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EDITORIAL
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A LA MEMORIA DE LA SENORA
ELISA MORA

“El BEB es para mi como un hijo”, coment6
solemnemente la Sra. Elisa Mora con mucho
orgullo y sin ocultar su entusiasmo, franca como
siempre y con frescura en su comportamiento y
en su hablar. Yo pensé que estaba exagerando y
que era una frase hecha y sin importancia. “Ya sé
que no me cree y que piensa que estoy hablando
por hablar, pero créame, le he dado a la revista
parte de mi vida”, dijo, como sabiendo lo que yo
estaba pensando.

Quise decir: “En verdad le creo” y solamente
pude esbozar una leve sonrisa de complicidad
ante su descubrimiento. Remat6 diciendo “y
siento un amor especial por la revista y por los
que trabajan en ella”, como diciendo “entiendo
que no me crea pero aun asi lo acepto como un
buen amigo”. Esa mistica que senti en sus
palabras provocé, poco a poco, que el BEB se
convirtiera en mi propiedad, en mi casa, que
siempre me sintiera bien de ir a trabajar

para la revista, adquiriendo un sentido

humano y una importancia més alld de lo
curricular, del trabajo educativo, de la
divulgacién de la ciencia, la investigacién o la
academia. La Sra. Elisa Mora trabajé como
asistente editorial en el BEB por espacio de 10
afios, desde 1989 hasta 1999.

Era un placer especial verla caminar por el
pasillo de entrada de su amado Departamento
de Bioquimica de la Facultad de Medicina
(donde laboré 40 afios, desde 1959 hasta 1999),
sonreir amablemente a todo mundo y prodigar
buenos deseos y comentarios positivos

a su paso.

Su conocimiento del Departamento de
Bioquimica y, en general, del desarrollo de la
bioquimica del pais era enciclopédico y cada vez

que platicaba con ella sobre la historia de la
bioquimica en México y, en especial, del
desarrollo de esta disciplina en la UNAM, me
llenaba de acertados comentarios y de
interesantes anécdotas de todos los personajes
que fundaron y desarrollaron la bioquimica en el
pais. Seguramente muchos de ellos le
comentaron sus planes, ideales, problemas y
logros; y ella, como siempre, tendria las palabras
adecuadas para fecilitarlos, animarlos y
motivarlos a seguir adelante.

La Sra. Mora tenia un especial interés por la
juventud. Entendia y deseaba fervientemente la
participacion de la gente joven y bien preparada
en puestos de decisién. Apoyaba con toda su
experiencia a quien podia y derramaba toda su
paciencia y empefio para guiar al que se lo pedia.
Ella me confesé alguna vez que una de sus
motivaciones para jubilarse del BEB y del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina (lo cual ocurri6 en 1999), era permitir
el desarrollo de ideas jévenes, aun cuando su
mente siempre estuvo abierta. Por supuesto que
esta motivacion era adicional a su interés por
dedicarse a escribir, a estudiar literatura y a
dedicarse a su familia.

Su familia era su otra pasion, seguramente la
principal. Un amor, una devocién y una
admiracién absoluta al Dr. Salles, su esposo, su
inseparable compaiiero y su apoyo. Un amor
ilimitado a sus hijos Elisa Salles Mora y Marcel
Salles Mora y una entrega infinita a sus nietos
Calixto y Emiliano.

La recuerdo claramente, trabajando intensamente
en su casa en la conformacién de un niimero
especial del BEB, cuidando, al mismo tiempo, la
preparacién de la comida, atendiéndome como si
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fuera un invitado especial y no como un latoso
que la hacia trabajar fuera de horas de oficina;
saturando a su esposo con un amoroso trato. Su
esposo pacientemente entendia su trabajo y
todavia tenia la amabilidad de establecer una
interesante pldtica con el intruso que invadia su
envidiable mundo. Adicionalmente, se daba
tiempo para consentir, cuidar y contemplar con
admiraci6n los logros progresivos de Calixto.
Todo esto, mientras me daba la oportunidad de
revisar algunos puntos editoriales de la
publicacion.

En su casa, el tiempo no parecia transcurrir y la
vista de su hermoso jardin completaba una
sensacién que atraparia a cualquiera. Después
de unos minutos en tan armonioso hogar y

de convivir con su familia, uno podia entender
su amor por la vida y su desbordante

felicidad.

A toda su familia la llené siempre de dulzura y
aun cuando era mucha la que les repartia,
asombrosamente le quedaba para repartir al resto
de los que teniamos la fortuna de ser “de sus
consentidos”, como ella nos calificaba, quienes
éramos muchos y que a pesar de las envidias que
tenfamos por tratar de ser para ella el mas
cercano, nos ensefié a compartirla en su afecto y
su enorme capacidad de darnos su amor a través
de una amistad sincera y absolutamente
desinteresada.
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Sra. Mora, yo estoy seguro que no es tarde para
decirle estas palabras. Usted sabe que fue
querida por mi y por muchas otras gentes que
tuvimos la fortuna de conocerla y que saben que
estas palabras no son vacias y obligadas por las
circunstancias. Estoy seguro que estas palabras
no llegan tarde, porque yo y muchos de nosotros
tuvimos la fortuna de convivir con usted y
expresarle todo nuestro respeto y carifio, mds de
una vez.

Sra. Mora, nunca olvidaré sus consejos, sus
puntos de vista, sus palabras de aliento, sus
opiniones y su visién de la vida. Su carifio al
trabajo, su entrega a las actividades que
realizaba, su devocién por la familia y el inmenso
amor por la vida son ejemplos que siempre
guiardn mis acciones.

Sus pasos no volveran a recorrer los pasillos del
Departamento de Bioquimica y su sonrisa no
volverd a iluminar a la gente que la quiere. Sin
embargo, debe estar segura que su sonrisa, su
mirada, su carifio y su pasién, siempre tendran un
lugar en nuestros corazones y que el BEB le
seguira perteneciendo porque usted contribuy6 a
darle forma y en €l siempre vivird una parte de
usted.

Dr. José Victor Calderdn Salinas
Editor en Jefe
Boletin de Educacién Bioquimica
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MECANISMOS DE REGULACION DE LA
F,F,-ATPasa DE BACTERIAS

Fermin Pacheco Moisés, Ma. Concepcién Bravo Peralta y José de Jesiis Garcia Trejo. Departamento de
Bioquimica. Instituto Nacional de Cardiologfa “Ignacio Chavez” México, D.F. C.P. 14080, Teléfono: 55732911
ext. 1298. Fax: 55730926; Correo electrénico: ferminm @servidor.unam.mx

RESUMEN

La F,F,-ATP sintetasa en las bacterias como en el
resto de los organismos, es la principal fuente de
energia y consiste de un sector extrinseco a la
membrana (F,) en donde se puede efectuar la sin-
tesis o la hidrélisis de ATP y de un sector membra-
nal (Fy) que transloca los iones a través de la mem-
brana. Esta enzima bajo condiciones fisiolGgicas
solo cataliza la sintesis de ATP, ya que la funcién
hidrolitica se encuentra fuertemente inhibida. Esta
inhibicién se debe a un sistema complejo de regu-
lacion en el que participan la subunidad €, 1a unién
del Mg-ADP a uno de los sitios cataliticos, la unién
alosterica del ATP, el fosfato y la energizacién de
la membrana.

PALABRAS CLAVE: ATP sintetasa, energi-
zacion de la membrana, Mg-ADP, oxianiones.

ABSTRACT

The activity of F,F,-ATP synthase provides the
main source of cellular ATP. It uses a transmem-
brane proton gradient to drive the synthesis of ATP
from ADP and inorganic phosphate. This enzyme
is composed of a globular domain (F,), which cata-
lyzes the synthesis/hydrolysis of ATP and a mem-
brane domain (F,) that transports carries protons
through the membrane. Under physiological con-
ditions the enzyme is biased to the ATP synthesis
activity because the hydrolytic one is strongly in-
hibited. This inhibition is exerted by a complex sys-
tem of regulation, in which the following factors
are involved: the € subunit, binding of Mg-ADP to
one catalytic site and ATP to noncatalytic sites,
binding of oxyanions, including phosphate, and
membrane energization.

KEY WORDS: ATP synthase, membrane
energization, Mg-ADP, oxyanions.

ESTRUCTURA DE LAS ATP SINTETASAS
La complejidad estructural de 1a F,F,-ATP sinteta-
sa se incrementa significativamente (de 8 a 15-16
subunidades) al ascender evolutivamente de bac-
terias a mamiferos superlores La simplicidad ge-
nética y estructural de la enzima en bacterias (Ta-
bla) ha facilitado los andlisis estructurales y fun-
cionales y es por ello que es el tema central de esta
revision.

Cuando se encuentra disociado de la membra-
na, el sector F, sélo hidroliza al ATP ya que no-.
puede sintetizarlo de manera continua en ausencia .
de la energfa proveniente del gradiente de proto-
nes. Este sector estd constituido por 5 subunida- .
des, las cuales son designadas de manera decre-
ciente de acuerdo con el niimero de subunidades y,
masa molecular. Estas subunidades son: o, B, ¥, &
y € con la siguiente relacion estequiométrica: 3:3:
1:1:1. En tanto que el sector F, bacteriano lo for- .
man las subunidades a, b y ¢ con la estequiometria
1:2:9-12 (1). i

La cantidad y proporcion de las distintas sub- -
unidades que forman a la ATP sintetasa es practi- -
camente la misma en las diferentes especies de bac-.
terias; excepto en algunos casos como la enzima -
de Clostridium pasteurianum, la cual es la forma,
mads simple, ya que parece contener tinicamente 4
diferentes subunidades, 3 de las cuales formarian,
al sector F,. Se ha postulado que la ATP sintetasa
original fue muy simple y que puede estar repre-
sentada por la enzima de esta bacteria (2). Sin em-
bargo, dada la falta de las subunidades a y b del
sector F,, resulta muy importante entender comp
funciona la ATP sintetasa de C. Pasteurianum en
ausencia del tallo exterior de la misma (Fig. 1),
que ademds tiene un papel crucial como estator,
(ver adelante). it 5f
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TABLAI
SUBUNIDADES QUE COMPONEN AL COMPLEJO FF-ATP SINTETASA DE DIVERSAS FUENTES
CLOSTRIDIUM CLOSTRIDIUM E.COLI CLOROPLASTO MITOCONDRIA
PASTEURIANUM THERMOAUTOTROPHICUM

— O3 03 Ol ‘aa
a Ba 53 Bs 133
. =i ot — IF,
C T Yi T T
da o, 3 3, OSCP
R & & £ 3
P —_— — —_— 81
ART — a v a;
o ity b, LII b,
£, Cgo Co.12 .1, Co.i2 ;
i i it — E, F6, A6L, f, g

La cantidad de subunidades que forman a la enzima se muestran como subindices. En el caso de C. pasteurianum, no se conoce
la secuencia de sus subunidades, de tal manera que la posible correspondencia de las subunidades a y ¢ con las de E. coli se
basa en la unién de inhibidores. No se conoce la cantidad de subunidades f,, que constituyen al sector membranal.

En la estructura cristalogréfica del sector F; de
la enzima mitocondrial de corazén de bovino; las
subunidades o, y B se encuentran arregladas alter-
nadamente para formar un hexdmero 0,3;, como
los segmentos de una naranja, alrededor de una
cavidad central en la que se encuentra parte de la
subunidad 7. Esta estructura se ha tomado como
representativa del resto de las ATP sintetasas de-
bido al alto grado de similitud en la orientacién
de las subunidades del sector F, de otros organis-
mos, incluyendo las bacterias. La estructura tri-
dimensional de este sector en la bacteria termo-
filica PS3 y de Escherichia coli muestra un arre-
glo paralelo de las subunidades oy B similar al
sector F, mitocondrial (4). En particular, en E.
coli, el hexamero o,;; se encuentra conectado al
sector membranal por dos segmentos o tallos. El
tallo central estd formado por las subunidades yy
€ que hacen contacto con el oligémero de las
subunidades c; en tanto que el tallo exterior lo
constituyen los segmentos hidrofilicos del dimero
de las subunidades b y por la subunidad 8 (Fig. 1)
(Revisado en (3)).

MECANISMO CATALITICO

Para entender cémo funciona esta enzima y cudles
son’los mecanismos de regulacion, se ha empleado
lacinética enzimaética, la cristalografia de rayos X,
la microscopia electrénica, la espectrofluorescen-

ADP+Pi €4

4H+ .-

Figura 1. Diagrama esquemitico de la F;F-ATP sintetasa
de E. coli . En el actual modelo catalitico las subunidades
mostradas en gris rotan como una unidad durante la trans-
locacién de protones y la sintesis/hidrélisis de ATP. En tan-
to que las subunidades mostradas en blanco permanecen
relativamente fijas con respecto a las otras. Actualmente se
cree que el dominio formado por las subunidades yec rota
en el sentido contrario a las manecillas del reloj durante la
hidrélisis de ATP, observando al rotor de F, a F,. Se ha
propuesto que la rotacion es inversa durante la sintesis de
ATP (8). Modificado de: Rastogi VK y Girvin ME (1999)
Nature 402: 263-268.
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cia, la microscopia de fluorescencia y la biologia
molecular. Ademads, se han clonado las subunida-
des que forman a la enzima de la bacteria termofi-
lica PS3 y de E. coli y se ha modificado su secuen-
cia de aminodcidos en sitios clave para estudiar el
papel de algunos aminoécidos o para formar puen-
tes disulfuro entre las subunidades (3).

Con base en las técnicas mencionadas, se ha pro-
puesto (1) y recientemente demostrado (revisado
en 3, (5)) que esta enzima funciona a través de un
mecanismo catalitico rotacional en el que la hidré-
lisis del ATP impulsa la rotacién del dominio y/e/c.
Por lo anterior, se cree que durante la sintesis de
ATP, los protones transportados a través del sec-
tor F, impulsan la rotacién del oligémero de las
subunidades c, lo que provoca a su vez la rotacién
de las subunidad y y € y esto facilita los cambios
conformacionales en los sitios cataliticos que libe-
ran al ATP producido en el sector F,. Es decir, la
energia derivada del flujo de protones ocasiona la
rotacién del dominio formado por las subunidades
v-€-c (Fig. 2) y esto permite que los tres sitios ca-
taliticos se alternen simultdneamente en tres dife-
rentes conformaciones (Fig. 3) (Revisado en (1)).

Figura 2. Diagrama esquemadtico del disefio experimental
empleado para demostrar la rotacién de las subunidades ¢
durante la hidrélisis de ATP por la F)F,-ATP sintetasa de
E. coli. En este disefio las subunidades o, se anclaron a un
portaobjetos con niquel para mantenerlas fijas y se unié un
filamento fluorescente de actina-estreptavidina a una de las
subunidades c. Se observé que durante la hidrélisis de ATP
el filamento de actina giré en el sentido indicado por la
flecha. Modificado de: Sambongi Y y col., (1999) Science
286: 1722-1724.

Pacheco Moisés F, Bravo Peralta M C y Garcia Trejo J J

Recientemente se demostrd que la hidrélisis que
ocurre en el sitio catalitico de alta afinidad no se
detiene al bloquear la rotacién con puentes disul-
furo entre el rotor y el estator (6). De acuerdo con
el mecanismo de cambio de unién (1) y con otros
datos termodindmicos que muestran un AG®’= 0
para la hidrélisis en este primer sitio catalitico, la
fuerza que impulsa al rotor de la enzima no es la
reaccién de hidrélisis (ATP + H,O < ADP + Pi +
H*) sino la energia de unién de los sustratos. En el
sentido de la sintesis de ATP, el movimiento del
rotor y la liberacién del ATP de F,, se impulsan
con el flujo de protones por F,. Sin embargo, se ha
observado que la energia de unién del ADP induce
la liberacién del ATP en FF, (7) y en la F, soluble
(8). Esto implica que la energia de unién del ADP
(+Pi) contribuye energéticamente con el flujo de
protones por F,para impulsar la liberacién del ATP
recién sintetizado. Se ha propuesto que la unién
del ADP y el flujo de protones por F, se alternan
de manera coordinada para que F, y F, se acoplen
al maximo durante la sintesis de ATP (9).

FUNCION DE LAS ATP SINTETASAS

Las F(F,-ATP sintetasas pueden funcionar ya sea
como sintetasas o como hidrolasas. Por ejemplo,
en el caso de las bacterias fotosintéticas, la activi-
dad fisiol6gica de esta enzima es la produccién del
ATP necesario para que la célula lleve a cabo sus
procesos metaboélicos. En tanto que en las bacte-
rias anaerdbicas, como Lactobacillus casei, la re-
accion de hidrélisis es muy importante ya que es-
tas bacterias utilizan el ATP generado por la glu-
c6lisis para formar un gradiente electroquimico de
protones; el cual a su vez es empleado para el
transporte activo de iones y metabolitos.

Con base en lo anterior, una de las preguntas que
surgen es: ;cOmo se regula la F F,-ATP sintetasa de
las bacterias para funcionar ya sea en el sentido
hidrolitico o en el sintético? En las bacterias foto-
sintéticas, la transicién de luz a oscuridad ocasiona
una disminucion en la actividad de las enzimas de la
cadena de transporte de electrones fotosintética y
por tanto una disminucién del gradiente electroqui-
mico de protones. Esto, a la vez que disminuye la
sintesis de ATP, tenderia a ocasionar un aumento de
su hidrélisis. Sin embargo, su actividad de ATPasa
es dificilmente detectable en condiciones de oscuri-
dad, a semejanza de lo que sucede con la enzima de
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Flujo de
protones
b

Figura 3. Mecanismo catalitico de cambio de union para la sintesis de ATP. En este esquema los 3 sitios cataliticos estdn en
un instante determinado en 3 diferentes conformaciones. En la conformacién O el sitio estd vacio, en tanto que en las
conformaciones L y T los sitios unen con baja y alta afinidad a los sustratos, respectivamente. La unién de sustratos (ADP y
Pi) en un sitio catalitico y el flujo de protones inducen cambios de afinidad simultdneos en los tres sitios que producen la

liberacién del ATP recién sintetizado (ver texto). Modificado de Cross, R. L. (1980) Annu Rev Biochem 50: 687.

cloroplasto (CF.F,). En el caso de los cloroplastos,
donde 1a CF,F, podria hidrolizar durante la noche al
" ATP fotosintetizado durante el dia, existe un meca-
- nismo fisiolégico que en la obscuridad induce un
* puente disulfuro intramolecular en la subunidad Y
del sector F, que detiene la actividad hidrélitica. Al
re-establecerse la iluminacién, se reactiva la sintesis
"' de ATP al ser reducida la enzima con tiorredoxinas;
las cuales son a su vez reducidas por la cadena de
 transporte de electrones fotosintética via la ferre-
" doxina y la ferredoxina-tiorredoxina reductasa (10).
Por otro lado, en eubacterias no fotosintéticas, co-
mo E. coli, existe otro mecanismo de inhibicion de
la actividad de ATPasa en el cual la subunidad € del
“"sector F, funciona como un inhibidor intrinseco re-
gulado por nucleétidos (11).

