2013
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Figura 1. Esquema de la ruta de transduccion de sefiales de la PKA en S. cerevisiae. Los cuadros representan a
componentes de la via que actuan de manera mas intima permitiendo apreciar claramente las interacciones entre
los distintos mdédulos que la componen. La ubicacion espacial intracelular y la dinamica temporal de las interacciones
implican niveles de regulacion no representados en éste esquema. Las lineas discontinuas indican las relaciones que
se han demostrado entre los mdédulos cuando se afiade glucosa a un cultivo que se encuentra creciendo en fuentes de
carbono no-fermentables. Las lineas continuas indican las relaciones que se han demostrado entre los médulos durante
el crecimiento exponencial en medio rico en nutrientes. La adenilato ciclasa es activada rapidamente por el sistema
GPCR un minuto después de que la célula en ayuno percibe por primera vez a la glucosa en el medio extracelular,
mientras que el sistema de proteinas G pequefias (Ras) activa y mantiene de manera sostenida la actividad de la
adenilato ciclasa en respuesta al aumento en los niveles de glucosa fosforilada y a la disminucién del pH intracelulares.
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células de S. cerevisiae proliferan cuando disponen
de nutrientes y, por el contrario, crecen lentamente
cuando éstos escasean o cuando las condiciones
fisico-quimicas del medio les son adversas (2, 5).
Para modular su crecimiento la levadura monitorea
el ambiente circundante mediante estrategias diver-
sas, integrando los estimulos o sefiales generadas
y restructurando, incluso, el estado transcripcional
del genoma (2, 3). La ruta de sefializacion de la PKA
esta altamente conservada en los hongos y, debido
a su relevancia en la adaptacion a las condiciones
nutricionales y ambientales, se le considera como
un blanco clave para el desarrollo de farmacos
antifungicos que permitan controlar enfermedades
humanas y vegetales. Algunos de estos farmacos
en desarrollo actian a nivel de los Receptores Aco-
plados a las Proteinas G (G Protein-Coupled Recep-
tors, GPCR), de las subunidades cataliticas o de las
fosfodiesterasa, ya que muchos de sus dominios
funcionales estan conservados.

LAS VIAS PRINCIPALES QUE CONDUCEN A LA
ACTIVACION DE LA PKA EN S. cerevisiae

La activacion de la PKA requiere de dos vias prin-
cipales (Fig. 1). Una, la via Gpal-Gpr2, el equiva-
lente funcional de las proteinas G heterotriméricas
de la adenilato ciclasa de los mamiferos, detecta la
presencia extracelular de la glucosa o la sacarosa
y estimula de manera rapida a la PKA. La segunda,
la via Cdc25-Ras, permite mantener elevada la
actividad de la PKA cuando los niveles de glucosa
fosforilada aumentan y el pH disminuye dentro de
la célula como resultado de la actividad glucolitica.
Para monitorear el ambiente circundante, la leva-
dura utiliza a los GPCR. Los azlcares extracelulares
son inicialmente percibidos por la proteina recep-
tora transmembranal Gprl. El receptor, al sensar a
la glucosa, estimula el intercambio del GDP por el
GTP de la proteina Gpa2 (proteina tipo Ga). Unido
el GTP a Gpaz2, la adenilato ciclasa (AC), Cyrl, es
estimulada con el consecuente aumento en la acti-
vidad de la PKA en respuesta a la rapida elevacion
de los niveles del AMPc. Por el contrario, la subuni-
dad Rgs2 (subunidad reguladora RGS -Regulator of
G-protein Signaling-) promueve la retro/inhibicion
de la cascada, promoviendo la actividad GTPasa de
la proteina Gpa2 (4). Un segundo punto de control
negativo de la actividad de Gpa2 lo constituye la
proteina Ascl que, al unirse al complejo Gpa2-
GDP, inhibe el intercambio de GDP por GTP (4). En
la Via Cdc25-Ras, los sacaridos intracelulares son
fosforilados antes de ser metabolizados y se postula
que, cuando la glucosa se encuentra fosforilada, la
unién del GTP a las proteinas G monomeéricas Ras
(Rasl y Ras2) aumenta de dos a tres veces (2). Esto

es relevante, ya que la isoforma Ras-GTP también
estimula a la AC ayudando a mantener elevada su
actividad. La estimulacion de la AC por Ras-GTP
requiere de elementos adicionales, como la proteina
asociada a la AC, Srv2, o la proteina Sgt1, que pue-
de actuar como chaperona (3). El intercambio del
GDP por el GTP de Ras requiere de los factores de
intercambio Cdc25 y Sdc25 (2, 5). Por el contrario,
las proteinas Ira, Iral e Ira2, inhiben a Ras acele-
rando su actividad intrinseca de GTPasa (2). Ras y
los intercambiadores de nucledtidos de guanina tipo
Cdc25 estan presentes en los mamiferos, pero no
activan a la AC.

LAS SUBUNIDADES CATALITICAS Y REGULA-
TORIAS DE LA PKA

La PKA en S. cerevisiae consta de tres subunidades
cataliticas (C) codificadas por los genes TPK1, TPK2
y TPK3 (2, 3). Estas cinasas son reguladas nega-
tivamente por Bcyl (R), mediante las formacion
de un complejo tetramérico inactivo compuesto
por dos subunidades R unidas a dos subunidades
C (6). En otras especies, el nimero de isoformas
que componen la PKA es mayor. En humanos, por
ejemplo, cuatro genes codifican a las subunida-
des regulatorias y tres a las cataliticas (7), por lo
que S. cerevisae representa un modelo de menor
complejidad para el estudio de la dinamica y de las
interacciones entre las subunidades de la PKA .

A concentraciones elevadas del AMPc se activan
las Tpk s, ya que dos moléculas de este nucleétido
ciclico (AMPc) se unen a cada una de las subuni-
dades R, promoviendo cambios estructurales que
desencadenan en la disociacién del complejo R-C
y, en consecuencia, la liberacidon/activacion de las
subunidades cataliticas -Tpk1, Tpk2 o Tpk3- (6).
Las Tpk’s reconocen residuos de serina o treonina
en sus proteinas blanco ubicados dentro de las se-
cuencias consenso R-R/K-X-S*/T* > R-X2-S*/T* =
R-X-S*/T* (8).

Los analisis filogenéticos sugieren que las isofor-
mas Tpk1 y Tpk3 son evolutivamente mas cercanas,
mientras que la Tpk2 es la mas distante de las tres
(9), siendo el dominio N-terminal el que mas ha
variado, tanto en longitud como en secuencia. En
Tpk2 el dominio N-terminal es el de menor longitud,
componiéndose de 66 aminoacidos, en comparacion
con 83 y 84 de Tpkl y Tpk3, respectivamente (6).
Esto ha llevado a sugerir que el dominio N-terminal
podria determinar la especificidad de la cinasas
hacia sus sustratos. Esta hipdtesis se basa en el
analisis de quimeras entre el dominio N-terminal de
las Tpk 's de Candida albicans, donde se demostro
que este segmento en Tpk2 es relevante para re-
gular el crecimiento invasivo (10). El analisis fino
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de la relacién estructura-funciéon en la subunidad
Tpk2 de S. cerevisiae mostré que existen dominios
afuera del nlcleo catalitico, tanto en el C- como en el
N-terminales, que afectan la actividad de la enzima
(11). Este tipo de estudios permitira facilitar el dise-
fio de inhibidores especificos para las subunidades
cataliticas. En varios procesos celulares se ha visto
que la actividad de las Tpk’s es redundante, por
ejemplo: en la estimulacion del crecimiento, en la
progresion del ciclo celular y en la inhibicion de la
gluconeogénesis (2, 3). Sin embargo, se conocen
ciertos procesos celulares que de manera especifica
son regulados por las Tpk’s. La subunidad Tpk2
estimula el crecimiento filamentoso (12), desrepri-
me a los genes involucrados en la degradacion de
la trehalosa, favorece la asimilacion del fierro y la
homeostasis del agua (13) y antagoniza a las su-
bunidades Tpkl y Tpk3 durante la inhibicion de la
actividad los factores de transcripcion Hsfl y Skn7
(14, 15). La subunidad Tpk1 estimula la expresion
de genes que participan en la respiracion celular
y en la biosintesis de aminoacidos con cadenas
ramificadas (12). La subunidad Tpk3 estimula el
contenido enzimatico mitocondrial durante el cre-
cimiento fermentativo (15) e hiper-fosforila a Rgtl,
que es un factor de transcripcion involucrado en la
represion del gen HXK2 —hexocinasa 2-, cuando la
concentracion de la glucosa es alta.

