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EDITORIAL

BEB 20(2):70-71

LA BIOENERGETICA DEL SIGLO XXI

Labioenergética es larama de la bioquimica que
estudia los procesos bioquimicos y biofisicos de
interconversioén de energiaen la célula viva. Sin
embargo, para la mayoria de los investigadores,
maestros y estudiantes, la bioenergética ha sido por
muchos afios sinénimo de ATPasa mitocondrial y de
transporte de Ca®*, sobre todo aqui en México.
Los avances recientes en el entendimiento de su
funcién han colocado a la ATP sintetasa /ATPasa
mitocondrial nuevamente en la categoria de
problema central de la bioquimica. Precisamente el
otorgamiento del Premio Nobel a Paul Boyery a
John Walker en 1997 por sus descubrimientos del
mecanismo rotatorio de la enzima, ha impulsado el
resurgimiento de la bioenergética. Dos articulos
recientes que aparecen en los niimeros 19-4y
20-1 del Boletin de Educacion Bioquimica por
Pacheco-Moisés y Cols y por Pardo y Cols,
respectivamente, revisan a profundidad, pero de
una manera clara y didactica, el dificil tema del
funcionamiento de la ATPasa de H* y suregulacién.

Otro problema central de la bioenergética es el
esclarecimiento de los mecanismos de transporte de
H* de los complejos oxidorreductores de las
cadenas transportadoras de electrones. Con la
ayuda de la cristalizacion de los complejos
respiratorios de los citocromos b-c, y a-a, y de su
andlisis por difraccion de rayos X, ademads de la
aplicacién de herramientas de la biologia molecular,
se halogrado la identificacién de las rutas utilizadas
para el movimiento de H* a través de las proteinas,
acoplado a las reacciones de oxidorreduccion. En
este nimero y el proximo del BEB, otra vez Pardo
y Cols revisan algunos de los datos mas recientes
acerca del funcionamiento de varios complejos
respiratorios. Esperamos que los lectores del BEB
encuentren estos trabajos informativos e ilustrativos
del estado actual de la bioenergética. Cabe
mencionar que el mecanismo de acoplamiento entre
la sintesis de ATP y la generacion de un gradiente
electroquimico de H* por la cadena transportadora

de electrones todavia no es un asunto decidido y
completamente esclarecido. El modelo original de
Peter Mitchell (Premio Nobel 1977) del
acoplamiento quimiosmdtico deslocalizado, en el
cual los protones expulsados por un complejo
redox estdn instantaneamente disponibles a
cualquier ATP sintetasa, es un mecanismo validado
por abundante evidencia experimental, pero no es,
al parecer, el unico mecanismo de acoplamiento.
También se ha propuesto la existencia de un
acoplamiento localizado, en el cual los protones
movilizados por los complejos redox se canalizan a
través de rutas intramembranales hacia la ATP
sintetasa. Nosotros visualizamos que en los
proximos anos, se estableceran con certeza los
detalles moleculares de esta ruta alternativa de
sintesis de ATP.

La gran capacidad adaptativa de muchos
microorganismos reside en gran parte en su
habilidad para generar ATP en condiciones
ambientales extremas, usando rutas alternativas de
transporte de electrones y expulsion de H* (o de
Na*). Laidentificacion y caracterizacion de las
cadenas respiratorias alternativas en bacterias y
protistas es otro de los temas en el que los grupos
de investigacién mantienen una feroz competencia
por ser los primeros en descubrir sus propiedades.
En los dos nimeros anteriores del BEB, Covidny
Jasso-Chévez y Cols publicaron sendas revisiones
sobre este tema que esperamos hayan sido de
interés para los lectores de nuestra revista.

Otros aspectos relevantes del desarrollo de la
bioenergética moderna son los concernientes al
analisis cuantitativo del control del metabolismo
energético (v.g. glicolisis, ciclo de Krebs, oxidacién
B de 4cidos grasos, fosforilacion oxidativa, ciclo de
Calvin, fotofosforilacién), tanto en mitocondrias y
cloroplastos aislados como en células y érganos
intactos. En las altimas dos décadas, la
investigacion de la bioenergética celular ha
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cambiado, de realizar experimentos con
preparaciones crudas de los organelos a enfoques
moleculares directos. La aplicacién de técnicas no
invasivas tales como la resonancia magnética
nuclear y el uso de sondas fluorescentes
permeables, ha permitido aventurarse en el estudio
de sistemas biolGgicos mas complejos como son las
células intactas. La obtencién de informacion sobre
la bioquimica de las mitocondrias trabajando en su
ambiente natural (dentro de la célula) es claramente
de mayor significado biolégico que los datos
obtenidos, profusamente, de los organelos aislados.
Se tiene contemplado publicar en fecha proxima una
revision sobre este tema, con particular €nfasis en el
control de la fosforilacién oxidativa en células
tumorales.

En los ultimos afios se ha descubierto que las
mitocondrias tienen una funcion esencial en varias
patologias. Lahomeostasis de la funcion
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mitocondrial como generadora de ATP, moduladora
del estado redox celular y del nivel de radicales
libres del oxigeno, o como reservorio de cationes
metalicos (Fe*, Zn**, Ca® en neuronas), entre
otras, es de vital importancia para la preservacion
de la célula y para evitar dafios irreversibles durante
episodios de anoxia (isquemia) y reperfusion.
Ademas, alterar la funcién mitocondrial puede
acarrear sefiales de iniciacién de muerte celular
programada o apoptosis y de necrosis celular.
Nosotros invitamos a los lectores del BEB que
estudian en sus laboratorios algunos de estos
problemas, a que escriban revisiones actualizadas
sobre estos apasionantes temas de la bioenergética
del siglo XXI.

Rafael Moreno Sanchez.
Instituto Nacional de Cardiologia
“Dr Ignacio Chéavez”



72

BEB20(2):72-78

L.OS SISTEMAS DE DOS COMPONENTES Y LA
COMPLEJIDAD DE LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Juan Carlos Raya Pérez. Centro de Investigacién y Estudios Avanzados del I.P.N. Unidad de Biotecnologia de Plantas e
Ingenieria Genética, Departamento de Biotecnologia y Bioquimica. Km 9.6 Libramiento Norte carretera Irapuato-Ledn.
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RESUMEN

Los sistemas de dos componentes, con actividad de
histidin-cinasa, se encuentran en bacterias, hongos y
plantas. Los receptores de animales y el fitocromo de
plantas tienen similitud estructural con las histidin-
cinasa, pero su actividad es de serin-treonin-cinasa, lo
que hace pensar en las histidin-cinasas como en pro-
teinas ancestrales. Los conocimientos sobre la histidin-
cinasa Che A, el regulador de respuesta Che Y y el
quimiorreceptor Tar permiten una buena aproximacion
para entender aspectos relacionados con la estructu-
ra-funcion de una via de transduccion de sefiales.

PALABRAS CLAVE: histidin-cinasa, quimiota-
xis, Che A, Che Y, Tar, etileno, regulador de res-
puesta.

ABSTRACT

The two component system are in bacteria, fungi and
plants. Animals receptors and phytochrome in plants
are similars to protein histidine-kinase. However they
have serin-threonin kinase activity, this has allowed to
think that two components systems are ancestrals.
The study of histidine kinase Che A, response regu-
lator Che Y and chemoreceptor Tar permit a good
aproximation to understand the structure-function
aspects of a signal transduction pathway.

KEY WORDS: histidine-kinase, Che A, Che Y,
Tar, ethylene, response regulator.

INTRODUCCION

Los sistemas de dos componentes intervienen en
una gran variedad de respuestas celulares como la
quimiotaxis, la osmorregulacion, la esporulacién y
la patogénesis; reciben este nombre porque cons-
tan de una proteina con actividad de cinasa que se
autofosforila sobre un residuo de histidina, y un re-
gulador de respuesta que toma el fosfato de la
histidina y lo transfiere a un aspartato localizado en

el propio centro catalitico del regulador de respues-
ta. (1,2).

En los sistemas mas sencillos el regulador de res-
puesta es una proteina capaz de unirse al ADN y asi
regular la expresion genética. La que se conoce como
cinasa hibrida consiste de un dominio espaciador de
membrana en el extremo amino-terminal, seguido del
dominio histidin-cinasa y con el regulador de respues-
ta comprendiendo el extremo carboxilo-terminal, es
decir, en la misma proteina estdn la cinasa y el regula-
dor de respuesta (un dominio es una parte de la pro-
teina que se puede plegar independientemente de las
secuencias vecinas, aunque el concepto puede variar
dependiendo del autor). Estas cinasas hibridas tie-
nen, ademas, reguladores de respuesta por separado
(Fig.1)(3); puede haber varias histidin-cinasas inter-
actuando con un regulador de respuesta, y varios re-
guladores de respuesta que se fosforilan a partir de
una sola histidin-cinasa, en algunos casos la unién del
ligando estimula la actividad de cinasa y en otros la
inhibe. Los procesos en los que participan pueden
durar milisegundos como en la quimiotaxis, segundos
o incluso horas, como en la esporulacion (1).

En Escherichia colihay mas de 30 sistemas distintos
de este tipo: como la proteina Arc B que estd unida ala
membrana y es un sensor de tipo hibrido con su propio
regulador de respuesta en el carboxilo-terminal; ade-
mids, hay un regulador de respuesta independiente lla-
mado Arc A que se une al ADN. Si se le quita el regula-
dor de respuesta a la cinasa hibrida se altera la fuerza de
laregulacion, pero no se suprime. Este sistema funciona
bajo anaerobiosis y su regulacién, como la de otros sis-
temas de este tipo, no parece ser del tipo todo o nada,
aunque dado que una cinasa puede sustituir a otray lo
mismo parece ser cierto para algunos reguladores de
respuesta, la actividad observada podria deberse a esto,
o al hecho de que algunas mutaciones podrian ser letales
y, por lo tanto, no observarse.
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d

quimiorreceptor Che A
Che R % CheZ
¥ CheW & CheB
® CheY

Figura 1. El receptor (Tar) sin ligando interactia con Che W (el adaptador) y permite la
fosforilacién de Che A, que transfiere el fosfato a Che Y (el regulador de respuesta) que
interactiia con el flagelo para que rote en el sentido de las manecillas del reloj. Cuando se une
el aspartato al receptor inhibe la fosforilacién de Che A, Che Z (una fosfatasa) desfosforila a
Che Y permitiendo al flagelo rotar en sentido contrario a las manecillas del reloj, dando un
avance suave en direccién del atrayente. La metilacién del receptor por Che R (una metilasa)
aumenta la fosforilacién de Che Y pero la fosforilacién de Che B incrementa su actividad
resultando en la desmetilacién del receptor; el receptor es metilado cuando tiene ligando
unido, y el ligando unido provoca una supresion de su actividad, por lo que la metilacién
ayuda a superar esta baja en la actividad del receptor. Che B y Che R ayudan a mantener en
un nivel constante la actividad de Che A dependiendo de la concentracién del atrayente.

QUIMIOTAXIS

En E. coli el movimiento de los flagelos en sentido
contrario a las manecillas del reloj permite que la bac-
teria navegue suavemente, y cuando lo hacen en el
sentido de las manecillas es como si se diera un vira-
je, lacélula da tumbos y cambia de direccion; ambos
movimientos se alternan de tal manera que la bacteria
se dirige correctamente hacia los atrayentes como
aminodcidos, azicares, proteina o huye cuando de-
tecta substancias toxicas.

La cinasa Che A forma complejos estables con
varias proteinas, incluido el receptor de aspartato Tar,
Che W que es conocido como el adaptador, con

otros tres receptores, entre
ellos Tsr; el receptor del as-
partato también interviene en
la respuesta a maltosa al in-
teractuar con la proteina que
une a este azucar; esta ade-
mads el regulador de respues-
ta Che Y, otra proteina lla-
mada Che R que se encarga
de metilar al receptor, Che B
encargada de desprender los
metilos, Che Z que es una
fosfatasa que desfosforila a
Che A, y todo el complejo se
mantiene unido a la membra-
na (4). La interaccion de una
cinasa con varios receptores
parece ilustrar un principio
de economia de la célula, que
no desperdicia en cinasas pa-
ra cada receptor, sino que uti-
liza una misma para todos.

¥ Proteina p/unir maltosa

La unién del aspartato al
receptor Tar disminuye unas
300 veces la autofosforila-
cién de Che A, lo que dismi-
nuye a su vez la transferencia
de fosfato a Che Y, el regula-
dor de respuesta; si Che Y
no estd fosforilado el flagelo
rota en el sentido contrario a
las manecillas del reloj y la
bacteria navega suavemente
dirigiéndose a la zona donde
se concentra el nutriente. El
receptor, con el aspartato unido, es metilado por Che
R, lo que provoca un aumento en la actividad de

Figura 2. Arriba, una cinasa hibrida en la que el residuo de
histidina (H) y el de aspartato (D), que son fosforilados, se
localizan en la misma proteina. Abajo, una cinasa (Che A) con
el residuo de histidina sefialado. El regulador, en este caso
Che Y, no estd unido a la proteina.
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fosforilacion de Che A, aunque el receptor metilado
es menos eficaz para transmitir la sefial; Che B cuan-
do esta fosforilada retira los metilos del receptor, y
Che A fosforila a Che B. La fosforilaciéon de Che A
provoca que el flagelo rote en el sentido de las mane-
cillas y provoca un cambio en la direccion de nado.
La metilacién es mas lenta que la interrupcion de la
actividad de cinasa de Che A, lo que deja tiempo
para que la bacteria navegue en la direccién adecua-
da, ademds, la fosfatasa Che Z, que desfosforila a
Che A, interviene en la regulacion; Che B fosforilado

Figura 3. Estructura terciaria de Che Y, el regulador de
respuesta, una proteina de un solo dominio, compuesta de
cinco tiras § rodeadas por cinco o-hélices.

tiene una vida media de cinco segundos, por lo que es
una especie de fosfatasa que compite con Che Y por
los fosforilos de Che A. Las actividades de la fos-
fatasa y la metil esterasa regulan el sistema de tal
modo que la navegacion suave y los tumbos se alter-
nan de tal manera que la bacteria se dirige al sitio
adecuado (5,6,7).

ESPORULACION, CICLO CELULARY
FIJACION DE NITROGENO

En Bacillus subtilis hay tres histidin-cinasas invo-
lucradas en regular el proceso de esporulacion; las
tres transfieren el fosfato al regulador de respuesta
SpoOF, que a su vez lo transfiere a SpoOB, que
completa la cadena al pasarlo al regulador trans-

RayaPérez]C

cripcional maestro SpoOA. Hay dos fosfatasas, lla-
madas Rap A y Rap B, que desfosforilan a SpoOF,
y otra, SpoOE, que actiia sobre SpoOA; estas acti-
vidades regulan la concentracion de la forma fosfo-
rilada del regulador transcripcional SpoOA. En Cau-
lobacter crescentus existe un sistema similar que re-
gula la diferenciacion y el ciclo celular (4). En Rhi-
zobium meliloti y en Bradyrhizobium japonicum
hay sensores de dos componentes que regulan la ex-
presion de genes que intervienen en la fijacion de ni-
trogeno. La nitrogenasa es anaerdbica y su sintesis es
reprimida en presencia de oxigeno; el amino terminal
de FixL tiene un hemo que sirve como sensor de éste,
mientras que en el carboxilo-terminal estd el dominio
cinasa, cuya actividad es estimulada cuando no hay
oxigeno unido al hemo, que es cuando se expresan
los genes para la fijacion de nitrogeno; FixL fosforila
a FixJ, un regulador de respuesta que es un factor de
transcripcidn. En R. meliloti 1a proteina estd anclada
a la membrana, en tanto que en B. japonicum la
proteina es soluble.

En Azotobacter vinelandii 1a via que esta impli-
cada en la represion de los genes de fijacion de nitr6-
geno tiene una proteina, NiFL, que modula la activi-
dad del factor transcripcional NiF A;la NiFL es una
flavoproteina con FAD unido, que es el que actda
como sensor del oxigeno, hay componentes flujo arri-
ba no determinados aunque al parecer incluyen pro-
tefnas con grupos hemo.

MOVIMIENTOS PROTEICOS
Tar.

El quimiorreceptor Tar es un homodimero en el que
cada subunidad pesa alrededor de 60 kDa y posee
cuatro o<-hélices (o<1, <2, o<3, «<4) que forman un
paquete entre ellas; cada subunidad consta de dos
segmentos transmembranales llamados TM 1 y TM2,
enel primero se localiza el extremo amino-terminal y
el segundo conecta los dos dominios citoplasmicos.
Lac<lde TMI ylaecl”de TMI  forman la interfase
entre las dos subunidades y son practicamente estati-
cas (Fig. 4).

El dominio periplasmaético es un paquete de cua-
tro hélices y los sitios de unién del aspartato estan
en la interfase entre las subunidades del dimero: la
unioén del aspartato provoca cambios conforma-
cionales en el receptor, pero no afectan la dime-
rizacion pues el entrecruzamiento del dimero me-
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diante enlaces disulfuro no impide su funcionamien-
to; este mismo tipo de enlaces entre las hélices espa-
ciadoras de membrana de una sola de las subuni-
dades entrampan al receptor en el modo activado
(on) o inactivado (off), independientemente de si
estd o no unido el ligando (Fig. 4).

Ademis del paquete de cuatro hélices constituido
por las pertenecientes a un monémero, la 1’ y la 4’
forman casi otro paquete con las de su subunidad par
y las mutaciones entre estas hélices tienen diversos
efectos en la actividad.

La sustitucion de un solo aminoacido (A19K) en
TM1 impide el sefialamiento de Tar sin bloquear la
union del ligando; entre muchos supresores encontra-
dos hay cuatro que son intragénicos de A 19K ( lisina
por alanina) que causan sustituciones en TM2; la mu-
tacién también puede ser suprimida introduciendo
residuos negativamente cargados (asp o glu) en la po-
sicion 205 o aspartato en la 201 lo que sugiere que la
supresion intersubunidades de A198E ( glutamato por
alanina) se debe a la formacién de un puente de sal
entre TM1y TM2".

El &-carboxilo del glutamato de la primera clase de
supresores, probablemente forma un puente salino
intersubunidades con el e-amino de la lis 197, que
cargada positivamente en su cadena lateral, puede
perturbar el empaquetamiento normal de las cuatro
hélices TM (TM1, TM17, TM2, TM2"), y la intro-
duccién del residuo cargado negativamente en TM2”
puede permitir el empaquetamiento al formar un
puente de sal entre TM1 y TM2". Un residuo de
aspartato en la posicion 198 puede no extenderse lo
suficiente para formar el puente de sal con lalis 197,
0, si lo forma, afecta la estructura y funcidn del re-
ceptor. La interaccion hidréfobica entre TMy TM2”
es importante para la arquitectura del receptor, y un
puente de sal que neutralice las cargas puede restau-
rar las interacciones. Los puentes de sal interhélices
pueden tener otra funcién en la transduccion de la
sefial: restringir los movimientos de TM1y TM2", uno
con respecto al otro.

Desde el dominio periplasmético al dominio cito-
plasmaético, Tar abarca alrededor de 380 A con una
distancia de 25 A; las o-hélices son resistentes a la
compresion o a la extension, y pueden por lo tanto,
transmitir un pequeo cambio conformacional a gran

distancia, como lo requiere el receptor; este movi-
miento puede empujar una porcién de la proteina
fuera de la membrana plasmadtica, disparando la
cascada de fosforilaciones. Hay movimientos intra e
intersubunidades; siendo los primeros suficientes
para el sefialamiento; los movimientos son de tipo pis-
tén, hacia abajo, de TM2 en relacién a TM1. Este
tipo de movimiento se detectd cuando residuos pre-
viamente identificados fueron mutados a cisteinas y
se marco el spin con metanotiosulfonato y se detecta-
ron cambios en la distancia spin-spin intrasubunidad.

La unién de Che A y Che W al dominio trans-
membranal del receptor también provocan cambios
conformacionales, pero no afectan el tipo de cambio
conformacional inducido por el aspartato. Otros re-
ceptores podrian utilizar este tipo de movimiento para
llevar a cabo su funcién en la conduccién de la sefial.