De manera similar, las mitocondrias de eucariotos

" contienen una proteina (IF,) diferente a la subunidad
€ que inhibe la actividad hidrolitica de manera de-
“pendiente del potencial electroquimico de protones,

ya que cuando este potencial es alto la inhibicién
ejercida por esta proteina disminuye (12). Por esto
mismo, es de interés conocer qué tipos de meca-
nismos de regulacion existen en bacterias cuyos
antecesores dieron origen a las mitocondrias, al
parecer, de manera simbi6tica. Una de estas bacte-
rias es Paracoccus denitrificans en la cual se ha
demostrado que la actividad sintética (1-2 pmol
(min mg de proteina)-') de la F,F,-ATP sintetasa
en membranas aisladas es aproximadamente mil
veces mayor a la actividad de hidrélisis (13).

Resultados de nuestro laboratorio muestran que,
de manera similar a las enzimas bacterianas y mito-
condrial, en la regulacién de la FF,-ATPasa de P.
denitrificans (PdF,F,) estd fuertemente implicada
la inién-disociacion del inhibidor Mg-ADP en uno
de los sitios cataliticos; la energizacién de la mem-
brana; la unién de oxianiones como fosfato, bicar-
bonato y sulfito; y el grado de exposicién de algu-
na(s) subunidad(es) inhibitoria(s) (Tabla II) (14).

TABLAII

MECANISMOS DE REGULACION DESCRITOS DE LA F,F,-ATPAsA DE BACTERIAS

‘ EFECTOR EFECTO MECANISMO PROPUESTO
subunidad € inhibicién de la actividad de ATPasa disminucién de la velocidad de rotacién de la subunidad
(E. coli) v, lo que a su vez controla cambios de conformacién
. en los sitios cataliticos (3).
:subunidad £ inhibicién de la actividad de ATPasa disminuye la liberacién de fosfato del sitio de alta
+ (E. coli) en el sitio de alta afinidad por ATP afinidad de la enzima (16).
* subunidad & inhibicién de la actividad de ATPasa retraza la unién del ATP a la enzima (17).
ri(bacteria PS3)

‘ uni6n de ATP a sitios no
.Dcataliticos (bacteria PS3)

. aniones (sulfito, fosfato)
' ‘P, “denitrificans

incremento en la actividad de ATPasa

incremento en la actividad de ATPasa

induce la liberacién del Mg-ADP que se une fuerte-
mente a uno de los sitios no cataliticos (12).

induce cambios de conformacién que favorecen la
disociacién del Mg-ADP (11).
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SITIOS DE UNION A NUCLEOTIDOS

En la estructura mitocondrial se observan 6 sitios
de unién a nucle6tidos localizados en las inter-
fases de las subunidades o/B. Tres de estos sitios
son cataliticos y se localizan predominantemente
en las subunidades [, en tanto que los sitios no
cataliticos estdn principalmente ubicados en las
subunidades .

Los sitios cataliticos son heterogéneos en su es-
tructura debido a que cada una de las subunidades
B interactia con diferentes segmentos de las sub-
unidad y, 8 y €. En la estructura cristalogréfica del
sector F, de mitocondria de bovino, se observa que
estos sitios estdn ocupados por diferentes nucles-
tidos, esto es, un sitio contiene un analogo no
hidrolizable del ATP; un segundo sitio contiene
Mg-ADP y un tercer sitio se encuentra vacio (re-
visado en (1)).

POSIBLE FUNCION DE LOS SITIOS NO-
CATALITICOS EN LA ACTIVIDAD HIDRO-
LITICA. MODULACION POR EL Mg-ADP
La funcién de los sitios no-cataliticos no estd com-
pletamente clara. Por ejemplo, se ha mostrado que
una preparacion del sector F, de E. coli, modifica-
da mediante mutagénesis dirigida para reducir
drasticamente su capacidad de unién de nucleé-
tidos en los sitios no cataliticos, aiin es capaz de
hidrolizar de manera significativa al ATP (15); su-
giriendo que los sitios no-cataliticos no son esen-
ciales para la hidrolisis.

Sin embargo, se ha demostrado un papel 1mpor-
tante de estos sitios a partir de la determinacién de
la actividad de ATPasa en una enzima mutante pro-
veniente de la bacteria termofilica cuyos sitios no-
cataliticos no pueden unir nucleétidos. Esto es, en
el complejo o335y de esta mutante s6lo se observd
una fase inicial de alta actividad la cual se detiene
completamente después de aproximadamente 30
seg., cuando una molécula de Mg-ADP se une a
una molécula de enzima (16). Esto indica que la
unién del ATP a los sitios no-cataliticos es esen-
cial para liberar el Mg-ADP inhibitorio del sector
F, y que su actividad hidrolitica sea continua.

De manera interesante, esta misma mutante es
capaz de sintetizar ATP a una velocidad semejante
a la de la enzima silvestre (17). Estos datos impli-
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can que la unién del ATP a los sitios no-cataliticos
no es esencial para la sintesis, pero s{ para la hidré-
lisis continua de ATP. Por lo tanto, como cabria
esperar de su papel como substrato en la sintesis
de ATP, el Mg-ADP inhibe solamente Ia hidrélisis.

PARTICIPACION DE LA SUBUNIDAD ¢ EN
EL CONTROL DE LA HIDROLISIS DE ATP.
POSIBLES MECANISMOS INHIBITORIOS
Una de las subunidades de la porcién F, que tiene
gran influencia en la actividad catalitica de la ATP
sintetasa en bacterias, es la subunidad ¢. Esta sub-
unidad es el componente de menor tamafio de las
F,F,-ATP sintetasas, con una masa molecular de 6
a 17 KDa y se encuentra en todas las ATP sinte-
tasas de bacterias conocidas, excepto en la enzima
de Clostridium pasteurianum (2).

Se ha demostrado que la protedlisis parcial de
los primeros 30 aminodcidos de esta subunidad
conduce a un incremento en la actividad hidroliti-
cade laenzima de E. coli (revisado en (11)). Kato-
Yamada y col. encontraron que una mutante de la
bacteria termofilica PS3, 1a cual carece de una par-
te del dominio amino terminal, muestra una cinéti-
ca de hidrélisis de ATP similar a la obtenida porla
enzima desprovista de la subunidad ¢; el efecto de
esta subunidad en la hidrélisis de ATP es el mismo
tanto en la porcidn soluble (F,) como en la enzima
completa (F,F,) (18).

La actividad hidrolitica del sector F, de E. coli y
la bacteria termofilica PS3 a los que se les han eli-
minado la subunidad €, es de 5 a 10 veces mayor a
la del sector completo respectivo (18). Cinética-
mente se ha encontrado que la presencia de esta
subunidad disminuye significativamente la libera-
cién de productos, en particular del fosfato inor-
ganico del sitio catalitico de alta afinidad de 1a en-
zima (19). Por otro lado, el curso temporal de
hidrdlisis de una baja concentracién de sustrato
(50 uM) por el sector F, de 1a bacteria termofilica
muestra un retraso de varios minutos. Este retraso
puede ser interpretado como el tiempo necesario
para que la subunidad € se disocie del complejo o
cambie de conformacién. Con relacién a esto, se
sabe que la subunidad € de la bacteria termofilica
permanece unida al sector F, durante la catilisis y
que la presencia de esta subunidad ocasiona un
retraso en la union del sustrato a la enzima que es
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paralelo al retraso observado en la hidrélisis de
ATP (20); por lo que durante este retraso la sub-
unidad € experimenta un cambio de conformacion
que favorece la catdlisis.

Otros experimentos han mostrado que esta sub-
unidad estd involucrada en el ensamblaje correcto
del sector F, con el sector F, y en la comunicacion
conformacional entre las subunidades o/f con la
subunidad y. Esto implica que su papel se extiende
desde la biogénesis de la enzima, al acoplamiento
y la inhibicién de la hidrdlisis.

Se sabe que la subunidad € de la enzima de E.
coli tiende a disociarse del sector F, durante la
hidr6lisis debido a posibles cambios de conforma-
cién. Wilkens y Capaldi (11) han mostrado que la
subunidad € tiene al menos dos estados conforma-
cionales diferentes, los cuales son evidenciados
por su susceptibilidad a la hidrélisis con tripsina.
Esto es, cuando el sector F, se tripsiniza en pre-
sencia de ATP-EDTA (lo que representa el estado
activo de la enzima), la subunidad € se degrada
mas rapidamente que cuando la protedlisis se efec-
tia en presencia de Mg-ADP (que representa el
estado inhibido de la enzima) (11). El sector F, de
E. coli (9) y la F F,-ATP sintetasa de membranas
aisladas de P. denitrificans (14) también aumentan
su actividad hidrélitica cuando son sometidas a
una tripsinizacién limitada.

El retraso mostrado en la actividad hidr6litica
por la F,F-ATP sintetasa de la bacteria termofilica
PS3 solo es evidente a bajas concentraciones de
sustrato, lo que sugiere que la subunidad € es par-
te muy importante de un sistema regulador de es-
tas enzimas bacterianas. Este sistema puede fun-
cionar cuando hay déficit de nutrientes y ocurre
una disminucién en la concentracion de ATP; ade-
mads, la presencia de esta subunidad tenderia a pro-
teger a las células de la actividad hidrolitica de los
sectores F, que pudiesen estar disociados de la
membrana.

Aunque la subunidad € no se observa en la es-
tructura tridimensional del sector F, de E. coli, su
estructura se ha determinado mediante estudios de
resonancia magnética nuclear de la subunidad pu-
rificada. Esta subunidad tiene 2 dominios: el seg-
mento amino-terminal estd formado por 10 hojas
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beta plegadas (“beta sandwich”) y el segmento
carboxilo terminal se encuentra constituido por
dos hélices antiparalelas conectadas por una asa.
El segmento carboxilo terminal se asocia al menos
con una subunidad o y 2 subunidades P y el seg-
mento amino terminal interactia con la subunidad
Y y el oligémero de las subunidades ¢ (11).

Con la introduccién de puentes disulfuro intra-
subunidad, se ha mostrado que al unir covalente-
mente ambos dominios (o y ) de la subunidad €,
se incrementa la actividad de ATPasa (19), indi-
cando que al activar la hidrélisis del ATP, la sub-
unidad € se desplaza como una unidad sin separar
sus dominios.

Lo expuesto indica de manera inequivoca el pa-
pel inhibitorio de la subunidad € en la hidrélisis de
ATP. El mecanismo inhibitorio de esta subunidad
puede estar asociado a su papel como componen-
te del rotor y/e/c de la enzima o a su interaccion
directa con la subunidad P (3). Por lo tanto, una
posibilidad es que durante la hidrélisis o sintesis
de ATP, la subunidad € cambie su orientacion;
manteniendo la interaccién entre sus dominios y
que modifique la velocidad de rotacién de la sub-
unidad y y de este modo controle los cambios de
conformacién necesarios en los sitios cataliticos
para que se efectie la hidrélisis o sintesis de ATP.

PAPEL DE LA ENERGIZACION DE LA MEM-
BRANA Y DE LOS ANIONES EN LA HIDRO-
LISIS DE ATP

Las primeras evidencias del papel de la energi-
zacion de la membrana en la activacion de la enzi-
ma se obtuvieron con membranas internas mito-
condriales invertidas, cuya actividad hidrolitica se
increment6 al energizar las membranas con sustra-
tos oxidables (12).

De manera similar, cuando las preparaciones
membranales (cromat6foros) de las bacterias foto-
sintéticas como Rhodobacter capsulatus son ilu-
minadas, la actividad hidrolitica se incrementa de
2 a 3 veces. Esta estimulacion se debe al aumento
en el gradiente electroquimico de protones (indi-
cador del estado de energizacion de una membra-
na transductora de energia) originado por el bom-
beo de protones de la cadena de transporte de elec-
trones fotosintético. Como se sabe, este gradiente
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electroquimico tiene dos componentes: el gradien-
te eléctrico y la diferencia de pH a través de la
membrana, los cuales tienen efectos aditivos en la
activacién de la hidrélisis por la enzima de esta
bacteria. Un fenémeno semejante se observa con
la F,F,-ATP sintetasa de P. denitrificans (una bac-
teria del suelo) ya que la actividad hidrolitica se
incrementa mediante la energizacién de la mem-
brana inducida por la oxidacién de succinato (14).

Por otra parte, existen miltiples estudios que
demuestran el papel de los aniones, como el fosfa-
to, en esta actividad enzimatica. Por ejemplo, se
sabe que en el complejo a3B3Y, aislado de la bac-
teria termofilica, el fosfato permite que la activi-
dad hidrolitica sea continua (21); en tanto que en
membranas aisladas de P. denitrificans, el fosfato
y otros oxianiones como el sulfito, incrementan la
actividad hidrolitica de manera significativa (14).

El mecanismo por el cual los oxianiones activan
la hidrélisis de ATP aiin no estd completamente
claro. A este respecto, evidencia obtenida en nues-
tro laboratorio con membranas aisladas de P, de-
nitrificans muestra que el sulfito, al unirse a la
F,F,-ATP sintetasa en un sitio especifico para anio-
nes, disminuye la inhibicién inducida por Mg-ADP
(14) ademds de que incrementa la energizacién de
la membrana, ya que en la presencia de este anién,
el gradiente de pH inducido por la hidrélisis de
ATP es significativamente més alto que en su au-
sencia. Este ltimo fenémeno se ha descrito como
“autoactivacion” de la ATPasa.

Un aspecto interesante de la activacién de la
hidrélisis de ATP en P. denitrificans, es el hecho de
que la energizaci6n de la membrana y el sulfito in-
ducen diferentes niveles de actividad. Este efecto lo
hemos interpretado en el sentido de que ambos fac-
tores inducen dos estados activos diferentes de la
enzima. La evidencia que sugiere la propuesta ante-
rior es: 1) en presencia de sulfito, la tripsina induce
un incremento inmediato de la hidrdlisis de ATP, que
es significativamente mayor al ejercido por la tripsi-
naen presencia de succinato; 2) la activacién indu-
cida por succinato es menos sensible a inhibicién
por ADP e inhibidores que se unen al sector F,,
como la oligomicina y venturicidina (14). Como
se muestra en la figura 4, ,un aporte novedoso e
interesante de estos experimentos es que, por pri-
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Figura 4. Activacién de la ATPasa de P denitrificans por
tripsina. Las vesiculas invertidas fueron pre-incubadas a
40°C durante 2 min. y la reacci6n fue iniciada con la adi-
cién de 2 mM de ATP y 10 seg después las concentraciones
de tripsina indicadas. (®) control; (#) 0.5 mM de succina-
to; (V) 1.6 mM de sulfito (Tomado de ref. 14).

mera vez, se ha encontrado un efecto estructural
de los aniones en la activacién de la F,F,-ATP sin-
tetasa. Esto es, en la presencia de los oxianiones
se exponen alguna(s) de la(s) subunidad(es) inhi-
bitorias de la enzima a la accién de la protedlisis
por tripsina. Tales resultados abren la posibilidad
de estudiar la identidad de la(s) subunidad(es) que
los aniones y la energizacién de la membrana expo-
nen. Por lo descrito hasta aqui, la subunidad ¢ surge
como principal candidato. Asi mismo, se podri es-
tudiar el posible papel de los nucleétidos, como el
ADP y ATP, en la exposicién de las subunidades
inhibitorias de la enzima. Estos experimentos estin
actualmente en curso en nuestro laboratorio.
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RESUMEN

Actualmente se acepta ampliamente la idea de
. que ligandos extracelulares activan seiiales nu-
cleares a través de una cascada de interacciones
proteina-proteina. Muchas de estas vias han sido
examinadas finamente y conforman un impor-
tante marco por el cual podemos entender los
procesos en los que intervienen. Datos recientes

de la literatura, sobre todo de los 1iltimos cinco

afos, indican que muchos de los ligandos extra-
celulares generan y en ciertos casos requieren
de las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
para transmitir exitosamente su sefial al niicleo.
Estos datos anuncian un nuevo mecanismo de
sefializacién independiente de aquel basado tini-
camente en interacciones protéicas. En esta re-
visi6n se incluyen algunos ejemplos relevantes
en los que las ERO tienen un papel central en la
transmision de sefiales.

PALABRAS CLAVE: Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO), Transduccién de sefiales.

ABSTRACT

Today, the idea that extracellular ligands activate
nuclear signals through a cascade of protein-pro-
tein interactions is well accepted. Many pathways
have been finely dissected and they conform an
important frame to understand the processes in
which they are involved. Recent data, mainly from
the last five years, indicate that extracellular
ligands generate and require Reactive Oxygen
Species (ROS) to successfully transmit the signal
to the nucleus. Such data show a different signal
mechanism from the one based on protein interac-
tions. In this review, relevant examples in which
ROS have a central role in signal transmission are
included.

KEY WORDS: Reactive Oxygen Species, Sig-
nal transduction.