LA COMPABTAMENTALIZACIC')N Y LA RETRO-
REGULACION DE LA PKA

La existencia de varias subunidades cataliticas e
incluso regulatorias, como en vertebrados, que
permiten la formacion de distintas isoformas de
los complejos R-C constituye un primer nivel de
especificidad para encausar a la sefalizacion. Un
segundo nivel de regulacion, es la localizacion de
la PKA en compartimentos subcelulares especificos
mediante la unidon de las subunidades regulatorias
con las proteinas de anclaje de la cinasa A (AKAPs,
A-kinase anchoring proteins). Las AKAPs sirven
como andamios moleculares que unen a la PKA
con otras proteinas (p. ejem., enzimas blanco, re-
ceptores, componentes de vias de sefializacion) de
manera que su localizacion espacial dentro de la
célula es mas proxima, facilitando su interaccion.
Se han descrito varias AKAPs que se unen ya sea a
la subunidad regulatoria RI o a la RII, lo que consti-
tuye un segundo nivel de regulacion de la PKA bien
establecido en vertebrados, con posibles ortélogos
en invertebrados, pero, sorprendentemente, no en
hongos como la levadura S. cerevisiae (7).

Como se describié anteriormente, la inhibicién
que ejerce Bcy1 sobre las Tpk s, favorecida cuando
los niveles del AMPc son bajos, esta bien caracteri-
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zada. Sin embargo, recientemente se ha propuesto
que las proteinas con repeticiones kelch, Krhl y
Krh2, facilitan la interaccion entre Bcy1 y las cinasas
(4). En cultivos de S. cerevisiae en fase logaritmica,
crecidos con medio nutritivo rico y glucosa como
fuente de carbono, los niveles de la proteina Bcy1
son aproximadamente el doble de la suma de las
tres Tpk 's (16). Estas proporciones asegurarian la
formacion del tetramero R-C. Sin embargo, en estas
condiciones es cuando la PKA presenta mayor acti-
vidad. Es posible que este efecto se deba, parcial-
mente, a diferencias en la compartamentalizacion
intracelular de estos componentes. De hecho, se
sabe que la localizacion subcelular de las subunida-
des cataliticas no es homogénea, ya que durante el
crecimiento en glucosa, la mayoria de las moléculas
de Bcyl se encuentran en el nucleo al igual que
Tpk2, mientras que la mayor parte de las moléculas
de Tpkl y Tpk3 se localizan en el citoplasma (16).
Ademas, en estas condiciones, en mutantes con
alta actividad de PKA debido a la delecién de BCY1,
la Pde2 se ubica en el nucleo (17). Lo anterior per-
mite sugerir la hipotesis de que las diferencias en
la concentracién del AMPc son drasticas entre los
diferentes compartimentos subcelulares.

Cuando las levaduras son sometidas a ayuno
y reciben una fuerte dosis de glucosa (como du-
rante la fase “/lag” de la curva de crecimiento), se
dispara la sintesis rapida y vigorosa del AMPc. Sin
embargo, este pico de AMPc disminuye por efecto
de la fosfodiesterasa de baja afinidad Pdel que
inmediatamente es activada por las cinasas Tpkl y
Tpk2 constituyendo de esta manera una horquilla
de retrorregulacion negativa (18).

Otro tipo de retroregulacion ocurre durante la
fase exponencial del crecimiento en glucosa. En este
caso el AMPc es degradado principalmente por la
fosfodiesterasa de alta afinidad Pde2 (19) debido a
que Tpkl y Tpk3 la activan y la estabilizan (17). In-
teresantemente, al cambiar la fuente de carbono a
rafinosa, o cuando la actividad de la PKA disminuye,
una gran cantidad de Pde2 se transloca del nacleo
hacia el citoplasma (17). Sin embargo, se desconoce
el mecanismo exacto mediante el cual la PKA actta
sobre Pde2. Otro punto de autorregulacion negativa
se da a nivel de la modulacién de la estabilidad de
Ras en la membrana (3). Las Tpk s hiperfosforilan a
Cdc25, comprometiendo su estabilidad en la mem-
brana y la unién con Ras (20). En ambos casos la
actividad de la AC disminuye. Ademas, el anclado
a la membrana plasmatica y estabilidad de Cdc25
dependen de Ssal (Hsp70) (2). Durante el estrés
oxidativo o de calor los niveles de Cdc25 disminuyen
(21). Se ha planteado que este efecto se debe a
que, en condiciones estresantes, el aumento en la
cantidad de proteinas desnaturalizadas disminuye
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la disponibilidad de Ssal y de otras chaperonas que
se requieren para proteger y renaturalizar a otras
proteinas. Por lo anteriormente expuesto, se ha
sugerido que las proteinas Ras podrian estar relacio-
nadas en la transmisidn de sefales en condiciones
de estrés .

La localizacion espacio-temporal de los compo-
nentes que inciden sobre la PKA es relevante para
la regulacion de los distintos procesos celulares en
los cuales esta involucrada. En S. cerevisiae Bcyl
se concentra en el nucleo cuando el medio de cul-
tivo contiene glucosa, mientras que, en fuentes no
fermentables de carbono (p. ejem., etanol, glicerol),
su localizacion es homogénea entre el citoplasma
y el nlcleo. La distribucion subcelular de Bcyl es
regulada por la fosforilzacion de dos regiones ricas
en serinas de su extremo N-terminal (22). La forma
no fosforilada se encuentra en el nlcleo, mientras
que, cuando es fosforilada por la cinasa Yakl, se
mueve hacia el citoplasma. La retencién de Bcyl
en el citoplasma depende de la proteina Zds1, que
interactla fisicamente con el N-terminal de Bcyl
una vez que éste es fosforilado por Yakl. Existe
evidencia de que otro factor retiene a Bcyl en el
citoplasma, ya que la fosforilacion de una de las dos
regiones ricas en serina es independiente de Zds1
(22). Cuando las levaduras son sometidas a choque
térmico (37°C) en presencia de glucosa, una sub-
conjunto de la poblacion de Bcy1 sale del nucleo al
citoplasma, translocacion que es dependiente tanto
de Zds1, como de Zds2 (22). Los datos anteriores
indican que el mecanismo de compartamentaliza-
cion subcelular de la subunidad regulatoria de la
PKA es funcionalmente homodlogo entre levaduras
y animales, pero no a nivel estructural, pues las
primeras carecen de AKAPs y los segundos de Zds1
y Zds2.

LA INHIBICION DE LA RESPUESTA AL ESTRES

El estado transcripcional de cada gen esta goberna-
do tanto por la estructura que adquiere la cromatina
como por los factores de transcripcion (FT), que
son capaces de reclutar a la RNA polimerasa tipo II.
Este proceso requiere de la coordinacion de muchas
proteinas y de la unién de los FT a secuencias espe-
cificas ubicadas cerca del inicio de la transcripcion
a lo largo del tiempo y en células, tejidos u érganos
especificos. Se sabe que la remodelacion de la ex-
presion genética esta gobernada por FT jerarquicos
dependiendo del estimulo. Por ejemplo, en respues-
ta a un choque térmico o al aumento paulatino en la
temperatura, el principal FT que interviene es Hsf1,
ya que su funcidon se requiere para la induccion de
165 genes (23). Los FT Msn2, Msn4, Yapl y Skn7
también colaboran en la induccion de la expresion

de los genes de respuesta al estrés (GRE). La acti-
vidad de la PKA esta relacionada a la actividad de
algunos de estos FT.

Los genes MSN2 y MSN4 codifican para los FT
Msn2 y Msn4, respectivamente, los cuales conser-
van un dominio de unién al DNA del tipo “dedo de
zinc”. Ambos participan en la respuesta general al
estrés en S. cerevisiae (24) y reconocen a los ele-
mentos consenso STRE (5’-CCCCT-3") promoviendo
el aumento de la expresion de 200 a 300 genes en
réplica a distintas condiciones adversas (25). Uno
de los principales mecanismos de inhibicion de Msn2
y Msn4 consiste en contenerlos en el citoplasma,
lo cual se logra con la fosforilacion del dominio de
localizacion nuclear. Las cinasas TOR y PKA regu-
lan el estado de fosforilacion de Msn2 y Msn4 de
manera directa. En condiciones de estrés, los FT
Msn2 y Msn4 son hiper-fosforilados y rapidamente
re-localizados al nucleo, oscilando dindmicamente
entre el nucleo y el citoplasma (26).

Si bien la regulaciéon de la actividad de Hsf1 via
la PKA ha estado sujeta a debate, recientemente
se demostrd que las variaciones genéticas entre
cepas de S. cerevisiae determinan el estado de la
actividad de Hsf1 cuando la cascada de sefializacién
Ras-PKA es alterada. Se postula que la inhibicidon de
Hsfl por la PKA es de manera indirecta, en donde la
chaperona Hsp70 es intermediaria en esta relacion
(15). Estos datos concuerdan con observaciones
acerca del complejo Hsfl1-Hsp70, que mantiene
baja actividad transcripcional durante el crecimiento
exponencial en medio con glucosa. En condiciones
de estrés se promueve su disociacion, liberando a
Hsfl en un estado transcripcional de mayor activi-
dad (27).

