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VIGESIMO ANIVERSARIO

Al cumplir el Boletin de Educacion Bioquimica
(BEB) 20 afios de publicacién ininterrumpida,
acuden a la mente una gran cantidad de recuerdos,
entre otros, los relacionados con la emocion de los
primeros editores al tener en sus manos un nuevo
nimero del BEB, o los tropiezos que se tuvo en
ocasiones para conseguir material para armar el
siguiente niimero, o bien, las cartas de felicitacion

y parabienes de muchos de los primeros receptores
o de reclamo de otros, cuando el Boletin no llegaba
oportunamente a sus manos. Viene también a la
memoria el recuerdo de la aceptacién con la que
fue recibido el Boletin por la comunidad bioquimica
del pais y de algunas universidades hispano-
americanas.

Se recuerda lo significativo que han sido los
diferentes apoyos, tanto académicos como
econdmicos, con los que el BEB ha contado desde
el principio. Es de justicia hacer mencion que el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM ha sido la sede permanente
de larevista y ha ofrecido incondicionalmente
instalaciones, servicios y personal requeridos para
hacer posible la publicacién; por otro lado, no
podemos ignorar el apoyo ofrecido por otras
instancias universitarias como son la Direccion de 1a
Facultad de Medicina, el Sistema de Universidad
Abierta, la Secretaria General de la UNAM, asi
como el apoyo econdémico que en los primeros afios
otorgé el CONACYT; ademds de las
contribuciones de socios 0 suscriptores.

Por otro lado, es importante mencionar la entrega
de cada uno de los profesores que en diferentes
épocas han dado su tiempo y dedicacion,
participando como autores, editores,
coordinadores, revisores o corresponsales.
También viene a la mente la alegria que sentimos

cuando se logré la constitucion de la Asociacion
Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C.yel
compromiso social adquirido, ya que en el Articulo
Cuatro de sus Estatutos, en el inciso 1) dice: “La
Asociacion tiene por objeto asumir la
responsabilidad de la publicacion del Boletin de
Educaciéon Bioquimica (BEB), revista de difusién,
publicada trimestralmente y fundada en 1982, que
serd su 6rgano oficial de comunicacion”.

A 20 anos del inicio de la publicacién del Boletin de
Educacion Bioquimica y echar la vista atras, vemos
que los objetivos planteados al principio

se han cumplido, que se ha hecho un esfuerzo

por mantener la calidad del contenido,

la periodicidad en su aparicion y una distribucién
relativamente amplia. La Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica A. C. inici6 en el afio 2000
un programa de vinculacion con la Sociedad
Mexicana de Bioquimica A. C. con el fin de
establecer lazos académicos entre ambas
asociaciones y sumar esfuerzos para la ensefianza

y difusion de 1a bioquimica.

Lo que se ha logrado hasta ahora genera

el compromiso de redoblar esfuerzos para mantener
la calidad de su publicacién que esté acorde

con las expectativas de sus lectores y para que
cubra eficientemente la difusion de articulos de
actualidad e interés entre la comunidad bioquimica
nacional e hispano-americana. La necesidad

por el conocimiento debe satisfacerse con una mayor
comunicacién entre educadores y educandos,
investigadores y discipulos, profesores y estudiantes,
mediante la publicacion de articulos de difusion,

con informacidn reciente y relevante en temas de
actualidad, que apoyen al proceso educativo.

Con relacion a esto, tltimamente en el BEB

se han publicado articulos firmados
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por estudiantes de posgrado, mecanismo que ayuda
a esta poblacion, a su desarrollo en la comunicacion
de sus conocimientos al realizar ensayos y hacer una
discusion critica de temas especificos. Aunque esta
posibilidad ha sido poco explotada, los resultados
que se han tenido son satisfactorios ya que el
estudiante se ve obligado a tener una redaccion
clara e integrar sus ideas; de esta manera, el BEB
contribuye en la formacién académica del estudiante.

El Boletin de Educacién Bioquimica ha cumplido,
hasta ahora, con un papel histérico gracias

al trabajo de autores, editores, coordinadores,
revisores, corresponsales, lectores y
patrocinadores. Como una siguiente etapa dentro
del proceso evolutivo, el Comité Editorial del
Boletin de Educacién Bioquimica ha decidido,

con el inicio del volumen 21, dar dos pasos
importantes en la realizacién de nuestra publicacion:
por un lado, hacer los tramites pertinentes para
dejar de ser boletin y pasar a ser revista y, por otro,
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aumentar la cantidad de articulos publicados por
ntmero. Esto permitira tener mas oportunidad de
interaccién con la comunidad bioquimica, tanto
anivel de contribuciones como del cuerpo editorial.

Hacemos votos para que cada vez sea mayor el
niimero de miembros de la comunidad académica

y cientifica de nuestro campo que se interese por
participar en el BEB, ya que éste es nuestro érgano
de comunicacion.

José Victor Calderdn Salinas,

Editor en Jefe

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados,
Instituto Politécnico Nacional

Yolanda Saldafia Balmori,

Coordinador Editorial Fundador

Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Auténoma de México
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ASTROCITOS, OXIDO NITRICO Y ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Ana Gadea! y Ana Maria Lépez Colomé!- 2, 1Departamento de Neurociencias, Instituto de Fisiologia Celu-
lar, UNAM y 2Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM, 04510, México, D.F., México.
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Recibido: 22 de febrero de 2001. Aceptado: 22 de mayo de 2001.

RESUMEN

El dafio en la cadena respiratoria mitocondrial es un
factor importante en la patogénesis de ciertas enfer-
medades neurodegenerativas como la de Parkinson,
la de Alzheimer y la esclerosis multiple. Cada vez
existe mayor evidencia que sugiere que la formacion
inadecuada o excesiva de 6xido nitrico y peroxinitri-
tos juega un papel fundamental en dichas enfermeda-
des. Dada la naturaleza difusible de estas moléculas,
es posible que su produccion por los astrocitos esté
relacionada con el dafio mitocondrial observado en
las neuronas en estados patolégicos. Esta revision
pretende proporcionar evidencia que apoye la idea
de que los astrocitos, el tipo celular predominante en
el sistema nervioso central adulto, participan activa-
mente en los procesos de neurodegeneracion a tra-
vés de la produccién de 6xido nitrico.

PALABRAS CLAVE: Oxido nitrico, glia, pero-
Xinitritos, neurodegeneracién, dafio mitocondrial.

ABSTRACT

A role for mitochondrial dysfunction in neuro-
degenerative diseases is gaining increasing support.
Mitochondrial alterations might be linked to
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s dis-
ease, Parkinson’s disease and multiple sclerosis.
There is also growing evidence which implicates in-
appropriate or excessive formation of nitric oxide and
peroxynitrites in these disorders. Astrocytic produc-
tion of these diffusible molecules could be an impor-
tant cause for neuronal mitochondrial damage ob-
served in pathological conditions. This review gathers
experimental evidence supporting the idea that astro-
cytes participate in neurodegenerative processes
through the production of nitric oxide.

KEY WORDS: Nitric oxide, glia, peroxynitrites,
neurodegeneration, mitochondrial damage.

INTRODUCCION

Las células gliales constituyen mds de la mitad del
volumen total del cerebro y superan en nimero a las
neuronas, a pesar de lo cual han atraido poco la aten-
cién de los neurofisiélogos desde su descripcién por
Virchow en 1846. Su propuesta de que las células
gliales no son mds que un “pegamento nervioso’ si-
guid siendo, hasta hace pocos afios, el punto de vista
de muchos neurofisiélogos; sin embargo, en los tlti-
mos afios se ha progresado considerablemente en la
comprension de la fisiologia glial y las interacciones
glia-neurona lo cual ha llevado a un replanteamiento
de los mecanismos que subyacen al funcionamiento
del sistema nervioso.

Dos funciones muy importantes de las células glia-
les, su papel en la migracién neuronal y el manteni-
miento de 1a homeostasis i6nica, se aceptan general-
mente y se relacionan con un papel pasivo de las cé-
lulas gliales durante el desarrollo del cerebro y en el
procesamiento de la informacién. Sin embargo, el
descubrimiento de que la glia expresa receptores para
neurotransmisores y neuromoduladores, y de que li-
bera sustancias neuroactivas, ha llevado a postular un
papel activo de las células gliales en el funcionamien-
to del cerebro, tanto en condiciones fisiol6gicas como
en estados patolégicos.

Las células de la neuroglia de los vertebrados se
clasifican en dos grandes grupos: la microgliay la
macroglia. La microglia‘estd formada por células
fagociticas de origen mesodérmico que se movilizan
después de una lesion o infeccidn. Las células de la
macroglia, de origen ectodérmico, se dividen en tres
grupos: los oligodendrocitos, las células de Schwann
y los astrocitos. El papel de la microglia como media-
dor de los padecimientos inflamatorios y degene-
rativos en el sistema nervioso estd bien establecido,
sin embargo, la participacion de los astrocitos ha re-
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cibido menor atencion. Esta revision pretende exami-
nar la evidencia que apoya la idea de que los astro-
citos, el tipo celular predominante en el sistema ner-
vioso central adulto, participan activamente en los
procesos de neurodegeneracién implicados en cier-
tas enfermedades neurolégicas, a través de la pro-
duccién de 6xido nitrico (ON).

En el sistema nervioso central (SNC), el ON tiene
varias funciones bioquimicas como son la induccién
de 1a sintesis de GMP ciclico (¢cGMP) por activacién
de la guanilato ciclasa soluble, y la regulacién de la
enzima glicolitica, gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa. El ON, producido por la neurona postsinap-
tica, difunde a la terminal presindptica donde modula
la liberacién de neurotransmisor a través de la sintesis
de ¢cGMP y la regulaci6n de canales i6nicos, asi como
de las proteinas involucradas en la fusi6n de las vesi-
culas (Figura 1). Més atin, parece estar implicado en
procesos fisiolégicos como la percepcion al dolor, la
plasticidad sindptica y el aprendizaje (1).
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El ON es un radical libre con vida media corta,
debido a que reacciona con una gran cantidad de
componentes quimicos intracelulares. La reaccion del
ON con el radical superéxido (O,") resulta en la for-
macién del anién peroxinitrilo (ONOO"), que es alta-
mente citotoxico. Esta reaccion se ve favorecida por
la capacidad del ON de competir con la enzima
superéxido dismutasa por el superdxido. La toxici-
dad asociada con el ON puede evitarse atrapando
al radical superéxido, por lo que la formacion de
ONOO- se considera un factor importante en proce-
sos de dafio celular.

El ON se sintetiza por varias isoformas de la sinte-
tasa del 6xido nitrico (NOS, de nitric oxide synthase),
que cataliza la conversién de arginina a citrulina (Fi-
gura 2). En general, las neuronas producen 6xido ni-
trico por la activacién, dependiente de calcio, de la
NOS neuronal (nNOS) que se expresa de manera
constitutiva en estas células. En cambio, la sintesis de
ON por las células gliales es independiente de calcio

Célula Glial
nNOS, iINOS
GMPc ON

Canale.s,/ ¢

etc.
NMDA

ON 0 Arginina
0 Ca2+» NNOS
0 0 0 Citrdli
Canales, - ON itrulina
liberacién, Giumma'roo Canales e
e‘(c\ 00 de Ca? jcs
Neurona Presindptica EMpe 0 0 e
*<ON g Neurona
Postsindptica
Canales,
etc.
o Canales
GMPe——— otc. \
Neurona

Figura 1. El 6xido nitrico (ON) sintetizado en la neurona postsindptica difunde a través de las membranas y puede actuar tanto
‘en la neurona presindptica como en neuronas y células gliales vecinas. Las células gliales también sintetizan ON (ver texto).
NOS, Sintetasa del Oxido Nitrico; GSC, Guanilato Ciclasa Soluble; GMPc, Guanosin monofosfato ciclico.
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NADPH iy 12 NADPH‘/‘

HN COOH

L-arginina

HN COOH

OO T

Oxido Nitrico

N-hidroxi L-arginina

Figura 2. Representacién esquematica de las reacciones catalizadas por la sintetasa del 6xido nitrico (NOS).

y requiere de la induccion de la NOS inducible
(iINOS), es decir, de la sintesis “de novo” de la enzi-
ma. Una tercera isoforma de la NOS es la endotelial
(eNOS), también descrita en el SNC y asociada con
el sistema vascular del cerebro. La activacién de la
nNOS forma parte de la cascada de sefales acopla-
da a la activacion de receptores neuronales a glu-
tamato que lleva a la formaciéon de GMP ciclico
(cGMP). En los astrocitos, sin embargo, 1a induccién
de la iNOS estd asociada a condiciones patologicas
(Figura 3). Existe evidencia de que los astrocitos tam-
bién sintetizan ON de manera dependiente de calcio,
llevando a la formacién de cGMP, pero el papel fisio-
l6gico de esta via se desconoce (1).

Esta ampliamente reconocido que el desequilibrio
en el metabolismo energético es un factor determi-
nante en la patogénesis de ciertas enfermedades neu-
rodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson y la
esclerosis multiple, a través de la formacidn inade-
cuada o excesiva tanto de ON como de peroxinitritos.
Aungque en condiciones normales el ON desempefia-
funciones importantes en el SNC, la pérdida de con-
trol en la sintesis de ON y ONOO~ puede alterar la
cadena respiratoria mitocondrial de las neuronas. En
el cerebro, la susceptibilidad de los diferentes tipos

celulares al ON y a los ONOO- depende de factores
como la concentracion intracelular de glutatién y la
habilidad de incrementar el flujo glicolitico en respues-
ta al dafio mitocondrial. A este respecto, se ha de-
mostrado que en condiciones de cultivo las neuronas
son particularmente vulnerables a los efectos del ON
y ONOO- en comparacién con los astrocitos, los,
cuales pueden generar altas concentraciones de ON
y ONOO'. La resistencia de las células gliales al
estrés oxidativo parece deberse al sistema antioxi-
dante del glutatidn, que es altamente eficiente en es-
tas células. Dada la naturaleza difusible del ON y del
ONOQOr, es posible que su formacién por los astro-
citos sea una de las principales causas del dafio
mitocondrial observado en las neuronas en estados
patologicos.

Murphy y colaboradores (2) fueron los primeros
en demostrar que los astrocitos sintetizan cantidades
pequefias de ON en respuesta a compuestos que
incrementan la concentracién de calcio intracelular
como la bradicinina, el ionéforo A-23187, y agonistas.
de los receptores ionotrdpicos de glutamato y de.
noradrenalina. En congruencia con estos resultados,
posteriormente se demostré que la activacion de
la forma constitutiva, dependiente de calcio, dela
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A
—» Daiio Neuronal
l Liberacidn de Glu
Liberacién de
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Activacion de [Glu], Activacién de receptores NMDA
iNOS astrocitica
Entrada de Ca*
l Acivacta depradions do Co> NS s
de la nNOS
Incremento en la iNOS
sntesis de ON %
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Figura 3. A) Vias de sintesis de ON y ONOO" en astrocitos y neuronas en respuesta al dafio neuronal. B) Como respuesta al
dafio neuronal, los astrocitos se activan (ver texto). Esta activacién resulta en la induccién de la iNOS y otros genes. La
induccién de la iNOS astrocitica estd asociada a condiciones patoldgicas.

nNOS incrementa la concentracién de cGMP en es-
tas células. Varias citocinas como el interferén-y
(IFN-y), el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-at) o
la interleucina-1p, asi como el lipopolisacarido (LPS)
derivado de bacterias Gram-negativas, también esti-
mulan la sintesis de cGMP a través de la induccion de
1aiNOS tanto en astrocitos en cultivo primario como
en la linea celular de glioma C6. La actividad de la
iNOS esti determinada tanto por el tipo y concentra-
ci6n de citocinas, como por la activacién de recepto-
res para factores de crecimiento con actividad de
tirosina cinasa. Este efecto se inhibe por el CAMP, la
interleucina-4, la interleucina-10y el corticoesteroide
antinflamatorio sintético dexametasona (3).

Como respuesta al dafio neuronal, los astrocitos
se activan, sufren hipertrofia e/o hiperplasia, asi como
un incremento en la actividad metabélica. En este fe-
némeno, denominado gliosis, participan varias citoci-
nas. En condiciones de isquemia cerebral, se observa
una reorganizacién de las uniones estrechas entre los
astrocitos; la expresion de las proteinas que forman
esta unién, como la conexina 43, disminuye en el foco
del dafio y aumenta en los astrocitos vecinos, lo que
podria limitar 1a gliosis reactiva a las dreas isquémicas.
En apoyo deesta hipétesis, la endotelina-1, inhibidor
de la permeabilidad de las uniones estrechas, se
sobreexpresa en astrocitos reactivos; ademds, se ha

reportado que el tratamiento con LPS (que induce a
la iNOS) inhibe la permeabilidad de las uniones es-
trechas a través de un mecanismo mediado por radi-
cales libres. Estos hallazgos sugieren que las uniones
estrechas podrian participar en la patologia de los
padecimientos neurodegenerativos (revisado en 4).

Existe evidencia de que el ON derivado de la in-
duccién de la iNOS en astrocitos incrementa la muer-
te neuronal. La vulnerabilidad de las neuronas a la
sobreactivacion de los receptores de glutamato au-
menta en presencia de astrocitos reactivos (5) y la
induccién de la expresion astrocitica de 1a iNOS por
citocinas en cultivos mixtos de astrocitos y neuronas,
provoca daiio neuronal (6). Asimismo, los niveles de
ATP disminuyen en neuronas cultivadas en presencia
de astrocitos que expresan iNOS. Experimentos
recientes han demostrado que el pretratamien-
to de astrocitos en cultivo con IFN-o/p evita el da-
fio ocasionado por ON en la cadena respiratoria
mitocondrial neuronal, lo que sugiere que el ON
procedente de astrocitos podria ser el agente cau-
sal del mismo (7), mediante la formacién del anién
peroxinitrito.

Aunque la participacién del ON en la neurotoxici-
dad se ha fundamentado, los mecanismos molecula-
res que subyacen a la muerte neuronal provocada por
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el mismo no se han esclarecido a profundidad. Existe
consenso en que tanto el dafio al ADN, como la
peroxidacién de lipidos y la pérdida energética con-
tribuyen al proceso. Las alteraciones de la funcién
mitocondrial podrian derivar de la inactivacién de los
complejos mitocondriales IT (succinato-ubiquinona
reductasa), III (ubiquinol-citocromo ¢ reductasa) y
IV (citocromo c oxidasa) observada en neuronas ex-
puestas al ON, atribuida a la interaccién del ON con
el Fe?* y el S* de su grupo prostético (7).

En las mitocondrias de diversos tejidos expuestos
a agentes oxidantes se observa la agregacién de cier-
tas proteinas de la membrana interna, con la forma-
ci6n de un poro de permeabilidad inespecifica, cuya
apertura ocasiona la pérdida del potencial membra-
nal de la mitocondria y, por lo tanto, de su capacidad
de sintetizar ATP y capturar calcio, alteraciones que
pueden conducir a la necrosis. La formacién de este
poro es un evento temprano en la muerte celular pro-
gramada o apoptosis, ya que su apertura conllevala
liberacion del citocromo ¢, que acttia como una sefial
proapoptética. La formacién de este poro se ha atri-
buido a: a) la formacién de puentes disulfuro entre
las proteinas de la membrana interna mediada por
ONOQO-; b) la peroxidacién de lipidos por el ONOO-
con la consecuente alteracion de la permeabilidad
membranal y c) la inhibicion de la cadena respiratoria
inducida por la interaccién del ONOO- con los gru-
pos hemo.