Che A

Che A es una proteina modular con tres dominios
distintos: uno de dimerizacion, otro con actividad
cinasa y otro de acoplamiento al regulador. El domi-
nio cinasa y el regulador estan alrededor de un pa-
quete central de cuatro hélices y no hay contactos
entre los dominios cinasa o entre los dominios regula-
dores.

El dominio de dimerizacion estd dominado por dos
hélices antiparalelas que se empacan contra las dos
hélices andlogas de la segunda subunidad para for-
mar el paquete central de cuatro hélices. El segundo
dominio, responsable de la actividad cinasa, es un

Figura 4. A la izquierda se sefialan, con lineas punteadas, los
dos sitios de unién para el aspartato formados por las dos
subunidades en el espacio periplasmatico. A la derecha se
muestran los cuatro segmentos transmembranales.
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emparedado o-f compuesto de una hoja de cinco
tiras B y seis o-hélices.

Hay una intensiva interfase de dimerizacion hidro-
fobica en Che A que crea una barrera energética para
la disociacion de las subunidades; este dominio tiene
97% de la superficie cubierta de cada subunidad en
la interfase dimérica.

La formacién del dimero y el dominio de dime-
rizacién pueden ser muy importantes en la regulacion
de la actividad de sefialamiento.

Las interacciones limitadas entre los dominios cina-
sas y de dimerizacidn y las diferencias en la posicion
relativa que tienen dentro de cada subunidad del di-
mero y regiones conservadas con movimiento de tipo
bisagra indican que estos movimientos relativos son
una caracteristica esencial en el sefialamiento de las
histidin-cinasas con multidominios. Enuna subunidad,
la interaccién entre el dominio cinasa y el de dime-
rizacién es dominado por un puente de sal. El movi-
miento de dominios cerca de un gozne, o bisagra, pue-
de permitir la regulacién de la cinasa por el quimio-
rreceptor y por Che W. En las proteinas, las interac-
ciones entre caras internas, como las que estan entre
cthélices, se hallan fuertemente empaquetadas en una
conformacién de baja energia que permite s6lo peque-
fios movimientos en la interfase, de tijera o de bisa-
gra, dependiendo de si involucran o no el deslizamien-
to de una con respecto a la otra, aunque hay combina-
ciones de estos movimientos; el de tijera es general-
mente de 2 A de translocacién y 15 grados de rotacidn.

Dos distintos arreglos de los dominios indican un
movimiento de tijera del dominio regulatorio y del de

NGl F G2
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dimerizacion. Estos dominios pivotean cerca de una
interfase conservada que invoiucra residuos invaria-
bles (5,6,7,8).

Los movimientos dentro del receptor, debido a
cambios provocados por la unién del ligando, pue-
den ser propagados de Che W a P5, que puede ac-
tuar como un seguro para el acceso de P1, que es el
dominio con actividad de cinasa, al sitio de unién del
ATP al cambiar su orientacién en relacién al dominio
de dimerizacion, al dominio cinasay a Che W. La
hidro6lisis del ATP estd ligada al movimiento relativo
de una subunidad. La histidina que se fosforila esta
localizada en P1. El dominio P2, que es el dominio
especifico de reconocimiento del regulador de res-
puesta, estd insertado entre P1 y el dominio cinasay
acerca a los aceptores del fosforilo (como Che Y) a
este dominio cinasa. La unién del fosfato puede cau-
sar un cambio estructural en la proteina pues el
fosfato, cargado negativamente, atrae aminodcidos
con carga positiva en sus cadenas laterales. La his-
tidina y el aspartato, como aminodcidos libres, son
moléculas de alta energia, con el equilibrio desplaza-
do hacia la forma desfosforilada. La fosforilacion de
la histidina es casi independiente de la proteina de la
que forme parte en términos energéticos y libera una
gran cantidad de energia al desfosforilarse, empujan-
do asi la fosforilacién de su substrato; para el as-
partato, la energia libre de fosforilacién depende del
ambiente en que se encuentre en la proteina, dando
lugar a que el grupo fosfato interactie con la propia
proteina y dispare cambios conformacionales (2).

El dominio P2 interactia preferencialmente con la
forma no fosforilada de Che Y y la unién de P2 faci-
lita 1a transferencia del fosfato al abrir el sitio activo

Figura 5. Arriba, histidin-cinasa donde se muestra la posicién de la histidina (H) con respecto al dominio cinasa. N, G1, F y G2 son
secuencias conservadas. Abajo, la cinasa Che A donde se muestra la posicién de la histidina (H) con respecto al dominio cinasa

y alos dominios P1, P2, P5.
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de Che Y para que sea fosforilado por Che A. Hay
dos modos de unién entre Che Y y el dominio P2, en
uno se forman nueve puentes de hidrogeno y en otro
6, y podria haber un tercer modo de unién.

Ademds este dominio P2 de Che A tiene una tiro-
sina localizada en una cinta § que interacciona con el
cuerpo basal del flagelo y por lo tanto probablemente
interviene en los cambios de direccion en la rotacion
del flagelo.

No hay un cédigo de aminodcidos usados para el
reconocimiento de la cinasa, que fueran los mismos
por ejemplo en Che Y y en Che B, lo que habladela
flexibilidad estructural como algo muy importante en
las interacciones proteina-proteina de los regulado-
res de respuesta (9).

Asi, la unién del aspartato al quimiorreceptor Tar
provoca un cambio conformacional, el movimiento de
piston, que es detectado por Che A la cual disminuye
su autofosforilacion y no hay transferencia de fosfato
hacia Che Y ni hacia los otros aceptores de fosfato,
permitiendo que los flagelos roten en el sentido con-
trario a las manecillas del reloj y la bacteria navegue
suavemente. Aunque el movimiento de piston es cen-
tral en el sefialamiento, las mutaciones en los domi-
nios de interaccion entre las subunidades del receptor
que afectan la estructura y el movimiento intersub-
unidades, como se dijo, indican claramente la impor-
tancia de estos movimientos e interacciones.

SISTEMAS DE DOS COMPONENTES EN
PLANTAS

En plantas se han identificado hasta cinco receptores
de etileno que tienen alta homologia con los sistemas
de dos componentes, éstos han sido nombrados
ERS2, ERS, ETR2, ETR1, EIN4; otro receptor de
este tipo estd involucrado en la via de transduccion
de las citocininas, llamado CKI1, y uno mas en la de
los cambios de osmolaridad causados por deshidra-
tacion, salinidad y estrés por frio, llamado ATHKI.
El fitocromo de Arabidopsis, una planta superior, tie-
ne similitud con un sistema de dos componentes pero
recientemente se ha demostrado que tiene actividad
de serin-treonin-cinasa; el de Synechocystis, una
cianobacteria, si se fosforila sobre histidina.

Mutaciones puntuales que confieren insensibilidad
al etileno en ETR1, ETR2 y EIN4 estan localizadas

en el dominio transmembranal; una mutacion de este
tipo en cualquiera de los cinco genes produce plantas
nsensibles al etileno.

ETR1 tiene un dominio sensor con tres segmentos
transmembranales en forma de o-hélices en donde se
encuentra coordinado un cobre, y es donde une al
etileno un dominio que es el que tiene la actividad de
histidin-cinasa y otro que seria el regulador de res-
puesta; este receptor interactiia con CTR 1, una cinasa
parecida a Raf que regula negativamente la respuesta
a esta hormona.

Los mutantes ETR 1-3 tienen muy poca sensibilidad
al etileno y el receptor es capaz de unir una pequefia
cantidad de etileno; las ETR 1-2 unen mas etileno que
el tipo silvestre pero parece incapaz de transmitir la
sefial flujo abajo, que podria ser a través de cambios
conformacionales e interacciones proteina-proteina.

En algunos casos los mutantes son insensibles a dosis
crecientes de receptor tipo silvestre, lo que indicaria la
formacion de homodimeros entre los mutantes, pero en
otros casos al aumentar la dosis del gen silvestre se re-
duce la insensibilidad, lo que podria explicarse por la
formacion de heterodimeros entre receptores mutantes
y silvestres, o por la formacion de ctimulos de proteinas
participando en la transduccion de sefiales, o bien por-
que los receptores mutantes y silvestres compitan entre
ellos por efectores de la via que se hallan flujo abajo.

En plantas se han encontrado reguladores de res-
puesta; IBC6 e IBC7 fueron clonados de plantulas
etioladas y la expresion de estos genes es inducible
solo por citocininas; la familia de genes AAR codifi-
ca para reguladores de respuesta en Arabidopsis; se
ha comprobado que son capaces de fosforilarse y
por lo tanto se postula que estén presentes en las vias
de transduccidn donde participan las histidin cinasas
(10,11,12,13).

Los sistemas de dos componentes parecen combi-
nar la sencillez y la complejidad y son un buen ejem-
plo de como la naturaleza resuelve las necesidades
de los organismos para adaptarse a su medio.

Dado que los sistemas de dos componentes es-
tin presentes s6lo en bacterias, hongos y plantas
se ha propuesto que podrian ser un blanco especi-
fico para antibidticos, fungicidas y herbicidas (14).
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RESUMEN

El endotelio vascular juega un papel importante en la
regulacién de la homeostasis vascular. Es considera-
do el principal regulador del tono vascular a través de
la liberacién de sustancias vasoactivas que controlan
larelajacion y la contraccién vascular. La generacion
de Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) contribu-
ye al dafio de la célula endotelial durante la inflama-
ciény el proceso de isquemia/reperfusion donde es
el principal blanco de la accion de las ERO. Los tras-
tornos en la regulacion del tono vascular conducen a
la disfuncién endotelial que se asocia con enfermeda-
des cardiovasculares como la aterosclerosis. la hiper-
tension arterial, la insuficiencia cardiaca, la diabetes
mellitus, entre otras. Debido a esto, el endotelio
vascular es considerado un blanco terapéutico para
el tratamiento de la enfermedad cardiovascular ate-
rosclerotica.

PALABRAS CLAVE: endotelio vascular, dis-
funcién endotelial, aterosclerosis, isquemia/reper-
fusion.

ABSTRACT

The vascular endothelium plays an important role in
regulating vascular homeostasis. It is a major regulator
of vascular tone releasing vasoactive substances
which control vascular relaxation and contraction. The
high production of Reactive Oxygen Species (ROS)
contributes to endothelial cell damage during the
inflammatory process. The endothelial cell is the main
target of ischemia/reperfusion injury. Abnormalities
of endothelial regulation of vascular tone lead to en-
dothelial dysfunction characterized by problems in
the synthesis or release of relaxing or contracting
factors. These latter are associated with cardio-
vascular diseases such as atherosclerosis, hyper-
tension, heart failure and diabetes mellitus. Thus the
endothelium could represent a novel therapeutic
target for the treatment of atherosclerotic cardio-
vascular disease.

KEY WORDS: vascular endothelium, endothelial
dysfunction, atherosclerosis, ischemia / reperfusion.

ENDOTELIO VASCULAR

El endotelio vascular es la primera capa celular de los
vasos sanguineos; estd en contacto directo con la san-
gre y el oxigeno, se orienta en el sentido del flujo san-
guineo a lo largo de todo el lecho vascular, desde el
corazén hasta los mas pequenos capilares. Las célu-
las endoteliales poseen alta capacidad proliferativa,
se adaptan en ndmero y disposicion segun los reque-
rimientos locales y de ser necesario pueden formar
nuevos capilares. El endotelio sintetiza y libera sus-
tancias de accion autocrina y paracrina que controlan
la relajacion y contraccion vascular, asi como los pro-
cesos de trombogénesis, fibrinolisis asi como la acti-
vacion e inhibicién plaquetaria. Bajo condiciones fi-
sioldgicas, el endotelio es un protector vascular ya
que previene la adhesion de células sanguineas y la
dilatacién vascular e inhibe la proliferacion de células
musculares lisas. Por lo tanto el mantenimiento de la
integridad funcional del endotelio es un factor critico
en la preservacion del flujo sanguineo y en la preven-
cién de la trombosis. La prostaciclina (PGI,), el 6xi-
do nitrico (NO) y la endotelina-1 (ET-1) son sustan-
cias primarias que dependen del endotelio (Tabla 1).
Ademas, la célula endotelial bajo circunstancias de
dafio libera factores de crecimiento como el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de creci-
miento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento semejante a la insulina (1).

FUNCIONES DEL ENDOTELIO VASCULAR
(EV)

Actuar como barrera macromolecular: Las célu-
las endoteliales, intimamente conectadas entre si,
constituyen una barrera con permeabilidad selectiva
y con transporte activo reciproco que permite el paso
de nutrientes de la luz del capilar hacia el subendotelio
y metabolitos en direccion contraria (1).
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Proporcionar una superficie tromborresistente:
El EV regula ademas la adhesion y agregacion pla-
quetaria con la participacion de la prostaciclina y el
NO. Adicionalmente estimula el sistema anticoagulante
y modula el sistema fibrinolitico a través de la sintesis y
liberacion de proteinas fibrinoliticas dentro de las que
se destacan la urocinasa (UC), el activador tisular del
plasmindgeno, los inhibidores del activador del plas-
mindgeno tipos 1y 2, y el receptor de la UC (2).

Regular la funcion del miisculo liso vascular:
La funcion del masculo liso vascular se regula a través
de la sintesis y liberacion de sustancias vasoactivas
constrictoras como las endotelinas y el sistema reni-
na-angiotensina, y dilatadoras como el NO, la pros-
taciclina, el factor hiperpolarizante derivado del en-
dotelio y la bradicinina (1).

PereiraRoche N

EL ENDOTELIO VASCULAR EN EL PROCE-
SO INFLAMATORIO

El endotelio juega un importante papel en los proce-
sos inflamatorios. En esas condiciones aumenta la
produccion de NO y prostanoides vasodilatadores
por la induccidn de la oxido nitrico sintasa inducible
(iNOS) y la Cicloxigenasa 2 (COX-2), en respuesta
ala accion de citocinas proinflamatorias (4). El Fac-
tor de Necrosis Tumoral o (TNFo) y la Interleucina
1 (IL-1) son in vivo, mediadores de la inflamacién
sistémica y de la respuesta inmune ya que actian so-
bre el endotelio vascular donde potencian la expre-
sioén de moléculas de adhesion y citocinas. E1 TNFo
se une a su receptor TNFR1 activando una cascada
de sefiales mediada por proteinas cinasas que culmi-
na con la translocacion del factor de transcripcion

TABLAI

PRINCIPALES SUSTANCIAS PRODUCIDAS POR EL ENDOTELIO VASCULAR'Y SUS FUNCIONES

MEDIADOR FUNCION EN EL ENDOTELIO
Prostaciclina (PGL,) * Vasodilatador.

Constituye la sustancia mas importante derivada * Regulador de la adhesion y agregacion
del dcido araquidénico en el tejido vascular (3). plaquetaria.

Oxido Nitrico (NO)

Su presencia en la célula endotelial se identific6 en
la segunda mitad de la década del 80. Anterior-
mente era conocido como Factor Relajante Deri-
vado del Endotelio (1, 3).

Endotelina
(ET-1), péptido de 21 aminodcidos que no se ex-
presa constitutivamente.

e Inhibidor de la movilizacion de sitios de
fibrin6geno en las plaquetas humanas, in vivo.
e Aumenta la actividad fibrinolitica.

* Disminuye el tono vascular.

* Potente vasodilatador.

* Inhibidor de la adhesién y la agregacién pla-
quetaria.

¢ Inhibidor de la migracién y adhesion de mo-
nocitos y leucocitos.

* Disminuye la permeabilidad endotelial.

* Regula el flujo de lipoproteinas al interior de la
pared vascular.

* Inhibe la proliferacién y migracion de las células
musculares lisas vasculares.

* La sustancia vasoconstrictora mas potente que
existe.

* Induce la proliferacion del musculo liso vascular
en la subintima.
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nuclear NF-xB del citoplasma al niicleo. De esta for-
ma se estimula la trascripcion de las moléculas de
adhesion tales como, la selectina-E, ICAM-1,
VCAM-1y las citocinas IL-6 e IL-8. La Selectina-E
media la interaccién inicial de leucocitos con el endo-
telio, la IL-8 activa la adhesion de aquéllos, que se
unen a ICAM-1 y a otros ligandos en la superficie
del endotelio. La expresion coordinada de estas mo-
léculas produce una fuerte adhesion leucocitaria se-
guida de migracidn de estas células hacia los espacios
tisulares (5). Los leucocitos y las células endoteliales
activados liberan gran cantidad de las ERO media-
dores del dafio celular. EIl NO producido en grandes
cantidades inhibe la respiracion mitocondrial y dana
al ADN mediante la formacion de peroxinitrito (4).
En el endotelio, las ERO producen activacion de la
p38, proteina cinasa activada por mitdgenos
(MAPK) con la posterior activacion de la proteina
cinasa 2/3 y la fosforilacién de la proteina de shock
térmico 27 (HSP27), modulador de la respuesta
intracelular del citoesqueleto al estrés oxidativo (6).

El nivel de las ERO aumenta significativamente en
el proceso de Isquemia/Reperfusion. En el dafio
tisular que se produce en el proceso de isquemia y
reperfusién, se involucra la accion de la enzima xan-
tina oxidasa con la generacién del radical super6xido.,
via metabdlica de estrecha relacion con el dafio en-
dotelial pues se ha comprobado que es la fuente prin-
cipal de radicales libres en este tejido. Otro evento
de importancia en la reperfusién es el influjo de
neutrofilos, que son secuestrados rdpidamente en los
pequefios vasos del érgano post-isquémico mediante
la expresion de moléculas de adhesion tanto en la cé-
lula endotelial como en los leucocitos. Estos ultimos
también contribuyen al dafio mediante la liberacion
de oxidantes, enzimas como las proteasas y la elas-
tasa, por la activacion de fosfolipasas y la liberacion
del factor activador de plaquetas (PAF) y de los
leucotrienos (7). Una fuente importante de oxidantes
es lareaccion de Fenton con la participacion del hie-
rro liberado debido a la lisis de los eritrocitos y de las
c€lulas parenquimatosas necroticas.

Como se sefial6 en parrafos anteriores, la localiza-
ci6n del endotelio en contacto directo con el flujo san-
guineo lo hace un blanco potencial de los oxidantes
producidos tanto por la propia célula endotelial como
por los leucocitos polimorfonucleares que se acumu-
lan durante el proceso inflamatorio. Aun en condicio-
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nes basales la célula endotelial produce y libera canti-
dades significativas de H,O,, cuyos niveles aumentan
durante situaciones patolégicas y de esta manera con-
tribuye al dafio de la célula por su accién intrinseca
sobre estructuras celulares y por la generacion del
radical hidroxilo después de su transformacion en
presencia de metales de transicion (8). El estrés
oxidativo ocasiona la pérdida de la capacidad de sin-
tesis de prostaciclina, sustancia vasodilatadora, inhi-
bidora de la agregacion y adherencia plaquetarias,
agente citoprotector regulador de la actividad de la
hidrolasa de ésteres de colesterol e inhibidor de la
proliferacion de la célula muscular lisa.

Después del proceso infeccioso-inflamatorio se
produce una disfuncién endotelial transitoria con des-
balance en la produccién de sustancias vasopresoras/
vasodilatadoras que puede ocasionar vasoespasmos
y trombosis (4).

DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio es el principal regulador del tono vascular
a través del balance entre la liberacion de factores
dilatadores como el NO, la prostaciclina y el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio, y factores
constrictores entre los que se encuentran la endo-
telina- 1, metabolitos de las cicloxigenasas como el
tromboxano A, y la prostaglandina H,, endoperd-
xidos y el radical superéxido. La disminucién aparen-
te en los mecanismos de relajacion dependiente del
endotelio conduce a la disfuncion endotelial provoca-
da por la activacion o dafio de la célula endotelial. La
disfuncion endotelial se acompafia de vasoespasmo,
trombosis y aterosclerosis. El funcionamiento del
endotelio se modifica en procesos como la Diabetes
Mellitus, y alteraciones cardiovasculares y cerebro-
vasculares. Las anormalidades en la regulacion del
tono vascular contribuyen a un niimero importante de
sindromes clinicos como la aterosclerosis, la hiper-
tension arterial, el shock séptico, entre otros. La
disfuncion del endotelio vascular participa, de mane-
ra importante, en la génesis y el mantenimiento de
condiciones cardiovasculares patoldgicas (3, 7,9, 10)
como las que se observan en la Fig. 1.