LA ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO FILA-
MENTOSO

Yak1 constituye un nodo importante en la estimula-
cion del crecimiento filamentoso y de la respuesta
a estrés en condiciones nutricionales adversas, ac-
tuando paralelamente y hacia abajo de la PKA. La
PKA regula el crecimiento filamentoso (12), modu-
lando la especificidad dual de la cinasa de treoninas
Yak1. La eliminacion de cada uno de los genes que
codifican para las Tpk’s causa fenotipos diferentes. A
falta de TPK2 este tipo de crecimiento resulta inhibi-
do, mientras que la eliminacion de TPK1 no lo afecta
y la eliminacién de TPK3 causa hiper-crecimiento
filamentoso, sugiriendo que Tpk3 tiene la capacidad
de inhibir y Tpk2 de estimular este fenotipo (12).
Especificamente, Tpk1 fosforila a Yak1 inactivando-
la. Se sugiere que esta modificacion mantendria a
Yakl en el citoplasma. En contraste, en el estado
activo (no-fosforilado) Yakl preferentemente se
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localiza en el nucleo, donde promueve la expresion
de FLO11 a través de los FT Sok2 y Phd1 (28). En
cambio, Tpk2 estimula el crecimiento filamentoso
controlando la unién al promotor de Flol1 del FT
Flo8 y la disociacion, por fosforilacion, del represor
transcripcional Sfl1.

LA INTEGRACION DE LAS INTERACCIONES

Los modelos computacionales constituyen herra-
mientas importantes para investigar el comporta-
miento de los sistemas complejos. Se han propuesto
modelos matematicos discretos y deterministicos
para describir la dindmica de las interconexiones
entre los componentes de la ruta de sefializacion
Ras/PKA/AMPc (29, 30). Aunque en el modelo
matematico deterministico se modelé la actividad
de la PKA, incluyendo el asa de retro-inhibicion, se
considerd que la actividad de las Tpk ‘s es redun-
dante (30). El modelo matematico del tipo discreto
se enfocod principalmente a estimar la cantidad
relativa de los componentes citoplasmaticos de la
ruta de sefializacion de la PKA pero, similarmente
al trabajo anterior, se consideré como redundante
la actividad de las Tpk s (29). Recientemente se ha
desarrollado un modelo computacional discreto en
donde la actividad de cada una de las subunidades
cataliticas es analizada de manera independiente.
Este modelo se basd en datos experimentales del
analisis genético de la regulacion de la expresion
génica dependiente de Heat Shock Elements (HSE)
via los FT Hsfl y Skn7 por la PKA, el cual demostrd
la existencia de interacciones antagdnicas entre la
subunidad Tpk2 y las subunidades Tpkl y Tpk3 en
la inhibicion de Hsfl y Skn7, asi como el papel de las
proteinas Hsp70 (Ssal y Ssa2) como mediadoras de
la inhibicidon de Hsf1 por las Tpks. Con este modelo
se representa la dinamica de las interacciones de la
red; entre las tres subunidades cataliticas con su su-
bunidad regulatoria Bcy1 a través de la retroinhibi-
cién de la sintesis de AMPc via Pde2. La modelacién
matematica de la via PKA esta todavia en una etapa
temprana de desarrollo. Las nuevas generaciones
de modelos matematicos y computacionales debie-
ran de incorporar tanto a la ubicacién espacial, asi
como a la dinamica temporal de los elementos que
componen esta via de sefializacion. Los modelos
que incluyan estos parametros permitiran postular
hipotesis que no siempre se obtienen bajo mera
intuicidn, asi como analizar el comportamiento del
sistema con dos 0 mas variables incluidas de manera
simultanea o en compartimentos diferentes, tal y
como ocurre en la célula. Otro reto mas ambicioso
implicara el acoplamiento de las dinamicas antes
mencionadas con los experimentos masivos llevados
a cabo en S. cerevisiae que han permitido conocer
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la localizacion subcelular y la abundancia de todo el
proteoma, los cambios en la expresion del genoma
y sus interacciones epistaticas. Esto aumentara
aun mas la complejidad del modelamiento de la
via PKA en el futuro, tanto en S. cerevisiae como
en humanos.

CONCLUSIONES

Una gran cantidad de laboratorios han analizado
extractos de plantas (algas y plantas terrestres
[briofitas y pteridofitas]) para detectar al AMPc o0 a
las cinasas dependientes del AMPc desde los afios 70
del siglo pasado. Las evidencias mas contundentes
indican que, salvo en algas verdes y rojas, estos
componentes no son detectables en las plantas
terrestres. La ausencia de éstos componentes regu-
latorios (cAMP, subunidad regulatoria de la PKA) y
cataliticos (subunidad catalitica de la PKA, adenilato
ciclasa) en las plantas terrestres, concuerda con los
estudios gendmicos recientes de plantas vasculares
y no vasculares (31, 32). Cabe aclarar que la falta
de secuencias similares a la PKA en las plantas te-
rrestres no implica la ausencia de otras familias de
cinasas de proteinas de serina y treonina que no
dependen del cAMP para su funcionamiento (33) o
incluso la ausencia de genes que codifican compo-
nentes de la via PKA cuya secuencia ha divergido
de sus ancestros algales a tal grado que ya no es
posible reconocerlas con los algoritmos tradicionales
tipo BLAST. La ausencia de componentes facilmente
reconocibles de la PKA, en las plantas terrestres,
pudiera ser una consecuencia de su larga historia
evolutiva. Se ha sugerido que el ancestro comun de
las plantas, que divergié hace mil millones de anos
de las algas verdes, perdid funciones importantes
relativas a la motilidad celular, como los cilios y los
flagelos y su cuerpo basal asociado, el centriolo
(34). En Chlamydomonas reinhardtii el cAMP se
requiere para el proceso de apareamiento y para la
funcion y regulacién flagelar, por lo que se podria
hipotetizar que la pérdida de las funciones anterio-
res incluyé también la de los genes implicados en
la via PKA. Sin embargo, estudios mas recientes
han avivado la controversia acerca de si las plan-
tas tienen la capacidad de sintetizar cAMP y cGMP
via adenilil o guanilil ciclasas no convencionales,
respectivamente (35). Una hipdtesis alternativa es
que las plantas terrestres desarrollaron distintas
estrategias de monitoreo y adecuacion al ambiente,
por su naturaleza sésil y quizas evolucionaron poste-
riomente, por convergencia evolutiva, la capacidad
de sintetizar cAMP o cGMP.

En los animales, la PKA desempefia un papel
muy importante en la transmision de sefales tanto
intracelulares como intercelulares en procesos fisio-
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l6gicos, de desarrollo, metabdlicos y de proliferacion
celular a través de la activacion de enzimas y genes.
La facil manipulacion experimental de S. cerevisiae
y la baja complejidad genética de los componentes
que regulan a la PKA han facilitado el rapido avance
en el estudio de su regulacion e interacciones fisicas
y genéticas. Aunado a lo anterior, la variabilidad
genética entre cepas de la especie S. cerevisiae ha
permitido iniciar estudios acerca de cdmo es que
fendmenos como la epistasis influyen en la actividad
de ésta cascada de sefializacion. El modelaje ma-

tematico y computacional de la via permitira algin
dia entender y predecir la importancia de la diver-
sidad genética en la adecuacion a los ambientes en
constante cambio.
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TABLA I

Comparacion de los componentes de los mddulos que conforman a la ruta de sefializacién de la PKA en
Homo sapiens y en S. cerevisiae. Abreviaturas: TSH (hormona estimulante de la tiroides), GEF (fac-
tores de intercambio de nucleétidos de guanina), GAPs (proteinas activadoras de la GTPasa), AKAPs
(proteinas-ancla de la PKA). Notese que en humanos existe una gran diversidad de moléculas Ras, GEFs,
GAPs y proteinas con repeticiones Kelch. Sin embargo, para el caso de Ras, GEFs y GAPs, se sabe que
no existe interaccién alguna con la PKA. Para el caso de las proteinas con repeticiones Kelch, no se ha
determinado aln si median la interaccion entre las subunidades R y C de la PKA.

Moédulo

Homo sapiens

Saccharomyces cerevisiae

Proteinas G heterotriméricas

TSH, o y B-adrenérgico, mus-
carinico de acetilcolina, dopa-
mina, etc. (receptores). Cuatro
subclases de proteinas Ga, cada
una con varios miembros: Gas,
GuirGagq Y Gui2/13- Cinco proteinas
Gg; doce proteinas G,.

Gprl (receptor de glucosa); Gpa2
(Gys); Rgs2 (regulador).