En el SNC, se ha demostrado que el ON estimula
la exocitosis de neurotransmisores contenidos en las
vesiculas sindpticas, probablemente a través de la S-
nitrosilacion de las proteinas responsables de la fu-
sion de la vesicula con la membrana plasmatica (1).
De manera coincidente, la liberacion excesiva de
glutamato induce la muerte apoptotica de células gra-
nulares del cerebelo debido a la estimulacion de la
sintesis de ON (8). En este modelo de apoptosis es
clave la activacién de los receptores de glutamato del
tipo NMDA vy el incremento consecuente de la con-
centracion intracelular de Ca**, que lleva a la forma-
cion de ON/ONOO-. Este mecanismo podria exa-
cerbarse por la produccién de un exceso de ON por

la gla.

Los estudios enfocados al papel del ON en los
procesos de degeneracion en el sistema nervioso no
han podido determinar atin si la neurotoxicidad oca-
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sionada por el dafio mitocondrial es un proceso ne-
crético o apoptodtico. Mientras que el dafio mito-
condrial severo provoca la muerte por necrosis, el
proceso apoptético inducido por el glutamato requie-
re para su activacion del suministro de ATP proce-
dente de la funcién mitocondrial (9).

En la enfermedad de Parkinson, la de Alzheimer, la
esclerosis multiple y la isquemia, en las cuales se pos-
tula la participacion de la iNOS, se presenta un incre-
mento en la concentracion de citocinas en el SNC. A
este respecto, se ha observado en animales a los que
se induce experimentalmente encefalitis alérgica, un
aumento en la expresién del ARNm de laiNOS indu-
cido por citocinas, paralelo a la gravedad de los ras-
gos clinicos.

En la enfermedad de Alzheimer se produce un ex-
ceso de radicales libres (10) que podrian derivar de
la sobreexpresion especifica del factor derivado de la
glia S100B demostrada en este padecimiento. La
produccion de ON mediada por S100B podria cons-
tituir un factor importante en la patogénesis de la en-
fermedad, dado que esta proteina induce a la iNOS
de astrocitos en cultivo y puede ocasionar la muerte
neuronal mediada por ON en cultivos mixtos de gliay
neuronas. Asimismo, estd demostrado que la protei-
na B-amiloide, que forma los depésitos amiloideos
caracteristicos del Alzheimer, activa a laiNOS en
astrocitos, asi como a la NOS en una linea de neuro-
blastoma. En los primeros, dicha activacion estd me-
diada porlaIL-1P y el TNF-c (11). En tejido cere-
bral post mortem de pacientes con Alzheimer, se de-
mostro que los residuos de tirosina de las proteinas
estaban nitrosilados, lo cual se corroboré con laiden-
tificacion de nitrotirosina en el fluido cerebroespinal
(12).

En la enfermedad de Parkinson, que se caracteriza
por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en el
mesencéfalo, existe también una produccion excesiva
de ON en la glia; el estrés oxidativo resultante podria
relacionarse con la cascada de eventos que lleva ala
muerte neuronal. Esta relacion podria darse a través
del aumento en la expresion de la iNOS que ha sido
demostrado en las células astrociticas que acompa-
fian a las neuronas dopaminérgicas afectadas en esta
enfermedad. La MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-te-
trahidropiridina) produce un dafio en estas neuronas
similar al que se presenta en la enfermedad de Par-
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kinson y se acompaiia de la induccién de 1aiNOS y
gliosis en la pars compacta de la sustancia nigra (13).
La resistencia a la MPTP en ratones mutantes que
carecen de iNOS apoya la idea de que esta enzima
interviene tanto en el proceso neurodegenerativo cau-
sado por MPTP, como en la enfermedad de Par-
kinson.

En la esclerosis amiotréfica lateral (ALS), que se
caracteriza por la pérdida de neuronas motoras, se
ha encontrado una clara correlacion entre el estrés
oxidativo y la muerte selectiva de las mismas. En
la forma hereditaria de esta enfermedad se encontra-
ron mutaciones en la enzima super6xido dismutasa
(SOD), que tiene una funcién antioxidante a través de
la eliminacion del radical superéxido. Por otra parte,
la forma esporadica se ha relacionado con alteracio-
nes en la concentracién y/o el transporte de glutamato
y el consecuente dafio por estrés oxidativo en las
motoneuronas. Ratones transgénicos con una SOD
mutante desarrollan un sindrome con las caracteristi-
cas de la ALS, acompafiado de gliosis progresiva asi
como de la induccién de 1a iNOS, que no se expresa
normalmente en las células gliales (14). En este mo-
delo, la expresién de 1a iNOS es concomitante a la
degeneracion especifica de lamédula espinal. En este
mismo sistema se demostré que la interleucina-13
aumenta la sobrevivencia de los mutantes al inhibir la
induccién de 1aiNOS glial por citocinas. Con base en
los resultados mencionados, se ha propuesto que la
muerte inicial de motoneuronas libera factores qui-
mioticticos y citocinas que llevan al desarrollo de
gliosis, induccion de la iNOS, sintesis de especies
reactivas de ON y, como consecuencia, al estrés
oxidativo y a la progresién de la neurodegeneracion.

Los resultados aqui analizados sefialan claramente
la participaci6n activa de los astrocitos en la degene-
racién que acompaiia a diversos padecimientos del
sisterna nervioso. Los astrocitos poseen receptores
membranales para neurotransmisores como el gluta-
mato, el 4cido y-aminobutirico (GABA), la acetilco-
lina y la norepinefrina, asi como para numerosos
péptidos y factores de crecimiento (15), a través de
los cuales perciben la actividad presinéptica de las
neuronas. La estimulacién de estos receptores, a su
vez, puede regular las concentraciones ionicas intra-
celulares, la sintesis de segundos mensajeros y pro-
cesos de fosforilacion e influir tanto en la morfologia,
como en las funciones caracteristicas de la glia. A tra-
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vés de estos mecanismos, la glia responde al dafio
neuronal con alteraciones en su fisiologia. La produc-
cion excesiva de ON por los astrocitos potencia el
estrés oxidativo en las neuronas, por lo que parece
ser un factor determinante en los procesos neuro-
degenerativos.

La demostracién de la activacién de la iNOS
astrocitica en numerosos procesos neurodegenerati-
vos, hace de esta enzima un blanco terapéutico en el
tratamiento de los mismos, un ejemplo de lo cual es el
empleo del IFN-[ en el tratamiento de la esclerosis
multiple.

Financiado parcialmente por el donativo IN-
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RESUMEN

El glutatién es el péptido de bajo peso molecular mas
abundante dentro de las células y se encuentra prac-
ticamente en todos los organismos. La concentracion
de glutation depende de diversos factores ambienta-
les y su interconversion entre la forma reducida
(GSH) y oxidada (GSSG) brinda un adecuado con-
trol del estado redox intracelular. Su biosintesis es a
través de la via de asimilacién del azufre, que a su vez
estd estrechamente relacionada con la sintesis de
cisteina. E1 GSH funciona como el principal almacén
intracelular de azufre y cisteina; participa ademas en
el transporte de aminodcidos, metabolitos y en el pro-
cesamiento e inactivacion de especies reactivas de
oxigeno. En plantas y algas es esencial para la tole-
rancia a metales pesados. Poco se conoce sobre la
regulacion de su biosintesis; sin embargo, la reciente
clonacién de los genes de las enzimas, que participan
en la via ha permitido un estudio mas detallado de su
metabolismo. El determinar los mecanismos de regu-
lacién de la via puede facilitar su manejo, lo cual po-
dria tener diversas implicaciones en biotecnologia.

PALABRAS CLAVE: Asimilaci6n de azufre, cis-
tefna, glutation, fitoquelatinas, compartamentaliza-
cién, metales pesados.

ABSTRACT

Glutathione is the most abundant low molecular weight
thiol peptide inside the cells and occurs in all organisms.
Glutathione concentration depends on diverse
environmental factors, and its interconversion among
the reduced (GSH) and oxidized form (GSSG) offers
an appropriate control of the intracellular redox state.
GSH biosynthesis involves the sulfur assimilation
pathway,-which is closely related with cysteine
biosynthesis; in fact, GSH works as the main intracellular
sulfur and cysteine storage. It also participates in the

transport of amino acids, metabolites, and in the
processing and inactivation of reactive oxygen species.
In plants and algae, it is essential for heavy metals
tolerance. Little is known about the regulation of GSH
biosynthesis. However the recent cloning of the genes
encoding the enzymes that participate in the pathway
has allowed a more detailed study of its metabolism.
The elucidation of the regulatory mechanisms of the
pathway will allow its manipulation, which may have
biotechnological application.

KEY WORDS: Sulfur assimilation, cysteine,
glutathione, phytochelatins, compartmentation, heavy -
metals.

INTRODUCCION

Los compuestos con azufre, como la cisteina, me-
tionina, S-adenosilmetionina y glutatién son esencia-
les para el metabolismo de todas las células. La me-
tionina, salvo pocas excepciones, es el aminoacido
con el cual se inicia la biosintesis de proteinas. La
cisteina tiene una funcidn crucial en la estructura, es-
tabilidad y funcién catalitica de enzimas. La S-adeno-
silmetionina interviene en la transferencia de grupos
metilo y biosintesis de poliaminas. El glutatién (y-Glu-
Cys-Gly; GSH) tiene diversas funciones dentro del
metabolismo. Su capacidad de mantener el estado
redox intracelular, ademads de su participacién en el
transporte de aminodcidos y destoxificacién de xeno-
bidticos, hacen de ésta una molécula esencial. E1 GSH
mantiene enzimas y otros componentes celulares en
estado reducido y es, ademds, el principal almacén y
transportador de sulfuro y cisteina [1]. Dentro de la
célula, mas del 90% del azufre no-proteico estd en
forma de GSH y la mayoria se encuentra en forma
reducida [2]. E1 GSH es el producto final de una serie
de reacciones que constituyen la via metabélica de
asimilacion de azufre y sintesis de cisteina.
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ASIMILACION DE AZUFRE

El sulfato inorgénico es la principal fuente de azufre
para la mayoria de las células; su captacion a través
de permeasas especificas es dependiente de energia
(cotransporte con H*; 3H*/SO,%; Fig. 1, reaccion 1)
y no parece regularse por adenosina 5 ‘fosfosulfato
(APS), que es el producto de la siguiente reaccién en
la via de asimilacién. En Arabidopsis thaliana y
Lemna gibba se han caracterizado transportadores
de SO,* de alta y baja afinidad (TablaI) [3,4]. En
Neurospora crassa se han identificado 2 genes, cys-
13y cys-14, que codifican para distintas permeasas
las cuales se distinguen tanto en su secuencia como
en las Km por el sulfato. El gen cys-14 fue utilizado
para aislar tres cDNA de la planta Stylosanthes ha-
mata, que posteriormente fueron identificados como
transportadores de sulfato. Dos de estos, shst! y shst2,
se expresdn preferentemente en raices. El tercer gene,

Mendoza Cozitl D y cols.

shts3, codifica para un transportador de baja afini-
dad localizado principalmente en las hojas [1].

Si bien el sulfato es la principal fuente de azufre, no
eslavnica. N. crassa, Aspergillus nidulans, Saccha-
romyces cerevisiae y otros organismos pueden utili-
zar compuestos como el sulfato-O-colina, sulfato-O-
tirosina y otros sulfatos esterificados como fuente se-
cundaria de azufre, siendo necesaria la sintesis de
novo de enzimas y permeasas que permitan la capta-
cién de estos compuestos. Una vez dentro de la célu-
la, enzimas especificas liberan al azufre en forma de
sulfato inorganico incorporandose a la via principal
de asimilacion [1].

ACTIVACION DEL SULFATO
El segundo paso en la asimilacion del sulfato inorgéni-
co es catalizado por la ATP sulfurilasa (ATP: sulfato

TABLAI

PARAMETROS CINETICOS DE ALGUNAS DE LAS ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA ASIMILACION
DE SULFATO Y SINTESIS DE GLUTATION

ENZIMA K

pHOPTIMO  ORGANISMO REFERENCIA

m app
Transportador de SO, 2 180 uM 2.2 umolg~!PFh™! 5.7 Lemna gibba 3
baja afinidad
Transportador de SO,2 8.5uM 0.8 umolg~!PFh~! 5.7 Lemna gibba 3
alta afinidad
ATP sulfurilasa 0.87 uM SO4‘2 3.3 pmol/min/mg prot 8.0 Brassica capitata 5
APS cinasa 3.6 uM APS 1.2 pmol/min/mg prot 8.0 Arabidopsis thaliana 17
1.8 mM ATP
APS-sulfotransferasa 6.5 pM APS 40 pmol/min/mg prot Lemna minor 18
(APS reductasa)
O-acetilserina(tiol)liasa 1.3 mM OAS 7.5-8.5 Spinacea oleracea 20
(cisteina sintetasa) 0.25 mM S2
Y-glutamilcisteina 1.1 mM Glu 200 nmol/mg/15min 8.5 E. coli 16
sintetasa 0.8 mM Cys ’
Glutatién sintetasa 0.63 mM y-EC 200 nmol/mg/30min 8.5 E. coli 16
0.4 mM Gly
Glutatién reductasa 90 uM GSSG 102 umol/min/mg prot 7.5 Rhodospirillum 19
6.1 uM NADPH rubrum
Fitoquelatina sintetasa 6.7 mM GSH 463 pkat/mg prot 7.9 Silene cucubalus 15

PF, Peso Fresco. 1 kat = cantidad de enzima que cataliza la conversién de sustrato a una velocidad de 1 mol por segundo.



BEB 20(4): 213-221 Asimilaciénde azufre

adenililtransferasa, EC 2.7.7.4), 1a cual da como pro-
ducto APS (Fig.1, reaccidn 2) y pirofosfato. La reac-
cién tiene una K_ cercana a 107°. El grupo de Segel
(1982) ha caracterizado parcialmente a la enzima de
Brassica capitata (Tabla I), la cual presenta una fuer-
te inhibicién por producto (Ki aps)= 1 uM) [5].

El 3"-fosfoadenosina-5 "-fosfosulfato (PAPS) es
producto de la fosforilacion del APS por la adeno-
sina-5’-fosfosulfato cinasa (APS cinasa, Fig. 1, reac-
cién 3). En hongos, el PAPS es utilizado como inter-
mediario en la fosforilacién de diferentes compuestos
celulares y ademas, funciona como inhibidor de la
ATP sulfurilasa. La PAPS-colina sulfotransferasa,
puede transferir el sulfato a la colina, formando sulfa-
to-O-colina, €l cual sirve como osmoprotector y
como una fuente interna de azufre [1].

En plantas superiores y algas, se han propuesto
dos vias diferentes, pero no excluyentes, para lare-
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duccién de sulfato hasta sulfuro. En una de ellas, el
sulfato del APS es transferido por la APS sulfo-
transferasa a un intermediario desconocido, forman-
do un complejo sulfito-acarreador (Fig. 1, reaccién
12). El sulfito es reducido a sulfuro por la tiosulfo-
nato reductasa, el cual permanece unido al acarrea-
dor (reaccion 13, Fig. 1) y posteriormente es incor-
porado a la cisteina por la O-acetilserina(tiol)liasa,
usando como sustrato la O-acetilserina (Fig. 1, re-
accion 6). La existencia de esta via se demostré en
Chlorella, cuando la APS sulfotransferasa fue ca-
paz de transferir el grupo sulfato del APS a un inter-
mediario artificial como el ditiotreitol (DTT); no se
ha establecido la identidad del aceptor in vivo, sin
embargo el PAPS no fue capaz de actuar como
sustrato hasta que una 3"-fosfonucleotidasa estuvo
presente [6].

En el protista Euglena gracilis, la APS sulfotrans-
fera activa es un tetrimero, aunque en ausencia de

-2
S0, (1 NAD*  NADH
3PG ;L' 3-Fosfohidroxipiruvato
3PG
deshidrogenasa Glu
$0,2 g ®)
4 ATP (8) Aminotransferasa
ATP 2) dep. de PLP
Sulfurlesy e a~cetoglutarato
APS Aps () 3-Fosfoserina
sulfotransferay/ \APS-cinaSa
(12) Pi Fosfoserina fosfatasa (1()
XS0 PAPS (4) 19
e \ PAPS-reductasa Acetil-CoA ; .
(DTT) 5 Serina ﬁénﬂa_ ’
t -
Tiosulfonato 3'2 ( ) CoA-SH tldrofx imett (11)
13) . . Sulfito . . ransterasa
reductasa ( O-acetilserina Serina acetil-
(tiol)liasa reductasa . transferasa
X-S — q2- O-acetilserina (7) THE | Glicina

(6) Acetato
O-acetilserina
(tiol)liasa
(6)

Cisteina

Figura 1. Asimilacién de sulfato y biosintesis de cisteina y glicina. APS, adenosina 5"fosfosulfato; PAPS, 3 ’-fosfoadenosina-
5°-fosfosulfato; DTT, ditiotreitol; THF, N°N'*-metilen tetrahidrofolato; PLP, fosfato de piridoxal. El esquema se construyé a
partir de la informacién contenida en las referencias 1,2,4,6,11,18 y 20. Los niimeros entre paréntesis indican el orden progresivo

de las reacciones.
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APS la enzima se inactiva disocidndose en monéme-
ros. Al parecer un residuo de cisteina de esta enzima
sirve como acarreador formando un complejo E-S-
SO, [6], que posteriormente es reducido a sulfuro
por una tiosulfonato reductasa dependiente de ferro-
do/xina; a continuacién el sulfuro es condensado con
la O-acetilserina para la sintesis de cisteina.

En la via alterna llamada libre de intermediarios, el
APS es fosforilado a PAPS por la APS cinasa (Fig.
1,reaccién 3). La PAPS reductasa libera el sulfito del
PAPS el cual es reducido a sulfuro por la sulfito
reductasa (EC 1.8.7.1), y es condensado con la O-
acetilserina (Fig. 1, reacciones 3-6). Esta via estd bien
caracterizada para enterobacterias y levaduras, pero
su presencia en plantas est4 sujeta a discusion. Se ha
detectado la actividad de APS cinasa y sulfito reduc-
tasa en varias especies vegetales, sin embargo no hay
reportes sobre una actividad similar a PAPS reduc-
tasa [6].

SINTESIS DE CISTEINA

La principal reaccion para la sintesis de cisteina es
catalizada por la O-acetilserina(tiol)liasa (cisteina
sintetasa EC 4.2.99.8), enzima que condensa el sul-
furo con la O-acetilserina dando como productos
cisteina y acetato (Fig. 1, reaccién 6). La O-acetilse-
rina es sintetizada por la serina acetiltransferasa (EC
2.3.1.30), la cual transfiere el grupo acetilo de la
acetilCoA a la serina, liberando CoASH y O-acetil-
serina como productos (Fig 1, reaccién 7). La cistei-
na también puede sintetizarse a partir de la sulfurila-
cién de la O-acetilhomoserina dando como producto
homocisteina, la cual es convertida a cistationina y
posteriormente en cisteina [1]. La concentracién
intracelular de cisteina en plantas y Euglena oscila
entre 0.2-2 mM (datos de nuestro laboratorio, no
publicados).

