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LOS CURSOS CORTOS DE BIOQUIMICA
| ESPECIALIZADA

A principios de afo se presentaron en mi
laboratorio unos muchachos pertenecientes al
grupo 1004 de esta Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Auténoma de México,
para solicitar un curso de Bioquimica del Hueso.
Mi sorpresa fue grande al ver que alumnos recién
entrados a la Facultad, procedentes de los
planteles de Ensefianza Media Superior, tenian ya
una inquietud tan grande por aprender, que
deseaban estudiar material que no se incluye en
el plan de estudios. Un poco temeroso de que
todo fuera la ilusién de un momento y no una
actitud responsable frente a su carrera y su
porvenir, pero con el deseo de no defraudarles,
acepté, e hicimos los trdmites internos necesarios
sobre el contenido, el horario, el aula, etc.
Propuse que el curso fuera de aproximadamente
veinte horas y comenzamos a trabajar. La
primera sesién incluyé a todos los alumnos del
grupo y yo hice una descripcién somera de la
estructutra y constitucion del hueso para dar un
panorama general del contenido que habia de
tener el curso. Aunque hubo una desercién
importante en las siguientes sesiones, pronto se
normalizé la asistencia, e incluso asistieron
algunos alumnos de otras escuelas de la misma
kUNAM. El desarrollo de las clases fue

sumamente provechoso, pues los alumnos
participaban con todo su entusiasmo y hacian
preguntas y observaciones de mucha valia. En
esta forma transcurrieron tres meses de clase y
preferi dar por terminado el curso cuando ya se
habian cumplido la mayoria de los objetivos
aunque los alumnos estaban dispuestos a
continuar aunque fuera con otros temas.

Esta experiencia fue sumamente célida y
agradable y me llevé a pensar: si un cursillo
organizado con un solo grupo de esta Facultad,
ha producido resultados tan halagiiefos, parece
evidente que si este tipo de cursos se organiza
haciendo los programas y la propaganda con la
suficiente antelacién, el éxito ha de ser mucho
mayor.

Aprovechando mi calidad'de Presidente del
Colegio Académico de Bioquimica de esta
Facultad de Medicina, llevé el proyecto a una de
las reuniones y como es natural tuvo sus
opositores y sus partidarios. Entre los tltimos se
cuenta, con el maximo de entusiasmo, la Dra.
Marta Zentella, quien se ofrecié de inmediato a

dar el curso siguiente, sobre Bioquimica del
Pasa a la Pdg. 43
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LOS CURSOS CORTOS...

Higado, el que se encuentra actualmente en
desarrollo con una inscripcién de 108 alumnos y
buen porcentaje de asistencia. Hay en
preparacién un curso mas para el presente afio
sobre Biologia Molecular del Ejercicio, por el
Dr. Gabriel Carrillo Santin, y cinco mas para el
ano de 1990.

Es probable que si el Colegio Académico de
Bioquimica hubiera ofrecido cursos adicionales
de bioquimica clésica a nivel superior, a nivel de
repaso, o de preparacion para los eximenes
departamentales, u otros, no hubiera tenido éxito.

(Cuidl es la diferencia entre la bioquimica
especializada y la bioquimica clasica? Desde
luego hay que saber bioquimica general para
poder estudiar la bioquimica especializada de un
6rgano o tejido. Si queremos estudiar la
estructura de la matriz orgénica del hueso
tenemos que conocer la estructura de los
proteoglicanos, de las glucoproteinas y de las
proteinas, todos ellos desde un punto de vista
general, y en la bioquimica especializada
explicaremos cada uno en forma particular.
Hablaremos de las proteinas no coldgena, y de la
coldgena haremos una descripcion detallada.

Al estudiar la fase mineral conoceremos las
diferentes sales de calcio que se pueden encontrar
en el hueso, las calcificaciones ect6picas y los
estudios para acelerarlas o frenarlas. Finalmente,
estudiaremos las hormonas y vitaminas que
regulan los movimientos del calcio en el

organismo y los segundos mensajeros
dependientes de calcio.

Con respecto al higado diremos que este érgano
tiene un papel vital en el metabolismo de los
carbohidratos y de las grasas, pero no
explicaremos vias particulares como la
glucogénesis, glucdlisis etc. en el metabolismo
de los carbohidratos, y de la lipogénesis y la
lipdlisis en el metabolismo de los lipidos; sino
que haremos ver como el higado regula estas vias
metabdlicas y las armoniza. Haremos ver que el
higado es fundamental en el envio de energia a
otros tejidos a través de la formacién de glucosa
sanguinea y de cuerpos cetdnicos, que se
catabolizan en otros tejidos; que el higado es
importante productor de colesterol, cuya misién
en la constitucién de las membranas plasmaticas
de las células es bien conocida, y que da origen a
hormonas esteroidales y otras sustancias como el
calcitriol que acttia fundamentalmente en el
metabolismo del hueso. Las acciones del higado
en relacién con la economia total del organismo
son mucho més numerosas adn.

En cuanto a la organizacién de los cursos,
podemos decir que no hemos tenido ninguna
dificultad en encontrar a los profesores
especialistas, dispuestos a hacer esta labor de
difusién del conocimiento, y que hemos
encontrado en la Jefatura del Departamento y la
Coordinacién de Ensefianza todo el apoyo
requerido para hacer de esta ilusién una realidad.

Dr. Federico Ferndndez Gavarrén
Presidente del Colegio
Académico de Bioquimica
Facultad de Medicin, UNAM
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RESUMEN

Los carotenoides son una familia de pigmentos
naturales que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Algunas de las
funciones que presentan los carotenoides en los
organismos que los contienen son: absorcién de la
luz, fotoprotecciény como precursores de la vitamina
A. Los carotenoides poseen un gran interés practico
para diversas industrias como la alimentaria, por su
empleo como antioxidantes y colorantes biolégicos
y para la farmacéutica por sus aplicaciones en
medicina. A pesar de suimportanciaenlaindustria
y de la creciente demanda que existe porellos, enla
actualidad es poco lo que se sabe acerca de su forma
de sintesis y regulacién. Este trabajo pretende
resumir y actualizar lainformacién disponible acerca
deestos fendmenos en la formacién de carotenoides,
asi como de presentar sus perspectivas de utilizacion.

INTRODUCCION

Se conoce conel nombre de carotenoidesaunade
las familias m4s importantes de pigmentos naturales.
El nombre de caroteno le fue dado al pigmento
amarillo aislado a partir de la zanahoria (Daucus
carota) por primera vez en 1831. Los carotenoides
son tetraterpenos liposolubles formados por la
condensacién de unidades isoprenilo, cuya gama de
colorvadel amarilloalrojo. Se conocen més de 400
carotenoides diferentes, los cuales se dividen
estructuralmente en dos grupos: los carotenos y las
xantofilas. El grupo de los carotenos esta formado
por compuestos hidrocarbonados y el grupo de las
xantofilas por derivados oxigenados de los
compuestos hidrocarbonados. Las xantofilas son
mas solubles enagua que los carotenos. El principal
caroteno es el beta-caroteno. Algunas de las
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xantofilas més conocidas son la cantaxantina y la
luteina. Tanto los carotenos como las xantofilas
estan formados por 40 carbonos.

Como puede observarse en las Tablas I y II, los
carotenoides se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza. Su intervalo de distribucién va
desde los microorganismos hasta las plantas y las
aves (1,2).

TABLA L

DISTRIBUCION DE CAROTENOIDES EN MICROORGANISMOS

Microorganismos

Géneros

Bacterias fotosintéticas
Bacterias no fotosintéticas
Levaduras

Hongos filamentosos

Algas

FFuente: (1)

Clorobacteriuceae
Thiorhodaccac
Mycobacterium
Corynebacterium
Rhodotorula
Phaffia
Neurospora
Phycomyces
Dacrymyces
Penicillium
Blakeslea
Cyanophyceae
Cryptophyceae
Dinophyceae

DISTRIBUCION DE CAROTENOIDES EN ANIMALES, FRUTAS Y HORTALIZAS

Distribucion

Mariscos

Peces
Frutas

Verduras

Aves

Fuente: (2)

Ejemplo

Langosta
Camarén
Salmén
Durazno
Citricos
Jitomate
Pimiento
Flamenco
Canario



Ademads de dar color a los organismos que los
contienen, los carotenoides presentan otras funciones
como son la absorcién de luz, la proteccion contra
la tensién ambiental y atrapan radicales libres.

Los carotenoides han sido extraidos de una gran
variedad de fuentes, tales como las frutas, las
hortalizas y los mariscos.

En la Tabla III se presenta una lista detallada de
las diversas fuentes naturales de las cuales se han
extraido los carotenoides (3).