INTRODUCCION

El proceso que lleva un mensaje extracelular al
ambiente intracelular a través de la membrana
citopldsmica es llamado transduccién de sefiales o
sefialamiento celular. Las sefiales son relevadas
hasta sus blancos por medio de varios componen-
tes como receptores, acopladores, efectores, se-
gundos mensajeros, proteina cinasas y fosfopro-
teinas. El sefialamiento eventualmente conduce a
la induccién de actividades biolégicas tales como
la contraccién muscular, la expresion genética, el
crecimiento celular, la neurotransmisién, etc. La
fosforilacién de proteinas, es en muchos de los
casos estudiados hasta ahora, el peniltimo com-
ponente de la transduccién de una sefial que dispa-
ra una accién bioldgica. Recientemente las espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO) han aparecido en
escena como importantes participantes en los pro-
cesos de transduccion de sefiales. Este trabajo
muestra algunos ejemplos en los que las ERO me-
dian el sefialamiento. ‘

;,Ql}E SON LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO (ERO)?

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son deri-
vados de oxigeno mds reactivos que el dioxigeno
(O,) en su estado basal (1). La molécula de dioxi-
geno es un birradical libre, esto es, posee dos elec-
trones no apareados; cada uno localizado en un
orbital 7* de antiunién diferente (Fig. 1). En esta
molécula los electrones no apareados poseen’gi-
ros paralelos, de tal manera que para que el oxige-
no oxide a otro 4tomo o molécula, tiene que acep-
tar un par de electrones con giro antiparalelo (li-
mitaci6n del giro) o aceptar un solo electrén ala
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Figura 1. Estructura electronica de las especies reactivas generadas a
partir de la molécula de dioxigeno. Figura modificada de Halliwell y

Gutteridge (1).

vez. Siun solo electrén se adiciona al dioxigeno,
éste se localizard en uno de los orbitales * de
antiunién y el producto sera el radical superdéxido
(O,). De la adicién de un electrén mads, resultard
- el ion peréxido que es rapidamente protonado en
el medio celular y da lugar al popular peréxido de
hidrégeno o agua oxigenada (H,0,). Esta en pre-
- sencia de fierro reducido (Fe**) forma al radical
- hidroxilo (*OH), en la llamada reaccién de Fenton.
En el ion perdxido, los dos d4tomos de oxigeno se
encuentran unidos por un solo enlace débil; de tal
-forma que al aceptar un par de electrones extra,
este enlace se elimina totalmente. De la protona-
cion de este producto se genera agua. El dioxigeno
-singulete ('O,) es una forma mds reactiva que el
-.oxigeno molecular basal y a diferencia de las men-
cionadas anteriormente, no es producto de su re-
duccién parcial. El 'O, puede generarse mediante una
~.entrada de energia, misma que aparea los electrones
de los orbitales t* de antiunién ('Ag0,) o cambia el

. giro de uno de ellos (*Xg -0,) (Fig. 1) (1).

De la figura 1 se desprende que las ERO, como
su nombre lo indica, son mds reactivas que el dio-
xigeno molecular en su estado basal adem4s de que

su vida media es muy corta. Por su efimera exis-
~tencia y su cambiante naturaleza quimica que de-
pende de las condiciones de 6xido-reduccién (re-
-dox) del medio circundante, resultaria dificil pen-
‘sar que estas especies quimicas se incorporaran en
,'un proceso tan especifico como la transduccion de

®Q
e 000 350

lon peréxido
(0,*) siolégica resultante, asi como la regula-
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sefiales. Sin embargo, actualmente con-
tamos con evidencia experimental, cada
dia en aumento, sobre la participacion de
las ERO en procesos celulares centrales
como la secrecion de factores de creci-
miento; el transporte de iones; la trans-
cripcién y la apoptosis. Para el entendi-
miento fino de una ruta en especifico se
requiere la identificacién de las protei-
nas o procesos involucrados en la gene-
racion de las moléculas de sefialamiento
(las ERO), las proteinas que éstas acti-
van o inhiben, las bases moleculares que
desencadenan el evento, la respuesta fi-

ci6n de la especificidad en cada nivel. En
este trabajo se incluyen ejemplos recien-
tes que ilustran algunas de estas fases de
entendimiento y el papel esencial de las
ERO en la transduccién de sefiales. Estos datos en
su conjunto haran que sean reconsiderados varios
de los modelos de los procesos fundamentales de
la célula.

REGULACION REDOX DURANTE LA AC-
TIVACION DE LOS LINFOCITOS T

La proliferacion de los linfocitos T es una parte
central de la respuesta inmune celular. En condi-
ciones fisiolégicas, la proliferacion se inicia con el
reconocimiento del antigeno por el receptor del
linfocito T (TCR) en el contexto del complejo prin-
cipal de histocompatibilidad. El complejo anti-
geno-TCR dispara una compleja y ordenada serie
de eventos bioquimicos previos al inicio del ciclo
celular que culminan con la divisién. En su traba-
jo, Hunt y colaboradores (2) muestran que des-
pués de la estimulacién mitogénica, los linfocitos
T experimentan una “explosion oxidativa”. La adi-
cién de ciertos antioxidantes no s6lo suprime esta
respuesta, sino que también inhibe la proliferacién
de las células deteniéndolas en la fase G, del ciclo
celular. Estos datos sugieren a las ERO como
agentes de sefialamiento durante el inicio del ciclo.
Mediante el uso de antioxidantes identifican a la
cinasa Erk2 como la molécula que responde a la
sefial oxidativa durante la activacion del linfocito
T. La Erk2 es una proteina cinasa activada por
mitégeno (miembro de la familia de las MAP cina-
sas 0 MAP’s o MAPK ’s) que regula directamente
junto con Erk1 la funcién de los factores de trans-
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cripciéon Nf-kB y AP-1 cuyas activida-
des son necesarias para la progresién del
ciclo celular. Estas observaciones dan
evidencia del papel que tiene la genera-
ci6n intracelular de ERO como partici-
pante de un mecanismo de regulacién
durante el inicio del ciclo celular y esta-
blece un vinculo entre el sefialamiento
oxidativo y otros aspectos de la via que
son activados en respuesta a la activa-
cién mitogénica.

EL SUPEROXIDO EN LA ViA DE
RAS

De manera general se les ha atribuido a
las ERO un gran potencial carcinogénico
y han sido asociadas con la promocién del
estado tumoral. De hecho, en varios ti-
pos celulares transformados se conoce la
sobreproduccién de las ERO pero no se conoce la
fuente de las mismas y su contribucién al fenotipo.

Ras, una guanosina trifosfatasa (GTPasa), es un
importante regulador en la via de transduccién de
sefiales que controla al crecimiento y a la diferen-
ciacion celulares. Su importancia critica en el con-
trol del crecimiento se describi6é cuando se identifi-
caron en ciertos cdnceres humanos a oncogenes de
Ras perpetuamente activados. Experimentos recien-
tes en levadura, Caenorabditis elegans y Drosophi-
la establecieron que Ras tiene una funcién universal
en el control de la decisién celular para crecer o
diferenciarse. Hasta ahora en todas las células euca-
riotas analizadas, Ras controla una cascada de pro-
teina-cinasas de serina y treonina activadas por
mitogenos (MAPK s) que subsecuentemente trans-
locan la sefial al nicleo en donde fosforilan factores
de transcripcién clave. Sin embargo, Goldschmidt-
Clermont (3) con su grupo de trabajo, sugieren una
ruta independiente de la anterior, en donde el super-
oxido (O,), ayuda a Ras en la transmisién hacia el
nicleo de los mensajes que estimulan el crecimien-
to. En fibroblastos, el O, es producido por la mis-
ma enzima membranal que las células fagociticas del
sistema inmune emplean para generar las ERO y
atacar a los invasores patégenos: la NADPH oxida-
sa. En la via de sefializacién, Ras activa a la pro-
teina Rac que forma un complejo molecular que in-
cluye a la NADPH oxidasa. Esta, una vez activada,
afiade electrones al oxigeno para producir al super-
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CRECIMIENTO
“\CELULAR_~

Figura 2. La sefial de crecimiento celular de Ras liega al nicleo a
través de las MAP cinasas (MAPKK y MAPK) asi como por el radical
superdxido. Figura modificada de Pennisi (13).

oxido (O, (Fig. 2). No se conoce hasta ahora el
mecanismo por el cual la sefial de Ras llega final-
mente al niicleo; sin embargo una propuesta es que
el superéxido o alguna especie derivada del mismo,
oxida cistefnas blanco con la formacién consecuen-
te de puentes disulfuro cisteina-cisteina que alteran
la estructura protéica de algunas cinasas clave. Las
evidencias de este trabajo sittian firmemente al super-
6xido dentro de la ruta de Ras, una de las rutas ce-
lulares mas importantes para la estimulacién del cre-
cimiento.

EL SUPEROXIDO EN LA REGULACION DE
LA FOSFATASA PTP-1B

En la regulacién del ciclo celular y en la trans-
duccién de sefiales, las cascadas ciclicas que inclu-
yen pasos reversibles de fosforilacion de tirosinas
juegan un papel muy importante debido en parte a
su gran capacidad para integrar informacién bio-
l6gica y para la amplificacion de la sefial. Barret y
colaboradores (4) proponen un mecanismo de
transduccion de sefiales mediado por el superéxido
(Oy) y el glutatién en su forma reducida (GSH),
para la regulacién de la fosfatasa de tirosina PTP-
1B. El tratamiento de células no fagociticas con
factores de crecimiento, induce la produccién in-
tracelular de ERO y la elevacion del nivel de pro-
teinas fosforiladas en residuos de tirosina. Esto
puede cumplirse ya sea al activar a las cinasas de
tirosina y/o al inactivar a las fosfatasas de tirosina
(PTP’s). La PTP-1B es una fosfatasa de tirosina
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muy abundante y se sabe que se inactiva por la
oxidacién de la cisteina-215 de su sitio catalitico.
Los autores (4) muestran in vitro que para inac-
tivar a la PTP-1B, el O,: es cinéticamente mds efi-
ciente y quimicamente un oxidante mds especifico
que el peroxido de hidrégeno (H,0,). El producto
inicial de la oxidacion de la cisteina-215 (CYS215)
es un derivado sulfénico (CYS215-SOH en la Fig.
3) que puede oxidarse ficilmente a una forma
sulfinica o sulfénica (CYS215-SO,H o CYS215-
SO;H respectivamente en la Fig. 3) lo cual inac-
tivaria la via de manera irreversible. Sin embargo,
la formacidn de estos productos es prevenida por
la incorporacién del glutatién reducido (GSH) al
producto sulfénico, lo cual resulta en una PTP-1B/
S-glutationada (CYS215-SSG en la Fig. 3) que
puede ser reactivada por antioxidantes o bien por
una tioltransferasa (Fig. 3). En este dltimo caso, la
via queda provista de un mecanismo de reacti-
vacion eficiente y selectivo. Por otra parte, la re-
versibilidad de la inactivacién es cuatro veces ma-
yor para el superéxido que para el H,0,. Estruc-
turalmente la cisteina-215 estd rodeada por resi-
duos cargados positivamente y constituyen el asa
de unién para el grupo fosfato, pero también es
razonable considerar a este sitio, dados estos re-
sultados, como un buen atrayente para el O,* cuya
carga es negativa. Este mecanismo resulta bioldgi-
camente relevante dado que la forma glutationada
de la PTP-1B se detect6 en células de carcinoma
humano al ser tratadas con el factor de crecimien-
to epidérmico (EGF). Dado que los sitios activos
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la regulacién de la fosfatasa PTP-
1B por el superéxido. Ver texto para su explicacién. Figura modificada

de Barrett et al. (4).
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de las PTP’s comparten las mismas caracteristicas
estructurales, el mecanismo de regulacién aqui
propuesto podria aplicarse a toda la familia.

EL PEROXIDO DE PDDRQGENO COMO ME-
DIADOR EN LA MITOGENESIS DE MIOCI-
TOS DE TRAQUEA

El tratamiento de miocitos traqueales con H,0,,
activa una serie de cinasas reguladas por sefiales
extracelulares a través de la activacidn sucesiva de
la proteina cinasa-C (PKC), Raf-1 y la proteina
cinasa-1 activada por mitégeno (MAPK-1). Esto
desde luego sugirié un esquema en el cual la esti-
mulacién oxidativa podia directamente efectuar la
transduccion de sefiales mitogénicas hacia el nui-
cleo. Brar y colaboradores (5) han extendido estas
observaciones al mostrar que el tratamiento de
miocitos con antioxidantes reduce draméticamen-
te la proliferacion celular en respuesta a la estimu-
lacién mitogénica con suero o el factor de creci-
miento PDGF. Los antioxidantes también inhibie-
ron la expresion de c-Fos, un gen de “respuesta
temprana” que se regula por mitégenos en res-
puesta de la accién cooperativa de la PKC y por
cinasas de serina y treonina activadas por mit6-
genos (MAPs) y a su vez estimuladas por Ras y
Raf. Finalmente, la estimulacion de las células con
suero, promueve un incremento significativo del
superéxido liberado por los miocitos al medio.
Estos resultados dan evidencia de que las ERO se
generan directamente en respuesta a la estimula-
ci6n mitogénica y que estas moléculas reactivas son
fisiol6gicamente importantes en la sefia-
lizaci6n de los eventos que promueven la
proliferacion. No se conoce hasta ahora
la ruta enzimatica por la cual las ERO son
producidas ni cual es su naturaleza qui-
mica; sin embargo, indican que el trata-
miento de las células con catalasa, pero
no con superéxido dismutasa, previene la
proliferacién de los miocitos. Esto indica
que la especie difusible importante para
la sefializacion puede ser el H,O,.

EL PEROXIDO DE HIDROGENO EN
LA ACTIVACION DE LA PROTEI-
NA CINASA/AKT POR LA ANGIO-
TENSINA II

La angiotensina II es una hormona hi-
pertréfica y anti-apoptética producida
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en las células vasculares de miisculo liso (CVML).
Esta hormona fosforila a la cinasa/Akt, una enzi-
ma critica en la ruta de sobrevivencia que protege
a la célula de la apoptosis y estd también invo-
lucrada en la sintesis de proteinas y en eventos
cruciales de la respuesta hipertréfica. Griendling y
su grupo de colaboradores (6) muestran que la
angiotensina II estimula la generaci6n de super-
oxido al activar la NADH/NADPH oxidasa. El
super6xido producido es rdpidamente dismutado
a H,0,, este tiltimo causa eventualmente la fosfo-
rilacién de la cinasa/Akt por un mecanismo redox.
La sensibilidad redox de la cinasa se confirmé por
la observacién de que la adicién de H,0, exdgeno
estimula su fosforilacién y que el tratamiento con
catalasa o un inhibidor de la NADH/NADPH oxi-
dasa impiden la fosforilacién. Estos resultados
muestran un avance en el mecanismo de sefiala-
miento altamente selectivo y organizado que co-
ordinado por las ERO, media la respuesta hiper-
tréfica de las CVML por la angiotensina.

EL HIDROXILO EN LA RUTA DE SENALA-
MIENTO DE LA COLAGENASA INTERS-
TICIAL (MMP-1) Y LA ESTROMELISINA
(MMP-3)

Se ha demostrado que la irradiacién con luz ultra-
violeta B (UV B, A = 280 — 320 nm) genera pro-
ductos de la peroxidacién de lipidos y al radical
hidroxilo con posibles efectos como la formacién
de cdncer, el envejecimiento prematuro de la piel y
otros estados patoldgicos. Estos dafios son condi-
cionados por la actividad de la cinasa N-terminal
Jun-2, asi como por Jun y Fos (que heterodime-
rizan para constituir al factor de transcripcién AP-
1), pasos clave en el control transcripcional de la
colagenasa intersticial MMP-1 y de la estrome-
lisina MMP-3. Tanto la colagenasa intersticial co-
mo la estromelisina son metaloproteasas involu-
cradas en la degradacion del tejido conectivo. Los
eventos anteriores a la activacion de la cinasa N-
terminal Jun-2 propuestos por Scharffetter-Ko-
chaner y colaboradores (7 y 8) son que la irradia-
cion UV B induce en fibroblastos la formacién del
superdxido que es dismutado por la superéxido
dismutasa a peréxido de hidrégeno; éste reaccio-
na con el fierro (liberado de ferroproteinas severa-
mente dafiadas) en el sistema de la reaccién de
Fenton y genera al radical hidroxilo, que sub-
secuentemente inicia la peroxidacién de lipidos.
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Esta sefial, necesaria para que se presente el dafno
al tejido conectivo por la exposicién a luz UV B,
se integra a la via de sefializacion de la proteina-
cinasa JNK2 que es la responsable de la regula-
cion de la MMP-1 y 1a MMP-3. Las metalopro-
teasas y las ERO tienen un papel importante en los
procesos de carcinogénesis y el fotoenvejecimien-
to cutdneo. De acuerdo con esta idea, MMP-1 y
MMP-3, se sobrexpresan durante la invasién y la
metdstasis en una variedad de tumores de piel in-
cluidos aquellos que no son del tipo de melanoma.