SINTESIS DE SERINA Y GLICINA

La serinay la glicina pueden ser sintetizadas por dife-
rentes vias, aunque ambos aminoécidos provienen del
3-fosfoglicerato (3PG). La 3-fosfoglicerato deshidro-
genasa convierte el 3PG en 3-fosfohidroxipiruvato,
con reduccién del NAD* (Fig. 1, reaccién 8). Una
aminotransferasa dependiente de fosfato de piridoxal
(PLP) transfiere el grupo amino del glutamato al 3-
fosfohidroxipiruvato formando 3-fosfoserina y o-
cetoglutarato (Fig. 1, reaccién 9). La fosfoserina
fosfatasa libera el fosfato de la 3-fosfoserina dando
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como producto serina (Fig. 1, reaccién 10) la cual
puede ser sustrato de dos enzimas. La serina acetil
transferasa, forma la O-acetilserina necesaria para la
sintesis de cisteina, transfiriendo el grupo acetilo de la
acetilCoA ala serina (Fig. 1, reaccion 7), o bien, la
serina hidroximetil transferasa utiliza el grupo metilo
de la serina incorporandolo al N°,N'°-metilén tetrahi-
drofolato (THF) liberando glicina como producto, la
cual es utilizada en la dltima reaccién de sintesis de
GSH (Fig. 1, reaccion 11; Fig. 2, reacci6n 3).

SINTESIS DE GLUTATION (GSH)

El glutatién (GSH) se encuentra en todos los organis-
mos y la via de sintesis es similar. El intervalo de con-
centracién de GSH en plantas, levaduras y Euglena
oscilaentre 0.1-10 mM [2]. Algunas plantas, especi-
ficamente Fabales (v.g. leguminosas), contienen ho-
mologos de GSH cuyo carboxilo terminal Gly puede
ser reemplazado por otros aminodcidos como 3-Ala
(-Glu-Cys-B-Ala; homoglutatién), Ser (y-Glu-Cys-
Ser; hidroximetilglutatién) o Glu (y-Glu-Cys-Glu) y
las formas oxidadas de estos compuestos son reduci-
das por la glutatién reductasa (EC 1.6.4.2.), (Fig. 2,
reaccion 1) a expensas de NADPH [7].

El GSH es sintetizado a partir de sus aminoédcidos
constituyentes por dos reacciones consecutivas de-
pendientes de ATP. La primera la cataliza la y-gluta-
milcisteina sintetasa (y-ECS, glutamato-cisteina liga-
sa, EC 6.3.2.2), (Fig. 2, reaccién 2) que condensa
glutamato con cisteina formando y-Glu-Cis (y-EC).
Funcionalmente las y-ECS de todos los organismos
catalizan la misma reaccién y presentan valores de
Kmap similares por los sustratos (TablaI) e inhibi-
cién competitiva por GSH (Ki 2.3 mM). Ninguna
presenta inhibicidn por glutatién oxidado (GSSG) y
todas presentan inhibicion de tipo irreversible por
butionina sulfoximina (BSO) o andlogos del y-gluta-
milfosfato [8]. Se ha propuesto que la fosforilacién
del d&tomo de nitrégeno del BSO, catalizada por la y-
ECS, forma un anilogo del y-glutamilfosfato (inter-
mediario en el ciclo catalftico) el cual se une al sitio
activo de la enzima produciendo una inhibicién de tipo
irreversible [2]. Si bien la enzima estd ampliamente
distribuida en la naturaleza, existe una gran divergen-
cia entre organismos respecto a su estructura. Las
enzimas de rata y humano estidn compuestas por dos
subunidades, una pesada encargada de la actividad
catalitica y una ligera responsable de la regulacion; la
identidad entre ellas es del 87%. La enzima de E.
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coli contiene sélo una subunidad y muestra sélo 8%
de identidad respecto a la subunidad pesada de la de
rata y humano [8].

La segunda enzima en la biosintesis de GSH es la
glutation sintetasa (GS; EC 6.3.2.3), la cual con-
densa y-EC y glicina con gasto de ATP, dando
como producto GSH (Fig. 2, reaccién 3). La enzi-
ma de Schizosaccharomyces pombe es un tetra-
mero formado por dos subunidades de 33 kDa y
dos de 26 kDa, tiene un pH éptimo de 8.5 y pre-
senta una Km por y-EC de 0.63 mM y de 0.4 mM
por Gly. La GS se inhibe por GSSG y por concen-
traciones de y-EC mayores a 2 mM, pero no por su
producto GSH [2].

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE GLU-
TATION

Diferentes estudios han demostrado que la regulacién
de esta via ocurre a diferentes niveles y ala fecha se
han propuesto cuatro: (I) disponibilidad de sustrato,
(1) capacidad catalitica de la y-ECS, (III) inhibicién
por GSH, de tipo competitiva respecto al Glu, de la
v-ECS, (IV) regulacién post-transcripcional, incluida

Cisteina

ATP ADP + Pi

NADP*
ATP Gly ADP +Pi (10) Ascorbato
M GSH PHA
\
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la traduccién y el control de la transcripcién de los
genes involucrados en la sintesis de GSH (2,7,9,10).

Se ha determinado un aumento en la concentracion
de GSH cuando las plantas son asperjadas con H,S
o cultivadas con cisteina, mientras que la adicién de
glutamato s6lo induce un incremento discreto [7]. Los
valores de cisteina, obtenidos de tejidos vegetales,
reflejan una concentracién igual o menor a la Km de
la enzima, por lo que este aminodcido se ha propues-
to como sustrato limitante [2].

En ciertas condiciones de estrés, cuando hay un
aumento en la utilizacién de GSH, la inhibicién de la
Y-ECS por GSH disminuye, favoreciendo el aumen-
to en el flujo dela via. Sin embargo, esta desinhibicién
solo es de importancia cuando existe un consumo neto
de GSH. Por ejemplo, en el procesamiento de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO) se consumen dos
moléculas de GSH dando como resultado glutation
oxidado (GSSG). Aparentemente, el consumo de
GSH favoreceria el flujo de la via desinhibiendo la y-
ECS, sin embargo el GSSG inhibe a su vez a la
glutation sintetasa. Por lo tanto, la interconversion

Glutation (1)
reductasa  NADPH GSSG

9
Sexaniidiank Y—glﬂzmrglélitema Glutatién Ascorbato
¥-glutamilcisteina Y- A roxidasa
sintetasa @) (3) sintetasa MDHA 4
Glutatién Fitoguelatina H,0;
Gutamato - sintetasa H,0 0,
8 Cd*
ADP +Pi © an
S-ﬁ?:;& o (6) @) 'f—Glu-C?(s-G]y v
P B, I (y-Glu-Cys),.,, -Gly
¥325
5-Oxoprolina . 0, +0, +2H*
'& Y-Géu_AA Fglant (6 W s assunn 0
: transpeptidasa .
y-glutamil ¥-Glu-Cys, = Donacion de electrones al
N ciclotransferasa * xi
g C¥s-Gly Gly i

h X dipe;d% CysX

@

} Transporte, excrecién
compartamentalizacion

“Figura 2. Biosintesis, degradacién de glutation y sintesis de fitoquelatinas. AA, aminodcido; X, compuesto quelado por
. glutatién; DHA, dehidroxiascorbato; MDHA, monohidroxiascorbato. El esquema se construyé a partir de la informaci6n de las
referencias 2,7,10,15,16. Los niimeros entre paréntesis indican el orden progresivo de las reacciones.
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de GSH a GSSG no resulta en un aumento signifi-
cativo del flujo, pues no hay consumo neto de GSH
sino un cambio en la relacién GSH/GSSG, y en este
caso la glutatién reductasa (GR) es la responsable de
mantener y/o restaurar una elevada relacién GSH/
GSSG[7].

Una situacién donde el aumento en la sintesis de
GSH no conduce a su acumulacién, y la desinhibicién
de 1ay-ECS favorece el flujo de la via, es cuando se
acopla a la sintesis de fitoquelatinas (polimeros de
glutation capaces de quelar metales pesados). Diver-
sos trabajos han demostrado que a tiempos cortos
(minutos-horas), la sintesis de fitoquelatinas (FQ)
produce una disminucién en la concentracién de
GSH, lo que incrementa el flujo de 1a via [7]. Sin em-
bargo, los niveles de GSH se recuperan e inclusive
aumentan respecto a los basales (horas-dias), sin de-
trimento en la velocidad de sintesis de GSH y FQ.
Este comportamiento implica que otros mecanismos
de control, tales como la activacién por efectores y el
aumento en la biosintesis de enzimas operan en esta
via metabdlica.

La sintesis de FQ se induce principalmente por
cadmio, un metal pesado no esencial. Células de to-
mate resistentes a cadmio mostraron tener una activi-
dad de la y-ECS dos veces mayor que las células
sensibles. Si bien se ha especulado en la posibilidad
de que el cadmio afecte directamente la actividad de
enzimas de la via de sintesis de GSH, no existe ningtin
reporte que lo demuestre. El aumento en las activida-
des de la ATP-sulfurilasa, y-ECS y GS se ha pro-
puesto que se debe a un aumento en la sintesis de las
enzimas, es decir control transcripcional [7]. En culti-
vos de Arabidopsis thaliana, 1a exposicion a cadmio
indujo un aumento en la expresion de los genes que
codifican para la GS (gshl), y-ECS (gsh2) y GR
(gr1). Hasta una concentracién de CdCI2 100 pM, el
aumento fue dependiente de concentracidn; concen-
traciones mayores disminuyeron el efecto, probable-
mente debido a otros mecanismos incluida la toxici-
dad intrinseca del cadmio.

No se conoce la via de transduccion de sefiales
relacionada con el efecto del cadmio sobre la trans-
cripcién de los genes de estas enzimas. El estrés
oxidativo mediante la exposicion a H O, que conlleva
a cambios en la relacién GSH/GSSG no se correla-
ciona con el aumento en la expresion génica [9].
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La clonacion de los genes de esta via metabdlica
ha permitido su sobreexpresion a fin de determinar el
efecto de la cantidad de cada enzima en el flujo de la
via. En Populus spp (4lamo), la sobreexpresion de la
GS no indujo cambio alguno en la concentracién de
GSH, a pesar de que la actividad de la enzima estaba
incrementada respecto a las lineas no-transformadas
[10]. Sin embargo, un aumento en la concentracién
de GSH se logré suplementando los cultivos con Y-
glutamilcisteina, y en mucho menor proporcion suple-
mentando con Cys, lo cual sugeria que la enzima
limitante era la y-ECS. Al sobreexpresar la y-ECS,
se obtuvo un incremento de 4 en veces la concentra-
cién de GSH; en estas condiciones, la disponibilidad
de Cys no fue limitante, sugiriendo que las enzimas
relacionadas con la incorporacion de azufre tales
como la ATP sulfurilasa, APS cinasa y la PAPS re-
ductasa (Fig.1), tampoco eran limitantes. Por otro
lado, la Gly necesaria para la dltima reaccién de la via
involucra la interaccion de cloroplastos y peroxisomas
(fotorrespiracién), por lo que en la oscuridad la Gly
se convierte en el sustrato limitante [7,10].

La Tabla I muestra las actividades de las enzimas
involucradas en la asimilacién de sulfato y sintesis de
glutatién. Suponiendo que las enzimas conservan sus
caracteristicas cinéticas, a pesar de que provengan
de distintos organismos, la y-ECS y la GS son las
enzimas que presentan una Vm menor respecto a las
demas, por lo que el control de la via podria recaer
sobre estas dos enzimas. Sin embargo, la sobreex-
presién de la GS no conduce a un aumento en la con-
centracién de GSH mientras que la sobreexpresion
de lay-ECS si [10], lo cual sugiere que la y-ECS es
una etapa limitante en esta via metabdlica.

COMPARTAMEN TA'LIZACI(’)N, TRANSPOR-
TE Y DEGRADACION DE GLUTATION

El GSH se encuentra en diversos compartimentos
celulares: mitocondrias, peroxisomas, citosol y, en cé-
lulas vegetales, en el cloroplasto. En células animales,
las enzimas necesarias pard su biosintesis s6lo estan
presentes en el citosol, mientras que en plantas supe-
riores y algas, también estan en el cloroplasto. Se ha
demostrado que cloroplastos aislados de espinaca
tienen la capacidad de sintetizar cisteina a partir de
SO,™, lo que sugiere que ademds de poseer las enzi-
mas para la biosintesis del GSH, poseen también las
enzimas involucradas en la asimilacidén de SO 43‘ [11].
En mitocondrias de raices de Brassica juncea, una
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planta acumuladora de metales, se ha propuesto la
existencia de la y-ECS con base en la presencia de
regiones tipicas de péptidos de transito en el gen de
esta enzima, aunque su actividad no se ha medido
[12].

En diferentes tipos de células de mamifero, ya sean
de higado o de rifién, se ha demostrado que existen
dos pozas de GSH: el 70-85% del total pertenece al
citosol y tiene una capacidad de respuesta hacia esti-
mulos relativamente rdpida (¢, , = 2 hrs), mientras que
el 15-30% restante pertenece a mitocondrias y su
capacidad de respuesta es mds lenta (7, , = 30 hrs)
[2]. En nuestro laboratorio, se han detectado con-
centraciones de GSH de 8 mM en mitocondrias de
Euglena (datos no publicados). La incapacidad de
detectar sintesis de novo de GSH en fracciones
mitocondriales de alta pureza sugiri6é que el GSH
mitocondrial era de origen citosélico. El GSH mito-
condrial no puede llegar a la mitocondria por simple
difusién, pues el GSH (pI 6.09) tiene carga neta ne-
gativa a pH fisiolégico y la matriz mitocondrial tiene
carga negativa respecto al citosol, ademds de que hay
un gradiente electroquimico, interior negativo, a tra-
vés de la membrana interna mitocondrial [2].

Se han identificado dos sistemas de transporte de
GSH, uno de alta afinidad y poca capacidad y otro
de baja afinidad pero de alta capacidad. Ambos sis-
temas dependen de la presencia de un gradiente de
protones y catalizan un proceso electroneutro me-
diante el intercambio con dcidos dicarboxilicos, como
malato y succinato [13]. Si en plantas superiores, el
GSH puede ser sintetizado tanto en citosol como en
cloroplasto, entonces debe de existir un adecuado
abastecimiento de sus precursores hacia ambos com-
partimentos. En hojas de espinaca las concentracio-
nes de glutamato, tanto en el citosol como en el
cloroplasto, son similares [7]. Poco se conoce de la
distribucion de cisteina, sin embargo este aminoacido
puede sintetizarse en ambos compartimentos. La
glicina también se encuentra en ambos compartimen-
tos aunque se cree que la concentracion citoslica es
mayor. Las estimaciones sobre la concentracion de
GSH en el cloroplasto es de 1-4.5 mM. No se ha
reportado para ningiin vegetal el transporte o inter-
cambio de GSH entre compartimentos celulares (7).

La via de degradacion del glutation estd confinada
al citosol y se ha estudiado tanto en células animales
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como vegetales. La gran estabilidad del GSH dentro
de la célula la confiere, en parte, el enlace y-peptidico
el cual no es susceptible a la accién de peptidasas ni
de la y-glutamilciclotransferasa; esto implica la exis-
tencia de otras reacciones para que los componentes
del GSH puedan ser reciclados. La y-glutamil trans-
peptidasa es la que actia sobre el GSH, GSSG y
GS-complejos. La transpeptidacion (Fig. 2, reaccion
4) se lleva a cabo en presencia de otros aminoacidos,
formando y-glutamil aminodcidos. La cistina es el
aminodacido preferentemente formado, siendo la for-
ma como se transporta la mayor parte de cisteina a
través de la célula, e inclusive a través de tejidos ani-
males. Sin embargo, la metionina y la glutamina tam-
bién actian como sustratos de la y-glutamil transpep-
tidasa. Los y-glutamil aminoécidos son sustratos de
la y-glutamilciclotransferasa (EC 2.3.2.4), (Fig. 2,
reaccion 5), la cual convierte el y-glutamil amino4cido
en 5-oxoprolina y el correspondiente aminoécido li-
bre; la 5-oxoprolina se convierte en glutamato por
unareaccion dependiente de ATP catalizada por la
5-oxoprolinasa (Fig. 2, reaccién 6). Si el GS-com-
plejo es sustrato de la y-glutamil ciclotransferasa, ésta
puede generar el producto complejo-Cys-Gly, el cual
es sustrato de dipeptidasas liberando glicina y Cys-
complejo (Fig. 2, reaccion 7), el cual puede ser trans-
portado intracelularmente o bien puede ser expulsa-
do de la célula [2].

GLUTATION-S-TRANSFERASAS

Las glutation-S-transferasas (GSTs; EC 2.5.1.18)
catalizan la conjugacién del GSH con una amplia va-
riedad de compuestos hidrofébicos, electrofilicos y
generalmente téxicos. Estas enzimas se encuentran en
todos los organismos, su funcion es la destoxificacion
de compuestos y estd acompafiada principalmente
por tres tipos de reacciones: (I) transformacion, don-
de enzimas como las citocromo P450 monooxige-
nasas introducen grupos funcionales en los sustratos,
formando dobles enlaces u otras caracteristicas re-
conocibles; (IT) conjugacién, donde enzimas como las
UDP-glucosil transferasas y las GSTs utilizan el gru-
po funcional introducido como sustrato uniéndolo al
grupo sulfhidrilo del GSH (Fig. 2, reaccion 8), resul-
tando en un compuesto menos téxico y mas soluble
(GS-complejo), (III) compartamentalizacidn, en la
cual ATPasas especificas reconocen los GS-comple-
jos transportdndolos a través de membranas para su
eliminacion o transformacién. Las células animales
excretan dichos compuestos, mientras que las plan-
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tas, que carecen de sistema de excrecion, los com-
partamentalizan en la vacuola [14].

Ademds de sus propiedades cataliticas, las GSTs
actuan no enzimaticamente como proteinas acarrea-
doras (ligandinas); en animales, en el transporte intra-
celular de esteroides, bilirrubina, grupos hemo y sales
biliares y, en plantas, en el almacenamiento temporal
de auxinas, como los 4cidos indol acético y naftalén
acético [14].

ESTRES OXIDATIVO

Durante el consumo de oxigeno, los organismos aer6-
bicos producen especies reactivas de oxigeno (ERO),
tales como radicales superéxido (O,"), radicales
hidroxilo (OH") y per6xido de hidrégeno (H,0,). Un
efecto particularmente téxico en la produccion de
ERO es la peroxidacién de lipidos, donde los dcidos
grasos son convertidos en fragmentos hidrocarbona-
dos como los 4-hidroxialquenos, que inhiben a la
adenilato ciclasa, y la sintesis de proteinas y ADN.
Bajo condiciones normales, existen mecanismos que
mantienen las ERO bajo control, como la catalasa,
peroxidasa, las GSTs y la glutatién peroxidasa. Los
4-hidroxialquenos son metabolizados por GSTs,
mientras que la glutatién peroxidasa cataliza la reduc-
cién/inactivacién del H,O, a través de la oxidaci6n
de dos moléculas de GSH formando glutatién oxida-
do (GSSG), el cual es re-reducido por la glutation
reductasa. El 4cido ascérbico también controla las
ERO mediante el ciclo llamado ascorbato-glutation.
La ascorbato peroxidasa utiliza dos moléculas de as-
corbato a fin de reducir el H,O, con la generacion de
dos moléculas de monohidroxiascorbato (MDHA),
(Fig. 2, reaccion 9). Este dltimo compuesto tiene un
tiempo de vida muy corta y, si no es desprotonado
rapidamente, se convierte en una molécula de ascor-
bato y otra de dehidroxiascorbato (DHA). La DHA
reductasa reduce al ascorbato usando GSH como
sustrato oxidable (Fig. 2, reaccion 10), generando
GSSGel cual es re-reducido por la GR [7].