El mecanismo fisiopatolégico comun en el desa-
rrollo de numerosas e importantes enfermedades
vasculares puede deberse a la generacion de radica-
les libres del oxigeno, asi como a la activacién de vias
transcripcionales sensibles a oxidantes. En situacio-
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Figura 1. Relacién entre la disfuncién endotelial y los principales trastornos vasculares.

nes de estrés oxidativo aumentado (hipercoleste-
rolemia, tabaquismo, altas concentraciones de angio-
tensina Il o cuadros de infeccion e inflamacion agu-
das o crénicas) se activan una amplia variedad de
genes que responden a condiciones oxidativas e in-
ducen la sintesis de factores de crecimiento, citocinas
y moléculas de adhesion, las que tienen en comiin el
hecho de aumentar la interaccion entre las células
endoteliales y los leucocitos. Ademads, estimulan el
crecimiento de las células musculares lisas vasculares
y participan en procesos relacionados con la inflama-
cion vascular y suremodelacion (11). Las ERO tam-
bién activan factores involucrados en la respuesta
inflamatoria temprana como c-fos y c-jun.

Las EROy las Especies Reactivas del Nitrégeno
participan de manera especial en la génesis y propa-
gacion del dafo endotelial. La interaccion entre el NO
y el radical superoxido (O,") es muy rapida y da lugar
a la formacién de peroxinitrito (ONOO ), un pode-
roso agente pro-oxidante. Bajo condiciones fisiol6gi-
cas, el peroxinitrito alcanza muy bajas concentracio-
nes y posee efectos similares a los del NO, es decir,
vasodilatacion e inhibicién tanto de la agregacion
plaquetaria como de la adhesion de leucocitos a la
pared vascular. Sin embargo, en condiciones patold-
gicas aumenta y se torna toxico para la célula endote-
lial, a través de la formacidn de otras especies reac-
tivas como el dcido peroxinitroso y el radical hidroxilo
o por producir nitracion de ciertos aminoacidos lo
que conduce a la fragmentacion de proteinas. El

ONOO- estd implicado en el inicio del proceso de
peroxidacion lipidica y participa en la oxidacion de
las lipoproteinas de la pared vascular, etapa impor-
tante en el desarrollo de la aterosclerosis. Estas altas
concentraciones de ONOO- se pueden alcanzar me-
diante el incremento de la produccién de O, por
estimulacion de la actividad de las oxidasas endo-
teliales, como son la xantina oxidasa o NADPH oxi-
dasa, y por el sistema de oxidacion de leucocitos que
infiltran la pared vascular en etapas tempranas de la
aterogénesis. El aumento de la produccién de NO
puede ser producido por la induccion de la oxido ni-
trico sintetasa inducible ante la presencia de citocinas
proinflamatorias (3). La interaccion entre radicales Li-
bres derivados del oxigeno y el NO participan en la
fisiopatologia vascular de muchas enfermedades aso-
cladas con el estrés oxidativo (3, 12).

Aun antes de que se presenten las alteraciones
morfoldgicas tipicas de la aterosclerosis, existe ya
una alteracion funcional del endotelio. Cuando se
forma la placa aterosclerética se produce la ruptura
del endotelio vascular con una deficiente generacion
de sustancias biolégicamente activas producidas por
éste, como son el NO y la prostaciclina. Hay multi-
ples mecanismos involucrados en la patogénesis de
la disfuncidn endotelial durante la aterosclerosis.
dentro de ellos, la reducida produccion de NO por
el endotelio posee un papel primordial. Esta puede
ser causada por trastornos en la transduccion de
sefiales, ademads de la disponibilidad de L-arginina,
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de cofactores de la sintasa de NO y en la expresion
de esta enzima. En la aterosclerosis también pare-
cen estar involucrados otros trastornos de los me-
canismos de relajacion dependiente del endotelio
como son, el aumento de la destruccion del NO por
el O, larespuesta alterada del musculo liso vas-
cular y la liberacién de factores vasoconstrictores
(13).

Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas
(LDLox) inhiben la relajacién dependiente del
endotelio y potencian la vasoconstriccion inducida
por sustancias agonistas a través de un efecto di-
recto en el misculo liso vascular. Las LDLox tie-
nen propiedades aterogénicas y citotoxicas. Se ha
reportado que LDLox a bajas concentraciones son
potentes inductores de apoptosis en la célula
endotelial. Estos efectos citotoxicos explican, en
parte, los cambios morfoldgicos de las células
endoteliales y la pérdida de su alineamiento que se
observa en la superficie de las lesiones
aterosclerdticas. Estas alteraciones se asocian con
un aumento de la adhesion plaquetaria, la deposi-
ci6én de fibrina y la formacién de microtrombos; asi
como con los trastornos en el tono vascular, pro-
cesos que producen alteraciones vasculares loca-
les y eventos trombéticos. Durante estos procesos
aumentan los niveles de los productos de la
peroxidacion lipidica (14).

La alteracion en la sintesis endotelial en pacientes
con factores de riesgo para la enfermedad cardi-
vascular (hipercolesterolemia, hipertension arterial,
diabetes mellitus, estatus post-menopdusico, habito
de fumar e infecciones) aceleran el proceso ateros-
clerdtico.

En todos los tipos de hipertension arterial hay al-
teraciones marcadas en la relajacién dependiente del
endotelio debido a una produccién reducida o a un
bajo efecto ya sea del NO derivado del endotelio o
del factor hiperpolarizante derivado del endotelio.
En la hipertensién arterial esencial se reduce la rela-
jacién dependiente del endotelio debido a la pro-
duccioén de prostanoides vasoconstrictores (endo-
peréxidos y tromboxano A,), donde existe ademds
una menor produccién basal de NO. La disfuncién
endotelial en los vasos sanguineos hipertensivos es
una consecuencia mas que una causa del sindrome
({12
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El control de los factores que conducen al
estrés oxidativo y la administracion de agentes
protectores del endotelio vascular pueden redu-
cir el riesgo de padecimiento de enfermedades
cardiovasculares. Se considera que las Vitaminas
E,Cy A, ylaCoenzima Q, son antioxidantes y
tienen efecto como protectores endoteliales re-
duciendo la morbilidad y mortalidad por enfer-
medades coronarias. De esta forma los agentes
antioxidantes limitan la progresion de las lesiones
aterosclerdticas y mejoran la produccion y la ac-
cion del NO. En particular la Vitamina E regula la
expresion de moléculas de adhesion e inhibe la
funcién plaquetaria, reduciendo asi el dafio al
endotelio vascular y la incidencia de enfermeda-
des vasculares y aterosclerosis (15).
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RESUMEN

La sintesis del ATP es uno de los objetivos finales de
la degradacion de los nutrimientos en los seres vivos.
Es la forma de obtener energia de los alimentos a tra-
vés de la formacion de una molécula que se utilizara
para realizar trabajo en las células. Con la obtencién
de la estructura cristalografica del sector F, de la ATP
sintetasa y la propuesta de un modelo estructural para
la regién F se ha dado un gran paso en el conoci-
miento del mecanismo por medio del cual la ATP
sintetasa acopla la sintesis de ATP a la disipacion del
gradiente electroquimico de protones. En este ma-
nuscrito se revisardn dichos avances.

PALABRAS CLAVE: Sintesis de ATP, estructu-
rade la ATP sintetasa.

ABSTRACT

ATP synthesis is one of the final fates of the nutrients
degradation in the living cells. It is the way that cells
deal with the conservation of energy from nutrients
to do several types of work, among other functions.
With the resolution of the 3D structure of the F,
domain of the ATP synthase and the proposal of a
model for the F sector, a novel mechanism has been
proposed to explain the coupling between ATP
synthesis and the dissipation of the proton
electrochemical gradient. In this manuscript we
review this novel mechanism.

KEY WORDS: ATP synthesis, structure of ATP
synthase.

INTRODUCCION

La ATP sintetasa cataliza, en condiciones fisiologicas,
la sintesis de ATP en un proceso que se acoplaala
disipacion del gradiente electroquimico de protones.
Lareaccion se describe a continuacion:

ADP + Pi + nH*, ====p ATP+nH"

en donde n corresponde al niimero de protones que flu-
yen a través de la membrana por cada molécula de ATP

que se sintetiza, y los subindices P y N indican el lado
positivo y negativo de la membrana, respectivamente.

Todas las ATP sintetasas estan formadas por dos
porciones, una soluble (F ) y otra membranal (F ).
En el caso de la sintetasa de Escherichia coli, 1a por-
cion F estd constituida por las subunidades o (55
kDa), B (50 kDa), vy (31 kDa) 6 (19 kDa) y ¢ (14
kDa), con una estequiometria o3 yde (Fig. 1). In-
dependientemente del origen de la sintetasa, el hexd-
mero ¢, 3, se organiza en una regién globular con una
regién central relativamente hueca ocupada principal-
mente por la subunidad v (1). La porcion F en E.
coli esta formada por las subunidades a (30 kDa), b
(I7kDa)y ¢ (8 kDa) con una estequiometria ab,c ,
(Fig. 1) (2.3). La subunidad a tiene cinco hélices
transmembranales (2,4), 1a subunidad b un segmento
transmembranal, y la subunidad ¢ dos (2). Las 12
copias de la subunidad ¢ forman un disco o anillo den-
tro del cual se insertan las subunidades yy ede 1aF |,
de tal manera que semejan el eje de un motor (5, 6).
Por fuera del anillo de las subunidades ¢ se encuen-
tran la subunidad a y el dimero de las subunidades b
(7). A su vez, este dimero interactia con una de las
subunidades o de la porcion F, a través de la sub-
unidad o (Fig. 1). Por tanto, la ATP sintetasa tiene
dos cuellos que conectan a laregién F conlaF , uno
central, formado por las subunidades vy €, y otro
periférico, formado por el dimero de las subunidades
b (Fig. 1) (7). En las mitocondrias de los mamiferos,
la porcién F tiene 9 subunidades (a, b, ¢, d, ¢, f, g,
F,y A6L). La subunidad que confiere sensibilidad a
la oligomicina (OSCP) corresponde a la subunidad &
de la enzima de E. coli. Ademds, hay otras sub-
unidades adicionales en la ATP sintetasa mitocondrial,
como la proteina inhibidora (3, 8). Cabe mencionar
que a pesar de que la OSCP confiere sensibilidad al
inhibidor, el sitio de unién de la oligomicina se en-
cuentra probablemente en la subunidad a.

En la region F, es en donde se lleva a cabo la
hidrolisis o la sintesis del ATP, mientras queenlaF,
ocurre el transporte de H*. Hay seis sitios de union
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~ ADP + Pi

Figura 1. Estructura de la ATP sintetasa de Escherichia coli.
La ATP sintetasa estd formada por una porcién membranal
(F,) y una soluble (FF)). La porcién F, asuvez estd constituida
por las subunldades o, B, 7. 8 y &, con una estequiometria
o.B.yde (1). La porcién F en E. coli estd formada por las
subunidades a, b y ¢ con una estequiometria ab,c ,. Las 12
copias de la subunidad ¢ forman un disco o anillo dentro del
cual se insertan las subunidades yy € de la F , de tal manera
que semejan el eje de un motor. Por fuera del anillo de las
subunidades ¢ se encuentran la subunidad a y el dimero de
las subunidades b. A su vez, este dimero interactda con una
de las subunidades o de la porcion F, a través de la sub-
unidad & (Figura tomada de la referencia 16).
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para los nucledtidos en el hexdmero o 3., todos
ellos en las interfases entre las subunidades o0y B.
Los sitios cataliticos se encuentran predominante-
mente en las subunidades 3, mientras que los no
cataliticos en las subunidades o (1). El papel de
estos dltimos en la hidrélisis del ATP o en laregula-
cién de la actividad de la enzima estd todavia en dis-
cusion. Mientras que unos trabajos muestran que
estos sitios no son importantes para la actividad de
la enzima (9), otros resultados indican que la inca-
pacidad de estos sitios no cataliticos para unir a los
nucledtidos conduce finalmente a la inhibicion de la
hidrolisis, pero no de la sintesis de ATP (10, 11).
Por otro lado, tanto la sintesis del ATP como su
hidrélisis se caracterizan por presentar una
cooperatividad catalitica muy importante.

MECANISMO DE SITIOS ALTERNANTES

Como se menciond, los sitios cataliticos de la ATP
sintetasa trabajan de manera cooperativa y alternan,
en forma secuencial, entre tres diferentes estados
conformacionales con diferentes afinidades por los
nucledtidos (Fig. 2). Estos tres estados son el abierto
(open, O), el laxo (loose, L) y el compacto (tight, T)
(12, 13). De acuerdo con el modelo de Boyer, cuan-
do el sitio se encuentra en la conformacion O estd
vacio, mientras que en la forma L el sitio tiene ADP 'y
fosfato inorgdnico, y si adopta la conformacion T hay
una molécula de ATP fuertemente unida. La energia
del gradiente de protones se utiliza para convertir al

Figura 2. Mecanismo de sitios alternantes. Los tres sitios cataliticos de la ATP sintetasa alternan, en forma secuencial, entre
tres diferentes estados conformacionales con diferentes afinidades por los nucleétidos. Estos tres estados son el abierto (open,
0), el laxo (loose, L) y el compacto (tight, T) (Figura tomada de la referencia 16).
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sitio T, con ATP fuertemente unido, en un sitio O, lo
que conduce a la liberacién del nucledtido. Simulta-
neamente, un sitio L. con ADP y fosfato inorganico se
convierte en un T, lo que da lugar a la sintesis de una
molécula de ATP en uno de los sitios activos de la
enzima. Asimismo, un sitio O, con baja afinidad por
los nucle6tidos, se convierte en sitio L, listo para unir
a los sustratos (Fig. 2) (12, 13). A este modelo se le
conoce con el nombre de mecanismo de sitios alter-
nantes, y se basa en la transformacién secuencial de
la conformacién estructural de los sitios, misma que
se expresa en cambios en sus afinidades por los
sustratos y los productos durante el ciclo catalitico
(12, 13).

LA ATP SINTETASA COMO UN MOTOR
QUE GIRA

La ATP sintetasa es un transductor de energia que
convierte la fuerza protomotriz de la diferencia de
potencial electroquimico de protones a través de la
membrana, en un torque rotatorio que se utiliza para
promover la unidn del fosfato a laenzima y la libera-
cién del ATP del sitio activo (14). Funcionalmente, la
ATP sintetasa puede dividirse en dos regiones: el rotor
y el estator. En la enzima de E. coli, el rotor esta
formado por las subunidades ¢ ,ye, y el estator por
las subunidades ab o 3, (Fig. 3) (15,16, 17). El
giro del rotor con respecto al estator induce la sinte-
sis del ATP o la formacion de un gradiente de protones
(esto iltimo, en el caso en que se lleve a cabo lareac-
cion opuesta, la hidrolisis de ATP). De hecho, puede
considerarse que la ATP sintetasa estd formada por
dos méquinas rotatorias, los motores F y F (15-
17). El motor F convierte la energia del gradiente
electroquimico de protones en un torque rotatorio so-
bre la subunidad v, la cual gira en el sentido contrario
a las manecillas del reloj, cuando se mira a la ATP
sintetasa desde la F . Por otro lado, durante la hi-
drélisis del ATP, el motor F ,mueve a la subunidad vy
en el otro sentido. Con este modelo, se propone que
cuando el gradiente electroquimico de H+ es grande
y la concentracién de ATP baja, predomina el motor
F . la subunidad v gira en el sentido contrario de las
manecillas del reloj y obliga ala F, a sintetizar ATP.
En el otro extremo. cuando la concentracion de ATP
es grande y el gradiente de protones pequefio, el
motor de laF, predomina y la subunidad v, junto con
el anillo de subunidades ¢ (F) gira en el sentido de las
manecillas del reloj y se bombean protones en contra
del gradiente electroquimico (15, 16,17).
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EL CAMINO DE LOS PROTONES

Ante estas evidencias surge la siguiente pregunta: ; cudl es
latrayectoria que siguen los protones en la enzima para
viajar de un lado de la membrana al otro? Para contestar
se debe aclarar que no existe un canal cldsico como tal,
con un poro central que atraviese la membrana y por don-
de fluyan los protones. En su lugar, se piensa que hay dos
“semicanales” y un mecanismo rotatorio que llevaalos
protones de un “‘semicanal” al otro, a través de la
protonacién de un residuo de dcido aspdrtico en el caso
de E. coli o de un residuo de dcido glutdmico en la ATP
sintetasa de las mitocondrias (15, 16, 17).

En la porcion F de la sintetasa de E. coli hay un
anillo de 12 subunidades ¢ que forman parte de la
maquinaria del transporte de protones (5, 6). Por fue-
ra de este anillo se encuentra la subunidad a, que con-
tiene cinco cruces transmembranales y un residuo de
arginina justo a la mitad de la membrana (4, 15-17).
Ademds, cada una de las subunidades ¢ tiene dos cru-
ces transmembranales y un residuo de dcido aspartico
alamitad de la regién transmembranal, en contacto
con la fase hidrofébica de la membrana.

10 nm
Estator : ab,80;35:

F
]

i

1-i+ Rotor: ¢ci;ve

Figura 3. Modelo de estator y rotor de la ATP sintetasa. En
analogia con un motor eléctrico, se considera que el rotor de
la ATP sintetasa estd formado por las subunidades c,,e,
mientras que el estator por las subunidades ab20..f3,. El giro
del rotor con respecto al estator conduce al acoplamiento de
la sintesis (o hidrélisis) de ATP con la translocacidén de
protones a través de la membrana (Figura tomada de la refe-
rencia 14).
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Esta disposicion de grupos cargados impone ciertas
restricciones electrostaticas. Por un lado, el grupo
carboxilo que mira ala membrana debe estar protonado,
ya que la introduccién de una carga en un ambiente
hidrofébico es muy costoso desde un punto de vista
energético. Sin embargo, la arginina de la subunidad a,
en contacto con el anillo de subunidades ¢, estabiliza la
forma desprotonada del carboxilo que estd en su cerca-
nia. Con esta informacion se puede construir el modelo
de la Fig. 4, que describe el flujo de H" a través de la
porcién F, (15, 16, 17). Un proton entra por el
“semicanal” de la parte inferior y se une al carboxilato de
la subunidad ¢, con lo cual se neutraliza su carga y pasa
ala fase hidrofébica. Al mismo tiempo otro proton, dife-
rente a éste, sale por el otro “semicanal”. La entrada de
otros protones por el “‘semicanal” inferior induce la rota-
cion del anillo de subunidades ¢, en el sentido contrario
al giro de las manecillas del reloj, hasta que el carboxilo
que se protond por primera vez da toda la vuelta y tiene
acceso al “semicanal”” superior que mira al otro lado de
lamembrana (15.16,17). En este momento se suelta el
protén que viaja por el “semicanal” superior hacia el
medio acuoso y el carboxilato se estabiliza por la carga
positiva de la arginina de la subunidad a. Por tanto, el

Figura 4. Transporte de H* a través de la membrana por la
porcién F. Las 12 copias de la subunidad ¢ forman un disco
o anillo, por fuera del cual se encuentran la subunidad a y el
dimero de las subunidades b. Cada una de las subunidades ¢
de E. coli tiene un residuo de dcido aspértico a la mitad de la
regién transmembranal. Se ha propuesto que durante la sin-
tesis de ATP un protén entra por el semicanal inferior,
protona al residuo de aspartato de la subunidad c, el anillo de
subunidades ¢ gira 30° y un protén que proviene de un resi-
duo de aspartato de otra subunidad c se libera hacia el citosol
(o matriz mitocondrial) a través del otro semicanal (Figura
tomada de la referencia 15).
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protén que entra por el “semicanal” de un lado de la
membrana tiene que dar toda la vuelta sobre la region
hidrofébica de la membrana para salir por el otro
“semicanal’”’. Asimismo, la direccién del giro del anillo de
subunidades ¢ depende de la diferencia de potencial
electroquimico de protones. Si el potencial electro-
quimico de los protones es mayor en el lado inferior, los
protones entrardn por el “semicanal” inferior, hardn girar
el anillo en el sentido contrario a las manecillas del reloj,
y saldrdn al compartimiento superior, con un potencial
electroquimico menor (15, 16, 17).