TABLA I11.
FUENTES DE EXTRACCION DE CAROTENOIDES

__Fuente Carotenoide

Gardenia Crocetina, crocina

Semilla de anato Bixina
Citricos
Jitomate
Zanahoria
Pimiento
Mariscos
Maiz
Levadura

Cryptoxantina, licopeno
Licopeno

Beta-caroteno

Paprika

Astaxantina

Zeaxantina, Beta-caroteno
Rhodotorulina

Equinona

Beta-caroteno, luteina

Huevo de Erizo
Chlorella

Fuente: (3) _

APLICACIONES

Los carotenoides son ampliamente aplicados en
la industria alimentaria, farmacéutica y
recientemente en la medicina.

a) ALIMENTOS

Los carotenoides aprobados por la Food and
Drug Administration de los Estados Unidos de
América (FDA) para su inclusién en los alimentos
son: beta-caroteno, beta apo-8'-carotenal y
cantaxantina. Lasrazones porlas cualesse adicionan
carotenoides a los alimentos son las siguientes:

— Restauraciénde laapariencianormal del alimento
cuando el color original ha sido destruido por su
procesamiento. Por ejemplo, en frutas enlatadas.

— Obtencién de un color uniforme en frutas
recolectadas en diferentes cosechas.
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— Intensificacion del color natural cuando éste es
débil.

— Proteccion de agentes saborizantes y vitaminas
fotosensibles durante el almacenamiento (4).

EnlaTablalV se presentanejemplos de alimentos
que son coloreados con carotenoides.

TABLA 1V.
UTILIZACION DE CAROTENOS EN ALIMENTOS

BETA-APO-

BETA-CAROTENO 8'-CAROTENAL

CANTAXANTINA

Bebidas
Reposteria

Bebidas
Reposteria

Bebidas
Confiteria
Confiteria

Confiteria Licteos

Pastas Pastas Jugos

Salsas Productos con tomate

Salsas

Licteos Licteos

Jugos Jugos

Aceites Accites

Postres Postres

Conservas
Botanas
Salchichas

Existen ventajas y desventajas en la utilizacién
de los carotenoides como colorantes. Las ventajas
de su utilizacién son su alta capacidad tintorea, su
gran intervalo de color al utilizarse en diferentes
combinaciones y la actividad de vitamina A que
presentan algunos de ellos. Las desventajas de su
utilizacién son su baja solubilidad, su alta
susceptibilidad a la oxidacién durante el proceso de
extraccion,ademasde sualto costoenel mercadoen
comparacién con los colorantes artificiales.

b) MEDICINA
1- Fotoproteccion

Los carotenoides poseen funciones
fotoprotectoras. Parece ser que dicha capacidad de
fotoproteccién ocurre a muchos niveles: desde
moléculas y orgédnulos hasta organismos completos.
Los carotenoides se utilizan para aminorar los
sintomas que presentan los pacientes hipersensibles
a la luz, que sufren de porfiria eritropoyética (5).



2- Anticarcinégenos

Se ha observado que los carotenoides son
capaces de suprimir los efectos mutagénicos y las
aberraciones cromosomales causadas por agentes
quimicosoporlaluz. Sehanutilizadoentratamientos
conradiacionesy contrael cincer de mama, pulmon,
piel, colon, recto y vejiga, entre otros (5).

3- Incremento de la Respuesta Inmune.

Los carotenoides son capaces de activar la
respuesta inmune. Se ha observado que tanto la
proliferacién de linfocitos T 'y B, como la actividad
de macré6fagos y neutréfilos se aumenta al tratar a
los pacientes con carotenoides. En los nifios, los
niveles altos de carotenoides hansido asociados con
un incremento en la resistencia a la infeccién (5).

4- Longevidad.

Se ha encontrado una relacién positiva entre la
concentracién de carotenoides y retinol (vitamina
A) en suero y tejido cerebral, con un incremento en
la longevidad de algunos mamiferos (6).

" ¢) INDUSTRIA FARMACEUTICA

Los carotenoides son aplicados en la industria
farmacéutica con el fin de colorear los productos y
como indicadores de diferentes pastillas. Asi
también, se les utiliza en la fabricacién de cépsulas,
tabletas, supositorios, jarabes y suspensiones.

d) COSMETOLOGIA

Dentro de la industria cosmetolégica los
carotenoides son adicionados con el fin de dar color
ajabones, talcos, lociones, lapices labiales y polvos,
entre otros.

MERCADO

Actualmente, existe una marcada tendencia a
nivel mundial por el uso de colorantes naturales en
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lugar de los colorantes sintéticos, ya que los
colorantes naturales no causan problemas de salud
al consumidor. El mercado actual del beta-caroteno
se estimaen 19 millones de délares anuales. E1 70%
delaproduccidnse destinaalaindustriaalimentaria,
el 21% a la industria médica, el 5.3% a la industria
cosmetoldgica y el 3.7% restante a fines diversos.
Se predice que de ser aceptadas las novedosas
propiedades de los carotenoides como
anticarcinégenos, fotoprotectores y como
activadores del sistema inmune, la tasa de
crecimiento de sumercado mundial se incrementara
en un 50% anual (5).

México es un pais productor y exportador de
colorantes naturales de origen vegetal. Existen
aproximadamente 30 empresas que los producen.
De entre ellas, las mis importantes son Bioquimex,
Industrias Alcosa y Deshidratamex. La creciente
exportacién de colorantes mexicanos se destina
principalmente a Estados Unidos, Franciay Espana.
La demanda por colores en general se inclina por el
amarillo, el naranja y el rojo.

BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES

La via de carotenogénesis asi como algunos
aspectos de su regulacién, han sido estudiados
principalmente en los sistemas microbianos y en
plantas. Los microorganismos en los cuales mas se
ha estudiado laregulacién y la via de sintesis de los
carotenoides son Phycomyces blakesleeanus,
Blakeslea trispora y Gibberella fujikuroi.

Debido a que no ha sido posible aislar todas las
enzimas que intervienen en la sintesis de los
carotenoides, muchos de los pasos en dicha via no
estan totalmente claros.

Los diferentes carotenoides comparten unamisma
via biosintética. En los pasos finales ocurren
modificaciones que dependen del carotenoide en
cuestion. La ruta biosintética de los carotenoides se
ilustra en la Figura 1 (2,7).



Acetil CoA
Acetil CoA

Acetoacetil Coa

F———Acetll CoA
Leucina
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Acido Mevalonico

3-Hidroxi,

Isopentenil 5PP (5C)————————9D1letilf111 PP (5C)

GeranYl PP (10C)

Farnesil PP (15C)

> Geranil-geranil PP (20C)
-Geranilgeranil PP
Fitoeno (40C)
Fitoflueno
Zeta-caroteno
Neurosporeno——> Alfa-zeacaroteno
Beta-zeacaroteno Licopeno ——» Delta-caroteno
Gama-caroteno —» Alfa-caroteno
Beta-caroteno
Zeaxantina

Violaxantina Luteina

C = atomos de carbono

PP = pirofosfato

Figura 1. Ruta biosintética propuesta para la sintesis de carotenoides.

Se ha propuesto que la ruta biosintética se inicia
con la unién de tres unidades de acetil-CoA, que
forman el 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-
CoA). EIHMG-CoA también puede ser sintetizado
a partir de los aminoécidos leucina y valina. El
HMG-CoA es convertido en 4cido mevaldnico
(MVA), por medio de una reaccién irreversible. El
MVA es convertido a S-fosfomevalonato y
posteriormente a isopentenil pirofosfato (IPP). El
IPP es considerado como el precursor fundamental
de los carotenos y estd formado por 5 dtomos de
carbono. El IPP es convertido a dimetil alil
pirofosfato (DMAPP), por medio de una isomerasa
que posee radicales SH. La formacion del geranil
pirofosfato (GPP), compuesto por 10 dtomos de
carbono, resultade launién de unamolécula del IPP
con una del DMAPP. La enzima que cataliza dicha
uniéneslaisoprenil transferasa. Posteriormente, se
transfiere otra molécula del IPP al GPP formado y
esto resulta en la sintesis del farnesil pirofosfato
(FPP), constituido por 15 dtomos de carbono. La
formacién del geranil-geranil pirofosfato (GGPP),
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de 20 d&tomos de carbono, ocurre gracias ala adicion
de otra molécula de IPP al FPP. Finalmente, al
condensarse dos moléculas de GGPP se forma el
primer compuesto de 40 atomos de carbono,
denominado fitoeno,que sujeto a cuatro
deshidrogenacionessucesivas,danlugarenel orden
mencionado al fitoflueno, zeta-caroteno,
neurosporenoy licopeno. Estas deshidrogenaciones
son catalizadas por laenzima fitoeno deshidrogenasa,
la cual es codificada por el gen carB en P.
blakesleeanus. Cuatro copias del producto del gen
carB forman el complejo enzimético responsable
de las cuatro deshidrogenaciones. Las mutantes

carBsonblancas y acumulan grandes cantidades de
fitoeno (8).