SECRECION DE FACTORES INDUCIDOS
POR TENSION OXIDATIVA

En las paredes de los vasos sanguineos (formados
por las células endoteliales y las células vasculares
de musculo liso) se ha reconocido a la tensién
oxidativa como un posible causante de enferme-
dades vasculares entre las que se encuentran la
hipertensién y la aterosclerosis. El incremento en
las ERO puede ocurrir como una respuesta a cam-
bios en el estado neurohormonal (activacién del
sistema renina-angiotensina), en los pardmetros
hemodindmicos (hipertensién) y en las interac-
ciones c€lula-célula (decremento en la formacién
de 6xido nitrico por el endotelio). Aunque los es-
tudios recientes se han enfocado en los aspectos
mecanisticos del incremento de las ERO, como la
induccién o la activacién de la NADPH oxidasa,
existe un vacio en la investigacién sobre las res-
puestas adaptativas que las células de las paredes
de los vasos sanguineos presentan para contender
con la tension oxidativa. El grupo de Berk (9) se-
fiala que un mecanismo 16gico con el cual las célu-
las endoteliales y las células vasculares del miiscu-
lo liso (CVML) responden a las ERO, es mediante
la produccién de sefiales autécrinas/parécrinas que
aumentan la sobrevivencia celular o estimulan ru-
tas que protegen a las células de los efectos daiii-
nos de las ERO. En un estudio previo observaron
que al tratar las CVML con LY83583 (un reactivo
que produce super6xido intracelularmente) existe
una activacién bifésica de las cinasas ERK1/2 (una
subfamilia de MAPK que tienen un papel impor-
tante en diferentes funciones celulares incluidas el
crecimiento, la transformacion, la diferenciacién y
la sobrevivencia posterior a la tensién). La prime-
ra fase de la activacién depende de la proteina
cinasa-C (PKC) y calcio, mientras que la segunda
depende de la sintesis y secrecidn especificas de
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factores denominados SOXF (Secreted Oxidative
Stress-induced Factors). A partir de fracciones de
medios condicionados que activan las ERK1/2, se
identificaron dos factores: la HSP 90-o (que apor-
ta alrededor del 50% de la activacion tardia) y la
ciclofilina B de entre 35 proteinas secretadas en
presencia del LY83583. Es posible que la HSP 90-
o (Heat Shock Protein 90-ot) ademas de tener el
posible papel candnico de asistir al plegamiento de
las proteinas, también tenga una aportacién en fun-
ciones de citoproteccion, procesos antiapoptoticos
y en la transduccion de sefiales, funciones descri-
tas en diferentes HSP’s de las CVML. Por otra
parte datos recientes sugieren un papel importante
para las ciclofilinas secretadas en la regulacién del
crecimiento celular y en la respuesta inflamatoria.
Como una especulacion, los autores proponen que
la secrecion de las SOXF tiene funciones para-
crinas/autdcrinas durante la tensién oxidativa para
promover la sobrevivencia celular y/o iniciar los
procesos de reparacion tisular.

REGULACION DE UNA RUTA: LA HEMO
OXIGENASA-1

Un aspecto en realidad poco considerado en las
publicaciones, en contraparte con la produccién
intracelular de las ERO, es su inactivacién como
parte de la sefial. Asi como la transduccion de se-
fiales mediada por proteinas se basa en la fosfo-
rilacién y desfosforilacién de sus elementos, la
mediada por ERO, debe basarse en la produccién
y reduccion quimica de las mismas. Del balance
entre las ERO y el poder reductor celular, resulta
eventualmente la sefial; a este respecto cabe desta-
car el trabajo de Tyrrel (10 y 11). La hemo oxi-
genasa-1 (HO-1) es una enzima catabdlica que es
fuertemente inducida en muchas células eucariotas
como resultado de la activacién transcripcional
por distintos oxidantes como la luz ultravioleta A
(UV A, X =320-380 nm). Probablemente el papel
de la hemo oxigenasa en estas condiciones sea par-
te de una ruta de defensa para remover el hemo
liberado por los oxidantes y evitar la produccién
del radical hidroxilo por la reaccion de Fenton. En
este trabajo se muestra que al igual que la luz UV
A, el gene HO-1 es inducido fuertemente por el
oxigeno singulete producido por un agente foto-
activo o de manera interesante, al disminuir los ni-
veles del glutation reducido que es el componente
principal en el mantenimiento del estado redox ce-
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lular. Por otra parte la eliminacién del fierro por
medio de agentes quelantes o la adicion de atra-
padores del oxigeno en singulete, suprimen la acti-
vacion del gen. Estos datos muestran que la regu-
lacién del gen de la HO-1 depende del estado
redox de la célula.

COMENTARIOS FINALES

La visién cldsica de las ERO sélo como “villanos”™
altamente reactivos que destruyen indiscriminada-
mente a varios componentes biolégicos, ha cam-
biado drasticamente debido a la evidencia experi-
mental de su participacion en la regulacion de fun-
ciones fisiol6gicas como la transduccion de sefa-
les. Los ejemplos citados en este trabajo brindan
una idea sobre el avance en este campo, pero sin
duda atin quedan aspectos por resolver en los dis-
tintos niveles para entender finamente las diferen-
tes rutas de sefializacién. Uno de los mayores obs-
taculos para reconocer la ubicuidad y la relevancia
fisiolégica de las ERO en la transduccion de sefia-
les, es la dificultad para determinar su produccion,
transito e inactivacion celulares. Aunque han exis-
tido avances en este sentido al emplear técnicas
como la espectroscopia de fluorescencia o la reso-
nancia del espin del electron (ESR) combinada con
trampas de electrones (1 y 11) para resolver algu-
no de estos aspectos, la mayoria de los trabajos
son descriptivos y se basan casi inicamente en el
uso de antioxidantes que brindan datos indirectos
que sélo sugieren cudl ERO estd implicada en el
proceso.

Un aspecto que resulta interesante es qué dife-
rentes ERO producen el mismo efecto. Por ejem-
plo el factor Nf-xB se activa igualmente por pero-
xido de hidrégeno que por oxigeno singulete pro-
ducido por fotosensibilizacién (12). Una posibili-
dad es que una ERO se convierta en otra en un
ambiente redox particular y por ello tenga el mis-
mo efecto, o bien que existan diferentes rutas de
sefializacion para diferentes ERO con un mismo
efecto lo cual brindaria redundancia en el sistema.
Esto aunado al hecho de que la misma ERO esté
involucrada en respuestas muy distintas, son pun-
tos que esperan aclaracion experimental. El uso
de mutantes y de transfecciones estables de los
miembros del sistema de produccién de las ERO
0 en otros niveles de la ruta, sin duda resultard
informativo.
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Claramente se estd en un estado ain temprano
de entendimiento, pero sin duda el trabajo futuro
al emplear enfoques multiples, colocard al sefiala-
miento basado en las ERO al lado de los mensaje-
ros intra e intercelulares clasicos y descubrira el
intrincado sistema que ha evolucionado para adap-
tarlas en un nivel de regulacién tan exquisito.
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RESUMEN

Se llevé a cabo una revisién sobre el desempeiio
de alumnos del posgrado de la Especializacién en
Bioquimica Clinica, Facultad de Quimica en la Uni-
versidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Se
analizan los datos de inscripcién, abandono (de-
sercion) y eficiencia terminal de dos periodos:
1989-1992 y 1993-1997. Los resultados muestran
que el abandono disminuye en el segundo periodo
(1993-1997), también en este lapso aumenta la efi-
ciencia terminal de egresados. Se muestran cifras
procedentes de un estudio longitudinal de egre-
sados. Se realiza una reflexién sobre las cifras ana-
lizadas haciendo énfasis en los aspectos econémi-
cos, de certificacién y de reconocimiento de los
pares.

PALABRAS CLAVE: Educacién, bioquimica
clinica, estudios de posgrado.

ABSTRACT

We reviewed the development of the postgraduate
program (specialization) in Clinical Chemistry of
the Facultad de Quimica of the Universidad Na-
cional Auténoma de México (UNAM) in Mexico
City. Registration, drop out and efficiency data for
two periods: 1989-1992 and 1993-1997 are ana-
lyzed. Results showed that drop out (desertion)
figures diminish in the second period (1993-1997)
and that efficiency improves in this period (1993-
1997). The present working locations of the
graduates are presented. We analyze the conditions
that originated these figures and emphasize the
economic, peer recognition and professional certi-
fication aspects.

KEY WORDS: Education, clinical chemistry,
postgraduate studies.

INTRODUCCION

La Bioquimica Clinica como disciplina dedicada al
estudio de las ciencias del laboratorio clinico, ha
tenido un desarrollo y evolucién muy importantes
en todo el mundo. Especialmente las asociaciones
internacionales de la quimica clinica como la Fede-
racion Internacional de Quimica Clinica, la Acade-
mia Norteamericana de Quimica Clinica y las Aso-
ciaciones Mexicanas de Quimica Clinica, se han
preocupado por integrar a sus actividades los avan-
ces cientificos y de supervisar el desempeifio de los
laboratorios y de sus profesionales (1, 2, 3, 4, 5).

La primera especialidad en este campo en el pais
se estableci6 en 1988 en la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) en colaboracion
con la Secretaria de Salud (SSA). Los convenios
de colaboracién se firmaron entre la Facultad de
Quimica de la UNAM y la Jefatura de Ensefianza
de la SSA, particularmente con los Institutos Na-
cionales de Salud a través de su Coordinador y sus
Directores, asi como con el Sistema Nacional para
el Desarrollo Integral de la Familia (DIF) y hospi-
tales de tercer nivel, como el Hospital Infantil de
México, Federico Gémez y el Hospital Manuel
Gea Gonzélez. Los diferentes convenios se firma-
ron entre 1988 y 1990 (6).

El propésito de estos convenios fue el de asegu-
rar una preparacion formal y de alta calidad tanto
en los aspectos académicos como en el ejercicio
de actividades de laboratorio, ademds de la parti-
cipacién de profesores distinguidos de la Facultad
de Quimica y de especialistas prestigiados de las
instituciones de salud. Se hizo mucho énfasis en
que la calidad de los egresados dependeria del ni-
vel de los maestros y tutores y del rigor del pro-
grama (6, 7). La orientaci6n de este programa esté
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dirigida hacia la aplicacién de los conocimientos del
laboratorio clinico, ya que se forman especialistas
que conozcan “el estado del arte” en estas ciencias.

Este programa lleva diez afios de funcionar co-
mo un posgrado, teniendo una inscripcion que os-
cila alrededor de diez alumnos por generacién
(127 alumnos a la fecha). La seleccion de los can-
didatos se hace habitualmente de entre 40 solicitu-
des y se realiza un riguroso examen de seleccion
tedrico-practico con un estudio psicométrico; la
calidad, tanto de los cursos como de los tutores se
ha incrementado como puede comprobarse en los
documentos de posgrado de 1989 y del actual. Lo
anterior ha permitido lograr eficiencias de egreso
y graduaciones elevadas (8).

La nueva organizacién de los estudios de pos-
grado en la UNAM ha llevado a una serie de re-
agrupaciones, dentro de las cuales el Comité del
Programa de la Especialidad en Bioquimica Cli-
nica de la Facultad de Quimica inicié las activida-
des conducentes a definir y evaluar su situacion
dentro del contexto del nuevo posgrado (9, 10,
11). Esta especialidad se ha visto afectada, al igual
que la totalidad de los estudios superiores univer-
sitarios, por la creacién de este nuevo sistema en
la UNAM que se presenta con conceptos moder-
nos y una clara tendencia a la amplitud y a la uni-
versalidad (5, 9, 12).

El programa de la especializacion de Bioquimica
Clinica de la Facultad de Quimica presenta coinci-
dencias de manera general en objetivos y conteni-
do con el de Patologia Clinica de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Sin embargo, esta tltima
estd dirigida a profesionales con el titulo de médi-
co cirujano, siendo inaccesible a egresados de
otras licenciaturas afines como los de la Facultad
de Quimica y la Facultad de Ciencias de la UNAM,
entre otras (13).

Se decidi6 analizar las cifras que arrojo un estu-
dio actualizado sobre la especializacién en Bio-
quimica Clinica, haciendo énfasis particular en el
ultimo periodo, de 1992 a la fecha. En el primer
periodo (1988-1992) se contaba con becas del
Sector Salud, situacién que ya no se present6 du-
rante el segundo periodo (1993-1997). El estudio
de las diferentes circunstancias en los dos perio-
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dos permiti6 tener fundamentos para la toma de
decisiones adecuadas respecto al disefio de los pla-
nes de estudio.

PROCEDIMIENTO
Se analizan los datos de:
® [nscripcion
e Abandono (desercién) -
e Egreso
® (Graduacion
DESTINO DE EGRESADOS

Se establece una comparacién entre dos periodos:
A) las generaciones de 1988 a 1992 y B) las de
1993 a 1997, mismas que representan dos etapas
en la evolucion del posgrado de Bioquimica Clini-
ca (Tabla I). La primera etapa corresponde al ori-
gen de la especializacion, se cuenta con las becas
que proporciona en sector salud; la segunda etapa
es la de consolidacion, se carece de las becas dela
SSAlo que lleva a iniciar una difusién mas amplia
del programa, ademds de la necesidad de buscar
otras fuentes de financiamiento. Tradicionalmen-
te, se habia empleado el término desercién para
los alumnos que dejan los estudios; este término
se sustituye actualmente por el de abandono.

RESULTADOS

El nimero total de los alumnos inscritos en los
periodos analizados fue de 119, sin embargo, en el
momento de escribir el articulo ya se cuenta con
127. El niimero mas alto de abandono se presentd
en las dos primeras semanas después de la inscrip-
cion; que corresponde a las diferencias entre las
barras de la figura 1, donde se representa el ni-
mero de estudiantes inscritos y el niimero después
del abandono por afio. A pesar de que en ambos
periodos la inscripcion registrada fue similar, la de-
sercion fue mayor en el primer periodo (1988-
1992) con un 22 % de promedio (Tabla I). Un ané-
lisis a través de una Exacta de Fisher, al considerar
a los aflos como de abandono o no en funcién de si
sobrepasan el promedio de abandono de todos los
afios, entre los dos periodos considerados como
factor periodo se indica una tendencia a una ma-
yor frecuencia de casos en que no hay abandono
en el segundo periodo (p = 0.26) (Fig. 1). Es decir,
de estas primeras cifras se desprende que el aban-
dono es mayor en el grupo de 1988-1992, que en
el grupo de 1993-1997.
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TABLA I

ALUMNOS INSCRITOS EN LOS PERIODOS 1988-1992 y 1993-1997

ABANDONO EGRESO GRADUACION
INSCRIPCION 1988-1992 1993-1997 1988-1992 1993-1997 HASTA 1994
No. Total inscritos 63 56
. 43 47 43
(II) No. después de desercién 50 49
Porcentajes Abandonan Abandonan (D) 68% )] 84%
22% 12.5% (ID) 86% {an 95% =

(I) = Antes y (IT) = Después del abandono.

El nimero total de egresados en ambos perio-
dos fue de 90 alumnos (Tabla II); esta cifra re-
presenta el 90% del total después de la desercién
de las dos primeras semanas (Fig. 2). El segundo
periodo presenté un mayor porcentaje promedio
de egresos respecto al primer periodo. Un andlisis
del egreso al considerar a cada generacion como
100% terminal contra cualquier fraccién de no
conclusién entre periodos como segundo factor,
indica a su vez una clara tendencia a que el segun-
do periodo esté constituido por generaciones siem-
pre terminales (p = 0.083) (Tablas Iy II, Fig. 2).

La cifra de egresados hasta 1994 es de 52 estu-
diantes, de los cuales 43 se han titulado. Esto re-
presenta una eficiencia terminal en cuanto a egre-
sados hasta esa fecha de 83%, lo que es un valor
alto para la mayoria de los posgrados; la eficiencia
de titulados en cuanto a inscripcién es de 48%
(Fig. 2 y Tabla III).

Un seguimiento de los egresados de la Especia-
lizacién muestra que aproximadamente el 51%
ocupa posiciones de direccion de laboratorios cli-
nicos en diferentes instituciones nacionales de sa-

16+

14+

12

NUMERO DE ALUMNOS

89

90

91

88

92
ANOS
B ANTES DE ABANDONO O DESPUES DE ABANDONO B ANTES DE ABANDONO ® DESPUES DE ABANDONO
Figura 1. Cifras de inscripcién y abandono de alumnos de la especialidad en Bioquimica Clinica desde 1988 a 1997.

A 93 94

97
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TABLA 11

CIFRAS DE EGRESADOS DE 1988 A 1997

TOTAL DE EGRESADOS PORCENTAJES DE EGRESADOS PORCENTAJES DE EGRESADOS
1988-1997 1988-1992 1993-1997
90 68 34

lud. Seis egresados estin realizando estudios de
doctorado (Tabla IV).

Un porcentaje importante de los egresados ocu-
pa posiciones de direccion de laboratorios clinicos
en las siguientes instituciones: Instituto Nacional
de Pediatria, Instituto Nacional de Cancerologia,
Hospital de Petréleos Mexicanos, Comisién Na-
cional del Deporte, Instituto de Seguridad y Servi-
cios Sociales de los Trabajadores del Estado.

Las cifras procedentes de un estudio longitudi-
nal no exhaustivo, muestran datos de los egresados
y titulados que obtuvieron puestos de trabajo en
laboratorios especiales de los Institutos Naciona-
les de Salud (Tabla IV).

DISCUSION

Los datos de inscripcién muestran un incremento
consistente a partir de 1993. Las eficiencias termi-
nales de egreso y de graduacion son de 47% y 52%
respectivamente. El seguimiento de egresados mues-
tra una tendencia a que ocupen puestos en el sec-
tor salud y jefaturas de laboratorios institucionales
y privados; a diferencia de situaciones anteriores,
en las que con contadas excepciones, el quimico
farmacobidlogo no podia aspirar a ocupar dichas
posiciones. El ejemplo de este posgrado se ha ex-
tendido a nivel nacional, dando lugar a la forma-
cién de programas similares en provincia, con
orientaciones parecidas y con formas de resolver
las situaciones particulares de manera diversa e
innovadora, como por ejemplo, ofrecer las clases

14
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7

NUMERO DE ALUMNOS

7

R

7

7

94

ANOS
(Il DESPUES DE DESERCION B EGRESADOS H DESPUES DE DESERCION O EGRESADOS
Figura 2. Cifras de egresados de la especialidad en Biogquimica Clinica desde 1988 a 1997.
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TABLA III
EGRESADOS VS TITULADOS
No. DE EGRESADOS No. DE TITULADOS PORCENTAIJE DE PORCENTAIE DE
HASTA HASTA EFICIENCIA EN CUANTO EFICIENCIA EN CUANTO
1994 1994 A INGRESO A EGRESO
52 43 48 83

en forma intensiva durante los fines de semana y
estancias hospitalarias parciales en algin instituto
de salud en el Distrito Federal o en laboratorios
reconocidos. Se han formado estos posgrados ya
sea especialidades o maestrias, en universidades
como las de Querétaro, Guerrero y Puebla, entre
otras (13).