Un modelo alternativo: la ATP sintetasa de
Propionigenium modestum

La ATP sintetasa de P. modestum, otro miem-
bro de la familia de ATP sintetasas del tipo F F,
transporta Na“ en vez de H* (18). A pesar de esta
diferencia de especificidad, la estructura general de
la enzima de P. modestum es idéntica a la ATP
sintetasa de las mitocondrias o de E. coli (Fig. 5).
La diciclohexilcarbodiimida (DCCD), un inhibidor
cldsico de estas enzimas, detiene la sintesis de ATP
y el bombeo de Na* a través de la membrana que
cataliza la ATP sintetasa de P. modestum, pero no
afecta el intercambio isotépico *Na*, _/*Na*
(18), lo cual indica que el rotor, formado por el
anillo de subunidades ¢, no tiene que dar una vuel-
ta completa para transportar un i6n Na* a través
de la membrana (18). Este resultado condujo a la
propuesta de un nuevo modelo de la ATP sintetasa,
con un solo semicanal para la conduccion del Na*
o del H* (Fig. 5) (18). De acuerdo con este mode-
lo, los sitios de liberacion del Na* (o H*) fuera de
la interfase rotor-estator estdn en contacto directo
con el citoplasma (Fig. 5). El transporte neto de
Na* (o H*) a través de la membrana ocurre cuando
el rotor da un giro completo. En presencia de una
diferencia de potencial electroquimico de Na* a
ambos lados de la membrana, el Na* entra por el
semicanal que estd en contacto con el periplasma,
se deposita en los sities de liberacion y pasa al
citoplasma (18). Acoplado a este giro completo
del anillo de subunidades ¢ se lleva a cabo la sinte-
sis de ATP en la porci6én F,. La modificacion de
una de las subunidades ¢ con el DCCD inhibe la
rotacion completa del anillo de subunidades ¢,
pero no la semirrotacién del anillo. En consecuen-
cia, se detiene completamente el flujo neto de sodio
a través de la membrana, pero no se inhibe el inter-
cambio »*Na*_/Na* _ Esto se debe a que el

fuera dentro
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sitio de liberacion que se encuentra en contacto con
el citoplasma y cerca de la subunidad a, acepta un
ion Na*, lo cual permite que el anillo de
subunidades ¢ gire 30° en el sentido contrario de
las manecillas del reloj (ver la Fig. 5); con este mo-
vimiento se permite que el Na* se deposite en el
semicanal y se libere en el periplasma (18). Sin em-
bargo, debido a las restricciones electrostaticas
descritas en la seccién anterior, para que el anillo
de subunidades gire 30° en el sentido de las mane-
cillas del reloj (Fig. 5) y regrese a su posicion ori-
ginal, debe tomar un i6n Na* del periplasma, lo cual
resulta en un intercambio isotopico (18).

Un cambio conformacional en la subunidad ¢
impulsa la rotacion del anillo de subunidades ¢

Por muchos afos se considerd que la sintesis de ATP
en el dominio F estaba relacionada con cambios

o

Estator

Citoplasma

Membrana

Periplasma

08 g Ry Bl
W@@ Ratacion

modestum. Como otros miembros de la familia, este complejo
proteico estd formado por dos sectores, el F, y el F. pero
transporta Na* en vez de H*. El rotor estd formado por 12
subunidades ¢ que forman un anillo y las subunidades € y .
Las siguientes subunidades constituyen el estator: a, b, &, o
y B. Larotacién del rotor en el sentido de las manecillas del
reloj se asocia con el transporte de sodio del periplasma al
citoplasma. Cuando el rotor gira en sentido contrario, el flujo
de sodio es del citoplasma hacia el periplasma. En el modeio
se observa que el sitio de liberacién del sodio en la porcion
F, se encuentra cerca del citoplasma, por lo que este modelo
solo tiene un semicanal (Figura tomada de la referencia 17).
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conformacionales en laregién F , que se producian
como consecuencia de la protonacién y des-
protonacién del grupo carboxilo de la subunidad c.
Sin embargo, hasta hace poco no se habia podido
identificar un cambio conformacional en la region
membranal de la ATP sintetasa que se asociara con la
sintesis del ATP. La adquisicién de la estructura ter-
ciaria de la subunidad ¢ (19) y el desarrollo de un
modelo para el anillo de las subunidades ¢ (5) cam-
biaron este panorama. El mecanismo que se presenta
en la Fig. 6 se deriva de un trabajo reciente en el que
se muestra, por medio de resonancia magnética nu-
clear, que la subunidad ¢ en solucién adopta dos con-
formaciones diferentes, dependiendo de su estado de
protonacion (20).

Como se ilustra en la Fig. 6, la protonacion del
residuo de aspartato 61 en la subunidad ¢ induce un
cambio conformacional importante en la proteina, que
se describe como una rotacién de la hélice carboxilo
terminal con respecto a la hélice amino terminal (Fig.
6. a). Durante esta rotacidn, la arginina 210 de la
subunidad a se mueve junto con la hélice carboxilo
terminal de la subunidad ¢ (Fig. 6, b), y adopta una
nueva posicion entre el siguiente par de subunidades
¢ (Fig. 6, ¢). Finalmente, la desprotonacién del as-
partico 61 regresa la conformacion de la subunidad ¢
a su posicion original (Fig. 6, d). Se ha propuesto que
este ciclo de protonacién-desprotonacion de una
subunidad e resulta en la translocacién de un protén a
través de la membrana y en 30° de rotacién del anillo
de subunidades ¢ con respecto al elemento estético
formado por las subunidades a b,en Fy 6 o3, en
la porcion FI (20,21).

La estequiometria H'/ATP de la ATP sintetasa

El nimero de protones que se bombean por ATP
sintetizado (o hidrolizado) dependera del nimero de
subunidades ¢ en el anillo: si éste es un oligémero de
9 subunidades, la estequiometria serd de 3H*/ATP,
mientras que si tiene 12 subunidades, sera de 4H*/
ATP. En el sentido biosintético, un giro completo del
motor F se asocia con el bombeo de 9 0 12 protones
hacia un lado de la membrana y con la sintesis de tres
moléculas de ATP en la porcion F , ya que ésta con-
tiene tres sitios cataliticos que funcionan en forma al-
ternada. Puesto que las evidencias experimentales
apoyan un anillo con 12 subunidades ¢ para la F, (6),
es muy probable que la estequiometria de 4H*/ATP
sea la correcta.
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Figura 6. Rotacién del anillo de subunidades ¢ como conse-
cuencia de la protonacién del aspdrtico 61. a) Estado de re-
poso. La arginina 210 de la subunidad a se encuentra entre
dos subunidades ¢, una de ellas con el aspdrtico 61 pro-
tonado y la otra con este residuo desprotonado. b) Con la
protonacién del aspdrtico 61 se induce un cambio con-
formacional en la hélice carboxilo terminal que empuja a la
arginina 210 de la subunidad a. c) Intermediario en el cual
todas las subunidades ¢ se encuentran protonadas. En esta
etapa la arginina 210 de la subunidad a se encuentra en la
siguiente interfase entre dos subunidades c. d) Con la
desprotonacién del aspdrtico 61, el sistema adquiere una
conformacion semejante a la inicial, pero en este ciclo el
oligémero de subunidades ¢ gira 30° con respecto al elemen-
to estético formado por las subunidades ab,enF yoo,p,
en la porcién F, (Figura tomada de la referencia 19)
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Estructura del sitio activo

Como se muestra en la Fig. 7, en la union del
ATP al sitio activo participan tanto residuos de
aminodcidos de las subunidades o como de la 3.
En el sentido de la hidrolisis del ATP, el sustrato de
la enzima es el MgATP. El magnesio sirve tanto
para que la unién del sustrato a la enzima sea de
alta afinidad, como para que se lleve a cabo la
hidrélisis del ATP (22). En ausencia de magnesio,
el ATP se une a los tres sitios cataliticos con baja
afinidad (100 uM), pero no se produce la reaccién
de hidrolisis. Son varios los grupos que interactian
con el Mg** cuando el complejo MgATP se une al
sitio activo. En la primera esfera de coordinacion
estdn los oxigenos de los fosfatos By ydel ATPy
el oxigeno del hidroxilo del residuo de la treonina
163 de la subunidad 3 (B-treoninal63) (22). En la
segunda esfera de coordinacién hay tres moléculas
de agua que interactian con los oxigenos de los
carboxilatos del B-aspartato 249 y del B-glutamato
192 (22). Ademas, el magnesio se necesita para
que se alcance el estado de transicién pentaco-
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Figura 7. Estructura del sitio activo de la ATP sintetasa de
mitocondrias de corazén de res. Se muestran los aminodcidos
que conforman el sitio activo de la ATP sintetasa y su
interaccion con el ATP y el Mg*
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valente bipiramidal trigonal que se ha sugerido du-
rante la hidrélisis del MgATP (22). Hay tres resi-
duos de aminodacidos en el sitio activo (f-lisina
162, B-arginina 189 y o-arginina 373) que
estabilizan la carga negativa que se genera en di-
cho estado de transicién (1, 22). También se ob-
serva una molécula de agua que interactia con el
carboxilato del B-glutamato 188, cerca del fosfato
y del ATP. Debido a su proximidad con el
carboxilato, la reactividad de dicha molécula de
agua se incrementa, por lo que es probable que
sea ésta la responsable del ataque nucleofilico que
se lleva a cabo sobre el fosfato ydel ATP (1, 22).
La sustitucién de cualquiera de estos residuos de
aminodcidos por medio de mutagénesis dirigida,
reduce la velocidad de hidrolisis del ATP en dos o
tres 6rdenes de magnitud (22). Es probable que
estos mismos residuos participen tanto en la union
del Mg, el Piy el ADP, como en la estabilizacion
del estado de transicién durante la sintesis del ATP.

Como era de esperarse, el magnesio también es
importante en el sentido de la sintesis del ATP, con
un papel central en la estabilizacion del estado de
transicién (23). El residuo de la alanina 158 en el
asa P (GXAXXGKT) se encuentra lejos del ADP
y del fosfato. Sin embargo, el Mg** favorece el
cambio conformacional que produce el estado de
transicion, en el cual el asa P, con la alanina 158,
se mueve hacia el sitio activo que contiene al
MgADP y al fosfato (23). Debido a las caracteris-
ticas no polares del residuo de alanina, las molécu-
las de agua se desplazan fuera del sitio activo. Asi-
mismo, con el cambio conformacional, el ADP y el
fosfato se acercan y se alinean al 3-glutamato 188,
el cual funciona como una base catalitica en la for-
macién del ATP. Tanto el magnesio que estd en el
sitio activo, como el ambiente hidrofébico en el que
se encuentran los sustratos, favorecen la salida del
aguay la formacion del ATP. En las siguientes eta-
pas, la subunidad J cambia a una conformacion en
la cual el residuo de alanina 158 se aleja del sitio
activo, lo cual resulta en la liberacién de la molécu-
la de ATP (23).
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RESUMEN

Los factores que determinan la velocidad de la trans-
ferencia de electrones en una reaccion de oxido-
rreduccion son: la distancia que separa a los centros
redox, el cambio de energia libre estandar de la reac-
cion y la energia de organizacion de los cofactores y
del medio en el que se desarrolla la reaccion. Estos
mismos factores son importantes en la transferencia
de los electrones en la cadena respiratoria. El com-
plejo I (NADH:ubiquinona oxidorreductasa) es el
primer componente de la cadena de transporte de
electrones y acopla la transferencia de los electrones
del NADH a una quinona con el bombeo de H' a
través de la membrana. La estructura general del
complejo I se ha conservado a lo largo de la escala
filogenética, desde bacterias hasta mamiferos. El
complejo I estd formado por un dominio membranal
y otro periférico. Cada uno de estos dominios estd a
su vez formado por varias subunidades. Es en el do-
minio membranal en donde residen las quinonas que
aceptan a los electrones del NADH. La parte perifé-
rica tiene un FMN y varios centros fierro-azufre que
participan en la transferencia de los electrones desde
el NADH hacia el dominio membranal.

PALABRAS CLAVE: Complejo [, transporte de
electrones, quinonas, centros fierro-azufre, energia de
organizacion.

ABSTRACT

The factors determining the rate of electron transfer in
aredox reaction are: the distance between the redox
centers, the change in standard free energy, and the
organization energy of cofactors and the surrounding
media. These same factors are important to explain the
rate of the electron transfer in the respiratory chain.
Complex I, the first component of the electron transport

chain, couples the transfer of electrons from NADH to
ubiquinone with the translocation of H* across the
membrane. The general structure of complex I has been
conserved along evolution, from bacteria to mammals.
Complex I contains a membrane domain and a pe-
ripheral domain. Each one of these domains is cons-
tituted by several subunits. The membrane domain
interacts with the quinone that accepts the electrons
from NADH. The peripheral part has an FMN and
several iron-sulfur centers that mediate the transfer of
electrons from NADH towards the membrane domain.

KEY WORDS: Complex I, electron transfer, qui-
nones, iron-sulfur centers, organization energy.

INTRODUCCION

Hay tres factores que determinan la velocidad de la
reaccion y la direccion de la transferencia de los elec-
trones en la respiracién mitocondrial (1-3):

1. Ladistancia que separa a los centros redox (R)
dentro de cada complejo respiratorio.

2. Elcambio de energia libre estindar de la reac-
cién de oxidorreduccion (AG®).

3. Laenergia de organizacion de los cofactores y
del medio que los rodea (A). Como consecuencia de
la transferencia de electrones durante la reaccion de
oxidorreducciodn, los cofactores sufren una redis-
tribucion de su densidad electrénica, lo que conduce
anuevos momentos dipolares. A su vez, las molécu-
las del medio ambiente que estdn en contacto con los
cofactores se reagrupan para adaptarse a esta nueva
situacion. A laenergia asociada con la reorganizacion
de la densidad electrénica de los cofactores y con el
reagrupamiento de las moléculas del microambiente
que rodea a los cofactores se le llama energia de re-
organizacion.
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Estos tres factores estidn considerados en las si-
guientes férmulas:

logk_=13-(0.6A)(R-3.6) - (3.1 eV)(AG® + M)/A
para reacciones exergonicas (AG® <0) y
logk =13-(0.6A")(R-3.6)-(3.1eV")(-AG®+ L¥/A.- AG0.06

para reacciones endergonicas (AG® > 0). Estas ecua-
ciones se utilizan para calcular la constante de veloci-
dad (k) dela transferencia de un solo electrén en un
complejo respiratorio (2,3). La constante de veloci-
dad de transferencia del electron se expresa en uni-
dades de tiempo (s™'). Para una gran cantidad de re-
acciones redox, el AG® para la transferencia de elec-
trones entre los cofactores y en las enzimas redox
tiene un valor que varfaentre 0 y -0.15eV (1 eV =
3.8267x10*"cal), mientras que los valores de la ener-
gia de reorganizacién vande 0.5a 1.25eV (2). Por
tanto, con una separacion de los centros redox de 3-
10 A, se espera que la constante de velocidad tenga
valores de 10" a 107s ! (2). Si la distancia entre los
cofactores se incrementa, la constante de velocidad
disminuye. Asimismo, si el AG® de lareaccion o la
energia de reorganizacion son muy grandes, la cons-
tante de velocidad serd pequena (2,3). Esto significa
que para tener una alta velocidad en la transferencia
de electrones, los cofactores se deben aproximar en-
tre 3y 10 A y la reaccién debe tener un AG® y una
energia de reorganizacién (A) cercanas a cero. Por
otro lado, se sabe que la velocidad de una reaccion
depende del medio en el que se realiza, de tal manera
que se obtienen velocidades diferentes si la reaccion
se lleva a cabo en un ambiente polar o en uno apolar.
Esto se debe a que los valores de AG® y de A cam-
" bian con las propiedades fisicas y quimicas del medio
de reaccion. Por tanto, el valor de la constante de
velocidad va a depender, via la alteracion de AG®y
de A, del medio en el que se lleve a cabo lareaccion.

Caracteristicas generales del complejo I

La NADH:ubiquinona oxidorreductasa, también
llamada NADH deshidrogenasa o complejo I, es el
primer componente de la cadena respiratoria y ca-
taliza la siguiente reaccion:

NADH + Q + SH*, ===> NAD"+ QH, + 4H,

en donde Q se refiere a la ubiquinona, H* a los
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protones que se tomaron del lado negativo de la mem-
brana (matriz) y H*  a los protones que se transpor-
taron al lado positivo de la membrana (espacio inter-
membranal).

El complejo [ estd formado por aproximadamente
43 diferentes subunidades en las mitocondrias de los
mamiferos (4, 5), mientras que en Neurospora cras-
sa hay 35 (6, 7) y en las bacterias 14 (8, 9). En
Escherichia coli se produjo la fusion de dos genes,
por lo que su complejo I tiene solamente 13 sub-
unidades (8, 9). La NADH deshidrogenasa de los
eucariotes tiene una masa molecular de 1000 kDa,
que es aproximadamente el doble de la masa del
complejo I de las bacterias (530 kDa) (4, 8, 9).

Debido a su menor complejidad y a que no se han
encontrado estructuras homologas mas sencillas con
las actividades de transporte de electrones y bombeo
de protones, se considera que el complejo proteico
bacteriano representa la organizacién minima funcio-
nal del complejo [ (8, 9). De las 14 subunidades que
laintegran, 7 son proteinas transmembranales hidro-
fébicas que forman el dominio membranal del com-
plejo, y las otras 7 se localizan en el citosol, constitu-
yendo el dominio hidrofilico periférico (8). Este arre-
glo en dominios hidrofobicos e hidrofilicos permite
compartir y combinar los dos ambientes predominan-
tes de las cé€lulas, favoreciendo que las reacciones
realizadas dentro de la membrana envien los H* hacia
el exterior de la matriz mitocondrial, con lo que se
genera una diferencia de potencial electroquimico de
H* (10). Esta disposicion también favorece que el
bombeo de los protones se haga en forma vectorial
(10, 11).

Otras caracteristicas generales del complejo I de
diferentes especies son las siguientes:

1. Como grupos prostéticos tienen al mononu-
cledtido de flavina (FMN) y varios centros fierro-azu-
fre (5, 8, 12); en el caso del FMN, éste no se une
covalentemente a la proteina y su estequiometria es
de una molécula de FMN por complejo I. Por otro
lado, se han observado hasta nueve centros fierro-
azufre por complejo (8, 12).

2. Se inhiben con rotenona, piericidina A, amital y
otros compuestos naturales y sintéticos, que tienen
como caracteristica comuin una estructura con una
“cabeza” ciclica —que corresponde al anillo de la
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ubiquinona—y una cola hidrofébica, que corresponde
a las unidades de isopreno (13).

3. Contienen de dos a tres moléculas de ubiqui-
nona, las cuales se encuentran fuertemente unidas (10,
12).

Biogénesis del complejo I

En la construccion del complejo I de las mito-
condrias intervienen tanto el genoma nuclear como el
mitocondrial (5, 14). Este iltimo codifica para las sie-
te subunidades hidrofébicas de la membrana (4, 5).
Las subunidades codificadas por el genomanucleary
mitocondrial se deben ensamblar para producir la for-
ma activa del complejo I (14). La construccion del
dominio membranal se lleva a cabo en forma inde-
pendiente de la del dominio periférico (14). Esto se
demostro cuando se incubaron a las células de N.
crassa con cloramfenicol, un inhibidor de la sintesis
de proteinas mitocondriales y se observo que el do-
minio membranal del complejo I no se ensamblaba,
pero si el dominio periférico, el cual tenia la actividad
de NADH deshidrogenasa en presencia de aceptores
artificiales de electrones como el 2,6-diclorofenol-
indofenol (14). Por tanto, las siete proteinas hidro-
fobicas codificadas por el genoma mitocondrial junto
con otras de origen nuclear se ensamblan para dar el
dominio membranal, mientras que las subunidades
restantes codificadas por el genoma nuclear se en-
samblan para constituir el domino periférico. Final-
mente, ambos subcomplejos se unen para dar lugar a
laenzima activa.