La ciclizacién necesaria para obtener los
carotenoides ciclicos puede ocurrir a partir del
neurosporeno o del licopeno. La ciclizacion del
primero da lugar al alfa y al beta-zeacaroteno,
mientras que la ciclizacién del licopeno da lugar al
deltay al gamma-caroteno, los cuales pueden también
obtenerse por medio de la deshidrogenacién del alfa
y del beta-zeacaroteno, respectivamente. El beta-
caroteno se obtiene a partir de la ciclizacion del
gamma-caroteno. El licopeno se convierte a beta-
caroteno por la enzima licopeno ciclasa, la cual es
codificada porel gencarR enP. blakesleeanus. Dos
copias del producto del gen carR formanuncomplejo
que convierte al licopeno en el gamma-caroteno y
enelbeta-caroteno, secuencialmente. Las mutantes
carR son rojas debido a la gran acumulacion de
licopeno que presentan. El gen carR forma parte del
gen bifuncional carRA, el cual se localiza cerca del
gen carB. El producto de carA parece estar
encargado de la transferencia de sustrato durante la
carotenogénesis. Las mutantes carA son blancas y
se ponen amarillas en presencia de retinol. El gen
carA tiene, ademds, funciones regulatorias (8).

Finalmente, el alfay el beta-caroteno, puedendar
lugar a la sintesis de las xantofilas, luteina y
violaxantina, respectivamente (2,7).

REGULACIONDELA CAROTENOGENESIS

Laregulaciondelasintesis de carotenoides puede
ser ejercida por varios tipos de compuestos o



mecanismos. Los masimportantes son los siguientes:

1- Retrorregulacién

2- Activacién o inhibicién quimica

3- Estimulacién sexual

4- Fotoinduccién

5- Efecto de nutrientes en el medio de cultivo

6- Efecto de diversos iones y otros compuestos

7- Efecto del AMP ciclico

8- Efecto del pH

9- Variaciones regulatorias presentes en
Gibberella

1. Retrorregulacién

Laviadesintesisdelos carotenoides esta regulada
por el beta-caroteno, producto final de la via en P.
blakesleeanus. La retrorregulacion es ejercida por
el gen carS. El mecanismo de retrorregulacién
parece operar a nivel de la sintesis de proteinas (8).

La hipétesis del mecanismo de retrorregulacién
por beta-caroteno, postula que el producto del gen
car$S (pS), forma un complejo con el beta-caroteno
y este complejo elimina la sintesis del colorante.
Con base en que los compuestos retinol, retinal y
beta-ionona, tienen cierta similitud estructural con
la molécula del beta-caroteno, Cerda-Olmedo (8)
ha postulado que el retinol y sus andlogos compiten
con el beta-caroteno y en esta forma, previenen la
retrorregulacién. El gen carA también participa en
la retrorregulacion. Sin embargo, a pesar del gran
esfuerzo dedicadoal esclarecimiento del mecanismo
por el cual opera la retrorregulacidn, se desconoce
la forma en la cual los productos de los genes carS
y carA encombinacién conel beta-carotenoregulan
la via de la carotenogénesis.

2- Activacion o inhibicién quimica.

El compuesto beta-ionona activa la
carotenogénesis en los hongos Phycomyces
blakesleeanusy Blakesleatrispora perolainhibe en

el Verticillium albo-atrum.

El retinol también es un potente activador de la
sintesis de carotenos en los Mucorales.

La accién de los compuestos antes mencionados,
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podria deberse a su similitud estructural con la
molécula de beta-caroteno. Sin embargo, algunos
compuestos como el dimetil-ftalato y el veratol, son
capacesdeactivarlacarotenogénesis en Phycomyces
sin tener ninguna similitud con los carotenos. Esto
podriaindicar que existen varias viasenlaactivacién
de la sintesis de los carotenoides en un mismo
organismo.

3- Estimulacién Sexual

La cantidad de carotenoides producidos por
Choanoephora cucurbitarum, Blakeslea trispora y
Phycomyces blakesleeanus cuando estos son
crecidos en cultivos mixtos de micelio (+) y (-), es
mayor que la producida por cada tipo de micelio
solo.

El incremento en produccién se debe a que el
micelio (+) produce metil trisporatos los cuales son
convertidos a acido trispdrico por el micelio (-). El
dcido trispdrico es el compuesto responsable del
incremento en la produccién de los carotenoides
como resultado de la mezcla sexual. Sise le agrega
dcido trispérico a la cepa (-), el incremento en
produccién ocurre como si se hubieran mezclado
los dos tipos de micelio.

El incremento en la produccién de carotenoides
debido a la accién del acido trispérico, ha sido
correlacionado con dos procesos bioldgicos:

a) A una desrrepresién de la(s) enzimas
encargada(s)delaconversion del 5-fosfomevalonato
a dimetilalil pirofosfato.

b) Aunincrementoen laactividad de una proteasa
neutra que inactiva una proteina inhibidora de la
sintesis de carotenos (9).

En resumen, el mecanismo exacto por el cual
acttaeldcidotrispérico se desconoce. Sinembargo,
elhechode que suefectoseaanulado porinhibidores
en la sintesis de protefnas, indica que el efecto del
acidose debealadesrrepresiénde algin(os) gen(es)
regulador(es) de la sintesis de carotenoides (10).

La estimulacién sexual de la sintesis de
carotenoides es aditiva con respecto a las



estimulaciones inducidas por laluz, retinol, dimetil-
ftalato y mutaciones en el gen carS.

4- Fotoinduccién

Lasintesis de carotenoides en varias bacterias no
fotosintéticas y hongos, ocurre después de una
exposicion corta a la luz.

La cinética de produccién de carotenoides en
Neurospora crassa muestra que, al iluminar los
cultivos de dicho microorganismo por unos minutos,
ocurre una fase lag en la produccion y después de
ésta, se dispara la produccién del pigmento.
Adicionalmente, al prolongar el periodo de
iluminacién, se produce més pigmento.

Lafotoinducciénenlaproducciénde carotenoides
esbloqueadatotalmente por la cicloheximida,cuando
ésta se aplica antes o inmediatamente después de la
iluminacién en este mismo organismo (11).

Como resultado de las observaciones antes
mencionadas, se ha concluido que:

- hay poca cantidad de enzimas carotenogénicas
en la oscuridad,

- las enzimas se sintetizan de novo como
consecuencia de la fotoinduccién vy,

- las enzimas son activas solamente por unas
horas.

Sin embargo, atin no esta claro el mecanismo de
lafotoinduccion. Algunosde los genes que parecen
participar en P. blakesleeanus son carC, picA 'y
picB (8). Es posible que el AMPc regule dicho
efecto ya que en N. crassa la fotoinduccion reduce
el nivel de este compuesto, lo cual se traduce en un
incremento en la produccién de carotenoides (12).

5- Efecto de nutrientes en el medio de cultivo.

Losestudios acercadel efecto que tienen diversas
fuentes de carbono o nitrégeno sobre la produccién
de carotenoides, se hanrestringido a la observacién

delefectodesuadicidonsobre el nivel de produccién.
Sin embargo, casi no se han explorado a fondo los
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efectos regulatorios que esas fuentes de nutrientes
pudieran tener sobre la producciéon de los
carotenoides.

a- Efecto de la fuente de carbono.

A concentraciones de glicerol de 0.5%, se
incrementa la produccién de carotenoides en
Halobacterium cutirubrum. Este efecto también se
ha observado en otros microorganismos, tales como
Rhodotorula rubra y Mycobacterium phlei.

En P. blakesleeanus, la maltosa y la glucosa son
igualmente carotenogénicas. Laxilosay la fructosa
por su parte, mantienen buen crecimiento pero son
pocoeficientes paralograr unabuena producciénde
pigmento. Las bases bioquimicas de estos efectos,
sin embargo, tampoco son conocidas.

b-Efecto de la fuente de nitrégeno.

En P. blakesleeanus, la leucina y la valina
incrementan la produccidn de carotenos conrespecto
a la asparagina. Sin embargo, no se ha observado
ningin efecto de la leucina en otros
microorganismos.

En P. blakesleeanus, el nitrato de amonio reduce
la sintesis de carotenoides (1).

EnB. trispora,la glicinaincrementala produccién
de carotenoides.

En G. fujikurci, una relacion baja entre carbono
y nitrégeno favorece la produccién de carotenos
sintetizados a partir del fitoeno. Si por el contrario,
la relacion carbono-nitrégeno es alta, se produce
mds fitoeno.

c- Efecto de la fuente de fosfatos.

Al adicionar 1% (p/v) de fosfato inorgéanico al
medio de cultivo de B. trispora, se produce cinco
veces mas caroteno que en presencia de
concentraciones de 0.01% de fosfato inorgénico.

Se ha encontrado una relacion inversa entre la
carotenogénesis y la actividad de fosfatasas
intracelulares. Por lo tanto, se ha sugerido que el
fosfato inorgénico afecta la sintesis de carotenoides
alregular los niveles de las fosfatasas intracelulares
enel cultivodel microorganismo. Similarmente, en



P blakesleeanus también se ha observado un
incremento en la produccién de pigmento con una
baja actividad de fosfatasas (13). Sin embargo, en
ambos casos, la relacion pudiera ser circunstancial
y no haber relacién alguna entre los niveles de
fosfatasas y la sintesis de carotenoides.

6- Efecto de diversos iones y otros compuestos.

La presencia de iones ciipricos incrementa la
produccién de carotenoides ademaés de adelantar su
sintesis en B. trispora. ’

El cobre incrementa la sintesis de pigmento al
parecer, desrreprimiendo la sintesis de 4cido
trispdrico, que asuvez, desrreprime a la(s) enzima(s)
encargada(s) de la formacién de dimetilalil
pirofosfato (14).