Proteinas G monoméricas

Todos los componentes presen-
tes, pero no estan relacionados
a la estimulacién de la AC

Rasl, Ras2 (proteinas G); Cdc25,
Sdc25 (GEFs); Iral, Ira2 (GAPs).

AMP ciclico AC1, AC2, AC3, AC4, AC5, AC6, Cyrl (adenilato ciclasa), Srv2
AC7, AC8, AC9 y sAC (adenilato (activador dela AC); Sgtl (cocha-
ciclasas); Pde 1, Pde2, Pde3, perona de la AC); Pdel y Pde2
Pde4, Pde5, Pde6, Pde7, Pde8, (fosfodiesterasas)

Pde9, Pdel0, Pdell (fosfodies-
terasas)
PKA Ca, CB, Cy, PrkX (subunidades Tpkl, Tpk2, Tpk3 (subunidades

cataliticas); RlIa, RiB, RIIa, RIIB
(subunidades regulatorias); > 50
AKAPs (localizacién subcelular
de R)

cataliticas); Bcyl (subunidad re-
gulatoria); Krh1, Krh2 (proteinas
con repeticiones Kelch); Zdsl y
Zds2 (localizacién subcelular de R)
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HORIZONTALES

13

14

15.

Polimeros lineales formados por unidades
repetitivas de disacaridos constituidos por
aminoazucares, los principales representantes
son heparina, acido hialurénico, condroitin y
dermatan sulfato; se localizan en la matriz ex-
tracelular y participan en procesos de adhesion
celular, crecimiento y proliferacion celular y el
mantenimiento de hidratacion de los tejidos.
Proceso por el que en una pelicula sensible a
los rayos X se graban las posiciones de enti-
dades radiactivas, como proteinas y acidos
nucleicos inmovilizados en una matriz (ni-
trocelulosa, gel, célula); con esta técnica se
puede estudiar el transporte intracelular de
una proteina marcada radiactivamente.
Enlace que ocurre espontaneamente en pre-
sencia de un agente oxidante al reaccionar dos
residuos de cisteina, su formacion contribuye
a estabilizar la estructura tridimensional de
las proteinas; en eucariontes se forman en la
luz del reticulo endoplasmico.

Lipidos que cuando se descubrieron por Thu-
dichum en 1884, resultaba enigmatica su fun-
cién, actualmente se han identificado algunos
que participan en la membrana plasmatica de
las neuronas, otros participan en procesos de
reconocimiento en la superficie celular y algu-
nos que tienen porcion glucosidica, definen los
grupos sanguineos del humano.

Reaccién de es el nombre que recibe
la glicacion o glicosilacion no enzimatica de-
bido a la produccién de melanoidinas ante el
calentamiento de alimentos proteicos, lo que
produce el color caracteristico de la carne
asada.

Lectina presente en la luz del reticulo endo-
plasmico que ademas de participar en el al-
macenamiento de calcio previene el plegado
prematuro incorrecto de las proteinas recién
sintetizadas.

Siglas de productos finales de la glicacion, son
el resultado de una serie de reacciones quimi-
cas que ocurren posteriormente a la adicion
no enzimatica de un azlcar a otra molécula,
los productos intermedios en la formacion de
éstos, se conocen como productos Amadori,
de la reaccion de Maillard y bases de Schiff; su
formacion se ha relacionado con la progresién
de la diabetes y enfermedades asociadas con
la edad adulta como el Alzheimer.

Siglas en inglés (acido periddico-de Schiff)
que le da el nombre a la tincion utilizada para
la deteccion de ciertas moléculas abundantes
en el tejido conectivo y la lamina basal de los
epitelios.

27.El
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17.Componentes de la matriz extracelular, del

cartilago y del liquido sinovial de los anima-
les, formado por la union de proteinas con
glucosaminoglicanos; estas moléculas por su
gran resistencia y flexibilidad permiten que,
entre otras funciones, el cartilago se pueda
comprimir y re-expander, ademas de que son
moduladores de sefiales de comunicacién en-
tre la célula y su entorno.

18. Reaccidon enzimatica de los azlcares con lipidos

y proteinas en el reticulo endoplasmico; en el
caso de las proteinas constituye la modifica-
cion postraduccional mas importante ya que
para que ser secretadas o formar parte de la
superficie deben ser sintetizadas en el reticulo
endoplasmico y unidas a un oligosacarido y
posteriormente son enviadas al aparato de
Golgi.

19. Siglas en inglés de los receptores de productos

finales de glicacion avanzada, pertenecen a la
familia de las inmunoglubulinas y se encuen-
tran en la superficie celular, son importantes
en la inmunidad innata contra patdgenos, in-
tervienen en el desarrollo de algunas enferme-
dades cronicas como la diabetes mellitus, en
el sindrome metabdlico, artritis, aterosclerosis
y cancer.

21. Identificada con las siglas Con A, es una lectina

gue actua especificamente al unirse a residuos
de D-manosa y D-glucosa localizadas en el
lado extracelular de las membranas; ademas
es utilizada como agente aglutinador de célu-
las malignas en los linfocitos

23. Aminoacido de una proteina, que por su grupo

amino de la cadena lateral se une a oligosa-
caridos para dar lugar a una glicoproteina;
estas moléculas le confieren estabilidad a las
proteinas ya que incrementan su solubilidad,
participan modificando su carga neta, su resis-
tencia a la protedlisis y su afinidad en procesos
como la, adhesion o la sefializacion.

26. Moléculas que se encuentran en un alto

porcentaje en las membranas de células del
sistema nervioso, formadas por ceramida, oli-
gosacaridos y tienen residuos de acido sialico;
junto con esfingolipidos y colesterol forman las
balsas lipidicas o caveolas que son sitios de
reconocimiento y comunicacién intercelular,
participan en la transduccion de sefales; a
través de los carbohidratos se unen especi-
ficamente a ciertos virus como el de la gripe
y a toxinas bacterianas como las del célera o
tétanos.

endopldsmico es una estructura
membranosa de las células eucariontes que
provee a la célula de una gran superficie en
la que se sintetizan proteinas de secrecion a
las que se adicionan carbohidratos como mo-
dificaciones postraduccionales, ademas en él
se realizan reacciones de desintoxicacién de
la célula.
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30.

32

33

34

35.

36.

Nombre del proceso por el cual algunas protei-
nas de la membrana con funcién reguladora,
fijan un grupo lipidico de naturaleza isoprenoi-
de, mediante su unidon por un enlace tioéter a
un residuo de cisteina.

Se llama O-glucosidica a la unién covalente
entre el carbono anomérico de un sacarido
y el grupo hidroxilo de la , treonina,
hidroxilisina, hidroxiprolina o lipidos como la
ceramida.

Siglas del nucleétido que unido a acetilgluco-
samina participa inicialmente como donador de
un carbohidrato que se utiliza para la sintesis
de oligosacaridos en el proceso de glicosila-
cién.

Organelos celulares que contienen una diver-
sidad de enzimas proteoliticas e hidroliticas;
las proteinas que las forman son altamente
glicosiladas, se sintetizan en el reticulo en-
doplasmico y son modificadas postraduccio-
nalmente en el aparato de Golgi; presentan
residuos de manosa -6-fosfato identificados
por un receptor localizado en las cisternas
trans del aparato de Golgi.

Se refiere a la unidén de la célula a una su-
perficie que puede ser otra célula o la matriz
extracelular; intervienen moléculas como las
cadherinas, selectinas e integrinas que son
moléculas que participan en la transduccién de
sefales y en la interaccién parasito-hospedero.
Asi se designa al péptido transitorio de una
secuencia corta de aminoacidos de una protei-
na naciente que dirige a ésta hacia el reticulo
endoplasmico en eucariontes o a la membrana
plasmatica en procariontes.

VERTICALES

2.

Enzima de la N-glicosilacion, estad localizada
en la membrana del reticulo endoplasmico,
une un oligosacarido al nitrégeno de la amida
de la asparagina en la secuencia tripeptidica
Asn-X-Ser o Asn-X-Thr.

Brefeldin A es un producido por Pe-
nicillium brefeldianum que inhibe el transporte
de proteinas del reticulo endoplasmico al apa-
rato de Golgi e induce el transporte retrogrado
de proteinas del mismo aparato hacia el reti-
culo endoplasmico a través de actuar sobre la
proteina ARF-1.

Proteinas que estan unidas covalentemente
a uno o mas carbohidratos; tienen diversas
funciones, son: transportadoras, receptoras,
estructurales, hormonales o enzimaticas.
Proteina pequefia, es reguladora y esta pre-
sente en todos los organismos eucariontes;
controla la estabilidad, funcién y localizacion

10.

11.