Desde un punto de vista evolutivo, es interesante
hacer notar que las siete subunidades hidrofobicas de
la NADH deshidrogenasa, codificadas por el genoma
mitocondrial, son homélogas de las siete proteinas
hidrofébicas del complejo I de E. coli, lo cual sugiere
un ancestro comun para todas ellas y apoya la hipo-
tesis de que las mitocondrias son descendientes de
células procaridticas primitivas de vida libre (15).

Aunque todavia no se ha podido cristalizar al com-
plejo I, se han obtenido modelos de su estructura
tridimensional por medio de microscopia electronica,
con una resolucién de alrededor de 22 A (4, 6, 15).
La forma general de laenzimaesladeunal,enla
que uno de los brazos de la L tiene una localizacion
membranal y el otro se encuentra en el citosol (en
bacterias) o en la matriz mitocondrial (Fig. 1A, 1By
1C) (4, 6, 15).
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Figura 1. Modelos tridimensionales del complejo I de A)
Escherichia coli, B) mitocondrias de Neurospora crassa y
C) mitocondrias de mamiferos. La forma general de la enzima
es lade una L, en la que uno de los brazos tiene una localiza-
cién membranal y el otro se encuentra en el citosol (en bacte-
rias) o en Ia matriz mitocondrial (Figuras tomadas de las refe-
rencias 15, 6 y 4, respectivamente).
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El complejo I de las bacterias

Los genes del complejo I en las bacterias estan
organizados en el operén nuo, con 14 genes estruc-
turales llamados nuoA-N (Fig. 2)(8). Los genes
nuoC'y D estan separados en la mayoria de las bac-
terias, pero en E. coli se fusionaron, por lo que codi-
fican para una sola cadena polipeptidica. El orden de
los 13 6 14 genes tiene un alto grado de conservacion
en las bacterias (8). Como podria esperarse, durante
la transcripcidn se sintetiza un RNA mensajero que
contiene a todos los genes nuo. La expresion del
operdn nuo se modula por la concentracién de O, a
través de los reguladores ArcA, NarL, FNR y otros
factores (8).

Lalocalizacion de los diferentes centros fierro-azu-
fre se muestra en la Fig. 2. Se observa que el sitio de
unién del NADH, el FMN vy el centro fierro-azufre

NADH + H” NAD*
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N3 ([4Fe-4S]) se encuentran en la subunidad NuoF
y el centro Nla ([2Fe-2S]) en la subunidad NuoE
(12, 16). La subunidad NuoG contiene tres centros
fierro-azufre: el N1b ([2Fe-2S]), el N4 ([4Fe-4S]) y
el N5 ([4Fe-4S]) (12, 16). Lalocalizacidn del centro
N2 no se conoce con precision. Se ha propuesto
que éste se encuentra en la subunidad NuoB o en la
Nuol, muy cerca de la membrana (12, 16). Este cen-
tro tiene un papel importante en el acoplamiento de la
transferencia de electrones del NADH a la ubiqui-
nonay el bombeo de protones. Algunas de las pro-
piedades mas importantes del centro N2 son:

1. Contiene el centro fierro-azufre con el valor de
potencial redox (E ) mas grande del complejo I.

2. Lareaccion de oxidorreduccién se acopla con
la unién o liberacién de un protén, porlo que suE
depende del pH (-60 mV/pH).

\{ T——« Lado N
g()g < % NuoM NuoL g%
S g Z |Z 3
4
g e 4 gg
Lado P
El operén nuo de E. coli
LIf §F [ ] R L
AB CD E F G H 1JK L M N

Figura 2. Componentes del complejo 1 de Escherichia coli. El complejo I de E. coli estd formado por 13 diferentes subunidades,
seis de ellas son proteinas periféricas y siete son proteinas transmembranales. El sitio de unién del NADH, el FMN y el centro
fierro-azufre N3 se encuentran en la subunidad NuoF y el centro N1a en la subunidad NuoE. La subunidad NuoG contiene tres
centros fierro-azufre: el N1b, el N4 y el N5. El centro N2 se localiza muy cerca de la membrana, probablemente en la subunidad
NuoB o en la Nuol. N y P significan los lados negativo y positivo de la membrana, respectivamente. En la parte inferior se
muestra el operdn nuo con los genes que codifican para las subunidades del complejo I en E. coli (Figuras tomadas de las

referencias 8 y 12).
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3. Aunque no se encuentra en una subunidad trans-
membranal, se considera que estd cerca de la mem-
brana, ya que no se puede extraer sin detergentes.

Transporte de electrones del NADH a la
quinona

Como se menciond, el complejo I tiene una region
membranal y una region globular, hidrofilica y pe-
riférica, con una longitud aproximada de 80 A (4).
Todos los grupos redox del complejo I se encuentran
en la regién globular, mientras que las moléculas de
ubiquinona se encuentran asociadas a una o varias de
las proteinas transmembranales del complejo (12,
16). Si se consigue una geometria tal que la separa-
cién entre los centros redox sea de 8 a 10 A, enton-
ces la velocidad de la transferencia de electrones sera
alta. Esta disposicién dptima de los cofactores redox
se muestra en la Fig. 3. Se observa que el NADH
cede sus electrones al FMN, dando lugar a la forma
reducida de la coenzima, el FMNH,. Este paso se
realiza a través de la transferencia de dos electrones.
EIFMNH, cede luego un solo electrén al centro fie-
rro-azufre N3, lo que resulta en la produccion de una
semiflavona (SF). Debido a que ésta es relativamente
estable, se facilita la transferencia de un solo electrén
al primer centro fierro-azufre. Por las caracteristicas
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moleculares de los centros fierro-azufre del complejo
I, de aqui en adelante las reacciones de oxidorre-
duccidn consisten en la transferencia de un solo elec-
trén.

Del N3, el electrén pasa secuencialmente de los
centros N1 a, N1by N4, al centro N2, que se locali-
za cerca de la membrana, probablemente a 8-10 A
del sitio de la quinona (Q) en el dominio membranal
del complejo I. El resultado de esta secuencia de re-
acciones es la produccion de una semiquinona (SQ).
A continuacion, la SF cede el electrén que le queda al
centro N3, lo cual regenera al FMN oxidado (F) y se
completa la transferencia de los dos electrones a la
quinona, lo que resulta en la produccién de la hidro-
quinona (QH,). Con esta organizacion espa(:la] de
cofactores redox, los electrones recorren los 80 A de
laregién globular en unos cuantos microsegundos, de

tal manera que la transferencia de electrones del
NADH a la quinona se lleva a cabo con rapidez y
eficiencia. Obsérvese que para abarcar los 80 A del

dominio globular del complejo I, aun en el caso de
que el FMN se encontrara en el extremo opuesto. se
necesita una separacion entre los grupos redox no
mayor de los 9 A, que es una distancia adecuada para
facilitar el transporte de electrones (2).

> ~80ﬁ\ »
<P, PSP
9A 478 oA 17A LoA 17A oA 17A FoA 474
FH, / $F Nla
-400 — NADH /
- NAD"
>E n=2
S FeS
£ 500k ,% N3 Nib W
2 SF / F L ]
> O Rl
£ 200
N2
o ey

Figura 3. Potenciales redox medio y distancia entre los cofactores redox del complejo I. Tanto los potenciales redox medio como
la distancia que separa a los diferentes cofactores redox son los apropiados para que el complejo I catalice la transferencia de
los electrones del NADH a la quinona con rapidez y eficiencia (Figura tomada de la referencia 2).
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Mecanismo del bombeo de protones

El mecanismo que se muestra en la Fig. 4 es to-
davia hipotético, pero explica la estequiometria del
bombeo de protones con el transporte de electro-
nes en el complejo I (10). El modelo requiere de
varios sitios de unién para la quinona (Q_, Q, 'y
Q,,) con propiedades diferentes (10). Los sitios Q ,
y Q_ pueden intercambiar Q/QH, con la poza de
quinonas en la membrana (me). Elsitio Q_ tiene
acceso a los protones que provienen del lado de la
matriz mitocondrial o lado N, mientras que el sitio
Q_ tiene acceso a los protones en el lado citos6lico
de la membrana o lado P. Por otra parte, el sitio Q.
cargado con una quinona que no esta en contacto
con la poza de quinonas en la membrana, puede
adoptar dos conformaciones: una de ellas conecta a
la quinona en el sitio Q_ con los protones de la ma-
triz mitocondrial, probablemente a través de un ca-
nal, mientras que en la otra conformacion la quinona
estd en contacto con los protones del lado citosélico
de la membrana (10).

Con estas propiedades del modelo, se puede ex-
plicar el acoplamiento del bombeo de H* con la reac-
cién de oxidorreduccién en el complejo I por medio
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del ciclo catalitico que se muestra en la Fig. 4 y que
se describe a continuacion:

1. EINADH se une al complejo Iy los sitios Q_ 'y
Q. toman una ubiquinona (Q) y un ubiquinol (QH,),
respectivamente, de la poza de quinonas en la mem-
brana.

2. El centro N2 se reduce con la participacion de
una cadena de centros redox en la que intervienen el
FMN y varios centros fierro-azufre.

3. E1 N2 reduce a la quinona que se encuentra en el
sitio Q_ y se forma una semiquinona (SQ) inestable.

4. La semiquinona en el sitio Q_ oxida al quinol
QH, que se encuentra en el sitio Q . En este paso

< e Y
ocurren dos eventos: laSQ en el sitio Q_ se reduce a
QH, y une dos protones que provienen de la matriz, y
el quinol QH, enelsitio Q_ se oxidaa SQy se libera
un protén en el lado citosélico de la membrana.

5. Selleva a cabo un cambio conformacional del
complejo I, de tal manera que la SQ en el sitio Q
queda accesible a los protones del lado de la matriz
mitocondrial.

6. En esta conformacion, QH, en el sitio Q  pue-
de reducir ala SQen el sitio Q  en un proceso en el
que se capta un protén del lado de la matriz y se libe-

2: Reduccion de N2

3: 1ra. Reduccién de Qnz

5: Rearreglo de Qny &: Reduccion de Qny

Figura 4. Modelo para la conversién de energia del complejo I. El complejo I se representa como una proteina transmembranal
con un cuello en donde se localizan el NADH, el FMN y los centros fierro-azufre, los cuales transfieren sus electrones al centro
N2. Hay dos sitios de unién para las quinonas, denominados Q_ y Q_, que pueden intercambiar Q/QH, con la poza de quinonas
en la membrana interna mitocondrial. Los niimeros del 1 al 6, representan las etapas por las que pasa el complejo I, tanto en la
parte superior como en la inferior (Figura tomada de la referencia 10).
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ran dos protones hacia el lado citosélico. En la pri-
mera parte del ciclo catalitico (parte superior de la
Fig. 4), se puede ver que la oxidacion de QH enel
sitio Q, se asocia con la generacion de un anién SQ
yla liberacién de tres protones hacia el citosol.

7.En la siguiente etapa, el quinol que se encuentra
en el sitio Q_ se intercambia con una quinona y el
complejo [ sufre un segundo cambio conformacional
que lleva al QH, en el sitio Q  auna posicion en la
cual estd en contacto con los protones del citosol.

8. Un segundo electréon que proviene de la
semiflavona llega al centro N2.

9. El electrén viaja del N2 a la ubiquinona en el
sitio Q_, con lo cual se forma una semiquinona SQ.

10. La semiquinona en el sitio Q__ recibe un elec-
tron del QH, que se encuentra en el sitio Q, ; durante
este paso, se captan dos protones del lado de la ma-
triz (que se unen a la semiquinona para formar el QH,
enelsitio Q )y se bombea un protén hacia el citosol
(que proviene del QH, enelsitio Q).

11. Se lleva a cabo un cambio conformacional que
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mueve ala semiquinona en el sitio Q_ hacia el canal
que mira al lado de la matriz mitocondrial.

12. Esta semiquinona toma dos protones del lado
de la matriz mitocondrial y recibe un electrén de la
semiquinona que reside en el sitio Q_, con el resulta-
do de que en esta etapa se produce una quinona en el
sitio Q  yunquinolenelsitioQ_ .

13.Enlatltima etapadel ciclo catalitico hay un cam-
bio conformacional que lleva a la enzima a su estado
inicial, con una quinona en el sitio Q_,un QH, enel
sitio Q_ 'y en contacto con los protones del lado
citosélico a través de un canal yunQH, enelsitioQ .

Inhibidores del complejo I

Existe una gran cantidad de inhibidores que inter-
actdan con el complejo I, algunos de origen natural,
como los rotenoides y las piericidinas, y otros de origen
sintético, como el amital y ciertos pesticidas (13). Con
base en un criterio funcional, los inhibidores del comple-
joI'se puedendividiren tres tipos: A, By C(13).Enla
Fig. 5 se muestra un modelo del complejo I, con tres

NADH

Sitios Q del Complejo |
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C D
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Piericidina A, (1er. sitio)
Roliniastatina-2

Figura 5. Esquema del sitio de accién de los tres tipos de inhibidores del complejo 1. (Figura tomada de la referencia 13).
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sitios para la quinona, que explica el efecto de los
inhibidores, en donde algunos pueden tener dos sitios de
asociacion. Los del tipo B (rotenona, piericidina A y
amital) inhiben la entrada de la quinona al sitio A, mien-
tras que los inhibidores del tipo A (piericidina A y
roliniastatina-2) bloquean la reduccion de la quinona que
se encuentra en el sitio A por el segundo electron que
proviene del centro N2 (13). Nétese que la piericidina
A es uninhibidor que pertenece tanto a la clase A como
ala B, ya que interacttia con dos sitios independientes
enel complejo L, por lo que su comportamiento cinético
es complejo. Los inhibidores del tipo C, como el mixo-
tiazol, la estigmatelina y la meperidina, bloquean la for-
macion del quinol en el sitio C y estabilizan el complejo
conel quinol en el sitio A (13).

Otras NADH deshidrogenasas

Las mitocondrias de algunas levaduras, como Sac-
charomyces cerevisiae, contienen al menos dos di-
ferentes NADH:ubiquinona, oxidorreductasas en la
membrana interna mitocondrial; ambas son insensi-
bles a la rotenona y no bombean protones a través de
la membrana (17). Ninguna de ellas se encuentra en
las mitocondrias de mamifero. Una de las enzimas, la
NADH deshidrogenasa externa, tiene su sitio activo
en el espacio intermembranal y estd involucrada en la
oxidacion del NADH que se produce en el citosol
(18): se considera que esta enzima tiene un papel fi-
siolégico equivalente al de la lanzadera de malato/
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aspartato presente en los eucariontes superiores,
pero que esta ausente en S. cerevisiae. La NADH
deshidrogenasa externa también se encuentra en las
mitocondrias de las plantas y de los hongos (19, 20).

El sitio activo de la otra deshidrogenasa, la NADH
deshidrogenasa interna, se localiza en la matriz mito-
condrial (21). Esta enzima se encarga de oxidar al
NADH que se produce en ¢l ciclo de Krebs y como
resultado de la actividad de 1a alcohol deshidrogenasa
mitocondrial. Su papel fisioldgico es el de suplir al
complejo I, ya que esta levadura carece de complejo
I (17). A diferencia del complejo I clasico, estas
enzimas son estructuralmente mds sencillas, con una
sola subunidad que tiene al FAD como grupo pros-
tético unido no covalentemente; ademas, no presenta
centros fierro azufre.

Una enzima similar a la NADH deshidrogenasa
interna estd presente en E. coli y en otros pro-
cariotes (22) (Tabla I). Al comparar la secuencia
de estas dos proteinas se observa un 22.2% de
residuos idénticos. La enzima de bacteria carece de
una secuencia lider y Ia similitud es mayor en los pri-
meros 400 aminodcidos de la cadena polipeptidica,
con una diferencia mayor en la regién del carboxilo
terminal. Ambas deshidrogenasas catalizan el mis-
mo tipo de reaccion de oxidorreduccion, contie-
nen el mismo grupo prostético (FAD) y se encuen-

TABLAI

CARACTERISTICAS DE LAS NADH-DESHIDROGENASAS AISLADAS DE VARIOS ORGANISMOS

ORGANISMO MASA MOLECULAR GRUPO PROSTETICO COCIENTE
DE LA FLAVINA/SUBUNIDAD (mol/

SUBUNIDAD (kDa) mol)

Bacillus subtilis 63 FAD 2

Bacillus caldotenax 44 FAD -

Alcalofilo Bacillus YN1 65 FAD 1

Escherichia coli 47 FAD |

Bacillus stearothermophilus 43 - -

Thermus thermophilus 50 FAD 1

Thermus aquaticus 50 FMN 0.05

Sulfolobus acidocaldarius 50 -

Photobacterium phosphoreum - FAD -

Halobacterium cutirubrum - FAD -

Sacharomyces cerevisiae (mitocondrias) 53 FAD 0.9
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tran unidas a la membrana. Asimismo, se ha repor-
tado que las mitocondrias de las plantas y de N.
crassa contienen una NADH deshidrogenasa in-
terna (19, 20). En la membrana mitocondrial inter-
na de estos organismos, con la excepcion de S.
cerevisiae, coexisten la NADH deshidrogenasa in-
terna insensible a rotenona y la NADH deshidro-
genasa sensible a rotenona. El significado fisiologico
de la presencia de ambas vias no es claro, aunque la
expresion de éstas es funcion del estado metabélico
del organismo. Por ejemplo, cuando se cosecha a la
levadura Candida utilis en la fase logaritmica de cre-
cimiento, sus mitocondrias carecen del complejo Iy
la actividad de NADH deshidrogenasa que presen-
tan es insensible a rotenona, mientras que en la fase
estacionaria, aparece el complejo I con sensibilidad a
larotenona (16).

En estas deshidrogenasas el transporte de electro-
nes se realiza del NADH al grupo prostético FAD de
laenzima, en un proceso en el que los dos electrones
se transfieren simultdneamente, razon por la cual no
se producen radicales libres del tipo de la semiflavona
o semiquinona (21). Posteriormente los dos electro-
nes pasan a la quinona que se encuentra en la mem-
brana. La actividad de oxidorreduccion de estas
enzimas se lleva a cabo sin que haya transporte de
protones a través de la membrana, por lo que su ac-
tividad no genera un gradiente de potencial elec-
troquimico de protones.
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RESUMEN

La succinato deshidrogenasa pertenece a una familia
de enzimas de membrana que catalizan la oxidacion
del succinato o la reduccion del fumarato, utilizando a
una quinona como segundo sustrato. Las enzimas de
esta familia contienen un dominio periférico formado
por dos subunidades y otro dominio membranal cons-
tituido por una o dos subunidades. Ademas de tener al
FAD como grupo prostético, presentan varios centros
fierro-azufre que participan en la transferencia de los
electrones. Algunos miembros de la familia presentan
uno o dos grupos hemo en el dominio membranal.

PALABRAS CLAVE: Complejo II, FAD, cen-
tros fierro azufre, grupos hemo.

ABSTRACT

The succinate dehydrogenase belongs to a family of
membrane enzymes that catalyze the oxidation of
succinate or the reduction of fumarate, using a quinone
as a second substrate. The enzymes of this family
contain a periferic domain with two hydrophylic sub-
units and a membrane domain with one or two highly
hydrophobic proteins. In addition to the prosthetic
group FAD, the enzymes contains several iron-sulfur
centers that participate in the transfer of electrons.

KEY WORDS: Compex II, FAD, irion-sulfur
centers, heme groups.