Otras sustancias también incrementan la
produccién de los carotenoides en diversos
organismos como la B. trispora. De entre ellas cabe
mencionar a los terpenos, lipidos, detergentes,
isoniazida, 4-formilpiridina, amidas, compuestos
arométicos y beta-lactdmicos. Las razones por las
cuales dichas sustancias incrementan la produccién
de carotenoides son diversas. Algunas de ellas
causan ladesrrepresién de genes que intervienen en
la biosintesis y otras, incrementan la concentracién
de precursores.

7- Efecto del AMP ciclico.

El efecto del AMP ciclico sobre la sintesis de
carotenoides varfa en los diferentes tipos de
microorganismos.

Como se mencioné anteriormente, en N. crassa
se haencontrado unarelaciénnegativaentre el nivel
de AMP ciclico y la carotenogénesis. Es decir, en
mutantes que producen bajas cantidades del
nucleétidooaliluminarla cepasilvestre y causar asf
una disminucién en el AMP ciclico, la produccién
de carotenoides es mayor (12).

Por otro lado, se ha sugerido que en B. trispora,
la sintesis de acido trispdrico estd regulado por un
proceso similar a la represiéon catabdlica. Esta
represion puede prevenirse al adicionar AMP ciclico
(15). El hecho de que un mismo compuesto tenga
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efectos contrarios en diferentes organismos, enfatiza
como la regulacion de la carotenogénesis varia de
organismo a organismo y no permite hacer
generalizaciones.

8- Efecto del pH.

Se han observado efectos interesantes ejercidos
por el pH del medio de cultivo sobre la produccién
de carotenoides en P. blakesleeanus.

Enunmedioconglucosay asparagina, el pH baja
de 6.2 a 2.6; si esta bajada se previene, la
carotenogénesis disminuye sin que el crecimiento
del hongo sea afectado.

Al reemplazar asparagina por nitrato de amonio,
tanto el crecimiento como la produccién de los
carotenos disminuyen. El crecimiento puede ser
restaurado al agregarse intermediarios del ciclo de
Krebs. Sin embargo, la estimulacién de la
carotenogénesis depende del 4cido utilizado. La
mayor estimulacién se obtiene con acetato y
succinato. El efecto de estos acidos es debido a los
cambios que ejercen sobre el pH del medio de
cultivo (1).

Se ha postulado que el acetato es el precursor
primario de la sintesis de carotenos en Phycomyces
blakesleeanus y Mucor hemalis. La realizacion de
experimentos con el fin de entender a fondo el
efecto del pH sobre la produccién de carotenoides
seria de gran interés.

9- Variaciones Regulatorias Presentes en
Gibberella.

El hongo Gibberella fujikuroi produce
giberelinas. Dichas hormonas poseen una gran
analogia estructural con los propios carotenoides.
Al crecer a la Gibberella en presencia de luz, el
microorganismo produce carotenoides y, como
consecuencia, el micelio adquiere un color naranja.

La carotenogénesisen Gibberellanose ve afectada
por muchos compuestos que estimulan o inhiben
este proceso en otros microorganismos como por
ejemplo el retinol, la alfa-ionona y la nicotina.
Adicionalmente, Gibberella no presenta un
mecanismo de retrorregulacién como es el caso del
Phycomyces.



Se ha postulado que la regulacién de la
carotenogénesis en Gibberella podria estar mediada
por el producto de los genes R y L. Dicha hipétesis

. sebasaen que las mutaciones en el gene R provocan
sobreproduccién de carotenoides. Porotra parte, se
piensa que el gen L, al ser estimulado por la luz,
podria inhibir al gen R y con ello estimular la
carotenogénesis (16).

PERSPECTIVAS

El considerable interés mundial que se ha
despertado en los tltimos afos por los colorantes
naturalesy, consecuentemente su creciente demanda
en el mercado mundial, ha llevado a pensar en la
Biotecnologia como una alternativa de produccion.
Dichaalternativa posee la ventaja de poder asegurar
el suministro y calidad uniforme de los colorantes.

Laaplicacionde la Biotecnologiaen la produccién
de colorantes podria darse a muchos niveles. Cabe
mencionar los siguientes ejemplos:

- Extracciéon enzimética de los colorantes
provenientes de flores o frutas.

- Cultivo de tejidos de vegetales a partir de células
productoras.

- Produccién fermentativa de colorantes. En este
puntose podrian aplicar conocimientos de seleccién
y mejoramiento genético de las cepas productoras.

La realizacién de estudios sobre el valor
nutricional, asi como el establecimiento de las bases
genéticas y regulatorias en torno a la sintesis de los
carotenoides podrd incidir positivamente en la
produccién fermentativa de dichos colorantes al
permitir mejores rendimientos por medio del
mejoramiento genético de cepas productoras y de la
optimizacion de las condiciones de produccién.

La finalidad de aplicar procesos biotecnoldgicos
a la produccion de colorantes es la de asegurar una
produccién que llene una demanda creciente de
estos compuestos, a la vez que lograr abatir los
costos de produccién.
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En cloroplastos de algas, plantas superiores y en
las membranas plasmaticas de bacterias
fotosintéticas, los pigmentos secundarios o
pigmentos accesorios, comola clorofilab, carotenos
o xantofilas, etc, captan los cuantos de la energia
luminosa del sol. Esa energia, conducida a los
centros de reaccién (P680, P700 o P840), los
convierte aunestadoexcitado, y cedensuselectrones
a un aceptor primario, que produce una separacion
de carga en algunos nanosegundos. La energia
fluye asi, durante el paso de electrones a través de
la cadena éxidorreductora hasta la reduccién del
reactivo de Hill (NADP* en cloroplastos).
Simultdneo al flujo de electrones, ocurre un
transporte vectorial de protones (hacia el interior
del tilacoide en cloroplastos), el cual esta acoplado
a la sintesis de ATP cuando los protones fluyen
haciael estroma, en el exterior del tilacoide (Fig. 1).
Este proceso se conoce como fotofosforilaciony es
catalizado por la H*-ATPasa o complejo CF -CF,.
Actualmente, es materia de estudio el mecanismo
por el cual se acoplan la transferencia de electrones
y la sintesis de ATP O,

El complejo F -F, se ha definido ampliamente
como una ATPsintetasa, que utiliza el gradiente
electroquimico, generado por la cadena
éxidorreductora, para efectuar la fotofosforilacion,
y como una ATPasa, cuando funciona en sentido

inverso. El complejo CF -CF, de cloroplastos tiene
una estructura andloga a la H*-ATPasa de

mitocondrias y bacterias @.
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estroma
Ed
L del

cloroplasto

Figura 1. Representacién bidimensional del complejo CF -CF,, centros de
reaccién y partes adyacentes de la cadena transportadora de electrones en la

membrana del tilacoide®?,

Para determinar la estructura y funcionamiento
de la H*-ATPasa de cloroplastos, se ha efectuado
una intensa investigacién, cuyos resultados més
sobresalientes se describen en este trabajo.

COMPOSICION ESTRUCTURAL DE 1A
H*-ATPasa

En cloroplastos de plantas superiores, en
condiciones no fosforilantes, la ATPsintetasa se
encuentra principalmente en la lamela estromal.
Durante la energizacién del cloroplasto, se mueven
lateralmente hacia el margen del tilacoide (Fig. 2)
donde se localiza para efectuar la sintesis de ATP®.



Figura 2. En cloroplastos no apilados la densidad aparente de la ATPasa
(particulas mayores) es menor (a) que en los tilacoides apilados (b). En (a)
las particulas parecen tener suficiente movilidad lateral en la membrana para
dispersarse en las regiones que inicialmente estaban apiladas. () Particulas
de CF, visibles principalmente en la superficie del tilacoide (regiones no

apiladas).

La enzima estd constituida por dos segmentos
(Fig.3); el “factor de acoplamiento” o CF, localizado
en la parte externa de los tilacoides (estroma), y un
“segmento hidrofébico” o CF que estd inmerso en
la membrana. AlCF, lo forman cinco polipéptidos
(Fig. 3) de diferente peso molecular (Tabla 1),
denotados con las letras griegas:a, f,y, d, €. Se ha
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sugerido que el CF  consta de cuatro polipéptidos
diferentes (Tabla 1). Tres de ellos han sido
purificados y se denominan I, II y IIl. La cuarta.
subunidad se detectdy se confirmé su existencia por
mapeo de genes del cromosoma del cloroplasto de
chicharo 9,

La H*-ATPasa es el producto de dos sistemas
genéticos. Delos nueve polipéptidos que constituyen
el complejo CF-CF,, a, §, ¢, I, Il y IV son
codificados en el DNA del cloroplasto, mientras

que los genes del nticleo codifican las subunidades
Y, 0y I &9,

TABLAL
CARACTERISTICAS DE LAS SUBUNIDADES DEL COMPLEJO CFo-CF;(!?