Uno de los resultados mds interesantes es la re-
duccién de la desercién en el segundo periodo ana-
lizado y el aumento de la eficiencia de egreso en
este mismo periodo, lo que se puede atribuir a tres
situaciones importantes:

1) A partir de 1992 se suspenden las becas de la
Secretaria de Salud que traian consigo un tipo de

estudiantes singulares; uno de cuyos intereses lo
constituia el apoyo econdmico; al ser éste exiguo,
abandonaban los estudios por no estar auténti-
camente motivados. Desde este momento, el gru-
po formado por el coordinador del posgrado, el
Jefe del Departamento de Biologia y la Coordina-
dora de la Especializacion en Biogquimica Clinica
de la Facultad de Quimica, UNAM, promueven las
comisiones otorgadas al personal por los Institu-
tos de Salud, en donde se invita a los Directores
de los Institutos Nacionales de Salud a enviar a los
quimicos que trabajan en los laboratorios de los
Institutos a realizar la Especializacién durante tres
semestres, conservando sus prerrogativas labora-
les y como becas, s6lo permanecen aquellas de la

TABLATV

SEGUIMIENTO DE EGRESADOS

NOMBRE DE LA INSTITUCION A LA QUE PERTENECEN LOS
LABORATORIOS ESPECIALES

INSTITUTO DE PEDIATRIA

INSTITUTO NACIONAL DE NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA IGNACIO CHAVEZ
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL (IMSS)
INSTITUTO DE SEGURIDAD Y SERVICIOS SOCIALES DE LOS
TRABAJADORES DEL ESTADO (ISSSTE)

OTRAS ACTIVIDADES DE LOS EGRESADOS

SON LIDERES DE OPINION EN GRUPOS DE BIOQUIMICA
CLINICA EN UNIVERSIDADES DE PROVINCIA

DIRIGEN LABORATORIOS CLINICOS EN CIUDADES DE PROVINCIA

PROSIGUEN ESTUDIOS DE DOCTORADO
ESTABLECIERON LABORATORIOS CLINICOS PRIVADOS
SE DESEMPENAN EN LABORATORIOS TRANSNACIONALES

NUMERO DE EGRESADOS CON PUESTOS DE TRABAJO DE
LABORATORIOS ESPECIALES

(&)

~1 N R

NUMERO DE EGRESADOS QUE SE DEDICAN A ESTA ACTIVIDAD

4

[ =

")

DE PRODUCTOS BIOLOGICOS REACTIVOS CLINICOS Y LABORATORIOS FARMACEUTICOS
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Direccién General de Intercambio Académico de
la UNAM; mismas que atraen a otro tipo de alum-
nos: mas comprometidos con sus estudios y que am-
bicionan obtener mejor preparacién en el drea (5).

2) La comunicaci6n entre egresados hace acu-
dir a estudiantes interesados en 4reas especificas
del programa, dadas las cualidades del mismo, a
realizar estos estudios. Indudablemente, estos alum-
nos tienen mayor decisién de permanecer en el pro-
grama.

3) Se empiezan a difundir los programas de cer-
tificacién y acreditacién, coincidentes con el adve-
nimiento del Tratado de Libre Comercio, tanto de
laboratorios como de profesionales con énfasis en
la formacién y en los grados obtenidos para lograr
ascensos y posiciones de jefatura en laboratorios
clinicos (12, 14, 15).

Por otra parte, con relacién a las situaciones de
reconocimiento de los especialistas egresados de
este programa, se percibe en el medio que: La es-
pecialidad tiene un programa muy riguroso, inspi-
rado en las especialidades médicas y con residen-
cias muy similares a éstas mismas que comprome-
ten completamente el tiempo del estudiante y no le
permiten otro tipo de actividades a diferencia de
algunos otros posgrados en los que la utilizacién
del tiempo es mucho mds flexible. El mismo hecho
de que acudan a realizar la especialidad profesio-
nales que estdn pendientes de la inminencia de los
eventos de acreditacion y certificacion para perso-
nal con grado y para laboratorios, est4 haciendo
que algunos de estos individuos se inscriban a pos-
grados relacionados con algun tema biolégico mas
faciles de cursar, con horarios y programas que
permiten que el alumno trabaje simultdneamente
en alguna actividad productiva y més aun, que se
inscriban en aquellos que ofrecen programas mas
laxos (15).

A diferencia de lo que sucede en paises desarro-
llados, la falta de reconocimiento adecuado de las
especialidades de perfil médico por alguno de los
sistemas de evaluaci6n de la produccién cientifica,
ignorantes de las implicaciones académicas de es-
tos programas, también hace que, equivocadamen-
te, los profesionales que se van a dedicar al ejerci-
cio de una especialidad se inscriban a un posgrado
de “tipo cientifico”, lo que es inadecuado para el
ejercicio profesional de alto nivel (11).
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CONCLUSIONES
® Los datos de deserci6n y de egreso del perfo-
do 1993-1997 son mds satisfactorios que los
de 1988-1992. De esto se concluye que este
programa ha adquirido en su desarrollo soli-
dez y consistencia.

® Las modificaciones y adaptaciones que se han

llevado a cabo dentro de las posibilidades del
plan curricular han sido adecuadas para la
evolucién y actualizacion continuas de este
posgrado.

Por estas razones es necesario adaptar este plan
siguiendo los lineamientos del nuevo proyecto de
modificacién de programas de estudio de posgrado
correspondiente a la Especializacion.

® Esindispensable efectuar las gestiones nece-

sarias, en los niveles superiores de la adminis-
tracion universitaria, que conduzcan a la ob-
tencion de apoyo econémico para los alum-
nos de la especialidad.
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RESUMEN

Las mitocondrias de la mayoria de los protistas
presentan cadenas respiratorias ramificadas en las
que existe, ademds de la citocromo oxidasa; una
quinol oxidasa terminal alterna, al parecer homé-
loga a la existente en plantas; pero con un meca-
nismo de activacién mediado por nucleétidos mo-
nofosfatados. Varios géneros presentan NADH
deshidrogenasas no translocadoras de protones
con su sitio activo hacia el citosol o hacia la matriz
mitocondrial. En los tripanosomatidos y eugléni-
dos, representantes de los primeros protistas con
mitocondrias, se han encontrado evidencias de una
quinol:citocromo ¢ oxidorreductasa distinta del
complejo be ; asi como de una fumarato reductasa,
ambas posiblemente especificas para rodoquinona.
Estas complejas redes de transporte de electrones,
que en el caso de protistas parasitos han sido obje-
to de estudios con enfoque clinico, contrastan con
las cadenas respiratorias lineares de los vertebra-
dos superiores por tener varias enzimas que no
participan en la generacién de un gradiente elec-
troquimico de protones. Su funcién parece ser el
evitar la acumulacién de equivalentes reductores
bajo condiciones en las que la concentracién de
oxigeno y de sustratos oxidables es muy variable.

PALABRAS CLAVE: Cadena respiratoria, pro-
tistas, respiracion resistente al cianuro, mitocon-
dria.

ABSTRACT

Most protist mitochondria exhibit branched respi-
ratory chains containing, besides cytochrome oxi-
dase, an alternative terminal quinol oxidase; ap-
parently homologous to that of plants, but possess-
ing an unique activation mechanism by nucleotide
monophosphates. Several genera have non-elec-
trogenic NADH dehydrogenases with their active
site facing either the cytosol or the mitochondrial
matrix. In trypanosomatides and euglenids, repre-
sentatives of the first mitochondriate eukaryotes,

evidence has been found for a quinol:cytochrome
c oxidoreductase different from the bc, complex
and for a fumarate reductase, both possibly spe-
cific for rhodoquinone. These complex electron
transfer networks, which have been studied for
medical reasons in the case of parasite protists,
differ sharply from the linear respiratory chains of
superior vertebrates; having several enzymes not
involved in generating an electrochemical proton
gradient. Their function is probably to avoid the
accumulation of reducing equivalents in conditions
where oxygen and oxidizable substrate concentra-
tions are highly variable.

KEY WORDS: Respiratory chain, protists,
cyanide-resistant respiration, mitochondria.

INTRODUCCION

Las cadenas respiratorias mejor estudiadas desde
el punto de vista funcional y estructural son las de
mitocondrias de vertebrados superiores. Estas po-
seen cuatro complejos enzimaticos: la NADH des-
hidrogenasa (NADH:ubiquinona oxidorreducta-
sa), la succinato deshidrogenasa (succinato:ubi-
quinona oxidorreductasa), el citocromo bc, (ubi-
quinol:ferricitocromo ¢ oxidorreductasa) y la cito-
cromo oxidasa (ferrocitocromo c:oxigeno oxido-
rreductasa); de los cuales sélo la succinato deshi-
drogenasa no acopla su reaccién redox al bombeo
de protones. La primera transferencia de electro-
nes se realiza desde el NADH intramitocondrial, el
succinato, el glicerol-3-fosfato o el acil-coenzima
A, hacia la ubiquinona por la correspondiente des-
hidrogenasa. Desde el ubiquinol formado hasta el
oxigeno, los electrones son transferidos por una
sola ruta a través del complejo bc,, el citocromo ¢
y la citocromo oxidasa. En las mitocondrias de al-
gunos tejidos, en particular de higado, el NADH
citosélico puede donar sus electrones a la cadena
respiratoria por medio de la NADH:citocromo b,
oxidorreductasa de la membrana externa mito-
condrial y del citocromo b, encontrado en el espa-



BEB 19(4): 226-236

cio intermembranal, el cual reduce al citocromo ¢
(1). Hay dos caracteristicas notables de las cade-
nas respiratorias en vertebrados: 1) Existen varias
entradas posibles de electrones pero s6lo una sali-
da y 2) Todos los electrones pasan por al menos
un complejo que acopla la oxidorreduccion al
bombeo de protones, por lo que la respiracion estd
siempre acoplada a la generacion de un gradiente
electroquimico sin importar cuél sea el sustrato
oxidable (Fig. 1).

Las cadenas respiratorias de otros eucariontes,
como las plantas y algunos hongos, no poseen las
dos caracteristicas antes mencionadas. Las mito-
condrias de los protistas presentan las cadenas res-
piratorias més complejas de todos los eucariontes
por sus miiltiples ramificaciones. El estudio de es-
tas cadenas se basa principalmente en el uso de
compuestos que inhiben especificamente a los dis-
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Figura 1. Cadena respiratoria mitocondrial de mamife-
ros. Se muestran formando parte de la cadena a la glicerol-
3- fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y a la acil-coenzima A
deshidrogenasa (AcDH) junto con la flavoproteina trans-
feridora de electrones (FTE), aunque estas enzimas se consi-
deran tradicionalmente como parte de otras vias metabdlicas
(glucolisis y b-oxidacién). Se omite la via de oxidacion de
NADH citos6lico para reducir al citocromo ¢ por via del
citocromo b, por ser una particularidad de los hepatocitos.
Las demds enzimas e intermediarios del transporte electré-
nico mostrados son: NADH de la matriz mitocondrial
(NADHm), NADH deshidrogenasa sensible a rotenona
(NDH), succinato deshidrogenasa (SDH), ubiquinona (UQ),
complejo be, (be,), citocromo c (cit ¢), y citocromo ¢ oxidasa
(COx). Con trazos gruesos se indica la via preferentemente
usada. La translocacién de protones se sefiala con flechas
verticales gruesas.
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tintos complejos respiratorios. Mientras que la res-
piracién en las mitocondrias de vertebrados es to-
talmente abatida por compuestos como la rote-
nona, la antimicina o el cianuro (inhibidores de la
NADH deshidrogenasa, del complejo bc, y de la
citocromo oxidasa, respectivamente), en las mito-
condrias de muchos protistas el consumo de oxi-
geno se inhibe s6lo de manera parcial en presencia
de cualquiera de estos compuestos. Esto se debe a
la presencia de otras enzimas que permiten a los
electrones seguir vias alternas hasta el oxigeno o
algin otro aceptor terminal. En particular las oxi-
dasas terminales distintas de la citocromo oxidasa,
resistentes al cianuro en protistas, se denominan
oxidasas alternas. Ademas, al encontrar una resis-
tencia a la antimicina en segmentos de la cadena
respiratoria de algunos protistas, como el que va
desde las deshidrogenasas hasta el citocromo c, se
ha obtenido evidencia de que existen enzimas al-
ternas al complejo bc,. Puesto que las enzimas de
estas diferentes vias alternas no estan presentes en
mamiferos, se ha intentado disefiar y utilizar inhi-
bidores especificos con la intencién de combatir
enfermedades causadas por protistas parasitos que
tienen cadena alterna. Por otra parte, dentro de los
protistas se encuentran representantes de los euca-
riontes mas primitivos, por lo que es interesante el
estudio de las cadenas respiratorias en estos orga-
nismos desde el punto de vista evolutivo.

El objetivo de esta revision es discutir los mo-
delos propuestos para las cadenas respiratorias en
los diferentes grupos de protistas estudiados, asi
como su posible funcién, relevancia clinica e impli-
caciones evolutivas, con especial énfasis en las di-
ferencias que presentan con respecto a la cadena
respiratoria de los vertebrados.

CADENAS RESPIRATORIAS DE PROTIS-
TAS PARASITOS

1. APICOMPLEXA -

La mayoria de los estudios sobre cadenas respira-
torias en protistas se centra en aquellos que tienen
importancia médica, ya que ciertos firmacos pare-
cen tener como uno de sus blancos a ciertas en-
zimas mitocondriales. En el caso de Plasmodium
falciparum, agente causante de la malaria, los es-
tudios sobre su cadena respiratoria (2) se han efec-
tuado solamente en la etapa asexual del parésito
en la que infecta los eritrocitos del hospedero. Se
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ignora si se expresan otras enzimas respiratorias
en las demas etapas del ciclo de vida. La respira-
cién de las células intactas de P. falciparum sin
sustrato afiadido es baja, siendo sélo del 10% con
respecto a la de los glébulos blancos, células que
sirven de punto de comparacién por estar bajo la
misma concentracion de oxigeno y de sustratos
oxidables que el parasito en la sangre. Sin embar-
g0, se ha comprobado la presencia de la succinato
deshidrogenasa, del complejo bc, y de la cito-
cromo oxidasa, asi como la formacién de un gra-
diente transmembranal de protones. Aparentemen-
te no existe una NADH deshidrogenasa que parti-
cipe en el bombeo de protones, debido a la insensi-
bilidad de la respiracién a rotenona.

Una caracteristica notable es que un 25% de la
respiracion es resistente al cianuro, pero sensible a
salicilhidroxamato (SHAM) y n-propilgalato (nPG).
Estos dos compuestos son inhibidores especificos
de la ubiquinol oxidasa terminal de plantas, enzi-
ma que no participa en la generacién del potencial
transmembranal por ser incapaz de bombear pro-
tones. Es de interés que esta respiracion resistente
a cianuro, no acoplada a la fosforilacién, parece
ser indispensable para P. falciparum, ya que con-
centraciones inferiores a 10 UM de algunos deri-
vados sustituidos de SHAM y nPG en el medio de
cultivo inhiben el crecimiento del parésito a menos
de la mitad. Se ha propuesto que, debido a su baja
actividad, la funcién principal de la cadena respi-
ratoria en P. falciparum no es la produccién de
energia, sino el proveer una via de salida para los
electrones provenientes de reacciones de deshi-
drogenacion que forman parte de vias como la sin-
tesis de pirimidinas. Sin embargo, no estd clara la
razon por la cual los inhibidores de la respiracién
resistente al cianuro son capaces por si solos de
detener el crecimiento del pardsito en ausencia de
algiin otro inhibidor de la porcién generadora de
gradiente; al inhibir tinicamente a la ubiquinol
oxidasa alterna, los electrones deberian seguir li-
bremente hasta el oxigeno por la citocromo oxi-
dasa. Es posible que los derivados de SHAM vy
nPG inhiban otros procesos celulares extramito-
condriales. La fuerte inhibicién del crecimiento de
P. falciparum a bajas concentraciones de nPG y
sus derivados es de importancia clinica, ya que este
compuesto es poco toxico para el ser humano, al
grado que se utiliza como aditivo para alimentos.
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Existe la posibilidad de tratar la malaria utilizando
inhibidores de la oxidasa alterna en combinacién
con la atovacuona, un andlogo de la ubiquinona
que actda especificamente sobre el complejo be,
del pardsito sin afectar el de los mamiferos (2).

En cuanto a otros organismos del orden Api-
complexa, también se ha encontrado respiracién
resistente al cianuro en Babesia bovis, aunque no
asi en Toxoplasma gondii, cuya velocidad de res-
piracién es ademis mds elevada (2). Probablemen-
te T. gondii tiene mayores requerimientos de ener-
gia, por lo que su cadena respiratoria funciona, no
solamente como una salida de electrones, sino
principalmente para sostener la sintesis de ATP, a
diferencia de lo que ocurre en P. falciparum y B.
bovis.