INTRODUCCION

El complejo IT o succinato deshidrogenasa cataliza la
oxidacion del succinato a fumarato en el ciclo de
Krebs y dona los electrones a la ubiquinona en la
membrana. La reaccion de oxidorreduccion no esta
acoplada con la translocacion de protones a través
de la membrana, por lo que se puede resumir en la
siguiente ecuacion:

succinato + ubiquinona (Q) =====» fumarato +
ubiquinol (QH,)

En laFig. 1 se observa que la enzima contiene un
dominio periférico, expuesto a la matriz mitocondrial, y
un dominio membranal que tiene el o los sitios de union
para la ubiquinona (1). La parte periférica estd forma-
da por dos subunidades. La primera de ellas, la
subunidad A, es una flavoproteina que tiene el sitio de
unién para el succinato y, como grupo prostético, un
FAD unido covalentemente (1). La segunda proteina,
la subunidad B, presenta tres centros fierro-azufre,
denominados S1, S2 v S3. E1 S1 es un centro fierro-

Succinato

Fumarato + 2 H"

Subunidad A
[2Fe-25]
Subunidad B R34S
[3Fe-45] N
Subunidades C+D

Q+2H
J C» QH,

Figura 1. Esquema del complejo 11. Este complejo estd for-
mado por una regién periférica y otra membranal. (Figura
tomada de la referencia 2).

azufre del tipo (2Fe-2S), el S2 es un centro ([4Fe-
4S]) y el S3 es ([3Fe-4S]) (1). Los centros fierro-
azufre que se localizan en el dominio periférico, asi
como el grupo prostético FAD, son esenciales para
que se lleve a cabo el transporte de electrones dentro
de la proteina durante la reaccion de oxidorreduccion.
Por otra parte, el dominio membranal contiene dos ca-
denas polipeptidicas, las subunidades C y D, cada una
con una masa molecular de 11-15 kDa y tres segmen-
tos transmembranales que tienen una estructura secun-
daria de alfa hélice (2, 3). Las regiones amino terminal
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de estas subunidades se encuentran en el lado de la
matriz mitocondrial, mientras que el extremo carboxilo
estd en el espacio intermembranal (2, 3). Ademas, hay
una molécula de protohemo IX asociada a estas
subunidades de membrana. Sin embargo, la participa-
cion de este grupo en el transporte de electrones es
dudosa, ya que en Escherichia coli, en donde la enzi-
ma cataliza la reduccién del fumarato para producir
succinato, la enzima funciona en ausencia de este
cofactor. Asimismo, el complejo II de las mitocondrias
de Saccharomyces cerevisiae carece del protohemo
IX, por lo que hasta el momento se desconoce su po-
sible papel funcional en la actividad enzimética (1 - 3).

Clasificacion funcional de las succinato:
quinona oxidorreductasas

Desde un punto de vista funcional, las enzimas de
esta familia se pueden clasificar en tres clases (Fig.
2). Laclase 1 o succinato:quinona oxidorreductasa
(SQR) cataliza la oxidacién del succinato por una
quinona de alto potencial, teniendo como aceptor
de electrones a la ubiquinona (1). A esta clase per-
tenece la enzima que se encuentra en la mitocondria
de mamiferos y también en la membrana plasmatica
de muchos procariotes. La clase 2 o quinol:fumarato
reductasa (QFR) cataliza la reduccion del fumarato
y la oxidacién de un quinol de bajo potencial, como
el menaquinol o el rodoquinol (1). La clase 3 tam-
bién contiene enzimas que catalizan la oxidacién del
succinato (SQR), pero utilizan como aceptor de
electrones a una quinona de bajo potencial, como la
menaquinona o la termoplasmaquinona (1). Este tipo
de enzimas se encuentra en Bacillus subtilis, Ba-
cillus macerans, Thermoplasma acidophilum y
en otras bacterias gram positivas y arqueobacterias.

Clasificacion estructural de las succinato:
quinona oxidorreductasas

De acuerdo con el nimero de subunidades y de
grupos hemo que se encuentran asociados al dominio

Clase 1 Clase2 Clase3

Succinato <= Fumarato Succinato —* Fumarato

@cnaqumnna

Menagquinol

Succinato —# Fumarato

QFR
lelquanom Mcnaqumana

L'b\qumol '\dcnaquinol

Figura 2. Clasificacion de las succinato deshidrogenasas.
(Figura tomada de la referencia 1).
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membranal, estas proteinas se clasifican en cuatro ti-
pos, denominados A, B, Cy D (Tabla ) (1).

Eltipo A se caracteriza por tener dos grupos hemo
y dos subunidades en la membrana, cada una de ellas
con tres cruces transmembranales; estd representado
por la SQR de T. acidophilum (1).

El tipo B tiene una sola subunidad en la membrana,
con cinco segmentos transmembranales y dos grupos
hemo. Como ejemplos de este tipo estd la SQR de B.
subtilis y la QFR de Wolinella succinogenes (1).
Recientemente se determind la estructura cristalo-
grafica de la fumarato reductasa de W. succinogenes
(4). La estructura basica es la descrita anteriormente:
dos subunidades que forman el dominio periférico y
una tercera subunidad que corresponde al dominio
membranal (4). Son varias las interacciones que man-
tienen al FAD unido a la subunidad A. Por una parte,
el anillo de isoaloxazina del FAD se une covalen-
temente a la histidina 43 de las subunidad A: pero
ademads, la molécula del FAD participa en la forma-
cion de al menos 15 puentes de hidrégeno con dife-
rentes residuos de aminoacidos (4). La subunidad A
contiene el sitio del dicarboxilato, formado por el mis-
mo anillo de isoaloxazina del FAD, dos residuos de
arginina, uno de histidina y otro de fenilalanina. Los
tres centros fierro-azufre de la subunidad B estan co-
ordinados por diferentes residuos de cisteina (4). La
subunidad C es la proteina que forma el dominio
membranal y contiene cinco segmentos transmem-
branales y dos grupos hemo & coordinados a diferen-
tes histidinas (4). A estos grupos hemo se les deno-
mina b,y b, (el subindice “P” viene de proximal. por
estar mas cerca del dominio hidrofilico, y el subindice
“D” de distal, por estar mds lejos).

También se encontraron dos sitios para las qui-
nonas, uno proximal y el otro distal (4). La quinona
proximal es la que se encuentra cerca del hemo b,
mientras que la quinona -distal estd mas préxima al
hemo b,. La separacion que existe entre los dos hemo
b, que es tan solode 4.2 A, y la distancia tan corta a
la que se encuentra el hemo b, del centro fierro-azu-
fre (3Fe-45), sugiere que uno o los dos grupos hemo
b participan en la transferencia de electrones. Segtin
Lancaster y col. (4) un camino probable para el flujo
de los electrones es la siguiente secuencia: quinona
=> hemo b, 0 hemo b, => (3Fe-4S) => (4Fe-43)
=> (2Fe-2S) => FAD => dicarboxilato (Fig. 3). Sin
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TABLAI

CLASIFICACION ESTRUCTURAL DE LAS SUCCINATO: QUINONA OXIDORREDUCTASA

CLASE O TIPO SUBUNIDADES EN EL GRUPOS HEMO EN EL TIPO DE
DOMINIO MEMBRANAL DOMINIO MEMBRANAL ACTIVIDAD
A 2 2 SQR
B 1 ) SQR y QFR
¢ 2 1 SQR
D ) 0 SQR y QFR

embargo, si la quinona proximal es la que participa en
la reaccion de oxidorreduccion, entonces es posible
que los electrones pasen directamente al centro fie-
rro-azufre (3Fe-4S), por lo que los grupos hemo es-
tarian fuera de la trayectoria de los electrones.

El tipo C presenta dos subunidades, con tres seg-
mentos transmembranales cada una de ellas, y un solo
grupo hemo asociado a estas dos proteinas; las enzi-
mas que pertenecen a esta categoria son las mas co-
munes, y se encuentran en las mitocondrias de mami-
feroy en E. coli (1). En ambos casos, la enzima tiene
actividad de SQR.

DCA M
g His-FAD

T‘? Fe,S,

Q_D bD

T

Figura 3. Trayectoria probable del transporte de los electro-
nes en la fumarato reductasa de Wolinella succinogenes.
DCA, dicarboxilato. (Figura tomada de la referencia 4)

El tipo D contiene dos subunidades sin grupo
hemo. Las enzimas de este tipo se encuentran en £.
coli con actividad de QFR, en Sulfolobus acido-
caldarius con actividad de SQR y aparentemente en
S. cerevisiae con actividad de SQR (1). Reciente-
mente se obtuvo la estructura cristalografica de la
fumarato reductasa (QFR) (5). La subunidad Fp, con
una masa molecular de 66 kDa, tiene unido cova-
lentemente al FAD y contiene el sitio para el dicar-
boxilato. Los tres centros fierro-azufre se encuentran
en la subunidad Ip (27 kDa). El dominio transmem-
branal carece de grupos hemo y esta formado por
dos proteinas de membrana (13 y 15 kDa), cada una
con tres segmentos transmembranales (5). La por-
cién membranal contiene dos sitios de unién para la
quinona, uno distal y otro proximal. La separacién
entre Q, y Q,, es de 27 A, por lo que es muy poco
probable que exista transferencia de electrones entre
ellos (5). La estructura cristalogrifica de la proteina
sugiere que los electrones van de la quinona proximal
Q, al (3Fe-4S) => (4Fe-4S) => (2Fe-28) => FAD
=> dicarboxilato (Fig. 4) (5). Puesto que la separa-
cion de centro a centro entre estos grupos redox es
de 11 a 14 A, la transferencia de los electrones se
lleva a cabo rapidamente (5).

Transporte de electrones en el Complejo I de
las mitocondrias

En el complejo 11 existe un arreglo de los grupos
redox similar al descrito para el complejo I (Fig. 5)
(6). En primer término, la succinato deshidrogenasa
tiene unido covalentemente al FAD (F), el cual fun-
ciona como el aceptor inicial de los electrones del
succinato. De aqui, los electrones 1viajan a través de
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los tres centros fierro-azufre S1, S2, S3, hasta llegar
ala quinona (Q). Al igual que en el complejo I, la
reduccion del FAD se lleva a cabo por la transferen-
cia de dos electrones. Posteriormente. el FADH
(FH.) se transforma en una semiflavona (SF) al ceder
un electrén al centro S1. El electrén se transfiere del
centro S1 al S2, de aqui al S3 y finalmente a la Q
para dar una SQ (6). Hay evidencias experimentales
que indican que el centro fierro-azufre S3 se encuen-
tra cerca del sitio de unién de la Q.

Para completar la reduccion, el electrén de la SF
viaja por la misma trayectoria hasta la SQ, con lo que
se produce la hidroquinona o quinol (QH,). La sepa-
racién entre los centros redox es de 8 a 10 A, por lo
que la transferencia de electrones es eficiente (6).
Otro punto importante es que el transporte de elec-
trones se lleva a cabo en microsegundos, a pesar de

FAD

[2Fe:2S]

27 A

Figura 4. Trayectoria probable de los electrones en la
fumarato reductasa de Escherichia coli. OAA , oxaloacetato.
(Figura tomada de la referencia 5).
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que existan pasos termodinamicamente desfavora-
bles, como es el transporte de electrones del centro
fierro-azufre S1al S2 (AG°=+0.3 eV) y un cambio
muy pequeiio en la energia libre de la reaccién global
A(G®=-0.07 eV). Sin embargo, esta barrera se pue-
de sobreponer con facilidad por medio de la energia
de activacion térmica si los componentes de la cade-
narespiratoria estdn lo suficientemente cercanos (6).

Caracteristicas cinéticas

En un estudio reciente se compararon las activi-
dades de la succinato deshidrogenasa y de la fumarato
reductasa de £. coli (7). Las dos enzimas tienen una
cinética de saturacién de tipo hiperbélica; ambas
catalizan la oxidacion del succinato y la reduccion del
fumarato, aunque con una diferente eficiencia (7). Por
ejemplo, la succinato deshidrogenasa (SQR), en pre-
sencia de Q, (un andlogo de la quinona que tiene una
sola unidad isoprenoide), oxida al succinato con una
K o de2pMyunak de87s", pero reduce al
fumaratoconunaK . deSuMyunak del5s"
(7). Por tanto, puede concluirse que la succinato
deshidrogenasa estd disefiada para oxidar al suc-
cinato. Por el contrario, Ia fumarato reductasa trabaja
mucho mejor en el sentido de la reduccion del fuma-
rato,conunak del177s que es 12.6 veces mayor
que el valor de Ta k (145 " en el sentido de la oxi-
dacién del succinato. En este experimento se utilizo a
la menaquinona como donador de electrones. Sin em-
bargo, a pesar de estas diferencias, las dos enzimas

-400 —
-300 —
=200 —

-100 —

Potencial redox (mV)

SQgQH,

s 0,
< Qs/SQs >
Qe

Figura 5. Esquema de la transferencia de electrones en el
complejo II. Se muestran los potenciales redox medio y la
distancia probable entre los cofactores redox del complejo 11.
Tanto los potenciales redox medio como la distancia que
separa a los diferentes cofactores redox son las apropiadas
para que el complejo Il catalice la transferencia rapida de los
electrones del succinato a la quinona. (Figura tomada de la
referencia 6).

100 [—

200 —
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muestran comportamientos similares en funcion del
pH (7). En el sentido de 1a oxidacidn del succinato se
obtiene un pK, de 7.4 (QFR) o de 7.6 (SQR), con-
sistente con la titulacion de una histidina (7) o una
cistefna (8) que estd involucrada en la actividad de la
enzima. Cuando este residuo se desprotona, la enzi-
ma pierde actividad. En el sentido de la reduccion del
fumarato se obtiene un pK_ de 6.6 (QFR) y de 6.9
(SQR). Estos valores también son consistentes con la
protonacion de una histidina en el sitio activo de la
enzima. Al igual que en el caso anterior, cuando este
residuo se desprotona, la enzima se inhibe (7).

El complejo IT de las mitocondrias de corazon de
res tiene un comportamiento cualitativamente similar
(8). En los ensayos enzimadticos se utilizé Q , un analo-
go de la quinona fisioldgica con dos unidades iso-
prenoides. La enzima mitocondrial tiene una mayor afi-
nidad por la quinona, oxidada o reducida. que por el
succinato o el fumarato (8). Por ejemplo, en el sentido
de la oxidacién del succinato, la K para el succinato
es de 130 uM, mientras que la K _para Q, es de 0.3
UM (8). Lo mismo ocurre en el sentido de lareduccién
del fumarato: laK del fumarato (25 uM) es mayor
quelaK_deQ, H (1 5 uM). Por otro lado, a pesar
de que la K _para el succinato (130 uM) es mas gran-
dequela K _parael fumarato (25 uM), la enzima tra-
baja mejor en el sentido de la oxidacion del succinato
(8). Esto se debe a que la velocidad maxima del com-
plejo IT en el sentido de la oxidacién del succinato es
40 veces mayor que en el sentido contrario (40
umol(min mg)! contra 1 pumol(min mg)™'), de tal ma-
nera que esta enzima también estd disenada para
catalizar la oxidacién del succinato (8). Asimismo,
cuando se determind la actividad de la enzima en am-
bos sentidos, en el de la oxidacién del succinato y en el
de la reduccion del fumarato, se obtuvo un solo pK ,
con un valor de 7.0, consistente con la participacion de
una histidina o una cisteina en el ciclo catalitico de la
enzima (8).

Inhibidores

El malonato y el oxaloacetato son potentes inhibi-
dores que compiten con el sustrato dicarboxilico por la
unioén al sitio activo de la SQR, aunque la sensibilidad
varia de manera importante entre las diferentes clases
de SQR/QFR. Hay otros inhibidores que interfieren
con la unién o el pegado de la quinona. Entre los mas
conocidos estdn el 2-treoniltrifluoroacetona (TTFA),
el 5,6-dihidro-2-metil- 1,4 oxatina-3-carboxalida, el 2-
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n-heptil-4-hidroxiquinolina N-oxido (HQNO) y el 5,6-
dihidro-2-metil-1,4-oxatin-3-carboxianilida
(carboxina). La sensibilidad a estos inhibidores varia
dependiendo del estado de oxidacidn de la enzima.
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RESUMEN

La timidilato sintetasa (TS) es la enzima que convierte
a la deoxiuridina mono fosfato (dUMP) en deoxi-
timidina mono fosfato (d{TMP), siendo este tltimo uno
de los nucledtidos que componen el ADN. Su inhibi-
cion detiene el ciclo celular y farmacos basados en
inhibidores de la TS tienen actividad anticancer. La
determinacion de la estructura de TS ha sido muy im-
portante tanto para elucidar su mecanismo enzimético
como para ayudar al disefio de antifolatos. En este tra-
bajo se revisan algunos de los avances recientes en el
campo, en particular la determinacion de la estructura
cristalinade 1a TS de rata (90% idéntica a humanos) en
presencia del fairmaco Tomudex® (raltitrexed).

PALABRAS CLAVE: Timidilato sintetasa, anti-
folatos, farmaco anticancer, cristalografia de rayos X,
Tomudex, raltitrexed.

ABSTRACT

Thymidylate synthase (TS) is the enzyme that syn-
thesizes deoxythymidine monophosphate (d{TMP)
from deoxyuridine monophosphate ({UMP). dTMP
is a precursor of DNA, and TS inhibitors have anti-
cancer activity. Structural determination of TS has
been critical in elucidating the enzymatic mechanism
as well to help design new antifolate drugs. This work
addresses several recent developments in the field, in
particular the determination of the crystal structure of
rat TS (90% identical to humans), in complex with
the antifolate drug Tomudex (raltitrexed).

KEY WORDS: Thymidylate synthase, antifolates,
anticancer drug, X-ray crystallography, Tomudex,
raltitrexed

INTRODUCCION
La timidilato sintetasa (TS, E.C. 2.1.1.45) es uno de
los mejores ejemplos donde la aplicacién de investi-

gacion bioquimica, estructural y clinica durante cin-
co décadas, ha permitido elucidar su mecanismo
enzimatico a nivel molecular y el modo de accién de
algunos farmacos. La TS es ubicua y es la tinica en-
zima que sintetiza de novo al nucleétido deo-
xitimidilato monofosfato (dTMP), requerido para la
sintesis del ADN y su inhibicién detiene la division
celular (1). Recientemente se ha aprobado en el Rei-
no Unido el uso del raltritrexed (Tomudex ®), un
inhibidor de 1a TS, como firmaco anticidncer. Ade-
mds la TS se ha utilizado como modelo para estu-
diar el papel del cambio conformacional inducido
por ligandos en enzimas no alostéricas. Dichos estu-
dios han permitido sintetizar nuevos inhibidores y
utilizarlos como farmacos para el control de enfer-
medades proliferativas como cancer, asi como in-
fecciones bacterianas y parasitismo.

Por otro lado, 1a catdlisis enzimatica estd intima-
mente relacionada con el plegamiento de proteinas
y su estructura, ya que las fuerzas que mantienen la
estructura proteica son las mismas que permiten a
los substratos unirse al sitio activo. El andlisis es-
tructural de biomoléculas ha permitido generar hi-
pOtesis sobre su funcion biolégica, al identificar los
residuos que estdn involucrados en la catdlisis en-
zimdtica, unién de ligandos o reconocimiento celu-
lar. La disponibilidad de las técnicas de ADN re-
combinante y sobreexpresién de proteinas, por
otro lado, permiten que &l bioquimico estudie en
forma profunda la estructura y funcién de préctica-
mente cualquier proteina. Una aplicacion biotec-
nolédgica de la enzimologia es el disefio de inhi-
bidores, de los cuales se han obtenido farmacos en
uso clinico. En esta revision se presenta la funcién
de la TS y su papel en el metabolismo celular, asi
como el desarrollo de algunos farmacos basados
en la determinacion de la estructura tridimensional
de la enzima.
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Figura 1. Mecanismo enzimdtico de la TS y férmula quimica del substrato, cofactor e inhibidores.

Estructuray funciéndela TS

La estructura de la TS se ha determinado en dife-
rentes especies: E. coli, L. casei, humano, fago T4,
enzima bifuncional TS-DHFR de Leshmania major.,
B. subtillis y rata. Hasta el momento existen mas de
70 diferentes estructuras tridimensionales de T'S re-
portadas, de diferentes especies, mutantes dirigidas
y cristalizadas en presencia de diferentes ligandos
<http://www.rcsb.org>.

La TS es un homodimero obligatorio, ya que hay
residuos de cada monémero que contribuyen al sitio
activo del monémero opuesto. La interfase entre

dimeros estd formada por cinco segmentos beta ple-
gados (Fig. 2). Tres de ellos se doblan en forma brus-
ca (i, ii y iii) y forman una parte de la cavidad del sitio
activo. Sobre de ellos se encuentran dos capas de
alfa-hélices y lazos, empaquetados alrededor de una
alfa-hélice central llamada “J” (2). Cada subunidad
tiene un peso molecular aproximado de 36 kDa.