Subunidad Peso Molecular

(kD)

Estequiometria Propiedades

par compleja

Sitio de union denucledtidos
con distintas caracteristicas de
unién.
-Estructura primaria conservada.
-Algo de homologia con B.
-CGC?
-Contiene un grupo
-NH2 en un solo polipéptido
-Sitio de union de nucledtido(s).
-Unién de DCCDy FSBA
resultando en pérdida de
actividad.
-Una tirosina necesaria para la
catalisis en cada polipéptido B.
-Sitio de union de Mg "2
-Estructura primaria altamente
-CaeT.
-Contiene un grupo-SH
altamente reactivo a
compuestos tiol en la luz

37 1

Contiene otro que se marca
en la oscuridad.

-CGN®.

-Contiene un puente disulfuro.

-Asociacién inestable con CFy
purificada.

-CGNP

-Produce inhibicion a CF1
purificada.

-CGC?

-Contiene un solo grupo-SH.

-Permite la union

CFoy CF1.

-CGC?

-CGN®

-Asociadas con la translocacion
deH "’

-Sitio de unidn del DCCD que
inhibe la translocacion de H *

-CGC?

-Proteina altamente hidrofébica.

-CGC?

20 1-3

i) 8 5-10

CGCcloraplasto.

CGN": Codificada en cl genoma del nicleo.



ESTEQUIOMETRIA DELASSUBUNIDADES
DEL COMPLEJO CF -CF,

El peso molecular méas aceptado del complejo
CF, es de 400 KD, y una estequiometria de o, 8, y
d & (Fig. 3), confirmada por el anélisis con *C CF,
uniformemente marcado.

Se ha propuesto que la verdadera estequiometria
es de tres subunidades & por CF,, y que su bajo
rendimiento podria deberse a que se pierde
facilmente durante la purificacién de CF,. Las
subunidades B delaF, de diferentes organismos son
de menor peso molecular al correspondiente de las
subunidades o @.

Lamicroscopiaelectrénica de tinciones negativas
de CF, muestra una simetria de seis secciones, o
una de tres, cuando las subunidades o se han unido
a los anticuerpos monoclonales especificos anti a.
Estos resultados estdn de acuerdo con una
estequiometrfa a,, 3,¢.

Por otro lado, la estequiometria relativa de las
subunidades de CF, atin es materia de debate, pero
frecuentemente se supone que seis copias de la
subunidad III constituyen un canal de forma
hexagonal a través de la membrana, y que la
subunidad II ayuda a mantener esta organizacién
estructural (Fig. 3). Los papeles de las subunidades

exterior

MEMBRANA

interior

Figura 3. Organizacion de las subunidades de la H*-ATPasa (CF -CF)) de
cloroplastos con la estequiometria a; B, y 8 €. El sector CF_ se encuentra

embebido en la bicapa lipidica de la membrana.

I'yIVnosonclaros, pero podrian funcionarhaciendo
mas fuerte laasociaciénde CF, conel canal conductor
de protones, formado por el hexdmero de las
subunidades 11139,

ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS
SUBUNIDADES DEL COMPLEJO CF -CF, Y
ORGANIZACION DEL FACTOR DE
ACOPLAMIENTO.

La secuencia de aminoécidos de las subunidades
a y B de cloroplastos indica alta homologia entre
ellas, especialmente en los sitios que pueden
participar en la unién de los nucleétidos. Esta
homologia se manifiesta en cuatro regiones de los
polipéptidos a y B de cloroplastos, mitocondrias y
bacterias, las que constituyen, probablemente, las
secuencias de aminodcidos relacionadas en la
catélisis y la regulacién. Los polipéptidos 8 y € de
CF, han sido pobremente conservados, a través de
la evolucion, con respecto a otras subunidades de
CF,. Tanto en 8 como en ¢ hay regiones cortas
invariables entre los diferentes organismos
transductores de energfa. Se ha sugerido que las
porciones conservadas de estas subunidades
representan las regiones que interactian con las
subunidades a y p“ 9,

La determinacion de la estructura primaria del
complejo CF, seinicié conelanélisis de lasecuencia
del DNA delos genes que codifican paralasdiferentes
subunidades, en las siguientes especies: las
subunidades a, B y € fueron secuenciadas en tabaco,
las subunidades f3 y €, en maiz, espinaca y cebada®®.

Se han determinado los perfiles de hidropatia -
método probabilistico, que en funcién de lasecuencia
de aminodcidos de un polipéptido, sugiere la
estructura terciaria- de los polipéptidos de las
subunidades I, Il y I'V de CF obtenidos a partir de
la secuenciacién de los genes respectivos. Los
resultados indican que las tres subunidades de CF,
codificadas en el cloroplasto son proteinas
membranales integrales. La subunidad I posee un
segmento hidrofébico anclado en la membrana, y
otro hidrofilico que, formando un tallo, se proyecta
hacia el estroma. Se cree que CF, se une a CF,_ por
interaccion con ese tallo hidrofilico. La naturaleza



altamente hidrofébica de la subunidad III permite
formarel canal de protones. LasubunidadIV esuna
proteina hidrofébica y presenta 5 a-hélices
transmembranales -una de ellas probablemente
interacciona con la subunidad III para formar el
canal &9,

La subunidad III es la mas conservada de los
polipéptidos de ATP sintetasa de cloroplastos,
cianobacteriasy E. coli,lo que indicaque lasecuencia
de amino4cidos de esta subunidad ha sidomantenida

fuertemente durante la evolucién. La subunidad
IV, aunque no tan conservada como la III, también

posee un alto grado de similaridad de secuencias,
con respecto a la correspondiente en bacterias. La
secuencia de aminodcidos de lasubunidad I, que en
plantas se codifica en el nticleo, sugiere que la ATP
sintetasa de cloroplastos y de cianobacterias puede
contener una Il y una II’, mas que dos subunidades
IT idénticas como en el caso de E. coli. Aunque la
secuencia primaria de II y I’ no es altamente
conservada en el mismo organismo, la similaridad
en los patrones del perfil de hidropatia sugieren que
laconformaciénde estos polipéptidos esimportante
para la unién de CF a CF ©*9.

ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS
SUBUNIDADES DEL FACTOR CF,

La estructura secundaria de cada subunidad del
complejo CF, y la organizacion de las cadenas
peptidicas en la membrana de Escherichia coli ha
sido inferida de la secuencia de aminoacidos. Las
subunidades a y 3 poseen una secuencia de sesenta

y seisresiduos de aminoécidosiguales, que participan

enlauniénde nucledtidosenla CF, delosorganismos
fotosintéticos. El porcentaje de homologia de los
aminodcidos de las subunidades B es de 90 por
ciento y corresponde a la conservacién de la
estructura secundaria entre los diferentes
organismos®* .

La organizaciéon de las subunidades se ha
investigado por entrecruzamiento quimico y por la
accesibilidad a los anticuerpos especificos. Las
subunidades o y B arregladas alternativamente
forman un hexdmero (Fig. 3) y se propone que la
subunidad y, que constituye el centro del complejo,
lo estabiliza. A suvez, las subunidades1y Il estén
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en contacto con d y €, lo que sugiere su papel en la
unién de CF, a CF @?.

La conformacién de una proteinaesladisposicion
de sus dtomos en el espacio. Los cambios
conformacionales son dificiles de determinar. Por
medio de diferentes técnicas como dicroismo
circular, uniénde sondas fluorescentes o compuestos
radiactivos, se ha concluido que el complejo CF,
sufre cambios conformacionales regulados por la
unién de diversos ligandos.

Se han detectado (TablaI): 1) tres sitios de union
de nucledtidos en CF, (por medio de sondas
fluorescentes), localizados en los polipéptidos f3. 2)
un puente disulfuro en el polipéptido y. 3) un grupo
sulfhidrilo, muy reactivo, en el polipéptido ¥,
detectado con ayuda de reactivos sulfhidrilo, que se
unen covalentemente a los grupos -SH, accesible
tanto en la oscuridad como en la luz. 4) un grupo
sulfhidrilo en el polipéptido y accesible a varios
compuestos como las maleimidas, cuando los
tilacoides son incubados en la luz y en presencia de
reactivos sulfhidrilo. 5) un grupo sulfhidrilo en el
polipéptido €. 6) unatirosinaespecificaen cadauno
de los polipéptidos B (Fig. 3).

vista superior

vista lateral

MEMBRANA

Figura4. Arregloespacial de algunossitios especificos en CF,. Lasmediciones
de la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia postulan la
localizacién espacial de los sitios’de unién para nucleétidos (N,, N,, N;)
localizados en las subunidades f. En la subunidady se encuentran: un puente
disulfuro (S-S), un grupo sulfhidrilo que se bloquea quimicamente cuando se
iluminan los tilacoides (S,) y un grupo sulfhidrilo altamente reactivo (Sy). -
contiene un grupo sulfhidrilo (S,) y un polipéptido a tiene un grupo amino.
Los nimeros indican las distancias méximas, en angstroms, a las que se

encuentran los diferentes grupos funcionales.



Las mediciones de transferencia de energia
fluorescente han servido para establecer, en forma
general,unmapeoestructural del CF, de cloroplastos
(Fig. 3); asimismo, se ha establecido que esta
‘macromolécula es intrincadamente asimétrica, con
lossitios de unién de nucleétidos lejos de lasuperficie
de la membrana, y que una regién regulatoria esta
localizada entre los sitios de unién de los nucleétidos
y la membrana.