METALES PESADOS

Las plantas superiores, algas y algunas levaduras, sin-
tetizan fitoquelatinas [(y-Glu-Cys);—Gly] en res-
puesta a la exposicion a metales pesados. Estas mo-
léculas son sintetizadas por la fitoquelatina sintetasa
(FS), la cual utiliza al GSH como sustrato. La enzima
no requiere de ATP y utiliza al metal pesado como

activador esencial, siendo el Cd** el activador mas
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potente (Fig. 2, reaccion 11), seguido de Ag*, Bi**,
Pb*, Zn*, Cu*, Hg** y Au'. Las fitoquelatinas sinte-
tizadas unen al metal libre y terminan removiéndolo
de la enzima regulando de esta manera la reaccién de
sintesis. Se requieren al menos dos tioles para quelar
al metal pesado, y una vez formado el complejo fito-
quelatina-metal es transportado activamente a la
vacuola a través de un transportador tipo ABC (ATP
Binding Cassette). Las fitoquelatinas transportadas
tienen un peso de 1-7 kDa, sin embargo, una vez
dentro de la vacuola incorporan sulfuro formando
complejos de alto peso molecular, de 30-40 kDa, los
cuales tienen una mayor capacidad de quelar metales
ademas de ser mas estables. Como el mecanismo de
resistencia involucra la sintesis de fitoquelatinas, su
transporte y la formacién de los complejos de alto
peso molecular, es comprensible que levaduras con
incapacidad de realizar cualquiera de estas tres fun-
ciones sean sensibles a metales pesados [15].

CONSIDERACIONES FINALES

Esta revision, ademas de describir la biosintesis del
GSH vy sus precursores, ha tratado de enfatizar su
importancia en diversos procesos celulares: almacén
de Cys, transporte de aminoacidos, mantenimiento
del estado redox celular, estrés oxidativo, procesa-
miento de ERO, tolerancia a metales pesados, entre
otros. En la industria, la agronomia y la medicina el
GSH también es un compuesto de suma importancia,
tiene el efecto de potenciar sabores, tiene propieda-
des anticancerigenas y se le ha relacionado con la ro-
bustez de las plantas, sin embargo su produccién
sintética tiene un costo muy elevado. Para solucio-
nar este problema, diversos grupos se han dado ala
tarea de generar sistemas bioldgicos capaces de
producir GSH en cantidades elevadas. Desgracia-
damente los resultados no han sido alentadores de-
bido probablemente a la carencia de informacion
acerca de los mecanismos de control de la via del
GSH. Las dificultades encontradas al sobreexpresar
las diversas enzimas han ayudado a comprender
cémo es la regulacién; sin embargo, es necesario
hacer un completo anélisis de control de la bio-
sintesis del GSH, que permita entender como esta
estructurado el control del flujo en la via. Esto con-
ducird a mejorar la prediccién y el manejo de las
enzimas que ejercen el control més significativo so-
bre el flujo metabdlico y sobre las concentraciones
de los intermediarios de interés, obteniendo asi los
resultados deseados.
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RESUMEN

La muerte apoptotica se caracteriza por ser un pro-
ceso activo y ordenado en el que participa un gran
nimero de moléculas, incluyendo las caspasas, las
cuales degradan una amplia variedad de sustratos
durante el inicio o la ejecucion del proceso. Durante
la muerte apoptética se presenta un estado de tensién
oxidativa, que parece influir de manera definitiva en
los mecanismos de la apoptosis. El per6xido de hi-
drégeno (H,0,), el radical super6xido (0,"), el radi-
cal h1dr0x110 ¢ OH) el peroxm1tr1to (ONOO") y otras
especies reactivas de oxigeno (ERO) se han relacio-
nado con el dafio celular que induce la muerte tanto
necrética como apoptética. Existen evidencias de que
episodios oxidativos participan durante la muerte
apoptética en el sistema nervioso, como en el caso
de ciertas patologias (enfermedades de Alzheimery
Parkinson, Sindrome de Down, esclerosis lateral
amiotréfica), asi como durante el desarrollo del cere-
bro cuando se eliminan neuronas y se establecen las
interacciones celulares adecuadas. En todos estos
casos se ha propuesto que la tensién oxidativa podria
servir como una sefial y/o un proceso ejecutor de la
muerte apoptética.

PALABRAS CLAVE: Tensi6n oxidativa, apop-
tosis, caspasas, desarrollo neuronal.

ABSTRACT

Apoptotic cell death is an active and highly ordered
event that involves a large variety of molecules
including caspases. These are proteases acting on a
number of substrates during the initiation and
execution of apoptosis. During apoptotic cell death a
critical increase in oxidative stress occurs, which seems

Aceptado: 19 de junio de 2001.

to play a key role in this process. Hydrogen peroxide
(H,0,) and some reactive oxygen species (ROS)
are involved in apoptosis, including superoxide anion
(O; *), hydroxyl radical (“OH) and peroxinitrite
(ONOO"). A large body of evidence shows that
ROS are involved in apoptotic neuronal death in a
variety of pathological conditions such as Alzheimer’s
disease, Parkinson’s disease, Down’s Syndrome and
lateral amyotrophic sclerosis. Oxidative stress also
plays a role in other events in which neuronal death
represents a strategy for eliminating undesirable cells
as occurs during the development of the nervous
system. In all these cases ROS have been suggested
to act as a signal and/or the executor of apoptotic cell
death.

KEY WORDS: Oxidative stress, apoptosis,
caspases, neuronal development.

INTRODUCCION

El interés por conocer y entender los mecanismos
que regulan la muerte neuronal se ha incrementado
desde que se establecid la distincién entre dos tipos
de muerte celular con caracteristicas particulares, la
muerte apoptoética y la muerte necrética. La muerte
apoptoética es un proceso activo y programado que
incluye la expresion de miiltiples genes que contro-
lan cada uno de los pasos asociados con el proceso
de la muerte celular, mientras que la muerte necrética
es un proceso pasivo asociado con un deterioro
generalizado de las funciones y de las estructuras
celulares. :

Durante la maduracién y desarrollo del sistema,
nervioso casi la mitad de las neuronas mueren co-
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mo resultado de la competencia por las células
blanco y por el aporte limitado de conexiones
presindpticas y/o factores tréficos, y se sabe ade-
mads que este proceso tiene caracteristicas de
muerte apoptética. La muerte apoptética en el sis-
tema nervioso parece estar asociada con algunos
estados neuroldgicos agudos como la hipoglu-
cemia, la hipoxia, el infarto cerebral, la epilepsia,
etc., asi como en estados neurodegenerativos cro-
nicos como la enfermedad de Huntington, la enfer-
medad de Alzheimer y la esclerosis lateral amio-
tréfica. Muchos de estos desérdenes estdn rela-
cionados con alteraciones en el balance energético
de las neuronas y, en muchos de los casos como
consecuencia de esto, a la generacidn de especies
reactivas de oxigeno (ERQO). En diversos modelos
de muerte neuronal, este ltimo factor parece ser
determinante para la génesis y la evolucion de mu-
chos de los trastornos mencionados.

Como se sabe, un metabolismo aerdbico siempre
estd asociado a la produccién de ERO, lo que ha
llevado a la evolucién de una gran variedad de siste-
mas bioquimicos antioxidantes. Por lo general un in-
cremento en la tensidn oxidativa es un estado fisio-
patolégico que resulta adverso para la célula que lo
experimenta. El desbalance del estado redox de una
célula lleva a la acumulacién o generacion excesiva
de ERO, ya sea por un incre-
mento en el metabolismo oxi-
dativo o bien por las alteracio-
nes en los sistemas antioxidantes
enddgenos. Las ERO son espe-
cies quimicas derivadas del oxi-
geno que incluyen aquellas mo-
léculas que presentan uno o mas
electrones desapareados en su
ultimo orbital molecular (radica-
les libres) y otras que sin ser ra-
dicales libres son muy reactivas
dada su poca estabilidad elec-
trénica. Las ERO pueden oxi-
dar proteinas (atacando resi-
duos azufrados y provocando

o, Oy .HO0,
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TENSION OXIDATIVA: ORIGEN, BLANCOS
Y DEFENSAS

Para el establecimiento de una condicién de tensién
oxidativa se requiere de un incremento en la cantidad
de ERO. Algunas de éstas incluyen al oxigeno en
singulete (‘02), al anién superdxido (O;'), al peroxi-
do de hidrégeno (H,0,), al radical hidroxilo ("OH),
al 6xido nitrico (NO") y al peroxinitrito (ONOO")
entre otros. En la célula existe una amplia variedad de
fuentes para la generacion de ERO, una de éstas se
encuentra en la mitocondria, particularmente en los
componentes de la cadena respiratoria (Fig. 1). Du-
rante el transporte de electrones en la mitocondria se
forma el O,"de manera esponténea y se calcula que
entre el 1% y el 5% de los electrones transportados a
este nivel forman dicho radical (1). El O;' también
puede formarse por accion de la xantina oxidasa (en-
zima involucrada en el catabolismo de los nucledtidos)
que tiene como sustrato a la hipoxantina y a la xantina.
Se sabe que una modificacién de la xantina deshidro-
genasa por accién de proteasas dependientes de cal-
cio y/o por la oxidacion de sus grupos tiol, se trans-
forma en la xantina oxidasa. Otra fuente importante
de la formacién del O, " estd dada por la actividad de
la NADPH-oxidasa, la cual es responsable de trans-
ferir electrones del NADPH al oxigeno molecular
para producir el anién superdxido (Fig. 2). Se ha de-
mostrado la presencia de la NADPH-oxidasa en las

Espacio intermembranal

()
Succinato Y &
deshidro-

Membrana mitocondrial
interna

O,+4H* 2H,0
Matriz mitocondrial

entrecruzamiento proteico), li-
pidos, azicares, al dcido des-
oxirribonucleico (ADN) y al
acido ribonucleico (ARN), que
¢omo consecuencia puede pro-
ducir dafio y muerte celular.

Figura 1. Uno de los sitios donde se generan especies reactivas de oxigeno,
especificamente el anién superdxido y el peréxido de hidrégeno, es en los componen-
tes de la cadena respiratoria en la membrana interna de la mitocondria. Particularmen-
te en el ciclo de las ubiquinonas y en la succinato deshidrogenasa se da la formacién
al anién superdxido (O,"); a su vez, el anién superéxido formado puede dar origen al
peréxido de hidrégeno. Las lineas terminadas en punto indican inhibidores de los
componentes de la cadena respiratoria.
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Figura 2. La NADPH-oxidasa es una enzima polipeptidica que tiene la funcién de
generar el anién superdxido a partir del oxigeno y el NADPH. Los componentes de
esta enzima son gp91#"* (con un sitio de unién a FAD) y p227***; ambas subunidades
se localizan en la membrana plasmatica celular. Ademads, p407', p47°** y p67#* son
componentes citosélicos que se unen a las subunidades membranales para confor-
mar la enzima activa. Algunos componentes de esta enzima (p40°'>, p47v* y p677%)
son proteinas que contienen dominios especificos llamados SH3, los cuales son
necesarios para el establecimiento del complejo activo de la enzima. Ademds, se
requiere de una molécula acopladora pequefia que tiene la capacidad de unir GTP
Ilamada Rac. Los dominios SH3, particularmente de la subunidad p477*, reconocen
una secuencia rica en prolinas (PLP) que favorece la unién y el ensamble de los
complejos enzimdticos. La flecha indica el paso de los componentes citosélicos a un
estado de asociacién con los elementos de la membrana durante la activacién de la
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grupo hemo de Cu/Zn. Una ter-
cera isoforma de la SOD esta
presente de manera ubicua en
los tejidos, la superéxido dis-
mutasa extracelular que también
contiene Cu/Zn (ECSOD). La
reaccion en la cual 1a SOD dis-
muta el anién superdxido en pe-
roxido de hidrégeno es la si-
guiente:

0,)+0,+2H' ~ HO, +0O,

Por otra parte, el H,0, es
una molécula con capacidad pa-
ra difundir a través de las mem-
branas, lo que la hace una mo-
lécula con un mayor potencial
daiiino a cualquier nivel celular,
incluyendo membranas, protei-
nas, ADN, etc. Por tal raz6n la
eliminacién del H,O, es tan im-
portante como la del O,", y la
enzima responsable de esta re-
accion es la catalasa (CAT), en-
zima dependiente de hierro (Fe

enzima.

neuronas de mamifero, y en experimentos realizados
con ratones deficientes de esta enzima se ha observa-
do una reduccién significativa de la muerte apoptoética
inducida por la privacién del factor de crecimiento
nervioso o NGF en neuronas en cultivo (3-5). A pe-
sar de las evidencias encontradas en algunos mode-
los in vitro e in vivo, el mecanismo por el cual la
NADPH-oxidasa incrementa su actividad no estd cla-
ro, sin embargo parece depender de un incremento
en la concentracion de calcio intracelular (3).

Dentro de la mitocondria se encuentra una de las
defensas mds efectivas contra el O, ", la enzima su-
peréxido dismutasa que contiene manganeso
(MnSOD); esta forma de SOD se localiza en la ma-
triz mitocondrial y estd compuesta por cuatro subuni-
dades idénticas. Esta enzima convierte el radical O,
en H,O, (1). En el citosol existe otra isoforma de la
SOD que contiene dos grupos hemo, uno con cobre
y otro con zinc (Cu/ZnSOD); esta enzima estd com-
puesta por dos subunidades y cada una contiene un

IIT) capaz de transformar el pe-
réxido de hidrégeno en oxigeno
molecular y agua. La CAT es
una enzima compuesta por cuatro subunidades y
cada una contiene un grupo hemo con Fe III. Lare-
accioén mediada por la CAT se pucde resumir como

sigue:

k
CAT-Fe(Ill) + H,0O, - compuesto [ + H,O

k
Compuesto I+ H,0, & CAT-Fe(ITl) + H,0 + O,

donde k y k, son constantes de velocidad. Se ha
calculado que para el caso de CAT del higado de la
ratak = 1.7x10'M"' sy k, =2.6x10'M's . La
estructura exacta del compuesto I es incierta; el hie-
rro es oxidado a una valencia nominal de Fe(V), pero
la deslocalizacidn extensiva de carga en sus anillos
hace que la descripcidn en su estructura sea muy difi-
cil de predecir. Es probable que la estructura del com-
puesto sea un intermediario entre el peréxido férrico
(Fe(IIT)-HOOH) y Fe(V)O. El contenido de CAT en
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el cerebro es bajo, al igual que en otros tejidos como
el corazén y el muisculo esquelético, pero se encuen-
tra en altas concentraciones en el higado y en los
eritrocitos .

Otra enzima antioxidante importante es la glutation
peroxidasa (GSHPx) la cual estd presente en el cito-
plasma y en la matriz mitocondrial. Esta enzima es
dependiente de selenio y existen dos isoformas, como
dimero y como tetramero. Tiene una alta actividad en
el higado, actividad moderada en el cerebro, el cora-
z6n y el pulmon, mientras que tiene una actividad baja
en el miisculo esquelético. Su sustrato particular es el
glutatién, una molécula de bajo peso molecular muy
abundante en los seres vivos. Por medio de la siguien-
te reaccidn es capaz de ayudar a la eliminacién del
H_O, de manera indirecta:

H,0,+2GSH - GSSG + 2H,0

donde el GSH es el glutation reducido y el GSSG es
el glutation oxidado. Ademads de la GSHPX, existen
varias peroxidasas que se encargan de eliminar al
peréxido de hidrégeno, entre ellas se encuentran la
citocromo ¢ peroxidasa, la NADPH peroxidasa y
varias peroxidasas inespecificas.

Por otro lado, durante la actividad sinéptica y otras
condiciones tanto fisiolégicas como patologicas que
involucran un aumento intracelular de calcio ([Caz*]i),
se induce la formacién de NO" a través de la activa-
cion de la sintetasa del 6xido nitrico (NOS). EINO
generado puede reaccionar con el O, para formar
ONOO- y éste a su vez puede descomponerse en
"OH. El radical hidroxilo no se origina por procesos
enzimaticos, sino que se forma principalmente a partir
de H,0, en presencia de Fe* por la reaccién de
Fenton:

Fe™ + H,0,— Fe* + -OH + ‘OH

Existen algunas moléculas endégenas capaces de
atrapar el electrén de alta energia de los radicales
hidroxilo y de esta manera evitar el dafio celular. En-
tre estas moléculas se encuentra el dcido ascorbico,
la vitamina E, el acido tirico, el GSH, algunos alcoho-
les (polioles), moléculas conteniendo residuos de
cisteina, la guanosina y compuestos aromaticos que
en sus anillos atrapan dicho electrén inhibiendo la ca-
pacidad oxidante del radical.
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Otras enzimas con actividad antioxidante en el sis-
tema nervioso son las hemo-oxigenasas. Existen dos
tipos, la hemo-oxigenasa-1 (HO-1), que es inducible
y la hemo-oxigenasa-2 (HO-2), que es constitutiva.
Estas enzimas pertenecen a una familia de proteinas
que incorporan €l O, a un sustrato organico para pro-
ducir grupos hidroxilo, por lo que tienen la habilidad
de utilizar el anidén superéxido como fuente de elec-
trones. La HO-1 es una enzima microsomal cuya ac-
tividad induce la formacién de biliverdina y monéxido
de carbono. La activacion de la HO-1 depende de
episodios de tension oxidativa, y generalmente se
presenta en combinacién con la actividad de la Cu/
ZnSOD en la enfermedad de Alzheimer (AD) (4).

Las ERO pueden actuar a diferentes niveles celu-
lares, incluyendo la peroxidacién de los lipidos de las
membranas. Se conocen derivados de la lipoperoxi-
dacién como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidro-
xinonenal (4-HNE). Durante su formacion pueden
producir entrecruzamiento de las proteinas, atacando
residuos de histidina y cisteina particularmente; en
general las ERO pueden ocasionar dafio celular a di-
ferentes niveles (Fig. 3). Se ha descrito un incremento
en la lipoperoxidacién luego de episodios prolonga-
dos de isquemia, inyecciones de sal de hierro y dafio
por metil-mercurio. Sin embargo, el dafo causado
por la tension oxidativa no necesariamente incluye una
peroxidacién lipidica (1).

APOPTOSIS

La muerte apoptdtica es un proceso activo y ordena-
do que requiere de la sintesis de ARN mensajero
(ARNm) y proteinas. La apoptosis se caracteriza por
una serie de cambios celulares que incluyen la con-
densacion y relocalizacion de la cromatina, la frag-
mentacion regular del ADN en segmentos homogé-
neos de alrededor de 158 pares de bases, la pérdida
transitoria del potencial de membrana mitocondrial
asociado a la liberacion del citocromo c, la activacion
de transglutaminasas especificas, la translocacién de
fosfatidilserina (PS) de la ldmina interna a la externa
de la membrana plasmética como resultado de la ac-
tivacion de fosfolipasas especificas y la formacién de
cuerpos apoptoticos, entre otros (3, 5).