El substrato 2’-deoxiuridina 5’-monofosfato
(dUMP) y el cofactor 5,10-metileno-5,6,7,8-tetra-
hidrofolato (MTF) estdn en contacto con 15 residuos
conservados, mas dos argininas (R126” y R127") del
mondmero opuesto que contactan al grupo fosfato
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Figura 2. Representacion de listén de la estructura de un
mondmero de TS. La nomenclatura de los elementos de es-
tructura secundaria (ver texto) esta basada en Montfort y
colaboradores (1990).

del dUMP . El sitio de unién del dUMP estd formado
por siete aminodcidos invariantes, como se observo
en el complejo binario con dUMP (Fig. 3). Dos resi-
duos mds, R21 y R127’ forman puentes de hidroge-
no con el grupo fosfato cuando se induce la confor-
macion cerrada al unir MTF. ; Cudn importantes son
estos residuos para la funcién de la TS? Una forma
de investigar esta pregunta es hacer una mutacion di-
rigida que cambie un aminoacido por otro y determi-
nar las propiedades cinéticas y estructurales de la pro-
teina mutante. Por ejemplo, la asparagina 177 hace
dos puentes de hidrégeno con el anillo pirimidinico
del dUMP. Estos contactos son criticos para la fun-
cion de la TS, ya que definen la identidad del nucleo-
tido a metilar. Es decir, si este residuo es mutado, la
TS puede unir y metilar al dCMP con gran eficiencia.
En otros casos la funcién de un residuo es mas evi-
dente, como en el caso de las cuatro argininas que
estdn en contacto con el grupo fosfato del dUMP. La
mutacion de ellas por residuos neutros disminuye la
eficiencia catalitica y en algunos casos produce una
enzima mutante casi inactiva.

(Cémo convierte la TS al dUMP en 2’-deoxi-
timidina 5’-mono fosfato ({TMP) ? El mecanismo de
reaccion de la TS se define en forma estricta como la
metilacién reductiva del dUMP por el cofactor MTF
para producir 7,8-dihidrofolato y dTMP (1). El me-
canismo de reaccion se muestra en la Fig. 1. La pro-
duccién de una mol de dTMP estd acoplada al con-

Sotelo-Mundo R R

sumo de una mol de MTF. La reaccién es depen-
diente de la regeneracién del folato, por la dihidro-
folato reductasa (DHFR) y la serin hidroximetilasa
(3). De esa manera, inhibicion de esas dos enzimas
también detiene la sintesis del ADN.

Lareaccion se inicia cuando la cisteina catalitica
(residuo 146 en la secuencia de la TS de E. coli) se
ioniza a ion tiolato y ataca nucleofilicamente el anillo
pirimidinico del dUMP, formandose un enlace co-
valente transitorio. Paralelamente, el anillo imidazolino
del MTF se abre y reacciona con la posicién 6 del
anillo pirimidinico, formandose un complejo cova-
lente ternario. En este proceso se elimina un protén,
ocurre un rearreglo de electrones y el complejo co-
valente se disocia en el producto dTMP y dihidro-
folato (1). Aunque tnicamente la cisteina 146 estd en
contacto covalente con los reactantes, se ha postula-
do que los residuos en contacto con el dUMP y MTF
son importantes para unir los ligandos en forma pro-
ductiva y ademds participan como dcidos y bases que
extraen y donan protones durante el mecanismo de
reaccion.
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Figura 3. Representacion de los contactos del sitio activo
de la TS con el nucleétido dUMP. Basado en la estructura del
complejo binario de la TS de E. coli con dUMP (Roberts y
Montfort, en preparacién). Los puentes de hidrogeno estdn
representados con lineas punteadas. Los residuos R21 y
R127" se mueven hacia el grupo fosfato del nucleétido cuan-
do se une el folato y ocurre el cierre del sitio activo.
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En resumen, los residuos que forman el sitio activo
de la TS estdn conservados y la mutacion de casi
cualquier residuo invariante resulta en una reduccion
de la afinidad por los ligandos, sugiriendo que la enzi-
ma ha evolucionado para mantener un ambiente 6pti-
mo y preciso para la catélisis .

Inhibidores y Firmacos Anticancer

TS es inhibida por andlogos quimicos de los nu-
cledtidos o folatos. La importancia de los andlogos
de nucledtidos estriba en su efectividad como far-
macos en contra del cancer de colon (4). La sintesis
del 5-fluorouracilo fue reportada en 1957, basados
en la observacion de que los tumores de rata res-
cataban el uracilo de una forma mas eficiente que las
células normales. La pirimidina fluorosubstituida es
metabolizada a FAUMP, el cual se demostro poste-
riormente es fuerte inhibidor de la TS. Otros andlo-
gos como la 5-fluorouridina y 5-fluorodeoxiuridina,
los cuales también son metabolizados a FAUMP son
utilizados en la prictica clinica (4). Estudios posterio-
res encontraron que la inhibicién mediada por
FAUMP requiere la presencia de MTE, y que dicha
inhibicidn era a través de la formacion de un comple-
jo covalente con la cisteina catalitica (residuo 146 en
la secuencia de E. coli). En la prictica clinica, el 5-
fluorouracilo se administra junto con radiacién ioni-
zante, fArmacos que dafian el ADN, antifolatos y mas
recientemente, inhibidores de topoisomerasas que
detienen el ciclo celular a través de la inhibicion de la
TS y la incorporacién de dUMP en el ADN (4).

El 4cido félico fue aislado en 1941 y sintetizado
quimicamente en 1945. Se observé que este com-
puesto incrementaba el crecimiento de las células
leucémicas. De ahi se dedujo que los andlogos quimi-
cos del acido félico podrian actuar como agentes
citotoxicos (5). Por ejemplo, el aminopterino, un de-
rivado 4-amino del dcido f6lico, produce remisién
temporal de la leucemia linfobldstica aguda infantil.
Otro andlogo del 4cido félico es el metotrexato, que
actda como inhibidor competitivo de la dihidrofolato
reductasa, y que se ha utilizado como farmaco anti-
cancer durante los dltimos 50 afios (5).

Se han considerado miltiples factores en la bus-
queda de inhibidores de la TS quimicamente similares
alos folatos (6). Enzimas de la ruta biosintética del
dUMP como la deoxicitidina mono fosfato (dCMP)
deaminasa estdn reguladas negativamente por dTTP.
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Entonces, lainhibicion de la TS incrementa la poza de
dUMP, disminuyendo el efecto inhibitorio del fluoro-
nucledtido. Ain mas, dado que los niveles de MTF
en la célula son sub-6ptimos para la formacién del
complejo ternario covalente con FAUMP, la adicién
de dcido folinico (leucovorin) potencia la actividad
bioldgica del 5-fluorouracilo.

Otro interés en la terapia de antifolatos, fue la ob-
servacion de que €stos no requieren una activacion
metabdlica y no eran catabolizados. Sin embargo,
estudios posteriores mostraron que los antifolatos si
son metabolizados por la folil-poliglutamato sintetasa
al modificarlos con glutamatos unidos mediante enla-
ces peptidicos tipo gama. Esta modificacién hace que
el firmaco sea mantenido en forma intracelular y ade-
mds aumente su afinidad por la TS.

De entre los multiples antifolatos sintetizados y ana-
lizados por su actividad bioldgica, se destaca el
PDDF (Fig.1), que inhiben ala TS humana con una
constante de inhibicién (K)) de 10 nM y que cuenta
con actividad antitumoral in vivo. El anillo quinazolino
hace puentes de hidrégeno con el sitio activo de la TS
en su conformacién cerrada y el grupo propargilo
hace contactos hidrofébicos que aumentan la afini-
dad del PDDF hacia la enzima (7). Aun cuando mos-
tr6 buenas propiedades farmacologicas en evaluacio-
nes toxicoldgicas en ratén, fue descontinuado en
pruebas clinicas con humanos debido a que produjo
toxicidad hepdtica y renal, debido a su baja solu-
bilidad acuosa.

Otros antifolatos basados en el anillo quinazolino
fueron sintetizados buscando aumentar su solubilidad.
Entre ellos, Tomudex® (marca registrada de Zeneca,
UK) tiene mayor solubilidad, aunque una menor
constante de afinidad por la enzima (670 nM). To-
mudex es un substrato de la enzima folil poliglutamato
sintetasa in vitro, y su actividad bioldgica es poten-
ciada por poliglutamilacién (6). Tomudex es el unico
antifolato dirigido a TS aprobado para uso clinico en
Europa y se encuentra en pruebas clinicas en Estados
Unidos.

Otro antifolato con propiedades farmacologi-
cas promisorias es el BW1843U89 (Burroughs Well-
come), inhibidor de la T'S con buen indice terapéuti-
co, y cuya toxicidad puede ser aliviada mediante su
plementacién con folato. Estructuralmente el
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Figura 4. Representaciéon de los contactos del sitio activo de la TS con el folato me-
tilentetrahidrofolato (MTF). Basado en la estructura del complejo ternario de la TS de E.
coli con FAUMP y MTF (Hyatt et al, 1997). El anillo de cinco dtomos del folato estd abierto
y forma enlaces covalentes con el FAUMP. Los puentes de hidrégeno estin representados
con lineas punteadas y los contactos de Van der Waals con lineas interrumpidas. Las
moléculas de agua cristalografica estdn representadas como “W".

BW1843U89 distorsiona el sitio activode laTS y se
une en una conformacién completamente nueva, la cual
no fue predicha por los algoritmos computacionales
actuales para anclaje de ligandos (docking) utilizados
en disefio de farmacos. En general se recomienda la
determinacion estructural de los complejos proteina-
farmaco, ya sea por cristalografia o por espectroscopia
de resonancia magnética nuclear, como parte del ciclo
de disefio de farmacos, ya que los algoritmos com-
putacionales usados en la modelacién de estructura de

proteinas y “docking” pueden ser incapaces de prede-

cir interacciones importantes (8).

Gran parte del trabajo estructural mencionado en
TS fue realizado utilizando a la enzima de E. coli, la
cual es 50% idéntica con la de humanos. Sin embar-
g0, 1a TS humana ha sido imposible de cristalizar en
presencia de ligandos (9), por lo que era de gran prio-
ridad la determinacién de la estructura de una TS de
mamiferos. Con este fin se determind la estructura
tridimensional de la TS de rata en complejo con
dUMP y Tomudex (10), siendo ésta la primera opor-
tunidad de explorar tanto el cambio conformacional
como las interacciones enzima-farmaco en una TS
90% idéntica con la de humano.

Sotelo-Mundo R R

Actividades de l1a TS de
mamiferos

La TS de mamiferos tiene
actividades no observadas en
la enzima de organismos pro-
cariotes o eucariotes inferio-
res. Se ha observado que la

) expresion de TS es inducida
5 por la presencia de 5-fluo-
W rouracilo, e inicialmente se

L K48 propuso que la TS d; mami-
BN~ feros regula su propia expre-

si6n mediante la union de su
propio ARN mensajero de
manera similar a laregulacion
de la expresion de ferritina a
través de la aconitasa y del
elemento de respuesta al hie-
rro. Sin embargo, datos re-
cientes sugieren que esta re-
gulacion de la expresion de la
TS es mediada por degrada-
cion de la proteina y no por
estabilidad del mensajero.

Se han propuesto otros tipos de regulacion de la
actividad celular de la TS, mediante fosforilacion y
compartamentalizacion entre el citosol y el nticleo.
Una vez localizada la TS en el niicleo, se ha sugerido
que esta forma parte del complejo de replicacion del
ADN o ‘replisoma’.

Aplicaciones biotecnolégicas

Existe un gran interés de aplicar el conocimiento
basico del mecanismo de catdlisis e inhibicién me-
diante antifolatos en terapias genéticas. Estudios in
vitro han mostrado la posibilidad de producir células
progenitoras de médula humana transformadas con
un gen de TS resistente a antifolatos (11). Estas célu-
las mutantes son capaces de crecer en elevadas con-
centraciones de antifolato y continuar produciendo
suficiente dTMP para mantener el requerimiento ce-
lular. Se propone transplantar estas células transfor-
madas de regreso al paciente canceroso con el fin de
aumentar su tolerancia a altas concentraciones del far-
maco sin verse inmunocomprometido por dano a
leucocitos.

El disefic de nuevos farmacos, principalmente el
de antibidticos tiene atin mucho futuro. En particular,
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aun cuando los avances en métodos computacionales
para predecir la interaccién ligando-proteina han me-
jorado significativamente, no han logrado sustituir la
determinacion estructural del complejo, debido ala
complejidad de modelar dichas interacciones (8). El
hallazgo de que la fenolftaleina inhibe ala TS ha dado
pie a la buisqueda de derivados de ese compuesto
con actividad antibidtico (12). Es claro que los estu-
dios estructurales y mecanisticos son de gran utilidad
en maltiples aplicaciones biotecnoldgicas, siendo el
estudio de la estructura y funcién de la TS un claro
ejemplo.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Fermin Pacheco Moisés y Rafael Moreno Sanchez

TEMA: Cinética enzimatica. Activacion no esen-
cial.

La actividad hidrolitica de la ATP sintetasa de la bac-
teria Paracoccus denitrificans se incrementa por
oxianiones tales como el sulfito, el bicarbonato, el ar-
senato y el fosfato (Pacheco-Moisés et al., 2000).
Con la finalidad de caracterizar el efecto activador

del sulfito, se cuantificé la hidrélisis de ATP a 40°C,
mediante la liberacién del fosfato, en vesiculas inver-
tidas obtenidas de esta bacteria.

Las velocidades iniciales de hidrélisis de ATP en
funcién de la concentracion de sustrato (ATP-Mg) a
concentraciones fijas de sulfito (0 - 60 mM) son las
siguientes:

ACTIVIDAD DE HIDROLISIS DE ATP (nmol min (mg protefna)™)

ATP-Mg|  slftomM)

(mM) 0 25 | 10 | 20 40 | 60
0.225 3 101 131 143 151 155
10375 | 49 151 177 189 165 187
0.6 54 163 211 236 | 256 223
1 69 231 291 342 | 370 380
1.5 80 216 319 365 459 488
EN 222 314 379 479 475

De acuerdo con el esquema general para la acti-
vacion no esencial, determinar el valor de: 1) Ks
(constante de disociacién del complejo enzima-
ATP) y Vmax (velocidad méxima); 2) o (factor que

modifica la Ks cuando el activador se une a la en-
zima; 3) B (factor que modifica la velocidad ma-
xima) y 4) la constante de activacion por sulfito
(K,).



BEB20(2):115

|

HORIZONTALES

10

16
17
18

23

El llamado libre, es una especie quimica
(atémica o molecular) con uno o mds
electrones desapareados.

Proceso iniciado por una especie reac-
tiva que abstrae un hidrégeno a un 4ci-
do graso poliinsaturado.

Enzima que permite que el araquidonato
y oxigeno molecular den prostaglandinas.
Acido vitaminico, participa con prolina
y lisina hidroxilasas en la biosintesis de
lacolagena.

Tdxico, primer producto de la oxidacién
del etanol.

Acido derivado de purinas, altamente oxi-
dado, detoxifica de nitrgeno al organismo.
Enzimas que catalizan la incorporacion
del oxigeno al araquidonato y produ-
cen leucotrienos.

Ruptura de una unién covalente, cada
componente se lleva un electrén generan-
do radicales libres.

24

25

28

29
30
32

3s

36

CRUCIBIOQ
RADICALES LIBRES .

T 1
|
i |
|

Acidos grasos participantes de los fos-
folipidos, iniciadores de la lipopero-
xidacién.

Glutamilcisteinilglicina, reducido parti-
cipa en la destruccién de peréxido de
hidrégeno.

Pérdida de electrones de un dtomo o mo-
lécula.

Proceso acoplado a la isquemia, al re-
gresar el oxigeno genera radicales li-
bres.

Producto de la adicién de un electrén al
oxigeno molecular.

Ganancia de electrones ya sea en dto-
mos 0 moléculas.

Radical libre, se produce por la oxida-
cién de la hidroquinona, hay pérdida de
un hidrégeno.

Hay dos, uno se produce porque un
electron del oxigeno cambia de es-
pin.

Vitamina, con anillo aromético que
puede oxido-reducirse. Radical libre
estable.

7

38

39
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Molécula diatémica, birradical, el prin-
cipal promotor de radicales libres en la
célula.

Enzimas que utilizan oxigeno mo-
lecular para oxidar simultaneamente
a un sustrato y a un cosustrato.
Oxidacién de dcidos grasos insatu-
rados; otorga sabor desagradable a los
alimentos.

1

12

13

14

15

19

20

21

22
26
31

33

34

Metal de transicion, la deficiencia en hu-
manos ocasiona anemia, [)TCSCH[E en he-
moglobina y citocromos.

Enzima que reduce la mayor parte del
oxigeno en los seres vivos.

Peroxidasa de los neutréfilos, produce
HCIO con funcién bactericida.

Uno de los productos terminales de la
peroxidacion de los lipidos, al exponer-
se a altas temperaturas.

Agente que cataliza la remocion de radi-
cales libres, ejemplo: catalasa, dismu-
tasas, glutatiéon.

Enzima que remueve al radical libre su-
peroxido, puede tener Cu/Zn, Mn o Fe.
Estructura quimica en donde los momen-
tos magnéticos de un par electrénico son
opuestos y se anulan.

Son metales con electrones desaparea-
dos, pueden cambiar su niimero de oxi-
dacién, ejemplo: Fe, Cu.

Enzima que en peroxisomas, transfor-
ma 2 moléculas de agua oxigenadaen 2
de agua y una de oxigeno.

Ruptura de una unién covalente, los dos
electrones se quedan en un componente
originando iones.

Proteinas con fierro, transportan electro-
nes en respiracion mitocondrial y fotosin-
tesis.

Caracteristica de los radicales libres, el
momento magnético de un electrén estd
descompensado.

Enzimas que reducen al agua oxigenada
cuando sustancias como el glutatién do-
nan electrones.

Enfermedad en la que hay depésito de
cristales de urato en articulaciones oca-
sionando inflamacion,

Metal esencial en los animales, forma parte
de la superdxido dismutasa mitocondrial.
Radical libre del oxigeno, altamente reac-
tivo.

Protector de las radiaciones solares,
producido por la fotodisociacién del
oxigeno.

Cambio hereditario en la secuencia de
nucleétidos del DNA, puede producir-
se por dafio oxidativo.

El de hidrégeno, es el producto de la
reduccidn del oxigeno con 2 electrones
y 2 protones.
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PROBLEMA

RESPUESTA:

De acuerdo con el mecanismo enzimatico que descri-
be la activacion no esencial (esquema 1) se deducen
las siguientes ecuaciones: 1) de velocidad en la forma

BEB20(2):116-118
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de Michaelis-Menten; 2) de velocidad maxima apa-
rente y Ks aparente a una concentracion fija de
activador; 3) la ecuacion de los dobles reciprocos y
4) las ecuaciones de los regraficos secundarios
(Segel, 1975).

Ko Ap
E + § = E$ —> E + P
+ -
lﬂ*l #
5'.4 |8 }"}?’Y"" t %
1 L ko Iy fit,
EA + 8 Z—Z ESa~——> EA + P
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S
o [5] a1
Ven Al [A]
m——— 1+ :
A ak
——¥{8§] '
BlA] BIA] Y
. [ et
aK, aK ,
Ecuacion de velocidad para un activador no esencial
A A
o (142 1
A A
Vo, = — pR——4 Ky, =Ks R )
i g
\ “KA‘ . ak,y

Ecuacion de velocidad maxima aparente y Ks aparente a una concentracion fija de activador.
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Ecuacion de dobles reciprocos para un activador no esencial

xK, V, i BV
1 ARA Vim m
. P ! - (5)
Am Kol B=a) [A] Kyl B=a)
Ecuacién para el regrafico secundario de las pendientes
| akK, V_ 1 BV,

==

Adintep (B—1 ] [A]

(1)

Ecuacioén para el regrifico secundario de los interceptos.