12,

16

20

24

25.
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intracelular de una gama de proteinas; se une
covalentemente a proteinas mal plegadas, lo
que conduce a la degradacion de estas ultimas.
Siglas de una secuencia sefial (Lys-Asp-Glu-
Leu) de las proteinas que las retiene en la luz
del reticulo endoplasmico y con ello se evita
que sea secretada.

Aumento de glucosa en la sangre que ocasiona
complicaciones en los individuos entre las que
se incluyen retinopatia, nefropatia, ateroscle-
rosis, enfermedad cerebrovascular entre otras;
se ha identificado que la glicacion de algunas
proteinas contribuyen a la patologia diabética.
Proceso no enzimatico en el que azlicares como
la glucosa y la fructosa se unen a proteinas
y lipidos, lo que lleva al mal funcionamiento
de ellas y da como resultado la formacién de
moléculas identificadas con las siglas en inglés
AGE.

Lectinas de la membrana plasmatica que
interactuan con carbohidratos de la matriz
extracelular o de la superficie de otras células
y contribuyen al flujo de la informacion entre
la célula y la matriz.

Antibidtico que bloquea el primer paso de la
sintesis del oligosacarido de 14 residuos que se
une a las proteinas en el reticulo endoplasmico
para constituir a las glucoproteinas.

El dolicol fosfato participa en el

de oligosacaridos al reticulo endoplasmico
y aparato de Golgi para su unién a lipidos o
proteinas.

El acido es un término genérico para
los N- u O-derivados del acido neuraminico se
sintetizan a partir de N-acetilgalactosamina
y acido fosfoenolpirtivico mediante las sialil-
transferasas, forman parte de las glicopro-
teinas en las cisternas del aparato de Golgi;
participan entre otras reacciones, en procesos
de reconocimiento celular, en la modulacion de
sistema inmune y en la apoptosis.

Acido cuya sal pertenece a la familia de los
glicosaminoglicanos, formado por aproximada-
mente 50,000 unidades repetidas de glucuro-
nato y N-acetilglucosamina con enlaces 3 1-4,
se encuentra presente en el humor vitreo, en
el liquido sinovial, tiene la capacidad de poder
absorber una gran cantidad de agua y por su
estructura viscosa lubrica y da flexibilidad a
las articulaciones.

Los defectos de la glicosilacion son un
grupo de enfermedades autosdmicas recesivas
(1/50 mil a 1/100 mil nacimientos) ocasiona-
das por una sintesis anormal de glucoproteinas
ya sea por error en el transporte de los azlca-
res o por déficit de las enzimas, ocasionando
retraso psicomotriz, anomalias esqueléticas,
alteracion en la coagulacién, problemas de
regulacién hormonal, fibrosis hepatica, citolisis
y piel de naranja, entre otras.
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26. Tay-Sachs es el nombre de una enfermedad

de caracter hereditario, autosémico

recesiva, se caracteriza por la deficiencia en

la enzima hexosaminidasa A que causa el al-

macenamiento de gangliésidos en el cerebro

ocasionando la muerte de las células, lo que

produce un deterioro progresivo de las capa-
cidades fisicas y mentales del individuo.

28. Lipido poliisoprenoide de cadena larga que
cuando estd fosforilado, transfiere a través
de la membrana del reticulo endoplasmico a
un oligosacarido de 14 azucares que se une
al residuo de asparagina de una proteina que
se esta sintetizando en este organelo.

29. Glicoproteinas localizadas en la superficie ce-
lular, algunas pueden interactuar con células
de la respuesta inmune generando un efecto
inmunosupresor, otras son toxicas al inhibir
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el crecimiento celular; contienen sitios de
union especifica para carbohidratos, lo que
les permite participar en los mecanismos de
reconocimiento y aglutinacion celular.

31. Proteina abundante del tejido conjuntivo de

cartilagos y huesos a la que se adiciona ga-
lactosa a los residuos hidroxilados de lisina y
prolina; en la ancianidad hay glicosilacion no
enzimatica la que conduce a que haya pérdi-
da de elasticidad y fuerza tensora, al mismo
tiempo que aumenta la rigidez.

32.Siglas en inglés de la particula de reconoci-

miento de la sefial que se une simultanea-
mente a la subunidad grande del ribosoma y
a la secuencia de sefializacion hacia el reticulo
endoplasmico de una proteina que se esta
sintetizando.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Elizabeth Lira Silva y Ricardo Jasso Chavez

Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia.

Cinética enzimatica

Cinética enzimatica. Efecto del pH

Las enzimas microbianas han reemplazado a los
catalizadores quimicos utilizados en la industria
guimica, farmacéutica, alimenticia y textil debido
a que su proceso de produccidon es mas amigable
con el ambiente comparado con los procesos uti-
lizados con anterioridad. En la actualidad dichas
enzimas tienen un gran potencial a nivel industrial,
un ejemplo de ello son las proteasas alcalinas que
se utilizan preferencialmente como aditivos en la
formulaciéon de detergentes sobre compuestos
sintéticos, debido a su capacidad para degradar
manchas proteinicas como sangre, chocolate y le-
che (1). Dos tercios de las proteasas producidas a
nivel industrial son de origen microbiano, entre los
que destacan principalmente el género Bacillus sp.
Las proteasas utilizadas deben tener un alto nivel
de actividad y estabilidad en un amplio intervalo
de pH y temperatura, por lo que es importante
implementar estrategias para su obtencion con
la finalidad de incrementar su rendimiento. En
este sentido, se implementd el uso de lodos resi-
duales para la producciéon de proteasas alcalinas
a partir de Bacillus licheniformis, para lo cual se
llevdo a cabo la recuperaciéon y purificacion de la
proteasa a partir del filtrado del cultivo fermenta-
do. La eficacia de la enzima se ha examinado en
presencia de detergentes comerciales estandary
se determin6 que su maxima actividad fue a 60
°C, manteniendo el 97 % de su actividad durante
180 min de incubacién y que la presencia de Ca%*
y Mn2* incrementaron la actividad (2).

La actividad de la enzima se determiné por el
método modificado de Kunitz (2), midiendo a 275
nm la produccion de tirosina liberada a partir

Correo: eli_lira_sil@hotmail.com

de la hidrolisis de caseina. Se incubd 1 mL de la
enzima diluida con 5 mL de caseina (1.2 % p/v)
por 10 min a 37° C a diferentes valores de pH.
El intervalo de pH se realiz6 utilizando diferentes
amortiguadores; acetato (pH 5), fosfato (pH 6-7),
borato (pH 8-9), bicarbonato (pH 10), Robinson
y Stokes (Na,HPO, + NaOH) (pH 11-12). La re-
accion se detuvo por la adicion e incubaciéon de
la mezcla con 5 mL de acido tricloroacético (TCA)
al 10 % (w/v) para desnaturalizar y precipitar la
proteina no hidrolizada. Una unidad internacional
de actividad (IU) se define como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1 pmol (181.2 pg)
de tirosina/min a partir de caseina a pH 8.2 y 37°
C. La tabla 1 muestra la actividad de la proteasa
alcalina de B. licheniformis a diferentes valores
de pH.

Con los valores obtenidos determinar:

1. 1a Vhyax, Kn v la eficiencia catalitica (Vima/Kn) a
cada valor de pH del ensayo.

2. los valores de pK, e identificar los residuos de
los aminoacidos involucrados en la unién y en la
catalisis.

Referencias
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hree, Balumuri Annapurna, Sundaram Seshadri
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BIOQUIMICO

Elizabeth Lira Silva y Ricardo Jasso Chavez

Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia.

Se ha demostrado que la actividad de las enzimas
varia respecto al pH, debido a que en su sitio
activo pueden tener aminoacidos con varios gru-
pos ionizables (acido aspartico, acido glutamico,
cisteina, histidina, arginina y lisina) involucrados
en la unién y catdlisis. A bajos valores de pH la
enzima esta protonada (E"*!) mientras que a altos
valores estara desprotonada (E™'), de acuerdo con
el siguiente modelo para dos grupos ionizables:

aKm
E+S ¢ > E™!S
Ke, f Kes,
!
H- H*
+ Km =

ENS —> En 4P

E"+S

] Kes,
Ke, ‘

ﬁ‘l \L
H- H*
+ BKm +

En~l + S € E'Fl S

Donde se asume que las tres formas de la
enzima son capaces de unir al sustrato pero solo
la forma E"S es cataliticamente activa: n es el
nimero de grupos ionizables, E" es la forma de
la enzima cataliticamente activa, E"*' y E™! son
las formas no cataliticas, K.; Yy K.> representan las
constantes de disociacién de protén de la enzima
libre, K.s; Y Kes» las constantes de disociacion de
proton de los complejos enzima-sustrato (E"*'S vy
E™1S), a y B son factores que modifican la afinidad
de la enzima por el sustrato.