La activacion del proceso de muerte incluye la par-
ticipacion de una familia de proteasas de cisteina
(caspasas) que estd involucrada en el inicio y en la
ejecucién de la muerte apoptética (3, 5). Las caspa-
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Figura 3. Se ilustran algunos de los mecanismos de interaccién durante el dafio
celular inducido por la tensién oxidativa. El dafio puede ser directo, como en el caso
de la oxidacién de proteinas en grupos -SH inducida por el H,0,, o induciendo la
fragmentacién del ADN por el ‘OH y el O.". También hay dafio indirecto, como es el
provocado por el incremento en la concentramén de calcio intracelular, que a su vez
puede potenciar la tensién oxidativa. El incremento en el calcio intracelular no sélo
activa alguna proteasas dependientes de este i0n que atacan a componentes del
citoesqueleto, sino que también pueden activarse nucleasas que inducen daiio al
material nuclear. Ademads, la sobrecarga de calcio en el mitocondria facilita la libera-
cién de Fe™, y de esta forma, incrementa el dafio oxidante dentro de la célula. (Toma-

do y modificado de Halliwell, ref. 1).

sas contienen un sitio activo muy conservado con una
secuencia QACXG (en donde X puedes serR, Qo
G) y se caracterizan por tener una alta afinidad por
los residuos de dcido aspartico en la posicion P, lue-
go de la secuencia de reconocimiento. Aligual que
todas las proteasas, éstas se sintetizan como zimoge-
nos inactivos que requieren ser fragmentadas una o
mds veces para conformar las caspasas activas. Las
caspasas tienen una gran variedad de sustratos como
proteinas del citoesqueleto, proteinas citosélicas,
proteinas nucleares e incluso otras caspasas. Se co-
nocen 14 caspasas que se han clasificado en dos
grandes grupos, como iniciadoras y ejecutoras de
acuerdo a su participacién en la cascada proteolitica
caracteristica. La caspasa-3 es una caspasa ejecuto-
ra, que participa en la fase final del proceso de muer-
te celular, al igual que la caspasa-7 con la que com-
parte numerosos sustratos y estructura molecular, con

al factor de necrosis tumoral
(TNF) entre otros, y se activa al
formar un complejo peptidico
con algunas proteinas adapta-
doras, iniciando de esta manera
una cascada de proteasas que
culmina con la muerte celular
(5). Se ha descrito también la
actividad de la caspasa-1 en
procesos de muerte celular,
particularmente en la apoptosis
observada por neuronas del sis-
tema limbico cuando se induce
isquemia cerebral. Por otro la-
do, para la caspasa-2 se ha des-
crito un papel tanto de caspasa iniciadora como
ejecutora durante la muerte celular, que junto con el
resto de las caspasas su integracién en la clasificacién
de ejecutoras e iniciadoras queda aiin incompleta.

Existen otras proteinas asociadas al proceso de
muerte con accién antiapoptética, como la protei-
na Bcl-2, que estd asociada a la mitocondria y pare-
ce inhibir la actividad de la caspasa-9. Se ha pro-
puesto que probablemente la proteina Bcl-2 regule
la actividad de la caspasa-9 mediante la interac-
¢ién con el citocromo ¢ cuando éste se ha libera-
do de 1a mitocondria y forma un complejo con dicha
caspasa (5).

Otras proteinas endégenas que intervienen direc-
tamente en la inhibicién de la apoptosis son las llama-
das proteinas inhibidoras de la apoptosis o IAP"s.
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Estas proteinas contienen dominios caracteristicos
conocidos como BIR (dominio de alta homologia con
laIAP’s de baculovirus), CARD (dominio de reclu-
tamiento de caspasas) y un anillo RING-“finger” (do-
minio que interactia con el ADN en el carboxilo ter-
minal de la proteina). Las [AP’s regulan la actividad
de las caspasas inhibiéndolas mediante un mecanis-
mo desconocido hasta ahora, pero se sugiere que las
caspasas se unen al dominio CRAD de las IAP’s
inhibiendo su hidrélisis y por tanto su activacién. Se
ha demostrado que la muerte apoptdtica inducida por
distintos estimulos se previene en algunos modelos
neuronales de células simpaticas in vitro mediante la
sobre expresion de NAIP (proteina neuronal inhibi-
dora de la apoptosis).

Recientemente se ha demostrado que durante la
apoptosis se genera un estado de tensién oxidativa
como respuesta a una gran variedad de estimulos
inductores de la muerte celular. Como ya se mencio-
no, se sabe que las células responden a dafios oxida-
tivos mediante la activacién de las enzimas SOD,
CAT y GSHPx. Se ha sugerido también que el Bcl-2
funciona como un antioxidante y que su accion anti-
apoptética se puede deber, en parte, a esta actividad.
Sin embargo, no existen evidencias claras que apo-
yen esta idea (1, 6).

PAPEL DE LAS ERO, EL CALCIO Y LA MI-
TOCONDRIA EN LA APOPTOSIS

La mitocondria es una fuente importante de ERO,
particularmente de H,0, y O, . La formacién de di-
chas especies se lleva a cabo durante el transporte de
electrones en la cadena respiratoria. Durante las pri-
meras fases de la muerte apoptética, los radicales
superéxido pueden ser transformados por laMnSOD
dentro de la mitocondria en H O, el cual difunde ha-
cia el espacio citosélico en donde es capaz de inducir
la formacién de radicales *OH y producir dafio celu-
lar (7). Ademds, cuando hay alteraciones en la pro-
duccién de la energia celular, particularmente cuando
algunos de los complejos de la cadena respiratoria
estéan alterados o desacoplados (complejos mitocon-
driales I, Il y IV), se observan cambios en el equili-
brio celular del glutatién, que puede inducir un estado
oxidativo importante (7, 8). Se ha demostrado tam-
bién que la sintesis de ATP se mantiene a lo largo del
proceso apoptotico, ya que se han detectado niveles
basales de dicha molécula en mitocondrias aisladas
de células que han iniciado el proceso de muerte
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apoptética, y esto se ha relacionado con la produc-
cién de ERO en fases criticas de dicho proceso. Esto
refuerza la idea de que la manutencién de un estado
energético de la célula cercano a la normalidad es
crucial para mantener el proceso de muerte apopto-
tica (7, 8).

Otro evento importante durante un episodio de
tensién oxidativa es la alteracién en la homeostasis de
calcio intracelular, particularmente por modificacio-
nes en las condiciones i6nicas en los organelos que
secuestran este cation. La tensién oxidativa afecta la
homeostasis de calcio a diferentes niveles. Por un
lado, las ERO pueden alterar canales y receptores
relacionados con el movimiento de Ca**, como pue-
den ser los receptores al inositol 1,4,5-trifosfato o
IP, y receptores a diferentes neurotransmisores. Esto
se ha demostrado en células de corazon y rifién, asi
como en modelos de isquemia cerebral. Se ha des-
crito que el receptor a IP, es susceptible a oxidacion
y que cuando esto ocurre se modifica el sitio de union
al ligando, impidiendo de esta forma una via impor-
tante de sefializacion celular y llevando por lo tanto a
alteraciones en la regulacién de los niveles de calcio
intracelular (7). Se ha demostrado que en el sistema
limbico ocurre un dafio inducido por oxidacion a los
autorreceptores de diferentes neurotransmisores, par-
ticularmente receptores a glutamato, lo que afecta de
manera importante la comunicacién sindptica en esta
region del cerebro (9). Por otro lado, las ERO pue-
den inducir una liberacién masiva de calcio de pozas
intracelulares como la mitocondria y los reticulos
endopldsmico y sarcopldsmico, en parte por un in-
cremento en la peroxidacién de lipidos membranales
y como consecuencia de un entrecruzamiento protei-
co que desestabiliza la membrana (8). Finalmente, la
ATPasa dependiente de calcio puede sufrir una inac-
tivacién por acci6n directa de los ERO y/o por alte-
raciones membranales donde se localiza el complejo
de sintesis de ATP, lo que puede generar cambios en
las concentraciones de calcio en los diferentes com-
partimentos celulares (7, 8).

Se ha observado también que un desequilibrio en
el calcio intracelular puede generar ERO producien-
do un estado oxidante importante en la célula como
resultado de una despolarizacion de la membrana
mitocondrial. Esta condicién podria inducir la forma-
cion de las llamadas megamitocondrias, que son
mitocondrias que sufren alteraciones en los flujos
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i6nicos, en particular de calcio, que han perdido la
capacidad de regular el flujo de iones y agua, lo que
resulta en su hinchamiento, en un desacoplamiento
de los componentes proteicos de la membrana in-
terna, asi como en desajustes energéticos. Cabe
mencionar que estas megamitocondrias son relati-
vamente comunes durante eventos de muerte celular
por apoptosis (7).

En varios modelos celulares de muerte apoptética
ocurre una pérdida temporal del potencial de mem-
brana mitocondrial. Esto se ha asociado a la forma-
ci6n de estructuras llamadas poros de transicién mito-
condrial (MPT) formado entre la membrana interna y
externa de la mitocondria. Estd constituido por un
poro aniénico dependiente de voltaje y el transporta-
dor de nucleétidos de adenina situada en la membra-
nainterna, y por la ciclofilina D, la cual induce su ac-
tivacion. La actividad del MPT estd modulada por
otras proteinas, como receptores a benzodiazepinas,
hexocinasas, cinasas de glicerol, cinasas de creatina y
por la proteina Bax. Se ha propuesto que la forma-
cion del MPT est4 relacionada con la liberacién del
citocromo ¢ y una subsiguiente activacién de caspasa-
9, sin embargo esto no ha podido ser demostrado.
Se ha sugerido que para que el MPT se mantenga
como complejo funcional se requiere de un estado
oxidativo alto en la mitocondria, es decir, la forma-
cién temporal de ERO por arriba de un umbral que
promueve Ja formacién, el mantenimiento y la apertu-
radel poro. Algunos estudios proponen que el MPT
puede ser una via de salida de especies reactivas de
oxigeno, particularmente del O, formado en la mito-
condria. La formaci6n del poro depende en gran me-
dida de una alteracion en el calcio intracelular que
conlleva a un desajuste en la permeabilidad de los
flujos de este catién en la membrana mitocondrial in-
terna. Para la formacién del MPT se necesitan, ade-
mads de un incremento de calcio mitocondrial, otras
condiciones especificas como una reduccién en la
translocacion de nucleétidos de adenina hacia la
mitocondria, altas concentraciones de fosfato inorga-
nico (Pi) y per6xidos mitocondriales (8). Sin embar-
go, hay algunos modelos de apoptosis en los que no
se forma el poro y si se incrementa la tensién oxidati-
va, lo que sugiere diferentes vias de induccién y eje-
cucidn de la apoptosis.

Ademas de las alteraciones i6nicas y del aumento
en los niveles de ERO, el incremento en las concen-
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traciones citopldsmicas de Ca** puede traer como
consecuencia una activacion de endonucleasas o pro-
teasas dependientes de calcio, ademas de modifica-
ciones en la sefializacién intracelular lo que, depen-
diendo de la intensidad del estimulo, podria contribuir
aque las células se recuperen o mueran apoptética-
mente (8, 9). En general los sistemas de dafio celu-
lar que involucran tensi6n oxidativa y calcio supo-
nen que parte de los mecanismos que se llevan a
cabo son consecuencia de un aumento en las con-
centraciones de calcio intracelular. Sin embargo, en
otros modelos se sabe que una reduccién de calcio
intracelular puede acarrear un estado de tensién
oxidativa, que puede terminar en la muerte celular
con caracteristicas apoptoticas. Esta condicién ocu-
rre en algunos modelos de muerte programada du-
rante el desarrollo en la que una privacion de esti-
mulo tréfico representa una sefial para eliminar a la
célula (2, 10).

La participacion de las ERO en el proceso apop-
totico se ha sugerido con base en experimentos don-
de la adicién de la SOD u otros antioxidantes mantie-
ne las células viables por mds tiempo y/o reduce las
posibilidades de que mueran apoptéticamente. El
mecanismo de accién de las ERO en la induccién de
la muerte apoptética no se conoce, pero se ha suge-
rido que la tensién oxidativa podria ser una sefial de
inicio en este proceso. Una hipétesis al respecto, es
que las ERO podrian activar a las caspasas tanto ini-
ciadores como ejecutoras mediante una accién direc-
ta o indirecta por un mecanismo aun no determinado.
En modelos in vitro las ERO son capaces de inducir
alteraciones apoptéticas como condensacién nuclear,
fragmentacién del ADN, alteraciones membranales y
la activacion de caspasas. Esto se ha demostrado en
neuronas de laregion CA1 del hipocampo luego de
episodios de isquemia cerebral, asi como en neuronas
privadas de factor tréfico durante el desarrollo, don-
de en ambos casos se incrementan los niveles de ERO
(8). Sin embargo, atin no queda claro si estos eventos
ocurren directamente por accién de los ERO o como
consecuencia de la activacién de proteasas inducidas
durante la muerte celular. A pesar de las evidencias
que relacionan a la tensién oxidativa con la muerte
apoptotica, la formacion de ERO y que los tratamien-
tos con antioxidantes inhiben la actividad de las cas-
pasas y de la muerte, no se conocen los mecanismos
que involucran a las ERO en el proceso general de
muerte celular.
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APOPTOSIS DURANTE EL DESARROLLO
NEURONAL

Est4 descrito que en etapas tempranas del desarrollo
del sistema nervioso, las influencias pre y postsinap-
ticas juegan un papel determinante para la diferencia-
ci6n y el establecimiento de los circuitos neuronales
que conformardn el sistema nervioso. Durante las pri-
meras etapas del desarrollo del sistema nervioso de
mamiferos casi el 50% de las neuronas muere de
manera programada. Se ha sugerido que esta muerte
representa una estrategia para seleccionar tanto al
ntimero de células como a las mejor conectadas para
tener la mejor organizacién funcional del sistema ner-
vioso maduro.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio con
neuronas de cerebelo durante el desarrollo, se ha de-
mostrado que ocurre una muerte con caracteristicas
apoptéticas cuando las células se someten a una defi-
ciencia de factores tréficos o de estimulacion sindptica
similar a la que ocurre in vivo. Durante la primera
fase de este proceso de muerte ocurre una disminu-
cién de la [Ca**]. como un evento primario y critico.
La reducci6n de la [Ca*]. conduce, a través de un
mecanismo aun desconocido, a la generacion de un
estado oxidativo importante, seguido de la transloca-
cion de fosfatidilserina (PS) a 1a ldmina externa de la
membrana plasmatica, de la activacion de caspasas-
8 y 3 y una condensacion de la cromatina que prece-
den a la muerte neuronal. Cuando las células son tra-
tadas con SOD, CAT o con otros antioxidantes se
bloguean la translocacién de PS, la activacion de
caspasas-8 y3, y se previene la muerte neuronal. Esto
sugiere que las ERO generadas luego de una dismi-
nucién de la [Ca*], pueden disparar el programa de
muerte y la cascada de activacion de las caspasas. La
proteccién a neuronas privadas de factores troficos y
neurotransmisores durante el desarrollo no parece
ocurrir a través de una restauracion de niveles d
[Ca®]. (10). .

Se sabe también que una deficiencia del factor de
crecimiento neuronal (NGF) en neuronas simpéticas
encultivo genera un incremento de la tensién oxidati-
va y precede a una muerte neuronal con caracteristi-
cas apoptdticas. La proteccion que dan tratamientos
antioxidantes contra esta muerte neuronal por priva-
cién de NGF es muy clara, y particularmente aque-
llos realizados con secuestradores de ERO (1). Utili-
zando este mismo modelo, se observé una marcada
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disminucién en la muerte apoptética de las neuronas
privadas de NGF en ratones carentes de la enzima
NADPH-oxidasa (2). Todo esto apoya la hiptesis
que plantea que un incremento en la tensién oxidativa
es un proceso temprano y esencial en la activacién de
la muerte neuronal por apoptosis asociada a la priva-
cién de factores tréficos.

ISQUEMIA, HIPOXIA Y MUERTE NEURONAL
La hipoxia e isquemia son condiciones en las que ocu-
rTe una alteracion en el suministro de oxigeno y de
glucosa en diferentes tejidos de los organismos, que
en el caso del sistema nervioso generalmente se aso-
cia a traumas y accidentes cerebro-vasculares. En
cerebros isquémicos se presenta una considerable
disminuci6n energética, particularmente en fosfatos
orgénicos, por lo que los niveles de ATP disminuyen
de manera importante. En respuesta a esto, en un in-
tento por mantener los niveles de ATP en condiciones
Gptimas, se incrementa la glucélisis, presumiblemente
a través de la desinhibicién de la fosfofructocinasa
(encargada de transformar la fructosa 6-fosfato en
fructosa 1,6-difosfato durante la glucélisis), lo que
trae como consecuencia indirecta un incremento en la
produccién de dcido lactico. El aumento de dcido lac-
tico induce un incremento en la concentracion de
protones [H*] en la célula y se genera una condicién
de acidosis lactica. El incremento de la [H*] en las
células afecta la estructura de proteinas, las tasas de
actividad enzimatica, la reactividad de sustratos y los
mecanismos de transporte a través de membranas
(11). Ademds, se sabe que esta alteracién energética
en cerebros isquémicos e hipdxicos aumenta la sus-
ceptibilidad a dafio neuronal inducido por 4cido glu-
tamico, ya que durante estos episodios como resulta-
do del incremento de calcio intracelular se da una
mayor liberacién de glutamato, lo que produce muer-
te neuronal que en algunos casos presenta caracteris-
ticas apoptoticas.

Debido a las alteraciones membranales resultantes
de una caida en la produccién de energia y de la
acidosis lactica, ocurre una entrada masiva de Ca*
por canales sensibles a voltaje y/o por canales aco-
plados a receptores, como es el caso de los recepto-
res glutamatérgicos tipo NMDA. Por otro lado, las
condiciones de bajo ATP y alto dcido l4ctico también
inducen una salida de calcio de la mitocondria, como
resultado de alteraciones membranales y de los cam-
bios en las fuerzas iénicas y de pH que modifican los
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sistemas de homeostasis de dicho catién (11). Du-
rante estos episodios se establece también una con-
dicién transitoria de tensién oxidativa asociada a una
muerte neuronal tanto necrética como apoptoética.
Las alteraciones metabdlicas mencionadas inducen
procesos que favorecen un incremento en los niveles
de ERO. Se sabe que segundos después de estable-
cida la isquemia e hipoxia hay una liberacién de 4ci-
dos grasos, incluyendo al 4cido araquidénico. El in-
cremento de estos 4cidos grasos puede tener un im-
pacto a diferentes niveles, principalmente desaco-
plando la fosforilacién oxidativa y el transporte de
electrones mitocondriales e induciendo la produc-
cién de ERO. Por otro lado, la formacién de ERO
también se incrementa como resultado de la activi-
dad de las monooxigenasas y de la autooxidacion
del 4cido araquidonico, asi como por un incremento
significativo en la actividad de la enzima xantina
oxidasa (11).