2. CINETOPLASTIDA

Este orden abarca a los organismos que poseen
cinetoplastos, los cuales son mitocondrias con su
DNA organizado en cadenas circulares entrelaza-
das que le confieren a estos organelos una apa-
riencia caracteristica al observarse al microscopio.
Dentro de este orden se han estudiado las cadenas
respiratorias de Trypanosoma brucei, Trypano-
soma cruzi, Crithidia fasciculata y Leishmania
donovani. El caso de T. brucei es especial por ex-
presar distintas enzimas respiratorias dependiendo
de la parte del ciclo de vida en el que se encuentre
(3). En la etapa de tripomastigote en el torrente
sanguineo, la mitocondria no presenta ningtin com-
plejo enzimdtico que contenga citocromos, sino
Unicamente una glicerol-3-fosfato:ubiquinona oxi-
dorreductasa y una ubiquinol oxidasa sensible a
SHAM (Fig. 2A). No existe bombeo de protones,
por lo que todo el ATP sintetizado proviene de la
glucdlisis, siendo necesaria la regeneracién conti-
nua del NAD* a través de la lanzadera de glicerol-
3-fosfato. Por lo tanto, al inhibir a la ubiquinol
oxidasa, la glucélisis se detiene por acumulacién
de NADH, lo que sugiere que compuestos como
el nPG podrian utilizarse de manera terapéutica
contra T. brucei, asi como se ha propuesto para
combatir a P. falciparum. La ubiquinol oxidasa de
T. brucei es mas parecida a la encontrada en hon-
gos como Neurospora crassa y Hansenula ano-
mala que a las existentes en plantas, tanto en la
secuencia de aminodcidos como en su punto iso-
eléctrico (3). Por otra parte, en la etapa prociclica
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se expresan la succinato deshidrogenasa, el com-
plejo be, y la citocromo oxidasa, aunque la oxidasa
sensible a SHAM sigue presente, ya que la respira-
cion sigue siendo resistente entre un 5 y 10% al
cianuro (4).

Los demds cinetoplastidos estudiados presentan
una cadena que contiene citocromos junto con la
oxidasa resistente al cianuro durante todo su ciclo
de vida (Fig. 2B), incluso en la etapa en la que
viven en la sangre del hospedero mamifero, por lo
que no dependen tinicamente de la glucdlisis para
sintetizar ATP en esta etapa (5). Esto podria difi-
cultar el uso de inhibidores de la oxidasa resistente
al cianuro de manera terapéutica, pues la cadena
respiratoria seguiria funcionando a través de la
citocromo oxidasa.

A

Glicerol-S-fosfato—’—’. UQ el 0A —lp 02

= (P Fumarato

Figura 2. Cadena respiratoria de cinetoplistidos. (A)
Trypanosoma brucei presenta en la etapa de tripomastigote
una cadena con s6lo dos enzimas: la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH), y una oxidasa alterna (OA). (B)
T brucei presenta en la etapa prociclica, asi como los de-
mads cinetopldstidos durante todo su ciclo de vida, una ca-
dena con miltiples ramificaciones. En esta cadena no exis-
te NADH deshidrogenasa translocadora de protones; el
NADH es oxidado por una deshidrogenasa insensible a
rotenona (DH). Se ha propuesto que esta enzima reduce
directamente al citocromo c, pero es més probable que esta
reaccién esté mediada por la rodoquinona (RQ) y por una
citocromo ¢ reductasa insensible a antimicina (CR). El
fumarato puede ser como aceptor terminal de electrones en
lugar del oxigeno a través de la actividad de una fumarato
reductasa (FR) para formar succinato. El succinato es el
sustrato principalmente oxidado en estas cadenas respira-
torias, como se indica con flechas gruesas. Las demds abre-
viaturas se explican en la figura 1. Las vias o componentes
hipotéticos se indican con flechas o lineas punteadas, o con
signo de interrogacion. Para simplificar, se ha omitido la
conexién entre la b-oxidacién y la cadena respiratoria.
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La oxidasa alterna en Leishmania parece no ser
del tipo presente en las plantas, como la de Trypa-
nosoma, ya que es insensible a SHAM, aunque se
inhibe por concentraciones micromolares de orto-
hidroxidifenilo (6). Este compuesto inhibe las oxi-
dasas resistentes al cianuro de pardsitos plurice-
lulares como Ascaris, aunque por si solo es capaz
de bloquear también la respiracion sensible al cia-
nuro, quedando claro que no es un inhibidor espe-
cifico. Adicionalmente, el gen para la oxidasa del
tipo de las plantas parece estar ausente en el geno-
ma de L. donovani y L. mexicana, por lo que per-
manece la interrogante sobre la identidad de la
oxidasa alterna en este género (6). El ortohidro-
xidifenilo pudiera ser potencialmente un agente
terapéutico contra la leishmaniasis, aunque por su
poca especificidad podria resultar téxico para el
hospedero.

El sustrato preferencialmente oxidado por las
mitocondrias de los cinetopléstidos es el succinato,
el cual se forma a partir de la degradacién de la
prolina (muy activa en estos organismos) y de la
glucolisis; que se encuentra modificada de tal mo-
do que el fosfoenolpiruvato se transforma a mala-
to, el cual entra a la mitocondria para ser hidratado
a fumarato; este a su vez se reduce a succinato (4).
El complejo translocador de protones de laNADH
deshidrogenasa estd ausente ya que en todos los
cinetopldstidos estudiados la respiracién con este
sustrato es insensible a la rotenona, mientras que
en Crithidia fasciculata y Leishmania tarentolae
no es posible detectar ningtiin ARN mensajero que
corresponda a alguna de las subunidades de este
complejo (7). Los electrones que provienen del
NADH pueden reducir el fumarato a succinato. E1
succinato puede ser reoxidado por la succinato
deshidrogenasa o puede ser excretado al exterior
de la célula en condiciones de baja concentracién
de oxigeno. De esta manera el fumarato es utilizado
como aceptor final de electrones en lugar del oxige-
no, permitiendo que las vias metabélicas forma-
doras de NADH no se detengan por la acumula-
cién de su producto en condiciones anaerobias (4).

Se desconocen las enzimas que intervienen en la
transferencia de electrones entre el NADH vy el
fumarato en cinetoplastidos. Se ha propuesto la
existencia de una NADH:fumarato oxidorreduc-
tasa independiente de quinonas (6). Sin embargo,
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recientemente se ha caracterizado en eucariontes
que resisten a la anaerobiosis, como helmintos pa-
rasitos y moluscos, una rodoquinol:fumarato oxi-
dorreductasa llamada comiinmente fumarato re-
ductasa la cual es una isoenzima de la succinato
deshidrogenasa. La fumarato reductasa utiliza co-
mo sustrato una quinona con un grupo amino en
lugar del metéxido en la posicién 3 de la ubi-
quinona que le confiere un potencial redox de -63
mV (laubiquinona tiene un valor de +100mV) ha-
ciendo termodindmicamente posible la reduccién
del fumarato (8). Se ha encontrado ademas una
correlacion estrecha entre la existencia de fuma-
rato reductasa y la presencia de rodoquinona en
los organismos pluricelulares mencionados. Sin
embargo, en Trypanosoma rhodesiense, Crithidia
fasciculata y Crithidia oncopelti se ha reportado
unicamente la presencia de ubiquinona (9), por lo
que no es posible afirmar que la fumarato reduc-
tasa exista en cinetopldstidos. No se ha podido
determinar tampoco la identidad de la NADH des-
hidrogenasa que reduce a la poza de quinonas ni
su especificidad hacia la ubiquinona o la supuesta
rodoquinona (Fig. 2B).

En cinetoplastidos, el NADH es oxidado por
fracciones enriquecidas de membranas totales, pe-
ro no por células parcialmente permeabilizadas
donde las mitocondrias permanecen intactas (el
aislamiento de mitocondrias en estos organismos
es técnicamente muy dificil), lo que indica que no
existe una NADH deshidrogenasa externa como la
que presentan las mitocondrias de plantas (6). En
fracciones membranales se ha determinado que no
todos los electrones del NADH se utilizan para la
formacién de succinato; ya que existe reduccion
de citocromo c al afiadir este sustrato, incluso ma-
yor a la que se encuentra con succinato en el caso
de Leishmania. Esta actividad disminuye un 50%
en T. brucei al afadir super6xido dismutasa o
catalasa (4), por lo que se ha propuesto que hay
formacién de H,O, en el sitio activo de la fumarato
reductasa en ausencia de su sustrato. Sin embar-
g0, la reduccién de citocromo ¢ dependiente de
NADH existe aun en presencia de altas concentra-
ciones de fumarato, por lo que parece ser una acti-
vidad genuinamente enzimatica. Ademads, la insen-
sibilidad total de esta actividad a la antimicina,
compuesto que bloquea casi por completo la acti-
vidad de succinato:citocromo ¢ oxidorreductasa,

Covian R

indica la existencia de una enzima que cataliza la
transferencia de electrones al citocromo c, distinta
del complejo bc,.

CADENAS RESPIRATORIAS EN PROTIS-
TAS DE VIDA LIBRE

1. EUGLENIDA

En Euglena gracilis existen los cuatro complejos
clésicos, junto con una NADH deshidrogenasa no
sensible a rotenona que no transloca protones y
cuyo sitio activo parece estar orientado hacia el
citosol, como en las mitocondrias de plantas (10).
Las mitocondrias de Euglena también son capaces
de oxidar D- y L-lactato por medio de una enzima
que no depende de NAD, y que por lo tanto no
genera NADH (11). Con L-lactato, existe un 40%
de respiracién resistente a antimicina que sostiene
el 25% de la velocidad de sintesis de ATP presente
en ausencia de inhibidor (12). La actividad de re-
duccién de citocromo sostenida por L-lactato es
resistente en un 45% a la antimicina, lo cual indica
que una fraccidn de los electrones llega a la cito-
cromo oxidasa por una via distinta a la del com-
plejo be, (Fig. 3). Puesto que tanto la respiracion

Succinato_____, e

L- o D-lactato _’K
'
NADH _>‘

NADH: sl ‘

Figura 3. Cadena respiratoria de Euglena gracilis. Esta
cadena oxida L- y D- lactato a través de una o dos lactato
deshidrogenasas membranales independientes de NAD
(LDH). La rodoquinona (RQ) posiblemente acepta parte de
los electrones de estas enzimas y de las NADH deshidroge-
nasas, en particular de la insensible a rotenona (DH), que
oxida NADH citosélico (NADHc). La succinato deshidro-
genasa (SDH) reduce exclusivamente a la ubiquinona (UQ).
La fumarato reductasa (FR), la citocromo ¢ reductasa in-
sensible a antimicina (CR) y probablemente la oxidasa al-
terna (OA) reciben electrones preferentemente del rodoqui-
nol; mientras que el complejo bc, oxida sélo al ubiquinol.
Los demds simbolos se explican en las figuras previas.
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como la reduccion de citocromo ¢ se inhiben alre-
dedor del 85% por antimicina cuando el sustrato
es succinato, parece ser que en E. gracilis existe,
lo mismo que en cinetoplastidos, una quinol:cito-
cromo c oxidorreductasa distinta del complejo bc,
posiblemente con mayor especificidad para rodo-
quinol que para ubiquinol (Tabla I). En las mito-
condrias de E. gracilis la rodoquinona se encuen-
tra en concentraciones equimolares con respecto a
la ubiquinona (9). La participacién de alguna de
estas quinonas en la oxidacidn de lactato estd apo-
yada por los siguientes datos: 1) la reduccién de
citocromo c resistente a antimicina con L-lactato
se inhibe por completo con mixotiazol o estigma-
telina (compuestos que inhiben a enzimas que uti-
lizan quinonas como sustrato) a concentraciones
inferiores a 1 uM; 2) la localizacion de la L-lactato
deshidrogenasa independiente de NAD parece ser
membranal, como las de bacterias que reducen
quinonas, ya que las particulas submitocondriales
de E. gracilis también oxidan lactato y 3) la ex-
traccion o destruccién parcial de las quinonas
mitocondriales con solventes orgénicos o luz ultra-
violeta inhibe la respiracion y la reduccién de
citocromo ¢ con L-lactato y succinato de modo
semejante, siendo reactivadas al afiadir quinonas
sintéticas (12). La presencia de rodoquinona en
este organismo, por otra parte, armoniza con el
hallazgo de una actividad de fumarato reductasa
como ocurre en los tripanosomatidos (8).

. Las mitocondrias de Fuglena también poseen un
90% de respiracion resistente al cianuro con D-
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lactato, la cual disminuye a 40% con NADH y a
menos del 10% con succinato (10, 11). Como ocu-
rre en Leishmania (6), los inhibidores de la quinol
oxidasa semejante a la de plantas como SHAM,
nPG y disulfiram, sélo ejercen una inhibicién par-
cial sobre este componente respiratorio resistente
al cianuro (13). No est4 claro si el sustrato de esta
oxidasa es el ubiquinol o el rodoquinol, aunque la
baja actividad de quinol oxidasa cuando se utilizan
como sustratos andlogos sintéticos del ubiquinol
favorece la segunda opcién. Aunque la sintesis de
ATP se abate por completo con cianuro; la cadena
resistente al cianuro genera suficiente potencial
transmembranal, sensible a desacoplante, como
para sostener la entrada de calcio a la mitocondria
(11). Esto deja abierta la posibilidad de que esta
oxidasa alterna también sea capaz de bombear
protones, aunque a una velocidad baja que no per-
mite la generacién de un gradiente suficiente para
sintetizar ATP. En las mitocondrias aisladas de cé-
lulas de E. gracilis cultivadas en presencia de
succinato y antimicina o de etanol, esta actividad
respiratoria resistente al cianuro es estimulada sie-
te veces por AMP con succinato como sustrato,
mas no asi cuando las células son cultivadas en
succinato (sin antimicina) o glutamato y malato
(14). La estimulacién del componente resistente al
cianuro por AMP depende tanto de las condicio-
nes de cultivo como del sustrato oxidable afiadido
a las mitocondrias aisladas, por lo que se ha suge-
rido incluso que existen dos oxidasas alternas. Este
efecto es atribuible en parte al ADP formado por
la actividad de la adenilato cinasa al afiadir AMP,

TABLAT

REDUCCION DE CITOCROMO ¢ Y RESPIRACION RESISTENTE A ANTIMICINA

ORGANISMO SUSTRATO REDUCCION DE RESPIRACION
CITOCROMO C RESISTENTE RESISTENTE A ANTIMICINA

A ANTIMICINA (%) (%)

Trypanosoma brucei NADH 24-95* # 100

Trypanosoma cruzi NADH 50-100° 100

Leishmania donovani NADH 87.5 80

Euglena gracilis NADH 49 30

Euglena gracilis D-lactato 55 90 ‘

Euglena gracilis L-lactato 45 45 | —

a: ¢l valor inferior es en presencia de fumarato
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lo que se confirma por la sensibilidad parcial de
esta activacion hacia la oligomicina, compuesto
que al inhibir a la ATP sintetasa impide que la
adenilato cinasa tenga ATP para transformar el
AMP a ADP (11). De hecho, el ADP por si solo
estimula en igual grado que el AMP, aunque con
menor afinidad. Sin embargo, el IMP es incluso
ligeramente mejor activador, por lo que parece ser
que la oxidasa alterna tiene una especificidad am-
plia por varios nucleétidos.

La identidad de esta oxidasa alterna se desco-
noce, aunque se ha propuesto que pudiera ser un
citocromo b cuya cantidad aumenta a la par que la
resistencia al cianuro cuando se cultiva a las célu-
las en presencia de este inhibidor (15). Existe la
posibilidad de que esta oxidasa sea del tipo planta,
a pesar de la falta de inhibicion por SHAM, ya que
se han aislado mutantes funcionales de esta enzi-
ma en Arabidopsis thalliana que son resistentes a
este compuesto (13). La capacidad de formar al
menos cierto potencial transmembranal no es con-
gruente con la presencia de una oxidasa alterna no
electrogénica, aunque la estimulacién por nucle6-
tidos monofosfatados es caracteristica de las oxi-
dasas sensibles a SHAM en ciliados y amibas, que
claramente son del tipo presente en las plantas,
como se mostrard mas adelante.

La presencia de una fumarato reductasa, una
quinol:citocromo ¢ oxidorreductasa distinta del
complejo b, y de una quinol oxidasa resistente al
cianuro tanto en cinetopldstidos como en euglé-
nidos es relevante desde el punto de vista evoluti-
vo, ya que estos dos 6rdenes constituyen uno de
los linajes eucariontes mas primitivos (16). Es ra-
zonable suponer que estas dos enzimas de la cade-
na alterna aparecieron junto con los primeros eu-
cariontes con mitocondrias.

2. CILIADOS

Los estudios sobre las cadenas respiratorias en este
grupo de protistas se refieren principalmente a
Paramecium tetraurelia. En este organismo se ha
identificado la presencia de la NADH deshidro-
genasa generadora de gradiente de protones, asi
como de la succinato deshidrogenasa, el complejo
bcI y la citocromo oxidasa (17). Adicionalmente,
se ha encontrado una respiracion resistente al cia-
nuro y sensible a SHAM, lo que indica la presencia
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de una quinol oxidasa del tipo de las plantas (17;
Fig. 4). Esta via alterna corresponde al 40-50%
del consumo de oxigeno total en ausencia de ADP
(estado 4) con piruvato y malato como sustrato, y
del 15 al 20% en estado 3, incrementandose cinco
veces al afiadir AMP. Aunque esta estimulacién
podria deberse a la formacién de ADP por la acti-
vidad de la adenilato cinasa, como ocurre en E.
gracilis, se ha encontrado que en presencia de
carboxiatractilésido (inhibidor del transporte de
ADP a la matriz mitocondrial) o de EDTA como
quelante del magnesio necesario para la actividad
de la cinasa, sigue existiendo una estimulacién de
2.5 veces de la respiracion resistente al cianuro con
AMP. El GMP y el IMP también estimulan, aun-
que solo un 65% con respecto al AMP. Estos re-
sultados sugieren un efecto directo de estos nu-
cleétidos sobre la oxidasa alterna de Paramecium.
Un andlogo fotoactivable del AMP, el NAP,-AMP
(37-{4-[N-(4-azido-2-nitrofenil)amino]butiril }-
AMP), se comporta como un inhibidor competiti-
vo de la estimulacién de la respiracion resistente al

§
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Figura 4. Cadena respiratoria de ciliados (A) y de
protistas cercanos filogenéticamente a plantas como
Acanthamoeba castellanii y Chlamydomonas (B). En es-
tos dltimos, las vias de entrada de los electrones provenien-
tes del NADH son multiples, existiendo dos NADH
deshidrogenasas insensibles a rotenona: una externa (DH
ext) que oxida el NADH citosdlico (NADHc) y otra interna
(DH int) que utiliza el NADH de la matriz. El resto de los
simbolos se explican en las figuras anteriores.
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cianuro. Al incubar a las mitocondrias con este
andlogo marcado radiactivamente e irradiar con
pulsos de luz, se marcan tres proteinas de masa
molecular de 50, 35 y 30 kDa. Las dos ultimas
pierden la marca radiactiva al preincubar a las
mitocondrias con AMP, por lo que alguna de ellas
probablemente corresponde a la oxidasa alterna
(18).