FUNCIONALIDAD DE LAS SUBUNIDADES
DEL COMPLEJO CF -CF,

A partir del empleo de andlogos de nucleétidos
unidos covalentemente a la H*-ATPasa, se ha
determinado que las subunidades o y B fijan
nucleétidos. Se sabe que o posee los sitios cataliticos
donde se hidroliza el ATP. En F, de E. coli y de
mitocondrias y en CF, de espinacas, el DCCD se une
a los residuos 4cido glutdmico 204 y 215 de la
subunidad B, respectivamente (Tabla II).

TABLA II. NOMBRES Y ESTRUCTURAS DE ALGUNOS COMFUESTO QUIMICOS GUE

7, 8
INHIBEN LA SINTESIS E HIDROLISIS DEL ATP EN CLOROPLASTOS C2 72 &)
NOMBRE ABREVIATURA ESTRUCTURA
Diciclohexil- <:>‘N=C=N“O
carbodiimida DECD ’
NHZ "
N*
2-azido-ATP 2-N ADF i >
E] NISNTN
3
8-azido-3"-0- NH2

N-(4azido-2

L

QHZOR
Na-@-Nf‘g:-(CHZIZ-CO-

N-CH.-CH.

nitrofenil)amino

propil ATF 37 azido-8-N ATP

o

N-etilmaleimida NEM

o-fenilendi-

OPDM

maleimida

o
%!

Lasonda de fotoafinidad 8-azido ATP se une a la
lisina 317, isoleucina 321 y a la tirosina 328 de la
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subunidad  de F, de mitocondria y espinaca. Estos
aminoécidos se localizan en una zona denominada
“doblez Rossmann”, que es esencial paralaactividad
catalitica. La utilizacién de los analogos de
nucleétidos con fotoafinidad a F, de organismos
fotosintéticos marcan las subunidades a yBop
tinicamente, segiin la conformacién “sin” o “anti”
(Fig. 5) de la sonda. La conformacién “anti”
requiere para que los nucledtidos sean un buen
sustrato de la enzima ¢7-9),

estructura estructura estructura

del ATP del ADP del Mg*-ADP
v
0-P=0
0 o 00
0-P=0 0-P=0 \
b NH, . NH, O/;\oi.
[ % s, 42
00 Sy 0-p0 HE N\S/C\N e
0 N\, L. CH 0 . ,CH =% H_ H
] N7SN? L ONTON? I N
CHy CHy ) _H N/
B H=G" P
A HLH/H \ oy A= %
R o%” W=d
OH OH OH OH / R\c/\:‘u
0 I
W Q
H
conformacion conformacion
*anti*del ADP “sin* del ADP
0" 0"
¢ ;
0-P=0 0-P=0
' NH 5 M
9 b2 ; RSO
0-P=0 / C/‘\N 0-P=0 ko >
0 éH 0 SN
CH, H CHy H
0
H H H ° H
OH OH

Figura 5. Estructuras del ATP, ADP, Mg*2-ADP, “anti” y “sin” ADP.

Se hademostrado que la subunidad y es necesaria
para que el complejo a—f reconstituido de E. coli
desarrolle actividad maxima de ATPasa; en los
organismos fotosintéticos esta reconstitucién no se
halogrado. Sinembargo, las subunidades {3 aisladas
de CF, de cloroplastos hidrolizan ATP con
velocidades similares a las de CF, deficientes de
alguna subunidad® ?,

La subunidad y forma el centro del complejo a-
B in situ, y regula la actividad de la ATPsintetasa
correlacionada con cambios conformacionales de la
subunidad y 7.

En CF, de Rhodospirillum rubrum, 1a subunidad
yesnecesaria parala fotofosforilacién. Enespinacas,
CF tiene un puente disulfuro S -S, y dos residuos
sulfhidrilo S .Y S,, los cuales pueden oxidarse para



formar un puente disulfuro, o pueden entrecruzarse
con algunos compuestos quimicos, que inducen una
salida de protones a través de la membrana del
cloroplasto, loque indica que la subunidady funciona
como una “compuerta” de protones &7,

El grupo funcional sulfhidrilo S, es esencial para
la actividad de ATPsintetasa y es el tinico grupo SH
conservado en todas las subunidades y de diferentes
organismos. La reduccién del puente disulfuro S -
S, induce la actividad ATPasa en cloroplastos, sin
embargo ese puente no se encuentraenlasubunidad
y de mitocondrias ni de E. coli .

La subunidad & es necesaria para prevenir la
salida mespecxﬂca de protones a través de CF_ y no
se requiere para la fotofosforilacién®?.

La CF aislada y desprovista de la subunidad ¢
posee actividad de ATPasa dependiente de Ca*?, y
no se reasocia nuevamente al tilacoide, excepto
cuando se le adiciona la subunidad &. Aunque se
sabe que esta subunidad no se requiere parala unién
de CF, a la membrana, si es indispensable al igual
que la subunidad 9, para prevenir la salida
inespecifica de protones a través de CF, &7,

PROPIEDADES CATALITICAS DE CF,.
a) Activacion de la ATPasa de CF .

La CF, es una ATPasa latente, la activacion in
situ de la enzima unida a la membrana ocurre por
energizacionde lamembrana, DTTy luz, o metanol.
La activacion de CF, latente-aislado se efectta por
tratamiento con tripsina, calor, DTT, detergentes o
alcoholes®.

En presencia de MgCl, la actividad hidrolitica de
la ATPasa mitocondrial soluble (F ) es activada por
Pi a concentraciones mayores de 10mM. La
activacion también ha sido observada cuando parte
del agua del medio de incubacién es reemplazada
por un solvente organico como el dimetilsulféxido,
etilenglicol, dimetilformamida, etc.

Es probable que la activacién in vitro de la
actividad ATPasica de CF] sea un resultado del
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cambio en la estructura primaria, secundaria,
terciaria o cuaternaria de este complejo enzimético,
lo que dependerd del método utilizado. Porello, no
puede plantearse un mecanismo general que participe
en el proceso de activacion.

Los tratamientos fisicos con etanol o calor
desplazan o liberan la subunidad ¢ del CF, aislado,
sin cambiar el estado de oxidacién de los puentes
disulfurode laenzima, asise induce laactivaciénde
la ATPasa. Se deduce entonces, que la subunidad
¢ actlia como inhibidor intrinseco de CF .

Los tratamientos quimicos con DTT modificanel
estado redox de los puentes disulfuro e inducen la
activaciéonde la ATPasadel CF,. Estaactivacionse
correlaciona con la reduccién del puente disulfuro
(S, - S,) en la subunidad y. La proteélisis del CF,
con trlpsma a nivel de la subunidad a, también
induce activaciénde la ATPasa. Este tratamientono
libera a la subunidad e7®.

La activacion con tripsina, calor o DTT del CF,
aislado, induce actividad de ATPasadependiente de
Ca*?; en cambio, el detergente neutro octilglucésido
genera una ATPasa dependiente de Mg*. La
especificidad al catién Ca*? o Mg*?* también se
manifiesta con la adicién de malato a pH 6 o de
bicarbonato a pH 8 respectivamente. La
especificidad al i6n Mg*}, o Ca** depende de la
interaccién con el ATP. EIl complejo ATP-i6n
metélico es el sustrato de la enzima (Fig. 5). Porel
contrario, el ATP libre y los iones metalicos libres,
aconcentraciones elevadas actiian como inhibidores
competitivos potentes (Fig. 5). El mejor sustrato es
el ATP-Mg*?, aunque otros nucleétidos conel anillo
purinico, como el GTP, también son hidrolizables,
pero a menor velocidad. La especificidad de los
sustratos para la actividad de la ATPasa y de la
ATPsintetasa dan resultados semejantes®.

Durante la activacién (por energizacion del
tilacoide) de la ATPasa del complejo CF -CF,
unidoamembrana existen dos fenémenos: prlmero
la formacién de un potencial protén motriz (AZH*)
a través de la membrana (Fig. 1). Segundo, la
induccién de un cambio conformacional en el
segmento CF, de la ATPasa, que expone el residuo



S, y hace accesible el puente disulfuro S -S, a la
ruptura por reduccion, de dicho puente (Fig. 4) A
la inversa, los grupos tiol S, se protegen de los
agentesoxidantesen presencia del AfiH*yseexponen
cuando el AH* se cancela &3 7,

En cloroplastos, el agente reductor disulfuro
natural es una tiorredoxina. Aparentemente la
activacién de la ATPasa unida a la membrana del
tilacoide es causada por la protonacién y
desprotonacién de los residuos sulfhidrilo del
complejo CF -CF,. Pero en CF -CF| reconstituido
en liposomas, las actividades de ATPasa y

ATPsintetasa dependen de la naturaleza de los,

fosfolipidos utilizados. Enbacterias fotosintéticas,
la activacion de la ATPasa membranal parece
presentar diferentes mecanismos. Los aspectos en
comiin son: que con la activacion de la enzima se
produce también una activacién de la hidrdlisis del
ATP en la obscuridad, y que la sintesis de ATP es
dependiente de la luz®®.

b) Efecto del gradiente de protones sobre
la actividad de la CF,

Es claro que la sintesis de ATP esta acoplada al
flujo de protones de dentro hacia afuera del tilacoide
y que depende del valor del AftH* a través de la
membrana (Fig. 1).