Se grafica la familia de curvas correspondientes a
los inversos de la velocidad de hidrélisis contra los
inversos de la concentracion de sustrato, para cada
una de las concentraciones de sulfito. De acuerdo con
la ecuacion 4, la Fig. 1 muestra que en la presencia de

| ®  control !
004 | ® 25mMsulfito |
| A& 10mMsulfitc | Al
v 20mMsufte | M= m
| 4 60 mM sulfito ™
0.03 “_*"*"“'"'_——‘ \
2
-
0.02 1
1Nm
0.01 4
T~ m = aKs/aVm
0.00 - s R

X
/2 t-1 o\t 2 3 4 5 & 7
AKs  qgks  UpVm 1/(ATP-Mg)

Figural.

activador saturante (sulfito = 60 mM), los interceptos
en el eje de las abscisas y en el de las ordenadas
permiten calcular BVm y oKs, respectivamente.
Mientras que sin activador (sulfito = 0) se pueden
calcular Vmy Ks. El cruce de las curvas en el tercer
cuadrante indica que el valor de o serd mayor a 1
(Segel, 1975).

Se observa que el sulfito es un activador no esen-
cial que disminuye la afinidad por ATP 1.79 veces
(Ks =0.44 mM en el control y 0.79 mM con sulfito
saturante) y aumenta la velocidad maxima 6.44 veces
(90 nmol min"' mg prot” en el control y 580 nmol min"
mg prot! con sulfito saturante). En consecuencia, los
valores de oty 3 son 1.79 (0.79/0.44) y 6.44 (580/
90), respectivamente.

Para determinar la constante de activacion, se uti-
lizan las graficas secundarias de los reciprocos, usan-
do las pendientes y los interceptos de las curvas de la
Fig. 1 ylas ecuaciones 5 y 6. Sin embargo, como se
muestra en la Fig. 2, los datos experimentales no se
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ajustan perfectamente al modelo propuesto, pues las
curvas obtenidas no se interceptan en un punto co-
mun en las abscisas y a altas concentraciones de
sulfito las curvas tienden a ser paralelas. Esto condu-
ce a que se obtengan dos valores diferentes de la
constante de activacion, los cuales son: 0.63 y 1.84
mM, cuando se calculan a partir de las pendientes y
los interceptos, respectivamente. Sin embargo, son
valores semejantes. Como se observa en la Fig. 1,
con 2.5 mM de sulfito, la pendiente de la curva dismi-
nuy6 3.2 veces con respecto a la curva obtenida en
ausencia de sulfito, por lo que el valor de laK, debe
ser menor a 2.5 mM. Es probable que el valor de la
K, calculado a partir de los interceptos esté sobres-
timado, pues las curvas obtenidas con 10 mM de
sulfito o mds son casi paralelas.

Las inconsistencias del ajuste de los datos experi-
mentales al esquema | pueden deberse a que el sulfito
aumenta la hidrélisis de ATP mediante dos vias (Pa-
checo-Moisés et al., 2000): 1) un efecto directo al
unirse a la enzima, lo que favorece la disociacién del
inhibidor ADP-Mg, que se encuentra fuertemente pe-
gado en uno de los sitios cataliticos; y 2) un efecto
indirecto, relacionado con el aumento en el gradiente
de pH transmembranal inducido por la activacién de
la hidrélisis de ATP. A este respecto, hemos mostra-

BEB20(2):116-118

do que el efecto maximo del sulfito en el aumento en
el gradiente de pH se alcanza a una concentracion de
8 mM. Un aumento en el gradiente de pH activa tam-
bién la actividad hidrolitica. Se ha sugerido que el
gradiente de pH no afecta la afinidad por los nucle6-
tidos, en particular del ADP-Mg. Por lo tanto, el sul-
fito activa la hidrolisis al actuar parcialmente como un
desinhibidor.

Otro método para estimar la constante de activa-
cidn, es graficar el inverso de las actividades enzima-
ticas en presencia de activador menos la actividad
basal contra el inverso de la concentracion de activa-
dor (Segel, 1975) (Fig. 3). En este caso los datos a

0.006
>? 0.004 n
(1] A =
2
- n

[
0.002
1K
0.000 \ . - 1
-0.5 0.0 0.5
1i{sulfito)
Figura 3.

graficar son los obtenidos a una concentracién satu-
rante de sustrato. El valor calculado para la constante
de activacion es 2.85 mM, valor semejante a los ob-
tenidos de los regraficos secundarios.

REFERENCIAS

1. Segel IH (1975) Enzyme kinetics. John Wiley and Sons,
New York. Cap. 5. pp 227-231.
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tion induce two different active states of the Paracoccus
denitrificans FoF1-ATPase. Eur J of Biochem 267: 993-1000.
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ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES
DE BIOQUIMICA, A.C.

IX CONGRESO (1 de octubre de 2001)

SEMANA DE LA EDUCACION BIOQUiMICA 2001 (1 al 5 de octubre de 2001)
Facultad de Medicina, U.N.A.M. Ciudad Universitaria, México.

OBJETIVO:

El Congreso de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica,
A.C., tiene como objetivo el que los profesores de Bioquimica y
dareas afines de las licenciaturas y posgrados del pais tengan un foro
en donde puedan compartir sus experiencias, propuestas y trabajos
de investigacioén docente, en un ambiente critico y académico.

PARTICIPANTES:Se invita a profesores, instructores de
laboratorio y estudiantes de bioquimica y dreas afines, de diferentes
carreras de licenciatura y posgrado del pais, asi como a investigadores
de distintas dreas interesados en la ensefianza. Se aceptard un miximo
de dos trabajos por ponente.

TEMAS:
Las presentaciones deberdn ser incluidas dentro de los siguientes
temas:

- Andlisis sobre la efectividad y/o aplicacion de planes de estudios
ya en marcha.

- Aplicacion de sistemas de ensefianza mediada por computadora.
- Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion.

- Estudios poblacionales sobre indices de aprobacion y/o desercion.
- Desarrollo de modelos bioguimicos y/o fisiologicos para Ia docencia.
- Instrumentacién y/o innovacion de practicas de laboratorio.

- Otros: experiencia docente, presentacién o comentarios de planes de
estudio, examenes v otros instrumentos de evaluacion, el uso de técnicas
motivacionales y/o material didactico y juegos empleados en clase.

Los restimenes deberdn ser escritos con letra Times New Roman de
10-12 puntos, con una extensién médxima de una hoja cuartilla, a
espacio sencillo y con 2.5 cm de margen por lado. Se deberd

especificar: titulo (A MAYUSCULAS), autores y adscripcién,
introduccion, objetivo, hipétesis y/o justificacién, métodos y/o
técnicas empleadas. resultados y conclusiones. El resumen podri
tener un esquema, figura o tabla. Le pedimos cuidar su presentacion
y ortografia, pues los restimenes serdn publicados en las memorias
que se elaborardn en ocasion del [X Congreso tal y como se envien. El
original de su trabajo, el cual no debera tener borrones ni tachaduras,
se enviara sin doblar, junto con tres copias por correo postal. No se
aceptan envios por Fax. Se sugiere que la presentacion del resumen
se apegue al siguiente ejemplo:

INFLUENCIA DE LA EDUCACION MEDIA SUPERIOR SOBRE
EL INDICE DE APROBACION DEL CURSO DE BIOQUIMICA.
(renglén libre)

José Luis Vizquez Esquivel, Marfa Angélica Lopez Ferndndez,
Antonio Martinez Colin. Universidad Independiente de Santa Cruz,
Departamento de Evaluacion Educativa. México, D.F., 04510, México.
(renglén libre)

RESUMEN....

Favor de enviar hoja de registro, originales del resumen y tres copias
de cada uno de ellos a la Sra. Marivel Rojas Gareia, Apartado Postal
70-281, Cédigo postal 04510, México, D. F. Inscripcién: $400.00
M.N. antes del 20 de julio y $500.00 M.N. después de esta fecha. Se
puede pagar en las instalaciones de la Facultad Medicina, o si gusta,
por giro postal a nombre del Lic. Armando Barbosa, Departamento
de Bioquimica, Fac. Medicina, UNAM, A.P. 70-159, México, D. E..
C.P. 04510 y enviar la copia del mismo por fax con atencién ala Sra.
Marivel Rojas Garcia al (5)616-2419.

Fecha limite para la entrega de restimenes: 30 de agosto de 2001.

ORGANIZADORES:

Dr. Marco Antonio Judrez Oropeza.
Correo Electrénico: majo@servidor.unam.mx
y majo@bg.unam.mx

M. en C. Patricia V. Torres Duran.
Correo Electrénico: pati @bq.unam.mx

M. en C. Alicia Cea Bonilla
Correo Electrénico:
aliciac@servidor.unam.mx y
‘acea@bq.unam.mx

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.
Apartado Postal 70-159, 04510 México, D. F.
Teléfono: (5)623-2169y (5)623-2178 y Fax: (5)616-2419

INFORMES:
Marivel Rojas Garcia, Correo Electronico: beb@bg.unam.mx

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.

Apartado Postal 70-281, 04510 México, D. F, Teléfono: (5)623-2170, Fax: (5)616-2419. http://una fmedic.unam.mx
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IX CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE
PROFESORES DE BIOQUIMICA, A.C.
FORMA DE REGISTRO

DATOS PERSONALES
NOMBRE(S) APELLIDOS

MIEMBRO DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA:

SI NO

TIEMPO COMPLETO
NOMBRAMIENTO MEDIO TIEMPO
POR HORAS

CARRERA EN LA QUE IMPARTE
BIOQUIMICA O MATERIA AFIN

ADSCRIPCION

UNIVERSIDAD
FACULTAD O ESCUELA DEPARTAMENTO

DIRECCION

CALLE Y NUMERO
COLONIA CIUDAD

ENTIDAD FEDERATIVA CODIGO POSTAL (Apartado Postal)
TELEFONO: FAX:

CORREO ELECTRONICO:

TRABAJOS ENVIADOS AL CONGRESO

NUMERO DE RESUMENES ENVIADOS:

Andlisis sobre la efectividad y/o aplicacion de planes de estudios ya en marcha
Aplicacion de sistemas de ensefianza mediada por computadora

Efectividad de diferentes sistemas de evaluacion

Estudios poblacionales sobre indices de aprobacion y/o desercién

Desarrollo de modelos bioquimicos y/o fisiolégicos para la docencia
Instrumentacion y/o innovacién de practicas de laboratorio

OTROS:
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XII CONGRESO DE BIOENERGETICA
Y BIOMEMBRANAS

20. Comunicado

SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUIMICA

SEDE: Hotel Real de Minas Querétaro, Qro. del 18 al 22 de noviembre de 2001
Informacion sobre Cuotas e Inscripciones

Tarifas vigentes hasta el 15 de agosto

Paquete alimentos + Habitacion (ocupacion doble)...... ........ccoeeveeeennenne. $2.,700.00
Paquete alimentos + Habitacion (ocupacién sencilla).............ccccoceeenenn.nn, $4,200.00
Inserpeiomestudi Ies® s e lnm v ssmamsansnsns $ 600.00
INSerIpEIOn TVestIC At OLES s s e i st nssassntmsassssssnrs $ 800.00

* Los estudiantes que presenten trabajo como primer autor no pagaran inscripcion.

1.- El costo de los paquetes incluye: habitacion por cuatro noches en ocupacion sencilla o doble; cena
del domingo, desayunos y comidas de lunes a jueves. Las cenas del lunes a miércoles correrdn por
cuenta de los asistentes; asi quedaran en libertad de explorar la ciudad y su cocina tipica.

2.- Indicar al pagar su cuota, con quien desearia compartir la habitacién. Los acompafiantes pagardn el
mismo costo del paquete de habitacién mds alimentos y no tendran derecho a la utileria del congreso a
menos que paguen el costo de inscripcion ($600.00 M.N.).

3.- Después del 15 de agosto, el paquete de habitacion mds alimentos quedard sujeto a la disponibilidad
del hotel y costos del momento.

4.- De existir cancelacién antes del 30 de octubre solo se reintegrara el 50% del pago. A partir del 1°.
de noviembre no se aceptaran cancelaciones.

Las instrucciones para la elaboracion de resiimenes, asi como las formas de pago y de registro aparecerin
proximamente en la pagina de la SMB: http://ifcsun1.ifisiol.unam.mx/smb/.

Para mayores informes, comunicarse con:

Dra. Ana Cecilia Zazueta Dr. Mauricio Diaz

Tel. 5573-2911 (1298)/FAX 5573-0926 Tel. y FAX 5623-4035

e-mail: zazueta2? @hotmail.com e-mail: mdiaz@calli.cnb.unam.mx
Dr. Sergio Sanchez-Armass Sra. Virginia Godinez

Tel. (48) 26-2345/FAX (48) 17-6976 Tel. 5622-5760/ FAX 5622-5630

e-mail: armass @uaslp.mx e-mail: sgenmol @ifisiol.unam.mx
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Zaragoza

Revista EspeciaLizapa EN CIENCIAS QuimMico-BIoLOGICAS
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM es una publicacién
peri6dica y con arbitraje que difunde informacién cientifica sobre temas de botdnica
y zoologfa; ecologfa; microbiologia; bioquimica; fisicoquimica; fisica; matemdticas:
farmacia; quimica general, orgénica e inorganica.

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 institucidn, tanto nacional como internacional.

Se aceptan trabajos de investigacién cientifica original e inédita, articulos breves, articulos de revisién, ensayos

y notas cientificas en espafiol e inglés.

Las personas interesadas en la publicacién de sus trabajos de investigacién o que soliciten informacién

complementaria, deberdn 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).

Investigadores
Estudiantes

'Envien sus contribuciones cientificas a
TIP Revista Especiarizaa e Ciencias Quimico-BroLocicas

para su publicacion!
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CORRESPONSALES DEL BOLETIN DE EDUCACION
BIOQUIMICA

Si eres miembro de la Asociacién Mexicana de Pro-
fesores de Bioquimica, A C o suscriptor del BEB y
vives fuera de la Ciudad de México, te invitamos a
que seas corresponsal de nuestra revista en el sitio
donde radiques.

Nos interesa contar con corresponsales adscritos
a las Instituciones de Educacién Superior en todos
los estados de 1a Reptiblica, asi como en lugares de
Centro y Sudamérica, Espana y otros sitios en donde
el BEB sea leido.

También nos interesa conocer y publicar las noticias
mds significativas que en nuestro campo ocurran en los
diferentes lugares, ya sean seminarios, cursos, congre-
sos, talleres, publicaciones, etc.

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

5.DE LOS CORRESPONSALES

5.a) Los corresponsales del BEB son profeso-
res y/o investigadores, que sin formar parte del Co-
mité Editorial, coadyuvan en las actividades de lare-
vista. El corresponsal debe ser un miembro sobresa-
liente de la comunidad académica local o regional. Es
deseable un corresponsal en cada una de las Institu-
ciones de Educacién Superior de la Republica Mexi-
cana, Centroamérica, Sudamérica y otras regiones de
habla hispana.

5.b) Uno de los editores se encargard de la co-
ordinacion de los corresponsales y de la comunica-
cion con ellos para lograr que los objetivos se cum-
plan. El puesto serd rotatorio y se cambiard cada
dos o cuatro afios, de acuerdo con el Comité Edito-
rial.

5.c¢) Laproposicion de corresponsales se hard,
mediante documento firmado por cuando menos dos
de los editores, que se acompafara con el Curricu-
lum Vitae del candidato propuesto.

5.d) Ladiscusion del ingreso de un corresponsal
deberd realizarse después de que el Coordinador de
Corresponsales haya circulado la informacion corres-
pondiente y con la asistencia en pleno del Comité
Editorial.

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

5.f) Encasode ser admitido, se le hard una invi-
tacion formal a la que se anexardn estas normas. Ini-
ciard sus actividades como corresponsal, al recibir el
Editor en Jefe la aceptacion escrita del candidato.

5.g) El Comité Editorial dara el crédito corres-
pondiente a los corresponsales en la revista en el for-
mato que el propio Comité decida.

5.h) Lasalida de un corresponsal puede ser por
renuncia voluntaria, presentada por escrito, o bien por
acuerdo del Comité Editorial, después de la evalua-
cion de sus actividades.

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

5.1.a) Envio através del Coordinador de Corres-
ponsales de al menos una contribucién propia o de su
comunidad al afio y de las noticias relevantes de su
localidad o region.

5.1.b) Mantenimiento del archivo de los suscrip-
tores del BEB de su localidad y comunicacion inme-
diata de los cambios en él.

5.1.c) Colaboracion en la promocion, difusién y
distribucion del BEB entre los miembros de su comu-
nidad.

5.1.d) Colaboracién en las promociones de finan-
ciamiento econémico de la revista.

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

Por favor, dirige tu correspondencia a la Coordi-
nadora 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

EIBEB esunarevista dedicada ala divalgacién de temasinteresantes y relevantes en el campo dela Bioquimica y de 4reas afines.
Esta dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste asuslectores y sea
claray explicita. Serdn bienvenidas las contribuciones enforma de articulos de revisién y otras comunicaciones. Se solicitaa
los autores que revisen algunos de los iltimos mimeros de esta publicacién para que vean estilo, tipos de abreviaturas, etc., asi
como que se ajusten a los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:
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1. ARTICULOS DE REVISION

El articulo deberd enviarse en un disco para computadora,
escrito en los procesadores de textos “Winword” o “Word-
perfect”,conunaextensién miximade 15 cuartillasadoble espacio
(27 renglones por cuartillay 70 caracteres porrenglon). Estedeberd
iracompafiado de tres impresiones del articulo y delasolicitud para
su publicacién, firmada por cada uno de los autores.

Eltrabajo debe iniciarse con el titulo del articulo, nombre de los
autores, iniciando por nombre propio completo, y marcando
la afiliacion del o los autores (por ejemplo: departamento e
institucion), domicilio, cddigo postal, ciudad, estado, pafs,
teléfono, fax y correo electrénico en caso de tenerlos. Debe
incluirse cuatro renglones mds abajo, un titulo breve con un
méximo de 60 caracteres, incluyendo los espacios, para inser-
tarlo como cabeza de pagina.

Se deberd incluir un resumen en idiomaespafiol y uno eninglés,
de més o menos diezrenglones, que irdn seguidos por conjuntos
de tres a seis palabras clave.

Se sugiere un maximo de quince referencias, tanto especificas
como de lecturas recomendadas, numeradas entre paréntesis en
el texto de forma progresiva conforme vayan apareciendo. Cada
una debe contener: nombres de los autores, afio de publicacién
entre paréntesis, titulo del articulo, nombre oficial de larevista
abreviado como aparece en el Current Contents, niimero del
volumen en cursivas y antecedido por dos puntos el nimero de
la primeray dltimas 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 participaciéon en la prevencion de
ciertas patologias. Bol Educ Bioq 74:12-17.

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

Los articulos en libros deberdn 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 podrin
incluir las pdginas 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.

Se aceptardn como méximo seisilustraciones, figuras mds tablas,
las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel albanene con tinta
china o bien impresiones ldser o presentarse como fotograffas en
blanco y negrosobre papel brillante, cuyalocalizacion deberd estar

6)

)

1y

2)

3)

4)

sefialadaeneltexto. Lalimitaciénen el ntimero de figuras, de tablas
y de referencias, obligaalos 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 reduciran
de tamafio, aproximadamente a la mitad o a un cuarto de las
dimensiones de unahojacarta; las letras y niimeros més pequefios
no deben ser menores a los dos milimetros. Las tablas se deberdn
presentar conforme alguna de las publicadas en los nimeros de
1999. Encasode emplear figuras previamente publicadas, deberd
dérsele el crédito correspondiente u obtener el permiso para su
publicacién. Las figuras dentro del texto deberdan mencionarse con
mindsculas, la palabra entera y sin paréntesis; cuando se haga
referencia a ellas deberd citarse asi (Fig. X) numeréindolas con
ardbigos. Las tablas siempre llevardn la inicial a maytscula y se
numerarin con romanos.

Se deberd evitar hastadonde sea posible los pies de pdginas. Las
abreviaturas poco comunes que se utilicen en el texto deberdn
enlistarse en la primera pagina.

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

II. OTRAS COMUNICACIONES

El tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado;
desde restumenes de articulos interesantes, relevantes o sig-
nificativos, informacidn de tipo general, avisos de reuniones
académicas y cursos, bolsade trabajo, comentarios o erratas de
articulos publicados previamente, etcétera.

El contenido deberd ser desarrollado en formaresumiday de una
maneraexplicita.

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

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

Los manuscritos serdn leidos por tres revisores en un
lapso no mayor de dos meses. Las correcciones y sugeren-
cias, asi como las pruebas de pagina se enviaran al primer
autor. En caso necesario se recurrira 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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