Debido al hallazgo de dos constantes de inhibi-
cion para el cianuro y para SHAM, se ha propues-
to la existencia de una tercera oxidasa terminal que
se inhibe por ambos compuestos, relacionada con
una disminucién en la reduccién de un citocromo
b (18). Sin embargo, las dos constantes encontra-
das para el cianuro son muy cercanas entre si (10y
50 uM), por lo que pudiera corresponder en am-
bos casos a la citocromo ¢ oxidasa. La segunda
constante para SHAM es tan alta (0.7 mM) que
podria explicarse como un efecto inhibitorio ines-
pecifico sobre cualquier enzima de la cadena res-
piratoria; no necesariamente sobre una oxidasa ter-
minal alterna.

Otro ciliado estudiado es Tetrahymena pyrifor-
mis, en cuya cadena respiratoria se encuentran los
tres complejos generadores de gradiente ademds
de la succinato deshidrogenasa. La citocromo ¢
oxidasa tiene la particularidad de carecer de hemo
A, ya que el maximo de absorcion alrededor de los
605 nm estd ausente, presentando en su lugar un
grupo hemo no identificado hasta el momento que
tiene su maximo de absorcién en 620 nm (19). Las
mitocondrias aisladas de este organismo son inca-
paces de oxidar NADH citosélico y toda la activi-
dad de reduccién de citocromo ¢ con sustratos
generadores de NADH en la matriz, como el o.-
cetoglutarato, es totalmente sensible a rotenona.
Esto indica que no existen otras NADH deshidro-
genasas aparte de la cldsica. Por otra parte, se ha
reportado una considerable variacién en la sensi-
bilidad al cianuro entre distintas cepas de Tetrahy-
mena, desconociéndose la naturaleza de la oxidasa
terminal alterna.

3. AMIBAS DE VIDA LIBRE Y CLOROFITAS
Se ha caracterizado con detalle la cadena respira-
toria mitocondrial de la ameba Acanthamoeba
castellanii. Sobresalen sus semejanzas con la ca-
dena mitocondrial de plantas al presentar, ademas
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de los tres complejos enzimadticos electrogénicos y
de la succinato deshidrogenasa, una NADH deshi-
drogenasa externa; otra interna insensible a rote-
nona (ambas sin actividad de bombeo de protones)
y la quinol oxidasa alterna sensible a SHAM (Fig.
4) la cual reacciona de manera cruzada con anti-
cuerpos contra la oxidasa de plantas (20). Sin em-
bargo, la respiracion resistente al cianuro en A.
castellanii es activada por AMP, GMP e IMP,
como ocurre en E. gracilis y en P. tetraurelia pero
no en plantas, donde la oxidasa alterna es activada
por oxodcidos como el piruvato. Esto sugiere que
una gran variedad de protistas poseen una quinol
oxidasa del tipo de las plantas con modificaciones
que le confieren un mecanismo diferente de acti-
vacién. Por ejemplo, la respiracién resistente al
cianuro representa sélo un 10% del control en es-
tado 3 en ausencia de nucleétidos monofosfatados,
pero la adicién de GMP la estimula ocho veces.
Otra diferencia importante entre esta oxidasa al-
terna y la de plantas radica en el estado de agrega-
cion: experimentos de entrecruzamiento e identifi-
cacion con anticuerpos revelan que esta enzima es
dimérica en plantas, pero monomérica en A. caste-
Ilanii. Los mismos estudios sugieren que la oxida-
sa alterna en este protista es una proteina de 35
kDa. Aunque hay otros dos péptidos de 38 y 32
kDa que también reaccionan con el anticuerpo
contra la oxidasa de planta, s6lo la de 35 kDa dis-
minuye en su concentracién junto con el porcenta-
je de respiracion insensible al cianuro a medida que
el cultivo aumenta de edad (20).

Dentro de los protistas fotosintéticos, nica-
mente algunas clorofitas se han estudiado con el
fin de caracterizar sus cadenas respiratorias. El
género mas estudiado es Chlamydomonas, en don-
de, ademads de los cuatro complejos respiratorios
clésicos, se ha identificado una quinol oxidasa re-
sistente al cianuro que reacciona con anticuerpos
contra la oxidasa alterna de plantas (21). En con-
diciones normales de cultivo, el cianuro no tiene
efecto inhibitorio sobre-la velocidad de respiracién
sensible a SHAM medida en células intactas, in-
cluso la estimula en un 40%; mientras que en au-
sencia de cianuro, el SHAM tiene un efecto esti-
mulatorio de casi 30% (22). Esto significa que la
capacidad de consumo de oxigeno de ambas vias,
cldsica y alterna, es muy semejante, por lo que al
bloquear una de ellas la otra puede alcanzar una
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velocidad mayor que cuando ambas estdn funcio-
nando y compitiendo por la poza de quinol. Resul-
tados semejantes se han reportado para el género
Chlorella. En este aspecto, las clorofitas parecen
ser diferentes a los demds protistas, en donde la
via sensible al cianuro tiene una capacidad de cua-
tro a diez veces superior a la de la via alterna (Ta-
bla IT). Cuando Chlamydomonas se cultiva en pre-
senciade 2 a 5% de CO,, la actividad de la oxidasa
alterna disminuye, pues la respiracién resistente al
cianuro es de solo el 10% del control. Por otra
parte, aunque la resistencia al cianuro se ha encon-
trado en otras clorofitas como Nitella y Dunalie-
Ila, no puede decirse que sea comiin para todas las
algas verdes, ya que la respiracion de Selenastrum
minutum es totalmente sensible al cianuro. Por
otra parte, se ha encontrado una actividad de
NADH deshidrogenasa interna insensible a rote-
nona (no electrogénica) en mutantes que carecen
de las subunidades codificadas en la mitocondria
de la deshidrogenasa translocadora de protones
(23). Estas mutantes no son viables en ausencia de
luz, lo que indica la incapacidad de esta via alterna
para sostener la sintesis de ATP. No es sorpren-
dente la semejanza de los componentes respirato-
rios de A. castellanii y Chlamydomonas con aque-
llos de los organismos fotosintéticos multicelulares
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en vista de los estudios filogenéticos que sitdan a
estos protistas cerca de la rama que conduce al
reino de las plantas (16). Sin embargo, como se
menciond antes, la presencia de una oxidasa ter-
minal resistente al cianuro est4 extendida aiin en
protistas alejados filogenéticamente de las plantas,
como los cinetoplastidos.

CONCLUSIONES

A diferencia de la llamada cadena respiratoria cl4-
sica de vertebrados, con su tinica oxidasa termi-
nal, la gran mayoria de los protistas estudiados
poseen cadenas respiratorias ramificadas en las
que hay al menos dos vias para llegar al oxigeno.
La via alterna a la que pasa por la citocromo oxi-
dasa se manifiesta por la respiracién resistente al
cianuro que existe atin en protistas pardsitos como
Plasmodium falciparum, en donde las funciones
mitocondriales estdn muy reducidas y la respira-
cion es muy baja. Existe evidencia de que es posi-
ble inhibir el crecimiento de este parsito utilizan-
do compuestos que actiian especificamente sobre
la oxidasa resistente al cianuro. La misma estrate-
gia podria utilizarse contra Trypanosoma brucei,
organismo que en la etapa infectiva en el humano
depende por completo de esta oxidasa alterna. En
la mayoria de los protistas, las oxidasas terminales

TABLAII

RESPIRACION RESISTENTE AL CIANURO EN PROTISTAS

ORGANISMO RESISTENCIA AL INHIBICION ESTIMULACION POR
CIANURO (%) POR SHAM AMP O GMP (VECES)
Plasmodium falciparum 25 Si N.D.
Trypanosmo brucei (etapa eritrocitica) 100 Si N.D.
Trypanosoma brucei (etapa prociclica) 5-10 Si N.D.
Trypanosoma cruzi 5-10 Si N.D.
Leishmania donovani 20 No N.D.
Euglena gracilis 10-90° Parcial 0-7
Paramecium tetraurelia 15-20 Si a 5
Tetrahymena pyriformis 0-10 N.D. N.D.
Acanthamoeba castellanii 10 Si 8
Chlamydomonas spp. 10°-140 Si N.D.

a: dependiendo de las condiciones de cultivo y el sustrato
b: en cultivos crecidos con 2-5% de CO,
N.D. no determinado
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alternas son semejantes a las que existen en plan-
tas, presentando la caracteristica particular de ser
estimuladas por nucle6tidos monofosfatados como
AMP, GMP e IMP (Tabla II). Por otra parte, exis-
ten incluso aceptores alternativos de electrones,
como el fumarato; asi como enzimas que permiten
“saltar” segmentos de la via tipica, como la qui-
nol:citocromo ¢ oxidorreductasa distinta del com-
plejo bc, que al parecer existe en cinetopldstidos y
E. gracilis (Tabla I). Los segmentos de la cadena
respiratoria que no participan en la generacion de
un gradiente de protones probablemente cumplen
la funcién de mantener el flujo de electrones aun
en condiciones donde existe suficiente ATP. Esto
permite mantener oxidado el ambiente citosélico
de manera que las reacciones metabolicas que acu-
mulan equivalentes reductores no se detengan.

La existencia de estas redes de transportes de
electrones puede relacionarse con la necesidad que
tienen estos organismos unicelulares de adaptarse
a condiciones en las que la concentracién de oxi-
geno y sustratos es muy variable. Esto no ocurre
en organismos pluricelulares en donde los cambios
fisicos y quimicos en el seno de una estructura ais-
lada del ambiente como un tejido u érgano estdn
reducidos al minimo. Esta idea se apoya en el he-
cho de que las cadenas respiratorias de muchas
bacterias y hongos unicelulares también son rami-
ficadas y poseen miiltiples aceptores, donadores e
intermediarios del transporte de electrones. Inclu-
so en el caso de organismos pluricelulares que vi-
ven en ambientes cambiantes, como los moluscos
de las zonas intermareales sometidos a periodos
regulares de anoxia, las cadenas respiratorias po-
seen ramificaciones que conducen a aceptores
alternos como el fumarato. En sentido evolutivo,
las redes de transporte de electrones son una ca-
racteristica primitiva de los organismos, encon-
trandose a partir de los procariontes. En cuanto a
los primeros eucariontes, es valido suponer que
tenian cadenas ramificadas semejantes a las des-
critas para cinetoplastidos y euglénidos. Por lo tan-
to, la cadena respiratoria cldsica linear de euca-
riontes superiores, que es la mejor caracterizada
hasta el momento; es una excepcidn a lo que existe
en la mayoria de los organismos y probablemente
constituye una adaptacién posterior al modo de
vida pluricelular donde se mantiene constante el
aporte de oxigeno a las células.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

TEMA: Control Metabdélico

Las vias metabdlicas pueden simplificarse para su
andlisis de control, en bloques de enzimas que tra-
bajan en un estado estacionario, donde E, E res-

pectivamente, representan al conjunto de enzimas

El EZ
SH > ATP

2

Para determinar cudl de los bloques de enzimas,
el sistema consumidor o el productor de ATP, ejer-
ce un mayor control sobre el flujo de la via, se pue-
de utilizar el andlisis de control de las elasticida-
des. Esta aproximacion consiste en determinar los
coeficientes de elasticidad [e] de los 2 segmentos
de la via que producen y consumen ATP. Una ma-
nera sencilla de determinar experimentalmente los

que producen y consumen a un intermediario. Por
ejemplo, la regulacién de la concentracion de ATP
es funcién de la actividad de las vias productoras de
ATP (glicolisis, fosforilacién oxidativa) y también de
las vias consumidoras de ATP (sintesis de protei-
nas, dcidos nucleicos, lipidos, polisacaridos, etc).

» Trabajo Celular { Procesos anabdlicos

Fenémenos de Transporte

e consiste en modificar el flujo de la via que catali-
zaE y E,, y medir el intermediario (ATP):

En células tumorales de AS-30D, el flujode E  y
E, (medido como respiracion celular) fue titulado con
inhibidores de los dos segmentos de la via: oligomi-
cina (100-500 pmol/107cels) 6 estreptomicina (0.1-
0.5 mg/107cels) respectivamente. En cada condicion
experimental se cuantificé la cantidad de ATP.

Condicién Respiracién celular ATP
ngAO/min/107cels nmol/107cels
*% *%
Control 60 100 1.88 100
Oligomicina
100 54.6 91 1.43 76.0
200 50.7 84.5 1.29 68.5
300 494 82.3 1.12 59.5
400 47.6 79.4 1.01 3.7
500 47.0 78.3 1.00 331
Estreptomicina
0.1 58.8 98 2.20 113
0.2 57.6 96 2.25 120
0.3 55.8 93 2.44 130
0.5 54.6 91 2.63 140

*% con respecto al control

Determinar los coeficientes de elasticidad y los coef1c1entes de control de flujo de cada bloque de enzimas.
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HORIZONTALES

5. Suforma activa se encuentra en FMN y FAD,
coenzimas que intervienen en reacciones redox.

7. Seclasifican en dos grupos: las deshidrogenasas
y las oxidasas.

8. La deficiencia de esta vitamina impide la for-
macién adecuada de hueso durante el creci-
miento.

10. Genera coenzimas que participan en la transa-
minacién de los aminoécidos.

14. Accién que es inhibida por la vitamina E pre-
sente en las membranas.

18. Dentro de este grupo quedan incluidos el 4cido
ascdrbico y el complejo vitaminico B.

20, Nimero de vitamina B que es precursor del FAD.

21. Cofactor de la coagulaci6n sanguinea; pertene-
ce a la misma familia que la ubiquinona.

23. Enfermedad que por deficiencia de una vitami-
na la padecian en altamar.

28.Es un derivado del colesterol.

29, Niimero de vitamina B que su ausencia ocasio-
na dafios neurolégicos.

31.Molécula que participa en la tiamina para cons-
truir la forma coenzimética.

32. Acido que puede sintetizarse a partir de tript6-
fano, pero que debe ingerirse en la dieta.

CRUCIBIOQ

VITAMINAS

BEB 19(4): 238

Yolanda Saldafia Balmori

H
2 | %)
. . ...

HEEEE @B

~

33. Niimero de vitamina B, forma bases de Schiff
en reacciones con aminotransferasas.

35.Es indispensable para la hidroxilacién de la
prolina que se requiere en la sintesis de la col4-
gena.

36. Base nitrogenada que participa con flavina o
niacina y que tiene funcién coenzimética.

37. Acido monopteroilglutidmico, en la forma de
tetrahidrofolato participa en la sintesis de las
purinas.

38. Dinucleétido, contiene tres fosfatos, se produce
en laruta del fosfogluconato.

VERTICALES

1. Coenzima reducida, con nicotinamida, transpor-
ta hidrégenos y electrones en éxido-reduccién.

2. Proviene de una vitamina B; unida ala piruvato
deshidrogenasa, participa en la descarboxilacién.

3. Suausencia es responsable de la anemia perni-
ciosa que ocasiona fatiga y debilidad general.

4. Eslaforma oxidada de la flavina adenina dinu-
cledtido.

6. Enzimas ligadas a flavina y a fierro no hémico;
tiene capacidad redox.

9. Nimero de vitamina B que activada, participa
en la descarboxilacién del piruvato.

11. Acido, cofactor de la piruvato deshidro genasa,
con dos grupos SH, al oxidarse da disulfuro.

12, Se asocia con este término a las vitaminas A, D,
EyK.

13. Vitamina de la conezima A, la cual interviene
en la activacién de los grupos acilo.

15. Vitamina presente en los citricos.

16. Funcién de los conos y los bastones, asociada
con la luz.

17. Forma en la que el piridoxal se activa y es coen-
zima en reacciones de los amino4cidos.

19. Enfermedad ocasionada por la disminucién en la in-
gesta de tiamina al consumir arroz descascarillado.

22.En su forma beta, es precursor de la v1tum.ma
antixeroftdlmica.

24. Proteina de la retina; por reaccién endergdnica
absorbe un fotén y da retinal y opsina.

25, Vitamina que actiiacomo un inhibidor de 1a peroxi-
dacién de Jos lipidos en las membranas celulares.

26. Precursor de una vitamina que se sintetiza por
laaccién de los rayos ultravioleta sobre la:piel.

27. Moléculas indispensables en la dieta, algunas
forman parte de las coenzimas.

30. Una dioxigenasa rompe al beta caroterio y pro—
duce un pigmento esencial para la visién.

34. Se pirofosforila, cofactor necesario entre otros,
para la descarboxilacién del piruvato, **
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PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTA:

Los coeficientes de elasticidad (grado de respues-
ta) de los 2 bloques de enzimas al variar la concen-
tracién de ATP se calculan a partir de la siguiente
ecuacion:

a=_M,g[§1
Vo LM I ss

Donde Mo es la concentracidn inicial del meta-
bolito y Vo es la velocidad inicial; Mo y Vo estdn
normalizados al 100% y tienen el mismo valor, por
lo que el cociente Mo/Vo es igual a 1. (§V/dM),,
es la variacién infinitesimal de la actividad enzima-
tica cuando se varia la concentracién del interme-
diario My se calcula experimentalmente de la pen-
diente de la gréfica del flujo (% respiracion celu-
lar) vs el intermediario (% ATP), tal como se mues-
tra en la siguiente figura:
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Como se observa, se obtienen 2 rectas desde el
punto de origen (100,100). Este punto se obtuvo
de los valores de respiracién y concentracion de
ATP en estado estacionario, en ausencia de inhibi-
dor. De este grifico se pueden obtener los coefi-
cientes de elasticidad de los 2 bloques de enzimas
participantes en el sistema:

Al disminuir el flujo de E, con estreptomicina,
se puede determinar el grado de respuesta (coefi-
ciente de elasticidad) del bloque E, hacia el inter-
mediario que comparte con E,. El coeficiente de

elasticidad para E, se calcula de la pendiente de la
recta obtenida al titular el flujo de E,, con signo
negativo porque denota que es producto de E,=
—0.23. De la misma forma, el coeficiente de elasti-
cidad del bloque E, se obtiene de la pendiente de la
recta al titular el flujo con oligomicina (inhibidor
del bloque E,). En este caso, el valor del coeficien-
te de elasticidad es positivo porque denota que es
sustrato de E, (0.46).