La ecuacion de velocidad de Michaelis-Menten
que describe el efecto del pH sobre la enzima es:
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Vmc{xﬁs
V= w1
K,”+ S
Donde:
v * __ Vmux 2
mox - H+ KESZ
1+(K,351)+(H+)
+
. (1+ (o) +(Rey
Ky =K,—&—F—  ........3

m o HP . Kesy
Ut ger *Ca#)

Los valores de los parametros cinéticos son
aparentes, lo cual se indica con asteriscos pues
estan afectados por la concentracion de protones
[H*].

Con los valores de la Tabla 1 se construyd la
grafica de actividad de la proteasa alcalina a di-
ferentes concentraciones de caseina y diferentes
valores de pH (Fig. 1); con los mismos datos se
realizd el grafico de dobles reciprocos 6 grafico
de Lineweaver-Burk (Fig. 2), donde se puede ob-
servar que la K, la V. Yy la eficiencia catalitica
dependen del valor del pH del ensayo. Los valores
de K, Vimax Y Vimax /Km s€ pueden obtener a partir
de los valores de la ordenada al origen (1/Vax),
abscisa al origen (-1/K,,) y de la pendiente (K,,/
Vnax) de la figura 2. En la Tabla 2 se muestran
los parametros cinéticos calculados a cada valor
de pH utilizando el método de Lineweaver-Burk.
Se determind que a valores de pH extremos (pH
5y 12) la velocidad méxima de la proteasa fue
muy baja en comparacidon con las actividades
determinadas en el intervalo de pH 9-10 (el valor
de la ordenada al origen b= 1/V,,., disminuye);
la afinidad de la enzima (K,,) en el intervalo de
pH analizado es variable (el valor de la abscisa
al origen a= -1/K,,), mientras que la eficiencia
catalitica de la enzima se incrementa a pH 10.
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Tabla 1
Actividad de la proteasa alcalina de Bacillus licheniformis a diferentes valores de pH

Actividad de la proteasa alcalina (IU/mL)

Caseina

(mM) pH 5 6 7 8 9 10 11 12
0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0.15 0.18 0.35 0.66 2.54 3.89 1.8 0.32
10 0.22 0.254 0.72 1.32 4.8 7.9 2.3 0.98
20 0.35 0.43 0.85 1.65 5.72 8.43 3.6 1.43
30 0.55 0.68 0.98 1.98 6.43 9.32 4.87 2.101
40 0.72 0.89 1.12 2.08 6.78 9.89 5.32 2.62
80 0.85 0.912 1.23 2.32 6.9 10.05 5.54 3.18

Una unidad internacional (UI) es igual a un 1 pmol de tirosina producido por minuto.

10 -
> pH
m 5
p— o 6
- > A7
'\E O < v 8
2 6 < O 9
=2 < ® © > 10
= O ® e 11l
o 44 </ w12
o p— V
-2 v
8 4. X7 A /*
< 2- $ - A—O ©
| 5% - —-
/&
d(%
T T T T T
0 20 40 60 80
Caseina (mM)

Figura 1. Actividad de la proteasa alcalina a diferentes valores de pH. Los ajustes se obtuvieron de forma inde-
pendiente a cada valor de pH utilizando la ecuacién no lineal de Michaelis-Menten.
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Figura 2. A partir del grafico de Lineweaver-Burk a) intervalo acido de pH (5-7) y b) intervalo basico de pH
(8-12) se pueden obtener los valores de K, Vinax ¥ Vmax /Km @ partir de la ordenada al origen (1/Vmnax), abscisa al
origen (-1/Ky,) y de la pendiente (Kpy/Vmax)-

Tabla 2

Parametros cinéticos de la proteasa alcalina de Bacillus licheniformis obtenidos a partir de la
caracterizacidn cinética realizada a diferentes valores de pH y calculados a partir del ajuste por
regresion lineal del método Lineweaver-Burk

Ve Kn* Vs /0 &
PH (IU/mL proteina) (mM) min-
5 1.6 17.3 0.1
6 3.3 18.9 0.2
7 2.4 7.7 0.3
8 5.2 16.3 0.3
9 9.0 12.0 0.8
10 11.9 9.4 1.3
11 6.4 13.6 0.5

12 2.7 11.7 0.2
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Considerando el doble reciproco de la ecuacién
2, la ordenada al origen es:

KESZ
VmaxH+

1 1 H*

Vmax Vmax Vmax Kesl

A valores de pH bajos (1-6 6 [H*] alta), el
término Keso/(VmaxH*) puede despreciarse, por lo
gue la ecuacién 4 se reduce a:

De forma similar, el término H*/(VnaxKes1 ) puede
despreciarse a valores de pH altos (8-14 6 [H*]
baja), por lo que la ecuacidn 4 se reduce a:

P _ b, Ko 6

Vmax Vmax H *

*
Vmax

La pendiente del doble reciproco de la ecuacion
(3) es:

K. K K
= H++ mte2 + m ee e van "”7

Vmax H * Vm ax

El término (KmKe2)/(VmaxH*) puede ser despre-
ciado a valores de pH bajos (1-6 6 [H*] alta), por
lo que la ecuacion 7 se reduce a:

Km Km

B Vmax Kel

K
H*+ " .. 8

Vma.x

Vm ax

De modo similar, a pH basico, el término K./
(Vimax Ke1) HY puede ser despreciado a valores de
pH altos (8-14 6 [H*] baja); por lo que la ecuacion
7 se reduce a:

*

Km Km.Ke2 Km

Vmax H *

Vmax Vmax

Considerando las ecuaciones anteriores, es
posible regraficar los valores de las ordenadas al
origen (1/Vmay) Y las pendientes (Kim/Vimax) VS [H]
0 1/[H*] dependiendo del intervalo de pH (acido
o basico, respectivamente). En estos regraficos
es posible obtener el valor de las constantes de

115

disociacion K.y, Kea, Kest Y Kesz, @ partir del cruce
con las abscisas (Fig. 3). Los valores de pKj, se ob-
tuvieron calculando el - logaritmo de las constantes
de disociaciéon y fueron pK.;= 5.09, pK.,=11.7,
pPKes1=5.3 Yy pKesz =11.6. En los regraficos es im-
portante notar que solo se deben tomar en cuenta
aquellos puntos que caen dentro de la recta, ya
que los que no lo hacen se encuentran fuera del
intervalo de pH estudiado.

Otra forma de calcular los valores de pK, con
mayor precision es realizar el ajuste por regresion
no lineal utilizando las ecuaciones 2 y 3 descritas
anteriormente (Fig. 4). La ecuacién 2 se editd
para obtener los valores de Kqs; ¥ Kesp; mientras
que a partir de las ecuaciones 2 y 3 se obtuvo la
ecuacion 10 para obtener Kqy Y Kes:

()
(1 + D + G

Vinax _

K, ..10

La edicidn de estas ecuaciones se realizd utili-
zando el programa de computo Origin 5.0. Al reali-
zar el andlisis a pH acidos se observo la presencia
de un tercer grupo ionizable que probablemente
esté participando en la estabilidad de la enzima
(Fig. 4). La ventaja al utilizar este método es que se
obtienen los valores de pK, de unidén y de catalisis
directamente esto es, sin regraficos (Tabla 3).

Una tercera opcidn para obtener los valores de
pK, es mediante el uso del grafico de Dixon Webb,
obtenido a partir de la forma logaritmica de las
ecuaciones 2 y 10. Para la ecuacién 2, se obtiene
la siguiente ecuacion en forma logaritmica:

H+ Kesz
) )

A pH acido, los términos 1 y K.s/H* se pueden
despreciar debido a que son muy pequefios re-
specto a H*/Kes; , por lo que la ecuacién simplificada
es:

log Vipax = log Viuax — log

log Vimax™ = PH — (PKes1 — 108 Vingx) v e vee wnr 12

A pH basico, los términos 1y H*/K.; se pueden
despreciar debido a que son muy pequefios respecto
a Kes/H*, por lo que la ecuacion simplificada es:

l0g Vinax™ = PH + (PKesz — log Vipay) < e oo 13
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Figura 3. A partir de los regraficos a) 1/Vmax 0 Kn/Vmax versus [H*] para el intervalo de pH acido y b) 1/Vax 0
Kn/Vmax vVersus 1/[H*] para el intervalo de pH basico, es posible obtener el valor de las constantes de disociacion
Kei, Kez, Kes: ¥ Ksz, @ partir del cruce con las abscisas.
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Figura 4. Andlisis por ajuste no lineal a diferentes valores de pH obtener el valor de las constantes de disociacion
pKell pKeZ/ pKesl y pKesZ-
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Tabla 3
Constantes cinéticas involucradas en la
uniodn y catalisis de la proteasa alcalina de B.
licheniformis calculadas a partir de métodos de
analisis por regresion lineal y no lineal

Lineweaver Dixon Ajuste no
Burk Webb lineal
PKes1 5.3 6.7 7.9
PKes2 11.6 10.8 11.7
PKe 5.09 7.04 9.3
PKe> 11.7 10.4 10.2

De manera similar se obtiene la ecuacion
logaritmica a partir de la ecuacion 10 para
intervalos de pH &acido y la ecuacidén que resulta
es:

*

Vm ax

Vnax [ ( )]
log K, = pH — |pKel — log Xm v e e 14
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y para pH basico, la ecuacion es:

Vinax Vi

K., Kn
Vmax

v /

max _ g, Km_4 16

Vinax Vmax/l(

El grafico de Dixon Webb (Fig. 5) se obtuvo
graficando el log Vo * 0 el 1og (Vimax/Km)* versus
el pH, en esta grafica se puede trazar una linea
recta tangente a la curva de pendiente = 1 y
otra de pendiente= -1 (debido a que el valor de
la pendiente de la variable independiente en las
ecuaciones 14 y 15 es 1, ver ecuacion 16) hasta
que intersecten con el valor de Viax Y (Vimax /Km)
reales que se obtuvieron a partir del grafico de
Lineweaver Burk y estan marcados con lineas
horizontales.