Se hareportado una estequiometria de 3 H*/ATP
para la sintesis de ATP en cloroplastos y con CF -
CF, reconstituido en liposomas, la cual parece
depender de la naturaleza de los liposomas
utilizados®.

Respecto a los protones liberados por los
fotosistemas se ha reportado: 1) Mayor eficacia en
el fotosistema I que en el II, lo que significa que los
H* liberados por el fotosistema I estdn mejor
acoplados alasintesis de ATP que los liberados por
el fotosistema Il y que se complementan. Resultan
més eficientes los fotosistemas, cuando trabajan en
serie; 2) No existe diferencia entre los protones
generados por los dos fotosistemas; 3) Existen
ciertos dominios de H* en la membrana de los
tilacoides donde los protones no estén equilibrados
con la fase acuosa, principalmente los generados
por el fotosistema I1¢*7,

S8

Como se ha mencionado, el complejo F -F, de
mitocondrias, cloroplastos y bacterias cataliza la
sintesis de ATP a partir de ADP y Pi por medio de
la energia del gradiente protén-electroquimico
derivado del transporte de electrones (Fig. 1). El
mecanismo por el cual ese complejo utiliza la
energia derivada del gradiente, se desconoce.

Con el descubrimiento de la existencia de ADP
y ATP fuertemente unidos a la ATPsintetasa, se
formuld la hipétesis de que la fuerza protén-motriz
se requiere principalmente para liberar el ATP
sintetizado porlaenzima. Efectivamente, diferentes
grupos de investigadores encontraron que el CF, de
plantas y el F, de otras fuentes, pueden sintetizar
ATP, en ausencia de un gradiente electroquimico,
el cual queda fuertemente unidoalaenzima. EICF
libre de membrana efectda la sintesis de ATP a
partir del ADP que tiene fuertemente unido y del Pi
del medio, en ausencia de una fuente externa de
energia. Al utilizar reacciones de intercambio 0'8-
H,Ose obtuvieron evidencias de que, tanto la unién
de los sustratos a la enzima como la liberacién del
ATP sintetizado, requieren de la fuerza protén-
motriz® ¥,

Recientemente, se ha demostrado que en F,
soluble y en ausencia de un gradiente se sintetiza
ATP a partir de ADP y Pi del medio, cuando parte
delagua de éste hasido reemplazada por diferentes
solventes organicos; el nucleétido permanece
fuertemente unido a la enzima. Por otro lado, de
Meis observé que la actividad de ATPasa de la E,
se inhibe en presencm de concentraciones altas de
solventes organicos, que estimulan al maximo la
sintesis de ATP.

SITIOS DE UNION DE NUCLEOTIDOS EN
EL CF,.

Los nucleétidos unidos a CF, aislado han sido
objeto de estudio de varios investigadores. El
namero de nucledtidos incorporados por molécula
de CF, asi como las caracteristicas de la unién
dependen del nucleétido suplementado al medio y
de la ausencia o presencia de iones metalicos. Se
han observado tres sitios de unién de nucleé6tidos
con caracteristicas distintas en el CF, aislado: uno,



donde hay un ADP por molécula de enzima, que
permanece unido a ésta atin después de diélisis
prolongada o filtracién en gel. Lo denominan
“sitio 1”7 y al parecer es diferente al sitio
catalitico,pues en la enzima activada con calor la
velocidad de intercambio del ADP es 100 veces
menor que la velocidad de hidrdlisis del ATP®:7,

El CF, activado con calor, en presencia de Ca*
se mactwa por launién de ADP al “sitio 1”7, perono
por el ATP. En presencia.de Mg*?, el ATP se une
al “sitio 2”, del cual no es removido por diilisis,
filtracién en gel o durante el recambio catalitico de
la enzima en presencia de Ca*>-ATP®

Pordialisis forzada, se detectalauniénreversible
de ADP y de ATP al “sitio 3” conuna K de 4 uM
para el CF, aislado, o de 2 uM para el complejo
CF -CF, reconstituido en liposomas. Se cree que
este tercer sitio es el sitio catalitico?.

El contenido intrinseco de ADP reportado por el
CF, purificado, atin después del tratamiento para
remover el ADP residual, es de 0.5 a 1 mol de ADP
pormol de CF ,adiferencia del complejo CF -CF,
que contiene por lomenos1 ADPy1ATP por mol

(5, 8),

Por otro lado, los tilacoides iluminados en
presencia de C'*-ADP unen entre 0.85y 1.3 moles
de nucle6tido por mol de CF, bajo condiciones de
estado estacionario. Sin embargo ademds de ese
nucle6tido radiactivo, deben estar presentes otros
nucleétidos no radiactivos y no intercambiables®.

Otros investigadores han detectado seis sitios de
unién de nucleétidos en el CF, aislado, e indican la
presencia de dos sitios de alta afinidad para el ADP
o ATP (K =1 a 5 uM) un sitio con ADP end6geno,
no mtercamblable y tres sitios de baja afinidad que
unen ADP o0 ATP con una constante de disociacion
K =15a20uM; laestabilidad de los nucleétidos en
los sitios de baja afinidad se incrementa por la
activacion del CF, por calor,y la remocién de las
subunidades o & no afecta el ndmero, ni los

pardmetros cinéticos de unién de los nucleotxdos“’
7, 8)

EI CF, contiene dos categorias de sitios de unién
de nucleétidos: los denominados de “unién fuerte”
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con K de 107 o menor y los de “unién débil” con
una K mayor. Con el CF, unido alamembrana, las
afinidades por los nucleétidos se modifican por la
interaccién de la enzima con la membrana del
tilacoide, por energizaciénluminosay por la fuerza
protén-motriz. Uno de los sitios de “unién fuerte”
en el CF, aislado puede transformarse en sitio de
“unién débil” cuando CF, se une alamembrana. La
activacion de la ATPsintetasa en tilacoides se
caracteriza, por intercambiar sus nucleétidos unidos
con los nucleétidos libres del medio. A
concentraciones altas de ADP en el medio y luz,
aproximadamente el 35 por ciento de los nucleétidos
de la enzima estd unido débilmente y el 65 por
ciento restante estd unido fuertemente, y queda el
100 por ciento de la enzima con ADP unido®™®,

REGULACION DE LA H*-ATPasa

Para que la fotofosforilacion tenga lugar deben
establecerse valores criticos de ApH y Ay. La
fotofosforilacién, como una funcién del ApH esta
limitada por la fraccién de moléculas de ATPasa
activadas. Cuando el potencial de fosfato es alto, la
hidrélisis de ATP sucederd abajos ApH antes de que
se realice la sintesis de ATP, que ocurre a un ApH
alrededor de 3 unidades. Sin embargo, Ja relacién
del proceso global parece incluir otros controles
cinéticos, ademds del control termodindmico y de
la activacién de la enzima® "9,

La fotofosforilacion, por el CF, de cloroplastos
rotos (tilacoides intactos), es lineal con el tiempo,
hasta que la mayor parte del ADP es convertido en
ATP. La velocidad de hidrélisis del ATP, en esas
condiciones, es mds lenta que la velocidad de
hidrélisis en la obscuridad, cuando la ATPasa se
activd previamente con luz, atin en la presencia de
DTT més arsenato, o de fosfoenol piruvato/piruvato
cinasa, que elimina la resintesis de ATP. Bajo
condiciones fosforilantes, la afinidad aparente para
el ATP es menor, por un orden de magnitud, que la
afinidad por el ADP. En el cambio a hidrélisis neta
(obscuridad) en tilacoides, la afinidad por el ATP
se incrementa notablemente. Estos resultados
sugieren que existen, al menos, dos conformaciones
activas diferentes de la enzima (Fig. 6). Una es
especifica para la unién de ADP y cataliza
preferencialmente la formacion neta de ATP y otra
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Figura'6. Representacién esquemdtica del cambio conformacional que
sufre el complejo H*-ATPasa requerido para la sintesis y la hidrélisis del

Mg*?-ATP.

Otras evidencias indican que, en cloroplastos
modificados covalentemente con glutaraldehido,
se inhibe diferencialmente la sintesis de ATP,
comparada con el intercambio Pi: ATP “disparado”
conluzy lasintesis e hidrdlisis del ATP, detectadas
conanticuerpos dirigidos contra CF , en cloroplastos
también se inhiben diferencialmente®.