Se ha demostrado en modelos de isquemia tran-
sitoria en ratas que una fraccion importante de la
muerte neuronal presenta caracteristicas apoptoti-
cas. Bajo estas condiciones se sabe que tanto la
actividad como los niveles de ARNm de diversas
caspasas se incrementan significativamente en dife-
rentes regiones cerebrales. Particularmente, en ra-
tas con isquemia se encontré un incremento en el
ARNm y la actividad de la caspasa-3 de las neuro-
nas glutamatérgicas del drea CA1 del hipocampo
después de 8 horas. En este mismo modelo se en-
contré también un incremento en la actividad de la
caspasa-1 en otras dreas del hipocampo después de
24 horas de la oclusion arterial. Tratamientos para-
lelos con inhibidores especificos de la caspasa-3
(DEVD-CHO) y de la caspasa-1 (YVAD-CHO) o
con un inhibidor de amplio espectro de las caspasas
(ZVAD-CHO) result6 en una disminucién significa-
tiva de la muerte neuronal (11).

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS;

TENSION OXIDATIVA Y APOPTOSIS
—Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una
pérdida sustancial y progresiva de la memoria y epi-
sodios agudos de demencia, ambos asociadas a una
degeneracion y pérdida paulatina de neuronas, par-
_ ticularmente en la regién limbica. Se ha descrito un
incremento importante en la peroxidacién de lipidos
de membrana y un gran dafio al ADN por agentes
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oxidantes en etapas avanzadas de esta enfermedad
(12). Elincremento en la lipoperoxidacién y sus de-
rivados (el 4-HNE y MDA) est4 directamente rela-
cionado con la formaci6n de los nédulos neuro-
fibrilares (NFT) y de las placas seniles (SP), que
son caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer.
Un aspecto interesante de esta enfermedad es que
dos de las enzimas antioxidantes del cerebro, la
SOD y la HO-1, responden de manera activa y con-
junta a estimulos oxidantes. Durante la formacién de
los NFT se ha visto que la HO-1, pero no la HO-2,
incrementa su actividad de manera paralela a la for-
macion de dichas estructuras (6, 8). Esto sugiere
que las alteraciones celulares y tisulares causadas
en parte por la oxidacién inducen la formacién de
NFT y SP. Por otro lado, el péptido B-amiloide,
relacionado con la enfermedad de Alzheimer, es un
candidato para explicar el origen de las ERO en esta
patologia, ya que bajo ciertas condiciones el péptido
puede adquirir un estado de radical libre. En algu-
nos modelos in vitro se ha podido detectar la con-
version del péptido en un radical libre, el cual induce
un incremento importante en los niveles de H O, y
de NO-. En un estudio in vitro se encontré que la
induccién de muerte apoptética por la privacién de
estimulacién en neuronas cerebelares genera la pro-
duccién y liberacién de péptido -amiloide (9). Re-
cientemente se ha descrito la participacién de cas-
pasas durante la muerte neuronal en la enfermedad
de Alzheimer, particularmente se ha referido que la
caspasa-12 participa como una caspasa iniciadora
asociada al reticulo endopldsmico (15). También se
sabe que la muerte neuronal asociada al incremento
en la acumulacion del péptido -amiloide es depen-
diente de la caspasa-2 (13). Estos estudios sugieren
entonces que gran parte de la muerte neuronal que
sucede en la enfermedad de Alzheimer es apopt6-
tica, dependiente de caspasas y ademds que estd
asociada a un incremento en la tensién oxidativa.

—Esclerosis lateral amiotréfica

La esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad
neurodegenerativa dependiente de la edad que se
caracteriza por una degeneracién de neuronas de la
corteza motora, del tallo cerebral y de la médula
espinal. Su climax sintomatico se presenta en la mi-
tad de la vida del paciente, presentandose paulati-
namente una paralisis motora parcial o total y termi-
nando con la muerte del individuo. A escala celular
se ha encontrado que en las células afectadas se
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observa un hinchamiento de los organelos y un dafio
mitocondrial severo que incluye vacuolizacion y pér-
dida de la permeabilidad mitocondrial asociada a un
incremento anormal en la [Ca*]. y ala muerte de las
neuronas como evento final. Estudios genéticos de-
finieron que el locus de la esclerosis lateral amio-
tréfica se encuentra en el cromosoma 21, donde se
encuentra también el gen de la Cu/Zn SOD, que en
pacientes con esclerosis lateral amiotrofica familiar
estd mutado. Existen evidencias de una relacion en-
tre la esclerosis lateral amiotréfica y la alteracion de
los sistemas antioxidantes, los cuales no son capa-
ces de convertir el superéxido producido normal-
mente por la célula, generando una condicion de ten-
si6n oxidativa responsable de una serie de dafios
celulares importantes (14). Se ha demostrado tam-
bién una alteracion en la sefializacién de la via del
glutamato en esta patologia, induciendo la forma-
cién de NO* de manera constitutiva. El NO* forma-
do reacciona con el O, para formar ONOO-, lo
que genera alteraciones oxidantes que culminan en
el dafio celular y en una pérdida importante de neu-
ronas con caracteristicas de muerte apoptotica y
necrotica, siendo esta tltima la mas abundante. Aun-
que se desconoce con detalle los mecanismos in-
volucrados en esta patologia, las evidencias coinci-
den en seifialar a las ERO como una pieza clave en la
evolucién de dicha enfermedad (11).

—Sindrome de Down

El Sindrome de Down se origina por una trisomia
del cromosoma 21 e involucra una pérdida neuronal
masiva. Este Sindrome comparte ciertas caracteris-
ticas citopatoldgicas con la enfermedad de Alzhei-
mer. Al igual que en la enfermedad de Alzheimer,
parte de la muerte celular observada presenta ca-
racteristicas apoptdticas, como la condensacion
de la cromatina y la fragmentacién homogénea del
ADN. Otra parte de la poblacién neuronal que mue-
re muestra signos de muerte necrética (15). El gen
que codifica para la Cu/Zn SOD se encuentra en el
cromosoma 21, por lo que la actividad de dicha en-
zima se encuentra por arriba de los niveles normales
en pacientes con Sindrome de Down. Se sabe que
el incremento en la actividad de Cu/Zn SOD, debi-
da a la trisomia, induce una alteracion del siste-
ma redox de la célula, lo que produce desajustes
oxidantes que puede terminar en la muerte neuronal.
Estos desajustes son consecuencia de alteraciones
del equilibrio de los componentes enzimaticos de la
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SOD y de la GSHPx, ya que la formacién exacer-
bada de H,0, a partir del O,"por la actividad de la
Cu/Zn SOD es muy alta y termina siendo extrema-
damente toxico para la célula. Hay evidencias que
indican que esta condicién oxidativa provoca la pér-
dida neuronal paulatina en pacientes con Sindrome
de Down. En experimentos hechos con neuronas
corticales en cultivo obtenidas de cerebros de pa-
cientes con Sindrome de Down, se demostré que
hay una poblacién neuronal que muere paulatina-
mente y otra que no lo hace. El tratamiento de estas
neuronas con antioxidantes como N-terbutil-2-sul-
fofenilnitrona (PBN), vitamina E y otros secuestra-
dores de ERO, resulta en una reduccién marcada
de la muerte neuronal, demostrando con estos estu-
dios, la participacion directa de la tension oxidativa
en la muerte apoptética de neuronas de pacientes
con Sindrome de Down. (15).

—Enfermedad de Parkinson

Esta patologia se caracteriza por un deterioro gradual
de neuronas que sintetizan dopamina localizadas en la
sustancia nigra del cerebro. La muerte de una frac-
cién de las neuronas de la sustancia nigra presenta
caracteristicas apoptoticas, particularmente una con-
densacion y fragmentacién del ADN tanto mitocon-
drial como nuclear. Como resultado de la deficiente
comunicacion dopaminérgica resultante, ocurren se-
veras alteraciones tanto motoras como sensoriales.
Se ha sugerido que la degeneracion del sistema nigro-
estriatal se origina como resultado de una exposicién
elevada de estas neuronas a algunas ERO y particu-
larmente al H,0,. La desaminacién de la dopamina a
3,4-dihidroxifenilacetaldehido genera H,O,, ademas
de que la dopamina puede autooxidarse espontinea-
mente formando quinonas, H,O, y *OH (12). Por
otro lado, se ha detectado un incremento anémalo de
hierro en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra de pacientes con la enfermedad de Parkinson,
condicion que favorece la reaccién de Fenton, la cual
produce radicales hidroxilo a partir de H,O,. Se ha
descrito ademads, una deplecién de GSH en pacientes
con la enfermedad de Parkinson, que se sabe funcio-
na como defensa en contra de las ERO. El incremen-
to de peréxidos asociados a la disminucion de GSH
provoca una pérdida parcial en el transporte de elec-
trones de la cadena respiratoria de alrededor del 70%
con respecto a sus controles, dafiando particularmen-
te a los complejos mitocondriales Il y IV de dicha
cadena (9).
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—Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington es otra de las enferme-
dades neurodegenerativas que involucra una pérdida
neuronal. Durante esta enfermedad se dan episodios
de demencia y sobre todo movimientos involuntarios
agudos que estédn relacionados al dafio neuronal (15).
Esta enfermedad neurodegenerativa genética es cau-
sada por la acumulacién de una proteina llamada
huntintina. En condiciones basales la huntintina esta
presente en las células, aunque su funcién es desco-
nocida hasta ahora (15). Gran parte de la muerte
neuronal en esta enfermedad se presenta en la regién
neoestriatal, donde las neuronas gabaérgicas espinales
constituyen el 90% de la poblacién. La excitotoxici-
dad es uno de los eventos mas comunes durante la
muerte neuronal en la enfermedad de Huntington. Se
sabe que durante la enfermedad existen periodos cri-
ticos donde las condiciones excitadoras se incremen-
tan, teniendo como consecuencia el incremento en los
niveles de calcio intracelular y la progresiva muerte
neuronal. Se ha descrito también que durante este
periodo de dafio se incrementan los niveles de NO-
asociado a un estado de tensi6n oxidativa importante
debido a 1a formacion de peroxinitrito y peréxido de
hidrégeno (15). La muerte de neuronas en la enfer-
medad de Huntington tiene tanto caracteristicas ne-
créticas como apoptéticas. En los tltimos afios se ha
descrito la participacién de caspasas durante estos
eventos. Particularmente se sabe que la caspasa-1
esta estrechamente relacionada con la muerte neuro-
nal en la enfermedad de Huntington. En animales de-
ficientes de la caspasa-1 se encontré una disminucién
en los sintomas de la enfermedad y en la muerte
neuronal. Se ha propuesto también que la caspasa-3
es capaz de hidrolizar a la huntintina, sin embargo no
se conoce bien cual es el resultado de este procesa-
miento (15).

A pesar de las evidencias del papel de las ERO en
enfermedades neurodegenerativas y sus caracteristi-
cas asociadas a la muerte apoptdtica, no se han des-
crito suficientes modelos de muerte neuronal que re-
lacionen la activacion de caspasas (marcadoras de
apoptosis) y el dafio oxidante en estas patologias.
Soélo algunos trabajos in vitro han establecido una
correlacion entre el estado oxidante y la activacion de
caspasas, sugiriendo que el incremento en la tensién
oxidativa induce la activacion de caspasas (particu-
larmente la caspasa-1 y la caspasa-3) en el modelo
de la enfermedad de Alzheimer y de isquemia e hipo-

Valencia Pérez A y Mor4n Andrade J

xia, donde ademas se observa un incremento en el
mensajero de la caspasa-3.

CONCLUSIONES

Las especies reactivas de oxigeno pueden constituir
una condicion nociva para la célula induciendo muer-
te y provocar un dafio al organismo. En la activacién
y posterior desarrollo de algunas patologias del siste-
ma nervioso las ERO juegan un papel importante. En
el caso del Sindrome de Down y la esclerosis lateral
amiotréfica el establecimiento de la tension oxidativa
puede ser el resultado de una alteracién de los siste-
mas antioxidantes endégenos. Los tratamientos de
estas patologias con estrategias dirigidas al control y
regulacion de la tensién oxidativa pueden resultar ti-
les para controlar tanto su génesis como su desarrollo
0 en algunos casos para eliminar los efectos secunda-
rios resultantes de la tension oxidativa asociada a la
enfermedad. Para entender estos mecanismos, el es-
tudio de la participacién de la tensién oxidativa en la
muerte celular en casos donde la muerte apoptética
€s un evento necesario, también es importante, como
ocurre durante el desarrollo donde la eliminaci6n de
neuronas es determinante para la formacién y buen
funcionamiento del sistema nervioso.

Aun cuando no se ha podido determinar la rela-
cion entre la formacién de ERO y los mecanismos de
muerte celular, se sabe que durante la apoptosis la
tension oxidativa juega un papel central. Se ha sugeri-
do que las ERO pueden activar directa o indirecta-
mente a las caspasas. Es importante mencionar que a
pesar de que las ERO estan involucrados en la muer-
te apoptdtica, no queda claro si esta condicién oxi-
dante es un disparador de la apoptosis, una conse-
cuencia del programa de muerte 0 ambas, dependien-
do del estimulo y la condicién fisiolégica de la célula
que lo experimenta. Quedan atin muchas preguntas
por resolver, particularmente en relacién con los me-
canismos que involucran al calcio, alas ERO y a las
moléculas pro y antiapoptdticas.
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RESUMEN

Las lipasas son enzimas que fisiol6gicamente hidroli-
zan lipidos con fines nutrimentales. Sin embargo, es-
tas enzimas pueden ser utilizadas con fines distintos,
muchos de los cuales se llevan a cabo en condiciones
extremas como altas temperaturas, pH extremo o en
presencia de disolventes orgénicos, provocando la al-
teracién de sus propiedades cataliticas. Sus usos in-
dustriales han sido para la produccién de triacilglice-
roles con restos de acidos grasos de importancia nu-
trimental o funcional en alimentos, ya sea por sintesis
a partir de dcidos grasos y glicerol o por reacciones
de transesterificacién con grasas y aceites comercia-
les. También se han utilizado para la separacion de
mezclas racémicas en sintesis orgdnica, permitiendo
obtener compuestos estereoquimicamente enriqueci-
dos. Recientemente se han utilizado para la sintesis
de polimeros como poliésteres e incluso para la de-
gradacion de los mismos en condiciones no biologi-
cas. Las lipasas han demostrado ser sumamente ver-
satiles fuera de los sistemas biolégicos tradicionales.

PALABRAS CLAVE: Lipasas, aplicaciones in-
dustriales, biotransformaciones.

ABSTRACT

Lipases are enzymes that, under physiological
conditions, hydrolyze lipids for nutrimental aims.
However, these enzymes may be used with different
purposes, some of them are carried out in extreme
conditions such as high temperature, extreme pH
values or in the presence of organic solvents, leading
to a change in their catalytic properties. Their
industrial applications have been in the production of
triacylglycerols, containing fatty acid residues of
nutritional or functional importance in food systems,
from fatty acids and glycerol or by transesterification
reactions with commercial oils and fats. Lipases have
also been used for the resolution of racemates in

synthetic-organic chemistry, producing stereochemi-
cally-enriched compounds. Recently, these enzymes
have been used for polymeric-substances synthesis
as polyesters and even for their non-biological
degradation. Lipases have shown to be very suitable
biocatalysts outside biological systems.

KEY WORDS: Lipases, industrial applications,
biotransformations.

INTRODUCCION

En las ciencias bioquimicas acostumbramos a ver a
las enzimas como los catalizadores que hacen posible
la vida. Sin embargo estas proteinas, ademaés de su
funcién biolégica, pueden tener aplicacién en otros
ambitos de la ciencia. No hacemos referencia a los
usos in vitro de las enzimas, como es el caso de la
Tag polimerasa en el PCR u otras enzimas modifica-
doras del ADN que se usan en biologia molecular.
Tampoco nos referimos al uso de enzimas a nivel in-
dustrial realizando la misma funcién que hacen en el
organismo, como es la sacarificacién del almidén con
amilasas. Existen otros usos que se han dado a las
enzimas, que difieren mucho de su papel fisiol6gico,
pero que aprovechan sus propiedades cataliticas y
de reconocimiento molecular. Estos usos se basan
esencialmente en la modificacién de sustancias de una
manera que en sistemas bioldgicos no se presenta o
bien de modificar compuestos quimicos inexistentes
en la naturaleza. En este articulo se hace una revision
de la naturaleza de las lipasas, asi como de sus princi-
pales aplicaciones mas alld de la hidrélisis de lipidos
en sistemas acuosos.

ACTIVIDAD LIPOLITICA

Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas EC 3.1.1.3)
catalizan la reaccion de hidrélisis de los enlaces éster
de los triacilgliceroles, produciendo acidos grasos y, .
dependiendo de la naturaleza de la lipasa y de sus
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condiciones de actividad, glicerol y mono- o diacilgli-
ceroles con distintas posiciones finales de esterifica-
ci6n (1). Las lipasas actian en la interfase agua-lipido,
a diferencia de las esterasas que hidrolizan el mismo
enlace pero requieren que el sustrato sea soluble en la
fase acuosa (2). La actividad lipolitica varia, como
con todas las enzimas, al aumentar la concentracién
del sustrato. Sin embargo, cuando éste es insoluble,
su actividad es una funcién del area de la interfase
por unidad de volumen, a esto se le ha denominado
“concentracion de interfase”. Esta forma de medir la
concentracion de sustrato refleja la accion de la enzi-
ma en una interfase y su necesidad de entrar en la fase
acuosay posteriormente adsorberse en la interfase
para interactuar con su sustrato (3). Las lipasas han
sido caracterizadas de acuerdo a parimetros como
el perfil de actividad contra pH, estabilidad y activi-
dad con respecto a la temperatura, especificidad
posicional en la hidrélisis de triacilgliceroles y especi-
ficidad por ciertos dcidos grasos. La especificidad
posicional es una caracteristica importante para la
aplicacion industrial y analitica de estas enzimas. Las
lipasas de Aspergillus niger, Rizhopus delemar,
Rhizomucor miehei y Thermomyces lanuginosa
poseen especificidad para la hidrolisis de ésteres de
glicerol en posicién 1,3, mientras que lipasas como la
de Geotrichum candidum y Penicillium cyclopium
no muestran especificidad. La enzima de Geotrichum
candidum ha mostrado especificidad para la hidré-
lisis de lipidos insaturados, mientras que la provenien-
te de Fusarium oxysporum es aparentemente mas
afin por los ésteres de dcidos grasos saturados (1).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES
Varias lipasas han sido clonadas y secuenciadas. Una
comparacion de sus secuencias hace evidente la exis-
tencia de un residuo de serina localizado en una re-
gi6n de residuos hidrofébicos, que se encuentra muy
conservada en todos los casos, un pentapéptido con-
senso Gly X Ser X Gly, donde X es cualquier amino-
acido (1, 2). Enlas lipasas provenientes del género
Bacillus el pentapéptido consenso cambia la primera
Gly por Ala, Ala X Ser X Gly. Se ha visto que las
lipasas de este género poseen un pH de maxima acti-
vidad cercano a 10, lo cual las hace atractivas desde
un punto de vista quimico ya que se pueden usar en
condiciones extremas (4).