Entonces los valores de pK, seran iguales al
valor de pH en el punto de interseccién de estas
dos lineas. Asi se puede obtener directamente los
valores de pKeasi, PKes2, PKe1 Y PKez. Es importante

pKesl
SR m
¥
e [ ]
;E
g
[ |
O 0 0
*
:
N
P, O
[ |
44 ©
T T T 1
5 8 9 13
pH

Figura 5. A partir del Grafico de Dixon Webb: 1og V.x* 0 el log (Vimax/Km)* versus el pH, es posible obtener los
valores de pKesi, PKesz, PKe: ¥ PKez. directamente del punto de interseccion de la recta tangente de m=1y m=-1

con el valor de Vpax ¥ (Vimax /Km) reales.
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mencionar que los resultados obtenidos de estos
graficos sblo seran confiables cuando la diferencia
entre los valores de pK,, evaluados a pH &acido
y basico (p. ej. pKe.1 Y pKe2), sea mayor a tres
unidades de pH. De acuerdo con la Fig. 5 los valores
calculados (pKes1=6.7, pKesx=10.8, pK.1=7.04y
pKe>=10.4) cumplen con dicho criterio.

Se determind que esta enzima fue una tipica
proteasa alcalina cuyo pH éptimo es 10. Los valores
de las constantes de disociacion obtenidos por
los tres métodos diferentes correlacionan muy
bien entre si. Los valores de pK, obtenidos a pH
alcalino (8-12), es decir para la segunda constante
de disociacion de la enzima libre y del complejo
enzima sustrato (pKe; Y pKesz) SON cercanos a
los de la tirosina (pK;=9.8-10.5) y/o arginina
(pK;=11.6-12.6). Las mayores diferencias entre
los métodos lineales y el no lineal se obtuvieron
para las constantes de disociacion a valores de
pH acido (pKei Y pPKesi). A este respecto, las
serina y treonina proteasas asi como las aspartil
proteasas, utilizan un residuo de acido aspartico
e histidina para llevar a cabo la catalisis. El pK,
de un residuo de histidina (pK,=5.5-7) o un acido
aspartico (pK,=3-5) puede oscilar dependiendo del
ambiente en el que se encuentre en la enzima. De
esta forma los valores de pK.; Y pKes1 obtenidos
del analisis lineal concuerdan con los valores de

Lira Silva E, Jasso Chavez R

pK, del aspartico y/o histidina (Tabla 3). Por este
motivo es importante hacer especial énfasis en
realizar un analisis completo y adecuado al estimar
los parametros cinéticos por métodos lineales
antes de realizar el ajuste no lineal, para no sobre
interpretar los datos experimentales. Sin embargo,
para validar la participacién de estos aminoacidos
en la catdlisis enzimatica se requiere realizar
experimentos adicionales utilizando compuestos
gue reaccionen de manera especifica con estos
aminoacidos (tirosina, arginina o histidina)
mediante nitracién, cloracién o iodacion de residuos
de tirosina u oxidacion de grupos sulfuro o realizar
mutagénesis sitio dirigida para cambiar estos
aminoacidos y con ello determinar si se modifica
la actividad enzimatica al variar el pH del ensayo,
asi como la afinidad y la capacidad catalitica de la
enzima.
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NORADRENALINA GENERA UN MICROAMBIENTE
INDUCTOR DE METASTASIS VIA LA CINASA SRC

Rodriguez-Gama, Alejandro! y Ortega-Granillo, Augusto?

IDepartamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM
2Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Las hormonas son componentes importantes del
sistema nervioso simpatico, sirven para comunicar
sefiales a los distintos tejidos de un organismo. La
noradrenalina (NA) es una hormona liberada en
situaciones de estrés y pertenece a la familia de
las catecolaminas. Los receptores B-adrenérgicos
(ADRB), se encargan de transducir el estimulo de
NA mediante proteinas G. La unién del ligando a
su receptor aumenta la concentracion de AMP ci-
clico (cCAMP); esto activa a la cinasa de proteinas
A (PKA) que amplifica la sefal.

De entre las proteinas efectoras de las vias
de sefializacidon se encuentra Src, esta proteina
es regulada a distintos niveles en la célula. En
su extremo N-terminal tiene una regidon que se
une covalentemente a la membrana plasmatica,
lo que limita su localizacion. Ademas tienes dos
sitios de fosforilacidon que deben ser modificados
para alcanzar la conformacién activa. Src tiene
un papel importante en proliferacion, adhesion y
motilidad celular; hace mas de 100 anos que el
Dr. Peyton Raus describio la participacion de una
forma mutada de Src en el establecimiento del
sarcoma de pollo. Actualmente se sabe que esto
se debe a la pérdida de regulacién en la expre-
sién y actividad enzimatica de Src, por ello se le
considera un protooncogen.

La oncogénesis ocurre con mayor frecuencia en
tejidos con alta tasa de recambio, esto favorece la
acumulacién de mutaciones. Ademas, las células
cancerosas pueden presentar dos caracteristicas
potencialmente peligrosas: la proliferacion des-
medida, asi como la capacidad metastasica.

En condiciones fisioldgicas y patoldgicas el tejido
de ovario estd constantemente expuesto a una
concentracién de NA mayor a la del torrente san-
guineo. En investigaciones previas se ha descrito
una relacion entre estimulos del sistema nervioso
simpatico como noradrenalina y un incremento en
la patogénesis, migracién celular y angiogénesis en
tejido tumoral (1). A principios de 2013, Armaiz-

Pena et al., describieron un nuevo mecanismo de
activacion de Src dependiente de PKA en células
de cancer de ovario estimuladas con NA; ademas,
evaluaron la repercusion en la transicion al fenotipo
metastasico (2).

La senalizacién mediada por NA, produce cam-
bios en la expresion y el estado de fosforilacion
del proteoma. Después de analizar las cinasas
responsables de estos cambios, se identificod a Src
como un principal modulador de la respuesta (2).
Pese a que Src puede ser activado por distintas
familias de receptores, este trabajo demostré
que la activacion de Src en respuesta a NA ocurre
solamente via ADRB2.

Src tiene multiples residuos fosforilables, pero
la fosforilacidon de una tirosina es responsable de
inducir un fenotipo metastasico. Sin embargo,
este fenotipo se pierde al silenciar PKA (cinasa de
serina y treonina). Después de analizar la discre-
pancia entre la actividad de PKA y la fosforilacién
en tirosina de Src, se propuso un mecanismo de
autotransfosforilacion.

Por otro lado, con la finalidad de promover
una investigacion formal en el uso de inhibidores
B-adrenérgicos contra la promocion del cancer,
se realizé un analisis estadistico de una base de
datos de la FDA (Food and Drug Administration).
El anadlisis mostré que pacientes con cancer de
ovario bajo tratamiento con inhibidores de ADRBs
tienen mayor esperanza de vida.