En el estudio de las reacciones de intercambio
Pi-H, O en cloroplastos, se ha observado que la
inhibicién de ATP por luz es inexplicable por un
cambio en las constantes de velocidad que
intervienen en la hidrélisis y la disociacion del
producto, pero puede producirse al suponer cambios
en la proporcién de dos especies enziméticas
activas@?,

CAMBIOS CONFORMACIONALES DE
CF'-CF, INDUCIDOS POR ENERGIZACION
DE LA MEMBRANA O UNION DE
LIGANDOS

La activacién de la ATPasa dependiente de
energia estd relacionada, probablemente, con un
cambio conformacional de la enzima. Las
evidencias de dichos cambios conformacionales en
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condiciones energizadas son: a) la incorporacién
de agua tritiada en el CF , b) liberacién de adenin
nucleétidos, c) la fluorescencia del isotiocianato de
eosina covalentemente unido a la enzima, y d) la
incorporacién de N-etilmaleimida (NEM) (Tabla
I) a un -SH del CF, durante la energizacién del

tilacoide, el cual no estd expuesto a la obscuridad®
3,7

Ademids, se ha reportado que el reactivo para
grupos sulfhidrilo NEM (Tabla II) y su anilogo
fluorescente N-(1-anilinonaftil-4)maleimida, se une
a las subunidades y y €; por energizacién de la
membrana, un grupo -SH adicional se modifica en
y. Estas reacciones se previenen por nucleétidos
(ADP, ATP), nucleétidos y Pi o desacoplantes. La
maleimida bifuncional o-fenilendimaleimida
(OPDM)entrecruzalos grupos -SH de y: el accesible
enlaobscuridady el accesible en la luz, e induce en
la H*-ATPasa, unida a membrana, un incremento
en la permeabilidad a los protones. Por lo que se
cree que el grupo -SH que se expone por
energizacion de lamembrana tiene un papel esencial
enlaregulaciénde lasalida de protones a través del
complejo CF -CF, en condiciones normales de
fotofosforilacién ¢37,

En nuestro laboratorio, a partir de maleimidas,
bismaleimidasy dimetilformamida, se han obtenido
evidencias'® de que el complejo CF-CF, de
cloroplastos de plantas de chicharo, unido a la
membrana del tilacoide, adquiere, al menos, dos
conformaciones diferentes durante la energizacién
del cloroplasto con luz (Fig. 6). Aparentemente, se
requiere una conformacién parala sintesis del ATP
en la luz y otra es necesaria para efectuar la
hidrélisis . Adicionalmente, la conformacién activa
en la obscuridad es modificada diferencialmente
con la presencia de ADP, ATP o Pi en el medio. Se
sabe que el ADP y el ATP inducen cambios
conformacionales. Estos cambios son distintos, ya
que dan diferentes respuestas con algunas de la
maleimidas ensayadas.

Los datos anteriores indican que los cambios
conformacionales del CF, ocurren por energizacién
de la membrana. Sin embargo, quedan por
contestarse numerosas preguntas para elucidar la

relaciéon entre los diferentes cambios



conformacionales y la sintesis de ATP. Asimismo,
se ignora el mecanismo exacto de catélisis acoplado
al transporte de protones durante la fotofosforilacion
y faltamucho por conocer respecto de lacomplicada
estructura del complejo CF_-CF,.

ABREVIATURAS

CF -CF, complejode ATPsintetasade cloroplasto;

SDS dodecil sulfato de sodio;

KD kilodalton;

DCCD N,N’diciclohexilcarbodiimida;
DTT ditiotreitol;

Pi fosfato inorganico;

ATP adenosin trifosfato;

ADP adenosin difosfato;

H* proton,

FSBA  5'-p-fluorosulfonil benzoil adenosina;
PEP fosfoenol piruvato;

NEM N-etilmaleimida.
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Una enzima RNA, derivada de la secuencia
separadora de auto-empalme de Tetrahymena
thermophila catalizala ruptura secuencia-especifica
de un sustrato oligodesoxirribonucleotidico.
Comparado con el RNA, el sustrato DNA se une
muy débilmente y se rompe muy lentamente,
revelando la importancia del grupo hidroxilo 2',
tanto en las etapas de unién como en las quimicas.
El hallazgo de que la catélisis por RNA puede
extenderse a sustratos DNA indica nuevas
posibilidades para la transposicién de secuencias
separadoras y para el disefio de agentes que rompan
al DNA con nuevas especificidades de secuencia.

En la segunda referencia, los autores describen
técnicas paralamutacion, seleccion y amplificacién
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del RNA catalitico en un vaso de reaccion simple.
Trabajaron conlaribozimade Tetrahymenaderivada
de la misma secuencia del trabajo de Cech, que
catalizalasreacciones de transferencia del fosfoéster
secuencia-especifico. Consiste de 413 nucledtidos
y adopta una bien definida estructura secundaria y
terciaria responsable de la actividad catalitica.
Seleccionaron formas variantes de la enzima que
pudieran reaccionar mejor con un sustrato DNA.
Esto condujo a larecuperacion de una mutante de la
ribozima que rompe al DNA maés eficientemente
que la enzima tipo original.

Dr. Guillermo Carvajal Sandoval
Dep. de Bioquimica. ENCB-IPN
Subdirec. de Invest. INER-SSA
Comentarista



INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL
BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divulgaciéon de temas interesantes y relevantes en el campo de la
Bioquimica y de dreas afines. Estd dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la
presentacién de los trabajos se ajuste a sus lectores y sea clara y explicita. Serdan bienvenidas las contribu-
ciones en forma de articulos de revisién y otras comunicaciones. Se solicita a los autores se ajusten a los

siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

1)

2)

3)

4)

I. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco flexible de
5 1/4 pulgadas de 365 KB de capacidad, escrito en el
procesador de textos "Word 5", sin ningiin formato y
con una extensiéon mixima de 18,000 caracteres. Este
deber4 ir acompaiiado de dos impresiones del articulo
en el que se marcardn en color las palabras o lineas que
deban ir en cursivas o negritas, asi como todas las
anotaciones necesarias. En el caso de no tener acceso
a este procesador, el manuscrito podrd enviarse meca-
nografiado, con una extensién que no exceda de 12
cuartillas escritas a doble espacio (27 renglones por
cuartilla y 70 golpes por renglén).

Se deberd incluir un resumen de mis o menos diez
renglones, que deberd ir seguido por un conjunto de
tres a seis palabras clave, que se usardn como cédigo
en el catélogo internacional.

Se sugiere un maximo de diez referencias, tanto espe-
cificas como de lecturas recomendadas, numeradas en
el texto de forma progresiva conforme vayan apare-
ciendo. Cada una debe contener: nombres de los auto-
res, afio de publicaci6n entre paréntesis, titulo del ar-
ticulo, nombre de la revista, nimero del volumen en
cursivas y antecedido por dos puntos el nimero de la
primera y iltima pédginas, de acucrdo con lo que se
muestra en el siguiente ejemplo:.

Miller, C. O. (1982) Cytokinin Modification of
Mitochondrial Function. Plan Physiol 69: 1274-1277.

Los libros deberén citarse de la siguiente forma:

Larkins, B. A., Pearlmutter, N. L. y Hurman, W.J.
(1979). The mechanism of zein synthesis and deposition
in protein bodies of maize endosperm. En The Plant
Seed. Development, Preservation and Germination,
Editores: Rubenstein, I.; Phillips, R. L.; Green, C. E.
y Gengenbach, B. G. Academic Press. New York. pp. 49-55

Se aceptardn como méximo seis figuras o tablas, las
cuales deberdn estar dibujadas sobre papel albanene
con tinta china o presentarse como fotografias en
blanco y negro sobre papel brillante, cuya localizacién
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5)

1)

2)

3)

4)

deber4 estar sefialada en el texto. La limitacién en el
nimero de figuras, de tablas y de referencias, obliga a
los autores a que se seleccionen aquellas que sean
realmente importantes e informativas. Las figuras se
deberdn numerar con ardbigos y las tablas con roma-
nos. Las leyendas y los pies de figuras se deberén
adicionar en una hoja aparte. Se deber4 considerar que
las figuras y las tablas se reducirdn de tamafio, aproxi-
madamente a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja carta, las letras y nimeros més pequeios
no deben ser menores a los dos milimetros.

Se deberé evitar hasta donde sea posible los pies de
pégina. Las abreviaturas poco comunes que se utilicen
en el texto deberdn enlistarse en la primera pégina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy
variado; desde resimenes de articulos interesantes,
relevantes o significativos, informacidn de tipo gene-
ral, avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa de
trabajo, etc.

El contenido deberd ser desarrollado en forma resumi-
da y de una manera explicita.

El trabajo deberd enviarse igual que como se especifi-
caen el inciso I-1.

Se aceptardn un miximo de dos referencias incluidas
entre paréntesis en el texto. En casos de que se juzgue
necesario se podré incluir una figura o una tabla.

Los manuscritos seran leidos por dos revisores, uno de
ellos familiarizado con el temay el otro ajeno al mismo. Las
correcciones y sugerencias asi como las pruebas de pigina
se comunicaran al primer autor.

Los discos y las dos copias de los manuscritos se deberin
enviar al Boletin de Educacion Bioquimica, Apdo. Postal
70-281, México 04510, D. F., o al Dr. Alberto Hamabata,
Departamento de Bioquimica, Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional,
Apdo. Postal 14-740, México 07000, D. F., o bien a través
del corresponsal del BEB en su localidad.
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