Las lipasas poseen una estructura caracteristica o/f3,
_esto es, una estructura de hoja 3-plegada central con

Tapa del sitio activo
Inhibidor competitivo

Figura 1. Estructura cristalina de la lipasa de Rhizomucor
miehei con una molécula de dietilfosfonato (inhibidor com-
petitivo) unido al sitio activo. La hélice ¢ que se encuentra a
la derecha del inhibidor es la tapa del sitio activo; en condi-
ciones de no-inhibicién esta hélice se encuentra cubriendo
el sitio activo.

hélices o.en menor proporcion (Fig. 1). En muchas de
las lipasas estudiadas por cristalografia de rayos X se
ha visto que el sitio catalitico estd localizado en el
carboxilo terminal de 1a hoja central. El sitio catalitico
de las lipasas presenta un residuo de histidina (His), un
residuo dcido como aspartato (Asp) o glutamato (Glu)
y unresiduo de serina (Ser) que ataca nucleofilicamente
al enlace éster de los dcidos grasos durante la catalisis.
El residuo de Ser es activado por el acoplamiento en-
tre los residuos Asp e His para hacerlo lo suficiente-
mente nucleofilico. Este mecanismo de reaccion es el
mismo que se ha observado en el caso de las serin-
proteasas, ya que el enlace peptidico resulta ser elec-
tronicamente muy similar al enlace éster. En las lipasas,
el residuo de Ser activo es el que se encuentra en la
secuencia consenso mencionada anteriormente, aun-
que el resto de los aminodcidos de la triada catalitica
provienen de distintas regiones de la proteina. La serina
encontrada dentro del pentapéptido consenso se en-
cuentra, en el caso de las lipasas, en una conformacion
€ (p=62° ¥ =-121°). Esta regién consiste en una
cadena [3 seguida por un giro rigido que contiene al
residuo de Ser y en seguida un o hélice, motivo estruc-
tural conocido como B-eSer-o. (2).
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En todas las lipasas hasta ahora estudiadas, el cen-
tro catalitico estéd por debajo de una o mas vueltas de
hélices o superficiales. En las lipasas esta cubierta
consiste en una corta hélice anfipatica. En lalipasa de
R. miehei, bajo condiciones de inhibicién competiti-
va con dietilfosfonato, esta hélice se aleja del sitio
activo, a través de la superficie de la molécula mo-
viendo su centro de gravedad 8 A y girando sobre su
propio eje casi 180° (Fig. 1). Como resultado de este
movimiento se expone una gran superficie hidrofébica
de aproximadamente 750 A%, donde 12 amino4cidos
son responsables de la mayor parte de dicha superfi-
cie, Ile85, Trp88, 11e89, Leu92, Phe94, Val205,
Leu208, Phe213, Val254, Leu255, Leu258 y Leu267.
Cuando se alinean estos aminodcidos con otras li-
pasas se ve que estdn altamente conservados, confir-
mando asi su importancia funcional. Este movimiento
expone el sitio activo al disolvente y la presencia de la
superficie hidrofébica en la proteina le permite inter-
actuar con la superficie del lipido, haciéndola de este
modo mucho mas activa frente a ésteres insolubles.
La presencia de la interfase lipido-agua produce este
fenémeno estructural conocido como “activacion
interfacial” (2).

En el caso de la lipasa de T. lanuginosa, el movi-
miento de la tapa durante la activacion interfacial ha
sido bien demostrado y correlacionado con un au-
mento de 100 veces en la actividad catalitica con res-
pecto a la enzima en condiciones de no activacién
(3). Lalipasa de Bacillus subtilis no presenta el fe-
némeno de activacion interfacial, este hecho y su ta-
mafio reducido (29 kDa) hacen suponer que esta en-
zima no posee el motivo que cubre al sitio activo (4).
La activacién de lipasas mayores, como la humana
pancredtica (hpL), presentan un fendmeno méas com-
plejo, ya que éstas poseen cofactores como la coli-
pasa para el caso de la hpL. Estudios estructurales
mostraron que la colipasa se une exclusivamente al
dominio del carboxilo terminal; no obstante, atin no
es claro qué cambios conformacionales ocurren du-
rante la adsorcién de la enzima en la interfase lipido-
agua, dejando a la colipasa en contacto con otras
partes de la enzima, incluyendo el motivo que cubre
al sitio activo (2).

SINTESIS DE ESTERES

Existen varias aplicaciones para las lipasas, como la
produccién de nuevos tipos de triacilgliceroles con
caracteristicas modificadas, como punto de fusion

bajo para las grasas de uso en alimentos s6lidos. Esto
se logra mediante la transesterificacién enzimatica de
triacilgliceroles disponibles en presencia de bajas can-
tidades de agua, lo cual desplaza el equilibrio quimico
en el sentido sintético, para que el producto mayori-
tario de la reaccion sea el de transesterificacion. Otra
aplicacidn es la sintesis de otros ésteres como los
glicosidicos y tioésteres (1).

Del mismo modo, cuando se ponen a reaccionar
en un disolvente orgdnico con minimo contenido de
agua, ya que debe existir una fraccién finita y peque-
fia que permanezca unida a la enzima para que ésta
funcione, producen la esterificacion de alcoholes con
dcidos grasos. Estos compuestos son los responsa-
bles de los sabores y aromas en muchos productos,
por lo que este método se ha propuesto para la pro-
duccién industrial de saborizantes y aromas aplica-
bles a los alimentos. Un ejemplo de esto es la pro-
duccién de hexil acetato en n-hexano con la lipasa de
R. miehei. El hexil acetato es un éster de cadena cor-
ta con aroma frutal el cual es muy usado como aditivo
en laindustria alimentaria. Tradicionalmente se extrae
de fuentes naturales o se produce por sintesis quimi-
ca. En este caso se transesterifico triacetina con he-
xanol utilizando la enzima inmovilizada en una resina
ani6nica variando temperatura, tiempo, contenido de
aguay larelacion triacetina:hexanol.

Los autores encontraron que los factores que mas
afectan la conversién molar de hexanol en hexil ace-
tato son la temperatura y la relacion triacetina:hexanol.
En el estudio obtuvieron hasta un 86.6% de conver-
si6n molar de hexanol, lo cual es un excelente rendi-
miento (5). En este tipo de reacciones el rendimiento
es de gran importancia para competir con otros pro-
cesos sintéticos. Sobre este punto se ha visto que no
todos los acidos grasos se pueden transesterificar o
esterificar con la misma facilidad, es decir, se obtienen
rendimientos distintos para dcidos grasos distintos.

Los estudios que se han hecho sobre este tépico
demuestran que el niimero de dtomos de carbono del
acido graso es determinante en el rendimiento de la:
reaccion, y ademads es distinto para diversas lipasas,
por ejemplo la de Pseudomonas cepacia presenta
una gran preferencia por los dcidos grasos de 8 y 16
carbonos, mientras que las de R. miehei y Candida
antarctica s6lo por los primeros (6). La lipasa de -
C. antarctica también ha sido usada para la sintesis
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Figura 2. Sintesis enzimatica de retinil lactato a partir de L-
metil lactato y retinol. La transesterificacion se lleva a cabo
en disolvente orgdnico y es catalizada por la lipasa de
C. antarctica.

de ésteres de 4cido ascorbico y de retinol (Fig. 2).
Estas vitaminas han sido empleadas en el tratamiento
del envejecimiento de la piel, cancer de ésta y otros
padecimientos epidérmicos dada su funcién antioxi-
dante. Sin embargo, la aplicacién tépica de vitaminas
causa frecuentemente irritacién en la piel. Para resol-
ver este problema muchos autores han conjugado a
las vitaminas con 4cidos carboxilicos, especialmente
o- y B-hidroxidcidos, como el L-lactico, glicélico y
salicilico. Tales dcidos aparentemente poseen propie-
dades terapéuticas para la piel. Sin embargo, al ser
aplicados en cremas con concentraciones mayores al
5% o en individuos sensibles, también pueden resul-
tar irritantes. Se cree que los ésteres de vitaminas se
hidrolizan in vivo, haciendo disponibles tanto al dci-
do como a la vitamina y tienen la ventaja de no ser
irritantes y ser ficilmente absorbidos. El retinil lactato
y el ascorbil lactato se han sintetizado en varios
disolventes organicos, obteniendo rendimientos de 90
y 80%, respectivamente (7).

Otros ésteres importantes en el &mbito industrial
son los de compuestos esteroides, que pueden ser
usados en pantallas de cristal liquido, cosméticos,

nutracéuticos y medicamentos. Se ha visto que son
efectivos en la reduccion de colesterol sanguineo al
inhibir la absorcién de éste a nivel de intestino delga-
do. Es posible la sintesis quimica de tales compues-
tos; sin embargo, utilizando disolventes orgénicos y
lipasas como biocatalizadores, se ha logrado la pro-
duccién de ésteres de esteroles, estanoles y esteroi-
des. Un estudio interesante, en el que se utilizo lipasa
de Candida rugosa como catalizador, presenta la
sintesis de ésteres de sitosterol, colesterol, estigmas-
terol, ergosterol, 7-dehidrocolesterol y sitostanol.
Estos fueron preparados en ausencia de agua y con
disolventes organicos. La reaccién se llevo a cabo en
la mezcla de dcidos grasos a 40°C y en condiciones
de vacio (20 a 40 mbar), agregando directamente la
enzima inmovilizada. El rendimiento bajo estas con-
diciones fue muy cercano al 100% (8).

RESOLUCION DE MEZCLAS RACEMICAS
Y SINTESIS ENANTIOSELECTIVAS

Las lipasas y las esterasas pueden utilizarse para la
sintesis estereoquimica de ésteres. Estos ésteres este-
reoespecificos son muy ttiles en la industria farma-
céutica y quimica, como por ejemplo el Naproxen®,
Ketoprofen® y muchos intermediarios tanto de sin-
tesis de medicamentos como de insecticidas y herbi-
cidas (9). Los profenos (dcidos 2-arilpropi6énicos)
son un importante grupo de compuestos con propie-
dades analgésicas y anti-inflamatorias, de tipo no
esteroidal, que ejercen su accién farmacolégica a tra-
vés de la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas.
El enantiémero (S) de estos compuestos es el que
posee la actividad farmacoldgica, mientras que su
contraparte, el isémero (R), puede ser hasta 160 ve-
ces menos potente. El mayor problema de los
profenos es el dafio que pueden producir en el est6-
mago humano debido al grupo acido que poseen.
Una manera de enmascarar este efecto colateral es
ocultando tal grupo al esterificarlo con un alcohol,
generando asi un pro-firmaco que posteriormente
serd hidrolizado in vivo liberando al profeno, permi-
tiendo entonces que éste ejerza su accién terapéuti-
ca. Utilizando la lipasa inmovilizada de Candida ru-
gosa se ha logrado resolver una mezcla racémica de
(R, S)-ibuprofeno y a su vez sintetizar un pro-farma-
co, 2-N-morfolinetil (S)-ibuprofeno (Fig. 3). En este
proceso se modifica sélo al enantiémero (S), cam-
biando sus propiedades fisicoquimicas y permitiendo
separarlo del enantiomero (R) por métodos conven-
cionales (10).
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Figura 3. Resolucién de una mezcla racémica de ibuprofeno
a través de la formacién enantioselectiva de un éster. La
lipasa de C. rugosa se usé como catalizador.

Estas sintesis enantioselectivas de ésteres ha per-
mitido también la preparacién de compuestos con
aroma y sabor muy usados en la industria alimentaria,
un caso es el metil-éster del 4cido (S)-2-metilbuta-
noico. Este compuesto es el principal responsable del
sabor y aroma de las manzanas y las fresas. La sinte-
sis quimica de este compuesto es muy cara y produce
una mezcla racémica en la que s6lo el enantiomero
(S) posee las propiedades sensoriales sefialadas, ra-
z6n por la que se ha investigado su sintesis enantiose-
lectiva en medio orgénico con varias lipasas. Los
mejores rendimientos hasta el momento han sido re-
laciones 3:1 del enantiémero (S) al (R) con las lipasas
de R. miehei, A. niger y A. javanicus. Aunque pare-
ce no muy bueno, el proceso es bastante mejor y mas
barato que la sintesis quimica (11).

Las lipasas en disolventes organicos también cata-
lizan reacciones de amindlisis, esto es la sintesis de

amidas a partir de una amina y un éster. Normalmente
la sintesis se lleva a cabo con un nucleéfilo proquiral
o racémico (un alcohol 0 una amina) y un donador de
acilos aquiral (un éster o un 4cido) o viceversa, lo-
grando asi la resolucién del compuesto racémico. Es
claro que la resolucién del nucledfilo o del donador
de grupos acilo ocurre en distintos lugares de la enzi-
ma, por lo que ambas enantioselecciones pueden ocu-
rrir en la misma reaccién. Este tipo de reacciones,
llamadas “doblemente enantioselectivas”, han sido
muy poco documentadas y en la mayorfa de los ca-
sos han tenido rendimientos pobres. El interés en es-
tas reacciones es evidente considerando que el pro-
ducto de reaccién contiene dos centros quirales, es
decir se trata de un diasterémero. En un trabajo re-
ciente se ha logrado la aminélisis de una mezclara-
cémica de 3-hidroxiésteres con aminas racémicas
usando la lipasa de C. anfarctica como catalizador
(Fig. 4). El producto, una 3-hidroxiamida con una alta
relacién diasteromérica (relacion entre concentracio-
nes de los diasterémeros), es usado como materia
prima en la sintesis de otros compuestos de interés
(12).

SINTESIS Y DEGRADACION DE POLIMEROS
Las lipasas también han sido utilizadas en el campo
de la sintesis de polimeros 6pticamente activos. Este
tipo de macromoléculas ha llamado la atencién como
materiales funcionales para catélisis quiral usada en
sintesis asimétrica, también como material de empa-
que para columnas cromatograficas para la separa-
cién de enantidmeros y como materiales quirales para

OH O Me
+ X
S HN R
Ester Amina
racémico racémica
Lipasa “
QO Me OH ‘O
& Me
P + )\
N R OEt
t H HN R
Amida Enantibmero Enantiémero
diasteromérica resueito del éster  resueito de fa amina

Figura 4. Amindlisis doblemente selectiva partiendo de
ésteres y aminas, ambos racémicos. La reaccion es catalizada
por la lipasa de C. antarctica en disolvente orgénico.
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la preparacidn de polimeros para cristales liquidos.
Por estas razones, la polimerizacidén asimétrica ha
sido estudiada intensamente con el fin de introducir
quiralidad a la estructura polimérica. En este tipo de
sintesis, un isémero de un monémero racémico es
preferencialmente polimerizado, generando un poli-
mero Opticamente activo. Recientemente, se ha re-
portado que es posible la copolimerizacién enantio-
selectiva de lactonas para la produccion de poliéste-
res Gpticamente activos. Se realizé la copolimeriza-
cion de una mezcla racémica de B-butirolactona con
12-dodecandlido (Fig. 5). El enantiémero (S) reac-
cion6 preferencialmente produciendo el copolimero
enriquecido con este enantiémero. La propia B-buti-
rolactona también ha sido polimerizada para la gene-
racion de poli 3-hidroxibutirato en forma lineal y ci-
clica (13).

La existencia de polimeros de estructura bien defi-
nida y con grupos funcionales estratégicamente colo-
cados permite su empleo en diversas dreas, como la
inmovilizacién de enzimas u otros catalizadores y para
adsorcion/desorcién de farmacos permitiendo su li-
beracion controlada en largos periodos de tiempo,
entre otros posibles usos. Los policarbonatos tienen
estas propiedades y ademas son biodegradables, ra-
z6n por la cual existe un gran interés en la sintesis de
estos polimeros. Un ejemplo de esto es el policarbo-
nato generado a partir de la polimerizacién de 5-
metil-5-benziloxicarbonil-1,3-dioxan-2-ona cataliza-
da por la lipasa de Pseudomonas fluorescens a
80°C. El producto es un policarbonato soluble en
agua, con peso molecular de 6100 Da, que posee
grupos carboxilicos que pueden ser utilizados para la
unién de otras moléculas con diversos fines (14).

Del mismo modo en que las lipasas pueden partici-
par en la sintesis de poliésteres, pueden participar en
su degradacion en disolventes orgédnicos. La descom-
posicion de polimeros sintéticos ha sido una de las
grandes preocupaciones sociales dado su potencial
contaminante. Hasta ahora los procesos quimicos de
reciclado de polimeros han requerido mucha energia
y su eficiencia ha sido limitada. Los polimeros biode-
gradables como los poliésteres alifaticos son una al-
ternativa a los plasticos tradicionales pobremente o
no-biodegradables, como son el polietileno o el poli-
propileno. En estudios recientes se ha estudiado la
depolimerizacidn de policaprolactona utilizando la
lipasa de C. anctartica. Tales estudios demuestran

(o]
N
+

B

(R, S)--butirolactona

CH, (CH,)q

12-dodecandlido

Lipasa

CH (o]
—ol&ren, & /-0—(CH2)11-8-

Poliéster dpticamente activo

Figura 5. Copolimerizacién de (R, S) B-butirolactona y 12-
decandlido para la produccién de un poliéster dpticamente
activo. La reaccidn es catalizada por la lipasa de C. antarctica
en diisopropil éter.

que la enzima degrada el polimero hasta pesos
moleculares menores a 500 Da al realizar la reaccién
en tolueno a 60 °C. También se demostré que la pre-
sencia del disolvente modificaba el equilibrio quimico
entre la forma depolimerizada y la forma polimerizada
de la caprolactona utilizando la misma lipasa como
catalizador, un avance significativo en el recliclado de
plasticos (15).

CONCLUSION

Las lipasas son enzimas sumamente versatiles tanto
en hidrélisis como en sintesis. Su capacidad catalitica
en aguay en disolventes organicos las ha convertido
en una herramienta indispensable en quimica orgénica
para la sintesis de diversos compuestos con actividad
farmacolGgica, cosmética y nutrimental; en investiga-
cion, para la sintesis de compuestos que dificilmente
se podrian obtener por sintesis quimica; en la indus-
tria de sabores, para la produccién de ésteres aro-
maéticos y saborizantes asi como hidrolizados de gra-
sa que pueden recrear sabores de productos que re-
quieren maduracién, como quesos y carnes. Existen
muchas otras aplicaciones potenciales de las lipasas.
El gran reto es identificar tales aplicaciones y selec-
cionar la lipasa mds apta para el proceso, ya sea por
andlisis y seleccién o por ingenieria de proteinas.
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La capacidad hidrolitica asi como sus propiedades
sintéticas, han convertido a las lipasas en enzimas de
gran importancia econdmica dado su amplio espec-
tro de aplicaciones comerciales y en investigacion.
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RESUMEN

Las fosfolipasas C especificas de fosfoinositidos
(PLC-PI) forman parte de una gran familia de enzimas
estrechamente relacionadas que se asocian reversi-
blemente a la membrana, donde llevan a cabo la
hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PtdIns
(4,5)P,). En este proceso se generan dos segundos
mensajeros: 1) el diacilglicerol (DAG), que activa a
una enzima que se encuentra unida a la membrana
denominada proteina cinasa C, la cual a su vez fosfo-
rila a varias proteinas; y 2) el inositol-1,4,5-trisfosfato
(Ins(1,4,5)P.), que difunde a través del citosol hasta
el reticulo endoplasmico donde promueve la libera-
cién de Ca® hacia el citosol, estimulando una gran
variedad de procesos celulares. Las fosfolipasas
bacterianas, a diferencia de las de mamiferos, no pue-
den hidrolizar los fosfatidilinositoles fosforilados y
presentan un tipo de regulacion diferente. Las PLC-
PI emplean un arreglo modular en dominios para lo-
grar una produccién regulada de Ins(1,4,5)P, y
DAG. Estos médulos se conocen como dominios
PH, EF, C2, y catalitico. Los dominios PH y C2 son
comunes en proteinas que interactian con membra-
nas y que participan en la transmision de sefiales. La
presente revision se propone dar una visién estructu-
ral y funcional de las PLC-PI, asi como mostrar su
papel en la transmision de sefiales y su regulacién in
vivo.