Mediante los acercamientos in vivo, in silico e
in vitro, el trabajo de Armaiz-Pena valida futuras
investigaciones sobre el uso de inhibidores de
ADRBs como tratamiento contra la progresién
del cancer. La descripcion de la activacion de
Src bajo un estimulo de NA, plantea una nueva
perspectiva sobre la participacion de estimulos
neuroendodcrinos en el desarrollo de fenotipos
malignos (Fig.1). También abre la posibilidad de
considerar a Src como un blanco terapéutico para
disminuir la progresion de la metastasis. (&)

<
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Adenocarcinoma de Ovario

Figura 1. Mecanismo de induccién de metastasis por noradrenalina. La NA es reconocida por receptores B-adre-
nérgicos (B-ADR). La proteina Gs es activada por el receptor, lo cual promueve la activacién de la adenilato ciclasa
(AC). Esta enzima aumenta la concentracién de cAMP, que activa a PKA, que a su vez fosforila un residuo de Src
(S§17). Esto desencadena la autotransfosforilacion de otro residuo de Src (Y142). El estado de fosforilacion conse-
cuente es responsable de los efectos en la transicion al fenotipo metastasico. MC. Membrana celular.
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GRACIAS MARIVEL, NUESTRA ASISTENTE EDITORIAL

—-Doctor Victor, évendra a la junta de la Revista? Me
enteré por Angy que estaba de viaje y pensé que
no podria llegar, ya que son las 11 de la mafiana-
me dijo Marivel, con voz forzadamente baja, muy
timida, tratando de endulzar cada silaba y como no
queriendo sonar impositiva o inquisitiva. -Si llego
Marivel, de hecho estoy saliendo en unos minutos
para el aeropuerto iahi nos vemos!- le dije apre-
suradamente. Marivel insistié conociendo la ciudad
y haciendo gala de sus instintos maternos, como
frecuentemente lo hacia —Estarda muy carrereado
doctor Victor, pero esta bien, cuidese mucho.

—-Marivel ¢Como va lo de su enfermedad?- pre-
gunte antes de terminar la llamada -Nada bien,

pero estoy tranquila, resignada y confiada en el
tratamiento, dispuesta a luchar por mi y por mis
hijos- Fue contundente y elocuente, aunque con
un grado muy grande de tristeza, se notaba su en-
tereza, pero al mismo tiempo la preocupacién por
sus hijos. —Duro Marivel, saldra adelante- traté de
sonar convincente, que no se notara mi pesimismo.

Seguramente sintio que se aproximaba el fin de
la conversacidon, conociéndome, como me conocia,
de cortar las llamadas muy rapido, usando frases
muy cortas y contundentes. Apresuradamente me
dijo —Por cierto doctor Victor, -bajé los hombros
sabiendo que me embestiria con su clasica forma
de presion, respiré profundo y balbucee -Digame
Marivel- sabiendo con certeza la peticion que ha-
ria, -Le recuerdo la Editorial, perddn que le insista
pero ya casi esta armado el nimero. Termind la
frase casi en suplica y como si manejara con de-
licadeza una pieza de cristal muy valiosa. —Esta
bien Marivel, ya casi la tengo- le menti, ni siquiera
habia decidido el tema, seguramente ella prede-
cia también mi frecuente respuesta, se apresurd
a decir: —Perddn que le insista se que esta usted
muy ocupado, —No se preocupe Marivel, ya sé que
la presiona a usted la Dra. Saldafa- sonrei, -No
doctor, no es asi- me dijo tratando de sonar como
si no estuviera mintiendo, -No se preocupe ya sé
que es su amiga y que la protege, pero esta bien,
asi son las amigas siempre coOmplices- me diverti,
casi podia ver su cara sonrojada y llena de pena,
terminé diciendo -Es broma Marivel, me aplicaré
para tenerla a tiempo, —-Cuidese mucho, un beso
y nos vemos al rato. Esta conversacion la tuvimos
el pasado 10 de septiembre.

El vuelo se retrasé y como Marivel predijo, no
pude llegar a la junta del Comité Editorial; Angélica
apenas le pudo avisar una hora antes, seguramen-
te pensdé -Se lo dije doctor Victor, sabia que no
podria llegar-. No la volvi a ver, ni a hablar con
ella, no pude darle el beso y el abrazo que seria
de despedida, vi su contestacion de un correo a
un autor, el viernes anterior a su fallecimiento,
trabajo como Asistente Editorial de la Revista
de Educacién Bioquimica hasta momentos antes
de su muerte, aun con una enfermedad crénico-
degenerativa maligna y sabiendo el diagndstico y
prondstico que enfrentaba.
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Recuerdo cuando entrevisté a Marivel como
candidata para obtener el puesto de Asistente
Editorial de la Revista, ya el Dr. Marco Antonio
Juarez habia dado su visto bueno. Me comentd
su trabajo en las empresas privadas, bajo sueldo,
mucho trabajo, poco satisfactorio, muy rutinario.
Tenia pocas herramientas de trabajo en computa-
cion, no muy buen manejo de internet, pero mucho
empefo y un trato muy calido, algo necesario para
la interaccién con autores, revisores, editores vy
lectores. Me aseguro6 que el Dr. Juarez le ayuda-
ria con los programas y el internet, lo cual hizo
puntualmente siempre. Su rostro se ilumind y no
dejé de agradecerme la decisién, me aseguro que
trabajaria para sacar adelante a sus hijos Paulina
y Carlos. Se despidié afectuosamente, llena de
agradecimiento, desedndome un buen viaje a una
escalada en Argentina, misma que conmemoro con
una taza de escalador en roca con mi nombre, que
aun conservo y atesoro. La tarde era fria y pronto
cayo la noche, cuando mandé el correo electronico
de aceptacion a Marco, me senti satisfecho.

Marivel trabajéo desde marzo de 2001 para la
REB, algunas veces con dificultades por compartir
su tiempo con otras actividades dentro del Depar-
tamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina
de la UNAM. Su opinidn y expresidon siempre po-
sitiva y conciliadora contrastaban con las no poco
frecuentes intensas discusiones al seno del Comité
Editorial. Su tranquilidad y su disposicion de dar
mas tiempo a un revisor que aun no contestaba o
a un autor que le llamo y prometid enviar la res-
puesta, lograba cierta estabilidad entre las prisas
editoriales y el trato humano, casi maternal.

Los autores, revisores, lectores y editores
siempre nos dirigiamos a ella con carifio, era dificil
enojarse con ella. Recuerdo que una investiga-
dora me reclamo airadamente sobre la falta de
informacién sobre un trabajo publicado, cuando
encontré que el error era de Marivel y le indiqué

José Victor Calderén Salinas

que le llamaria la atencion al respecto, me dijo -
No exageres, todos cometemos errores. Sin duda
estaba dispuesta a marcarme un error a mi, pero
gue a Marivel no se le tocara, estoy seguro que
no la conocid, sino sélo por teléfono y por correo.
Asi era nuestra Marivel.

Siempre se esforzaba por confortarnos y que la
reuniones del Comité Editorial fueran acogedoras,
atenta a los detalles de minutas y expedientes y
pendiente de tener siempre listo un café o un té.
La ultima junta que la vi, le ofreci nuevamente las
posibilidades de ayuda y apoyo, me lo agradecid y
me explicé que el Dr. Edgar Zenteno y ahora del
Dr. Juan Pablo Pardo desde la Jefatura del Depar-
tamento de Bioquimica le estaban apoyando en
todo lo posible. Me indicé su firme conviccién de
seguir trabajando para la Revista incluso desde su
casa como lo hizo durante la recuperacion de su
biopsia diagndstica. Me aclard plenamente su fe en
estar mejor y la decision de hacer el tratamiento
necesario para poder salir adelante por ella y por
sus hijos, su razén de vida. Finalmente me indicé
que estaba resignada y tranquila, en su mirada
y expresion se podia saber que asi era, sus ojos
tristes y su expresion melancdélica cambid cuando
le dije que iria a escalar, la abracé y le di un beso,
ella fue quien me dijo -Cuidese mucho y diviér-
tase-, preocupada por los demas y olvidando mo-
mentaneamente su enfermedad y el duro camino
que le esperaba.

Su muerte nos tomd a todos por sorpresa,
incluyéndola, el Comité Editorial se sumé a dar
las condolencias a sus hijos, extrafiaremos sus
atenciones, agradecemos su trabajo.

Adiés Marivel, cuidese mucho.

José Victor Calderdn Salinas
Editor en Jefe
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

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

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

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes
lineamientos editoriales:

de publicacién entre paréntesis, titulo completo
del articulo y después de un punto, el nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el el Current Contents, numero del volumen y an-

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

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

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

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

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

dor de textos “Word”, con una extensiéon maxima
recomendada de 15 cuartillas a doble espacio,
en “Times New Roman 12" como fuente de la
letra, sin formato de texto, tabuladores o pies
de pagina. Las figuras y tablas se presentaran
separadas del texto.

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

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo y deben contener para los articulos:
apellidos e iniciales de todos los autores, afio

tecedido por dos puntos, el nUmero de la primera
y ultima paginas, de acuerdo con el siguiente
ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
(1996) Generic analysis of ageing: role of oxida-
tive damage and environmental stresses. Nature
Gen 113:25-34. Los articulos en libros deberan
citarse de la siguiente forma: Wood KJ (1992)
Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A
W. John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,
USA, pp 81-104. Los libros podran incluir las
paginas totales o las consultadas y se citaran de
acuerdo con este ejemplo: Lehninger AL, Nelson
DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

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

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

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

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

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

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

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

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