Los coeficientes de control de flujo (Co) pue-
den cuantificarse utilizando el teorema de la co-
nectividad [ecuacidn (1)], que establece un for-
malismo entre € y Co; y la propiedad de la suma-
toria [ecuacidn (2)] que establece que la suma de
los coeficientes de control de flujo de las enzimas
que integran la via metabdlica es igual a la unidad
(100%).

De tal manera que se tiene un sistema de ecua-
ciones con 2 incégnitas.

Sustituyendo los valores de los coeficientes de
elasticidad de cada segmento:

Ce/'(-0.23)= - C,'(0.46) ........ (1)

Sustituyendo en términos de una sola variable
(ecuacion 2):

CEIJ(0‘23)= 0.46 []. - CEIJ] = 0.46 - 0.46 (:ElJ

0.23 Cg/’+ 0.46 Cg' = 0.46

Ce' =046
0.69
CEIJ = 0.66

Sustituyendo en la ecuacion (2):
CE2J= 0.34

El coeficiente de elasticidad de E, es menor que
el obtenido para E, (-0.23 vs 0.46, respectivamen-
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te). Lo anterior significa que E, tiene una menor
respuesta (es menos sensible) a las variaciones en
la [ATP] que E_; es decir, la actividad de E, se en-
cuentra mas cerca de la saturacién por ATP, en este
particular estado estacionario. Por lo tanto, la ac-
tividad de E, varia poco al modificar la [ATP]; es
decir, se trata de un bloque de enzimas que con-
trola notoriamente el flujo (su coeficiente de con-
trol es alto). En cambio, E, puede responder més
rapidamente a las variaciones de ATP (€ mds alto),
compensando mds facilmente cualquier cambio en
la [ATP] con cambios en su velocidad. Como con-
secuencia, la actividad de E, tiene un efecto menor
en el flujo; es decir, su coeficiente de control es
pequefio (0.34).

BEB 19(4): 239-240

Entonces, E, es el bloque de enzimas mds limi-
tante en células tumorales AS-30D en estado proli-
ferativo, porque presenta un Co mas alto (0.66),

controlando un 66% del flujo total de la via; mien-
tras que E, controla el 34% restante.
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FE DE ERRATAS

En el articulo de revisién: “Funcién de las Mem-
branas Celulares Durante 1a Regeneracion Hepéti-
ca”, con cita BEB 19(3):138-145, se omitieron los
siguientes agradecimientos:

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Dr Rolando Herndndez
Mufioz sus valiosos comentarios y al Sr Alejandro
Garcia Hidalgo, por su apoyo en la elaboracion de
los esquemas de este trabajo. Los trabajos repor-
tados por los autores han sido apoyados parcial-
mente por el CONACyT y el programa PAPIIT
(UNAM).

En el CRUCIBIOQ publicado en el BEB de sep-
tiembre de 2000, 19(3):183, en relacién con QUI-
MICA DE LIPIDOS, en el nimero 21 de HORI-
ZONTALES, DICE: Al esterilizarse con tres 4ci-
dos grasos, constituye el almacén de energia mas
abundante en los mamiferos. DEBE DECIR: Al
esterificarse con tres 4cidos grasos, constituye el
almacén de energia més abundante en los mami-
feros.

En el ndmero 17 de VERTICALES, DICE: Pre-
cursor de hormonas cortiosuprarrenales y sexua-
les. DEBE DECIR: Precursor de hormonas corti-
cosuprarrenales y sexuales.
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IV SIMPOSIO
ESTRES OXIDATIVO EN BIOMEDICINA

Aikion
ASAR
i%‘_.ﬁ?ﬁ

Julio 16-18, 2001, Ciudad de La Habana, Cuba

INVITACION

El Comité Organizador del IV Simposio Internacional de Estrés
Oxidativo en Biomedicina, tiene el placer de invitarle a participar
en nuestro evento que tendrd lugar en el Centro de Investigaciones
Biomédicas “Victoria Gir6n” del 16 al 18 de julio del 2001.

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) por medio de se-
fiales redox intervienen en diferentes procesos biol6gicos me-
diante la estimulacién de mecanismos de transduccién.

Estas especies activan segundos mensajeros intracelulares y
estdn fntimamente relacionadas con la biosintesis de citoquinas
que se convierten en sefiales de comunicaci6én intercelulares
determinantes para el desarrollo de la respuesta inflamatoria.

En estos dfas de intercambio cientifico se impartirdn confe-
rencias y se realizardn presentaciones orales y de carteles.

Los principales topicos que se desarrollardn son:

*  Mediadores de la comunicaci6n intercelular y la respuesta
oxidativa.

Apoptosis.

Respuesa inflamatoria sistémica.

Mecanismos regulatorios de la rspuesta oxidativa.

Estrés oxidativo y enfermedad.

Endotelio, oxidacién de LDL y ateroesclerosis.
Antioxidantes como moduladores de la respuesta oxidativa.
Piel: ;Blanco o generador de estrés oxidativo?

Estrés oxidativo y envejecimiento.

* K K ¥ ¥ ¥ X ¥

Inscripcidn

*  Médicos especialistas y otros profesionales 50.00
*  Médicos residentes y reserva cientifica 30.00

No. de cuenta: 012421110391048
CUPON DE INSCRIPCION

Nombre y apellidos
Institucién
Direccién
Teléfono
Fax
Email
Tipo de participacién:
Conferencia Cartel

Mesa redonda

Presentacion oral
Sélo participar
Alojamiento

El Comité Organizador estard muy gustoso de contar con
su participacion.

Enviar resumen y articulo antes del 31 de enero del 2001.
Fecha limite de inscripcién sin recargo.

Envie tres copias del resumen en papel y una del articulo com-
pleto en soporte informdtico de 3.5 pulgadas utilizando Microsoft
Word (Times New Roman 10).

La extensién maxima serd de ocho cuartillas para los traba-
jos originales, 12 las revisiones y cuatro las comunicaciones
breves e informes de casos, incluidas las tablas y figuras.

La primera pagina contendré el nombre de la institucién que
auspicia el trabajo, el titulo que no excederd las 15 palabras,
nombres y apellidos completos de todos los autores ordenados
segin su participacién, grado cientifico y categorfa docente o
investigativa mds importante de cada autor.

La segunda pdgina incluird un resumen informativo de 150
palabras, como méximo, contentivo de los propésitos, procedi-
mientos empleados, resultados més relevantes y principales con-
clusiones del trabajo al igual que cualquier aspecto novedoso.

Las referencias bibliograficas deben cumplir con las normas
de Vancouver.

Los resultados y discusién deben presentarse separados. Las
tablas, modelos y anexos no se intercalarén en el articulo.

Fecha limite de inscripcién 31 de mayo del 2001 con re-
cargo del 20 por ciento.

Coauspiciadores:

CIREN

CIS LA PRADERA

CQF, TFAL, CENATOX, CIO, CNIC.

Para mayor informacion contactar a:

Dra. Niurda Ll6piz Janer. Sec. Comisién Cientifica
ICBP “Victoria de Girén™. 146 No. 3102, Cubanacin,
Playa 11600, Ciudad La Habana, CUBA

Fax: 537337853

Email: niurka@ giron.sld.cu
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POR

Investigadores
Estudiantes

Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza

'Envien sus contribuciones cientificas a
TIP Revista Especiarizapa eN Crencias Quidzco-BioLoeicas
para su publicacion!

Revista EspeciaLizapa EN CIENCIAS QuimMico-BioLocicAs
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM es una publicacién
periddica y con arbitraje que difunde informacién cientifica sobre temas de botdnica
y zoologfa; ecologfa; microbiologia; bioquimica; fisicoquimica; fisica; matematicas:
farmacia; quimica general, orgénica e inorgé4nica.

La revista es un foro para recibir trabajos de cardcter interdisciplinario escrito por investigadores cientificos,
pero también pretende cubrir un espacio como es el publicar los resultados de investigaciones de tesis de estudiantes
de grado, debidamente asesorados, de cualquier institucién, tanto nacional como internacional.

Se aceptan trabajos de investigacién cientifica original e inédita, articulos breves, articulos de revisién, ensayos
y notas cientificas en espaiiol e inglés.

Las personas interesadas en la publicacién de sus trabajos de investigacion o que soliciten informacién
complementaria, deberan dirigirse a: .

PROGRAMA EDITORIAL

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién, Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM. Batalla del 5 de Mayo, esq. Fuerte de Loreto, Col. Ejército de
Oriente, C.P. 09230. Tel. y fax: 57.73.63.32; e-mail: revistatip@yahoo.com;
terrones @fenix.ifisicacu.unam.mx (DR, HUMBERTO TERRONES, EDITOR).
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FORMA DE ACTUALIZACION DE MEMBRESIA A LA
ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A C

Nombre completo:

Asociado: NUMERARIO [] ESTUDIANTEL]
Cuota cubierta: $300 pesos [ $150 pesos[]
Nombramiento:

Profesor de Bioquimica: si[] No[d
Otra materia:

Carrera en la que imparte clase:

ADSCRIPCION
Departamento:

Facultad o escuela:

Universidad:

DIRECCION DE LA INSTITUCION

Calle y nimero:

Colonia:
Ciudad o estado:
Cdédigo postal: Apartado postal:
Teléfono: () - - JFax: () - -

Correo electronico:

DOMICILIO PARTICULAR

Calle y nimero:

Colonia:
Ciudad y estado:
Cédigo postal:
Teléfono: () - -
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Si eres miembro de la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C o suscriptor del
BEB y vives fuera de la Ciudad de México, te invi-
tamos a que seas corresponsal de nuestra revista
en el sitio donde radiques.

Nos interesa contar con corresponsales adscri-
tos a las Instituciones de Educacién Superior en
todos los estados de la Repuiiblica, asi como en lu-
gares de Centro y Sudamérica, Espaiia y otros si-
tios en donde el BEB sea leido.

También nos interesa conocer y publicar las noti-
cias mds significativas que en nuestro campo ocu-
rran en los diferentes lugares, ya sean seminarios,
cursos, congresos, talleres, publicaciones, etc.

En el documento Normas del Comité Edito-
rial, que es el que nos rige, hay un apartado pa-
ra esta actividad, mismo que a continuacién se
transcribe:

5. DE LOS CORRESPONSALES

5. a) Los corresponsales del BEB son profeso-
res y/o investigadores, que sin formar parte del
Comité Editorial, coadyuvan en las actividades de
la revista. El corresponsal debe ser un miembro
sobresaliente de la comunidad académica local o
regional. Es deseable un corresponsal en cada una
de las Instituciones de Educacién Superior de la
Repiiblica Mexicana, Centroamérica, Sudamérica
y otras regiones de habla hispana.

5.b) Uno de los editores se encargara de la
coordinacién de los corresponsales y de la comu-
nicacién con ellos para lograr que los objetivos
se cumplan. El puesto serd rotatorio y se cambia-
rd cada dos o cuatro afios, de acuerdo con el Co-
mité Editorial.

5. ¢) Laproposicion de corresponsales se har4,
mediante documento firmado por cuando menos
dos de los editores, que se acompaiiard con el
Curriculum Vitae del candidato propuesto.

5. d) Ladiscusién del ingreso de un correspon-
sal debera realizarse después de que el Coordina-
dor de Corresponsales haya circulado la informa-
cién correspondiente y con la asistencia en pleno
del Comité Editorial.

5. e) Para ser aceptado, el candidato debera
contar con la aprobacién por consenso de los miem-
bros del Comité Editorial.

5.f) En caso de ser admitido, se le hara una
invitacién formal a la que se anexaran estas nor-
mas. Iniciard sus actividades como corresponsal,
al recibir el Editor en Jefe la aceptacién escrita del
candidato.

5. g) ElComité Editorial dar4 el crédito corres-
pondiente a los corresponsales en la revista en el
formato que el propio Comité decida.

5.h) La salida de un corresponsal puede ser
por renuncia voluntaria, presentada por escrito, o
bien por acuerdo del Comité Editorial, después de
la evaluacién de sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

5.1.a) Envio a través del Coordinador de Co-
rresponsales de al menos una contribucién propia
o de su comunidad al afio y de las noticias relevan-
tes de su localidad o regién.

5.1.b) Mantenimiento del archivo de los sus-
criptores del BEB de su localidad y comunicacién
inmediata de los cambios en €l.

5.1.c) Colaboracién en la promocién, difusién
y distribucién del BEB entre los miembros de su
comunidad.

5.1.d) Colaboracién en las promociones de fi-
nanciamiento econémico de la revista.

5.1.e) Elaboracién y envio anual de un informe
de sus labores que a través del Coordinador de Co-
rresponsales se hard llegar al Comité Editorial junto
con una critica a los nimeros correspondientes.

Por favor, dirige tu correspondencia a la Coor-
dinadora de Corresponsales, Comité Editorial del
BEB, Apartado Postal 70-281, México, 04510,
DF, MEXICO, o bien a: Tel: (52) 5623-2168 / Fax:
(52) 5616-2419.
email: balmori @laguna.fmedic.unam.mx

Yolanda Saldafia Balmori
Coordinadora de Corresponsales del BEB.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DEL

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de dreas
afines. Esta dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste a sus
lectores y sea clara y explicita. Serdn bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras
comunicaciones. Se solicita a los autores que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

Y

2)

3)

4)

L. ARTICULOS DE REVISION

El articulo debera enviarse en un disco para computadora,
escrito en los procesadores de textos “Winword” o “Word-
perfect”, con una extensién maxima de 15 cuartillas a doble
espacio (27 renglones por cuartilla y 70 caracteres por
renglén). Este deberd ir acompaiiado de tres impresiones del
articulo y de la solicitud para su publicacién, firmada por
cada uno de los autores.

El trabajo debe iniciarse con el titulo del articulo, nombre de
los autores, iniciando por nombre propio completo y marcado
como pie de nota, la afiliacién del o los autores (por ejemplo:
departamento e institucién), domicilio, cédigo postal, ciu-
dad, estado, pais, teléfono, fax y correo electrénico en caso
de tenerlos. Si el titulo del trabajo es largo, debe incluirse
cuatro renglones mds abajo, un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres, incluyendo los espacios, para insertarlo
como cabeza de pagina.

Se deberd incluir un resumen en idioma espafiol y uno en
inglés, de mas o menos diez renglones, que irdn seguidos por
conjuntos de tres a seis palabras clave.

Se sugiere un maximo de quince referencias, tanto especifi-
cas como de lecturas recomendadas, numeradas entre parén-
tesis en el texto de forma progresiva conforme vayan apare-
ciendo. Cada una debe contener: nombres de los autores, afio
de publicacién entre paréntesis, titulo del articulo, nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en el Current
Contents, nimero del volumen en cursivas y antecedido por
dos puntos el nimero de la primera y tltimas paginas, de
acuerdo con lo que se muestra en el siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes:
Bioquimica, Nutricién y participacién en la prevencién de
ciertas patologias. Bol Educ Bioq /4:12-17.

Weindruch R (1996) Caloric restriction and aging. Sci Amer
274:32-38.

Los articulos en libros deberin citarse de la siguiente forma:

Wood K J (1992) Tolerance to alloantigens. En: The
molecular biology of immunosuppression. Editor: Thomson
A W. John Willey and Sons Ltd, pp 81-104.

Los libros se citardn de acuerdo con este ejemplo y podridn
incluir las paginas totales o las consultadas:

Lehninger A L, Nelson D L y Cox M M (1993) Principles of
Biochemistry. Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

5)

6)

7

1)

2)

3)

4)

Se aceptardn como méximo seis ilustraciones, figuras més
tablas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel
albanene con tinta china o bien impresiones ldser o presen-
tarse como fotografias en blanco y negro sobre papel brillan-
te, cuya localizacion deberd 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 romanos. Las leyendas
y los pies de figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte.
Se deberd considerar que las figuras y las tablas se reducirdan
de tamanio, aproximadamente a la mitad o a un cuarto de las
dimensiones de una hoja carta; las letras y ndmeros miés
pequefios no deben ser menores a los dos milimetros. Las
tablas se deberdn presentar conforme alguna de las publicadas
en los nimeros de 1999.

Se deber4 evitar hasta donde sea posible los pies de pdginas.
Las abreviaturas poco comunes que se utilicen en el texto
deberin enlistarse en la primera pagina.

Se recomienda revisar los nimeros recientes para fami-
liarizarse con el estilo de la revista.

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado;
desde resimenes de articulos interesantes, relevantes o
significativos, informacién de tipo general, avisos de reunio-
nes académicas y cursos, bolsa de trabajo, etcétera.

El contenido deber4 ser desarrollado en forma resumida y de
una manera explicita.

El trabajo deberd enviarse igual que como se especifica en el
inciso I-1.

Se aceptard un maximo de dos referencias incluidas entre
paréntesis en el texto segin el inciso I-4. En caso de que se
juzgue necesario se podra incluir una figura o una tabla, de
acuerdo con las caracteristicas que se indican en el inciso
I-5.

Los manuscritos seran leidos por tres revisores. Las correc-
ciones y sugerencias, asf como las pruebas de pdgina se
enviaran al primer autor. En caso necesario se recurrird a
revisores externos al Comité Editorial.

El disco y las tres copias de los manuscritos se deberan
enviar al Boletin de Educaciéon Bioquimica, Apartado
Postal 70-281, México 04510, DF o bien por intermedio
del corresponsal del BEB en su localidad.
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