PALABRAS CLAVE: Fosfolipasa C, transduc-
cién de senales, dominio C2, dominio PH.

ABSTRACT

The phosphoinositide-specific phospholipases C
(PLC-PI) are a large family of closely related enzymes
that reversibly associate with membranes to carry out
the hydrolysis of phosphatidylinositol 4,5-bisphos-
phate substrates (PtdIns(4,5)P,), to generate two

second messengers: i) diacylglycerol (DAG), which
mediates the activation of protein kinase C and ii)
inositol-1,4,5-trisphosphate (Ins(1,4,5)P,) that
diffuses across the cytosol up to the endoplasmic
reticulum (ER) where it stimulates Ca** release to the
cytosol. Both Ca** and DAG are involved in many
processes, like cellular proliferation, contraction,
excitation and secretion. In contrast, the bacterial
enzymes can not hydrolyse phosphorylated
phosphoinositides and they use a different mechanism
of regulation. The mammalian isozymes employ
a modular arrangement of domains to achieve a
regulated production of the two key second
messengers. The PH and C2 domains are common in
proteins that interact with membrane and are involved
in signal transduction pathways. The purpose of the
present review is to provide an structural and
functional view of the PLC-PI in the signal
transduction pathway and its regulation in vivo.

KEY WORDS: Phosphoinositide phospholipase
C; signal transduction, C2 domain, PH domain.

INTRODUCCION

Todas las reacciones bioquimicas que se realizan en
nuestro organismo y en cada célula son reguladas es-
trictamente. Un ejemplo bien conocido es la regula-
cion de la sintesis y degradacién del glucégeno. La
glucogeno fosforilasa y la glucégeno sintasa, enzimas
que se encargan de la degradacion y sintesis del
glucogeno respectivamente, son reguladas por una
cascada biciclica de sefiales a través de la cual la ac-
tividad de ambas enzimas cambia entre un estado
activo y uno inactivo y viceversa, conforme son mo-
dificadas covalentemente por reacciones de fos-
forilacién o desfosforilacién. En esta cascada de se-
fiales participan otras enzimas, como la fosforilasa
cinasa, la proteina cinasa dependiente de AMP cicli-
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co y la fosfoproteina fosfatasa-1. Esta cascada de
seflales comienza con la secrecién de hormonas: co-
mo el glucagén o la insulina, que al alcanzar al higado
promueven una serie de sefiales cuyos efectos finales
son activar la degradacion o la sintesis de glucégeno,
respectivamente.

Como podemos imaginarnos, las cascadas de se-
fiales que se originan con la sintesis de una hormona,
factor de crecimiento, neurotransmisor, u otra sefial,
requieren que las células blanco sean capaces de re-
conocer a esta sefial. Las proteinas que cumplen con
esta funcién en la célula se conocen de forma general
como receptores de membrana. Los receptores son
proteinas de membrana que unen especificamente
moléculas extracelulares como las antes menciona-
das. Estos receptores transmiten al interior de 1a cé-
lula una sefial que promueve una respuesta especifi-
ca; por ejemplo, los efectos intracelulares de la mayo-
ria de los péptidos y de las hormonas catecola-
minas estdn mediados por mensajeros secundarios
tales como el AMPc.

Las sefiales extracelulares causan a menudo un
incremento transitorio en la concentracién de Ca**
citosélico, que a su vez, activa una gran variedad de
enzimas por medio de la calmodulina y sus homolo-
gos. La primera evidencia de la naturaleza de esta
sefial (incremento de Ca**) surgi6 de la observacion
de que la movilizaci6n intracelular de Ca** y la tasa
de recambio del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PtdIns (4,5)P,) estén estrechamente correlaciona-
das. E1 PtdIns(4,5)P, €s un componente minoritario
de la parte interna de la membrana plasmatica. Con
base en estas observaciones, Robert Mitchell propu-
so en 1975 que la hidrélisis de PtdIns(4,5)P, estaba
asociada de alguna manera con la liberacién de Ca™.
Posteriormente se demostré que el PtdIns(4,5)P,
es el precursor de un par de segundos mensajeros
de gran importancia: el inositol 1,4,5-trisfosfato
(Ins(1, 4,5)P,) y el sn-1,2-diacilglicerol (DAG).
Este par de segundos mensajeros se producen por
efecto de diferentes factores polipeptidicos de cre-
cimiento, entre otros el factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas (PDGF), que actiia movilizando
alIns(1,4,5)P,y al DAG, que, a su vez, estimulan
la proliferacion celular.

La enzima que participa directamente en la pro-
duccién de este par de segundos mensajeros es la
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fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos (PLC-
PI). La cual abarca una familia de isoenzimas de las
que se conocen a la fecha un total de 10 en mamife-
ros, y que se les clasifica en tres tipos diferentes: 6,
By 7. Esta familia de isoenzimas cataliza la hidrélisis
de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato generando dos
productos: el inositol-1,4,5-trisfosfato que se libera
al citosol y el diacilglicerol que permanece en la
membrana. Simultineamente, la actividad de la PLC-PI
también regula la concentracién de PtdIns(4,5)P,
afectando la actividad de otras enzimas que de-
penden de esta molécula como la fosfoinositol
3-cinasa (2).

ElIns(1,4,5)P, es hidrosoluble y difunde a través
del citosol hasta el reticulo endopldsmico (RE), don-
de se une a un receptor especifico y estimula la libe-
racion de Ca*, que a su vez, estimula una variedad
de procesos celulares. Por ejemplo, en células B,
concentraciones elevadas de Ca** citosdlico promue-
ven, por un lado, la desfosforilacién del factor NF-
AT (factor nuclear de células T activadas) catalizada
por la enzima calcineurina fosfatasa, 1o que a su vez
activa eventos transcripcionales. Otro efecto de los
niveles elevados de Ca”* esta relacionado con las pro-
tefnas NF-kB (factor nuclear kB), c-Rel y Rel-A, que
son traslocadas al niicleo, donde se encargan de re-
gular el proceso de transcripcion (1).

Por su naturaleza apolar el DAG se ve obligado a
permanecer en el plano de la membrana plasmatica,
donde también actiia como un segundo mensajero
activando a la proteina cinasa C. Esta enzima,
que estd unida a membrana, a su vez fosforila a dife-
rentes proteinas y enzimas, moduldndoles su actividad.
Entre estas enzimas se encuentran la glucégeno sin-
tetasa y las cadenas ligeras de la miosina del musculo
liso. ElIns(1,4,5)P, y el DAG tienen una vida me-
dia muy corta y son reciclados rdpidamente para
formar Ptd Ins(4,5)P,, através de una via metabdlica
biciclica.

Esta doble via de sefiales (Ca** y DAG) ejerce
control sobre muchas respuestas celulares, incluyen-
do, proliferacién celular, contraccién muscular, pro-
duccién de superoxido, respuesta inflamatoria, y los
procesos de excitacidn y secrecion.

Laimportancia de esta familia de enzimas PL.C-PI
se ha demostrado en estudios realizados en raton. La
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eliminacién homocigética del gen PlcgI (que codifica
para la enzima PLC-PI-yl) (Plcgl~") promueve la
muerte del embrién a la edad de 9 dias, mientras que
los animales heterocig6ticos (Plcg1+-) son normales.
Los 4 genes PLC-PI- han sido alterados en raton.
La delecién homocigética de tres de ellos genera
fenotipos intermedios, mientras que la delecién del
gen -3 es letal para el embrion (3).

Resulta interesante que se puedan obtener fibro-
* blastos inmortalizados de ratones s6lo con abortar
la expresién de la PLC-PI-y. En estas células la tinica
deficiencia que se ha observado hasta ahora es en
la activacion de fosfolipasa D y en la fosforilacién de
Tiam]1 (factor de intercambio para Racl) (3).

El papel de las PLC-PI en los procesos inflama-
torios es importante. La expresi6n de la PLC-PI-32
es regulada durante el desarrollo y se expresa en el
linaje de células hematopoyéticas. Para los
neutréfilos, el péptido interleucina-8 (IL-8) es un po-
tente agente quimiotactico que promueve la moviliza-
cion de estas células del torrente sanguineo a los si-
tios de inflamaci6n. La IL-8 se une a su receptor IL-
8Ra, el cual interactia con la proteina G hetero-
trimérica, causando que se libere su subunidad [y,
que posteriormente activa a la PLC-PI-B2 (4). Tanto
las subunidades Ga,, y GPy pueden actuar coopera-
tivamente para activar a la PLC-PI-B2. Esta acci6n
sinérgica de activacién de maltiples vias puede pro-
ducir un rapido aumento en la produccion de segun-
dos mensajeros, asociados a la induccién de la res-
puesta inflamatoria (4).

Se ha observado también que la exposicién a cam-
pos electromagnéticos (CE), por ejemplo lineas.de
alta tensién y cableado o redes eléctricas, agudizan la
leucemia, promoviendo la proliferacién celular, la
sobrevivencia o programas de diferenciacion celular.
Se ha demostrado que el delicado balance en la pro-

_liferacion de las células B linfoides puede ser altera-

do por la activacién inducida por CE de la cascada
de sefiales relacionada con la cinasa LYN (5). Las
células expuestas a CE presentan un répido incre-
mento en la produccién de Ins(1,4,5)P, debido a la
activacién de PLC-PI-y2, observindose elevadas
concentraciones de este metabolito apenas despu€s
de 1 min de iniciada la exposicion a CE, estos cam-
bios se acompaiian de la activacion de la proteina
cinasa C (5).
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CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE
LASPLC-PI

Todas las isoenzimas de la PLC-PI presentan la
organizacion bdsica que encontramos en las PLC-
PI de tipo d: en el extremo N-terminal tienen un
dominio homélogo al descrito por primera vez en
la pleckstrina (PH) y que ha sido reportado en més
de 100 proteinas diferentes. Enseguida presentan
un dominio EF, el dominio catalitico y en el extre-
mo C-terminal el dominio C2 (Fig. 1A). Poco se
conoce sobre el mecanismo de regulacién de las
isoenzimas de la familia 8. Las isoenzimas P pre-
sentan una extensién C-terminal de alrededor de
400 residuos y son activadas por asociacién a las
subunidades o y By de la proteina heterotrimérica
G (Fig. 1B). Las isoenzimas y tienen una insercion
de alrededor de 500 residuos, que forman par-
te de un arreglo multidominio (un dominio PH se-
parado por dos dominios SH2 y uno SH3) inserta-
do en medio de las dos mitades del dominio
catalitico (Fig. 1C). Las isoenzimas 7y son regu-
ladas por cinasas de residuos de tirosina, en res-
puesta a factores de crecimiento y estimulacion
antigénica (2, 3).

Sélo se conoce la estructura tridimensional de la
PLC-PI-§, la cual fue determinada en dos partes: el
dominio PH N-terminal de forma aislada e indepen-
diente (6) y el resto de la proteina: dominios EF,
catalitico y C2 (7) (Fig. 2A, 2B). Esta enzima com-
prende 4 dominios, el dominio catalitico y médulos
accesorios: un dominio PH, un dominio EF y un do-
minio C2. Estos médulos accesorios estin presentes
en una gran variedad de proteinas involucradas enla
transduccidn de seiiales (8).

Con base en el andlisis de secuencia es posible
deducir la organizacién de los dominios para todas
las PLC-PI. La enzima mas simple la encontramos
en procariotes y consiste sélo de un barril o/f
catalitico. Las PLC-PI han desarrollado dominios
accesorios que les permiten regular la hidrélisis de
PtdIns(4,5)P,. El dominio EF, el dominio catalitico
y el dominio C2 forman una estructura muy com-
pacta (altamente empaquetada), conocida como ni-
cleo activo y es comdn en todas las PLC-PI de
eucariotes. Junto al niicleo activo, en el extremo N-
terminal, todas las enzimas poseen el dominio PH,
con excepcion de las de plantas y la de la retina de
mamiferos (8).
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A. PLC81-34

“linker”

0000 EEEE,

Dominio Catalitico Dominlo’ CZ

Dominio PH  Motivos EF

B. PLC B1-B4

C. PLCyl1+2

12PH 1/2PH

Insercién en el dominio catalitico (483 aa)

Figura 1. Representacién en bloques de los tres tipos de fosfolipasa C especificas de
fosfoinositidos. A) PLC-PI-§1-84 donde se sefialan los dominios comunes a toda la
familia de isoenzimas. B) PLC-PI-B1-B4 sefialando la extensién C-terminal que distin-
gue a este tipo de isoenzimas. C) Se muestra la insercién en el dominio catalitico entre
las regiones X e Y de los dos dominios SH2 y el dominio SH3 propios de las isoenzimas

PLC-PL-y1-72.

ORGANIZACION EN DOMINIOS DE LAS
ISOENZIMAS PLC-PI

El dominio PH

Este dominio, descrito por primera vez en la proteina
pleckstrina, comprende alrededor de 120 residuos
acomodados en una estructura tipo barril de siete
cadenas 3 antiparalelas. La mitad del barril estd cons-
tituida por una hoja de tres cadenas y la otra mitad
por una hoja de cuatro cadenas-3 y una hélice-o. C-
terminal (Fig. 2A). Se piensa que la funcién que tiene
este tipo de dominio en las proteinas que lo presentan
es la de facilitar la asociacion a la membrana (2).

Se ha demostrado que el dominio PH de l1a PLC-
Pl es responsable del anclaje a la membrana por su
interaccion con PtdIns(4,5)P2. Sélo el dominio PH
de la PLC-PI-81 ha sido estudiado en términos de
las propiedades de unién a fosfolipidos. Tiene una alta
afinidad y se une especificamente al Ins(1,4,5,) Py
al PtdIns (4,5)P, (TablaI). El dominio PH es necesa-
rio parael anclaje ala membrana plasmética in vivo
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(9). La PLC-PI-81 une al
Ins(1,4,5)P, por interacciones
estereoespecificas con los fos-
fatos 4- y 5- y tiene algunas in-
teracciones con el fosfato 1-. La
unién involucra la cara de carga
positiva del dominio PH abar-
cando las asas B1-B2 y B3-p4.
(8). Dado que los residuos que
unen al Ins(1,4,5,) P, no se en-
cuentran estrictamente conser-
vados ni siquiera entre las iso-
enzimas PLC-PI-9, esto sugie-
re que la alta afinidad por Ptd
Ins(4,5)P, es tnica del dominio
PH de la PLC-PI-81.

Se ha demostrado que el do-
minio PH de la PLC-PI-y1 une
el PtdIns(3,4,5)P3 con suficien-
te afinidad para translocar a la
enzima a la membrana. El andli-
sis de la secuencia del dominio
PH de las PLC-PI-} sugiere
que éstas no son capaces de es-
tablecer las mismas interaccio-
nes con los fosfoinositidos como
la PLC-PI-61. El dominio PH
de las PLC-PI-B1 y B2 se une
fuertemente y de forma inespecifica a las membra-
nas de lipidos neutros, como la fosfatidilcolina, ade-
mas esta unién no es afectada por la adicion de
PtdIns(4,5)P, (TablaI). En las PLC-PI-B el dominio
PH y la secuencia que le sigue inmediatamente son
esenciales para la interaccién y la estimulacién por la
subunidad GBy (2).

El dominio EF

El dominio EF de la PLC-PI-81 consiste en cuatro
motivos hélice-asa-hélice organizados en dos 16bu-
los, de forma similar a la calmodulina. La mayoria de
las PLC-PI no han conservado los residuos de unién
a Ca™. Solamente algunas PLC-PI tienen los resi-
duos tipicos de unién a Ca** en las asas de su dominio
EF: las PLC-PI-4 los presentan s6lo en el 16bulo N-
terminal. El andlisis de secuencia sugiere que todas
las PLC-PI tienen cuatro motivos EF. Parece ser que
los dos 16bulos tienen una funcién muy diferente e in-
dependiente. El primer 16bulo funciona como una
uni6n flexible con el dominio PH N-terminal, mientras
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que el segundo 16bulo tiene un papel estructural im-
portante. El segundo 16bulo interacciona con el domi-
nio C2 en una forma analoga en la que la calmodulina
une su péptido blanco (8).

El dominio catalitico
Se trata de un barril distorsionado (/o) compuesto
de 8 cadenas-P y de 7 hélices-c.. Este dominio pre-
senta una region ensanchada entre las cadenas-$ 4y
5. En esta zona el patrén alternativo cadena-f3 hélice-
o estd interrumpido por una secuencia conocida co-
mo “linker”, secuencia de unién o enlazadora, que
une las dos mitades del barril
catalitico. Cada una de estas
mitades son conocidas como re-
giones de homologia Xy Y, la
regioén X es la mas conservada
entre las diferentes PLC-PI de
mamiferos asi como entre las
diferentes especies.

Esta enzima puede usar como
substratos al PtdIns (4,5)P,, al
fosfatidilinositol 4-fosfato (Ptd
Ins(4)P) y fosfatidilinositol
(PtdIns), pero los utiliza prefe-
rentemente en el siguiente or-
den: PtdIns(4,5)P,> PtdIns(4)
P>Ptd Ins, (TablaI). Esto como
consecuencia de varias interac-
ciones salinas entre el grupo 4-
y 5- fosfato del PtdIns(4,5)P,
con un grupo de residuos bdsi-
cos (Lys 438, Lys 440, y Arg
549) en el sitio activo (2) (Fig.
2D).

La hidrélisis catalitica del
substrato se da en dos etapas 'y
requiere de Ca®* como cofac-
tor. El cofactor hace una inter-
accion directa con el OH-2 del
substrato y su funcién es la de
bajar su pKa facilitando su des-
protonacién antes del ataque
nucleofilico sobre el fosfato-1.
El Ca* también neutraliza la
carga negativa presente en el
estado de transicién de la reac-
cién. Esta interaccién adicional InsP,.
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del Ca* explica por qué la enzima tiende a retener el
intermediario ciclico en el sitio activo y completar la
segunda etapa de la reaccién generando un producto
aciclico. Como residuos cataliticos participan dos
histidinas, la histidina 311 y la histidina 356 (2).

La estructura de la PLC-PI-01 muestra una cresta
hidrofébica rodeando uno de los extremos del sitio
activo (Fig. 2D). Se ha propuesto que esta region es
la parte de la enzima que penetra dentro de la mem-
brana durante la catélisis. Sin embargo, se ha obser-
vado también que mutantes en las que se sustituyeron

Dominio Catalitico

Figura 2. Representacion grafica de la estructura tridimensional de la PLC-PI-31 de
rata (pdb 1IMAI y 2ISD). A) Dominio PH de la PLC-PI-81, determinado en forma
aislada del resto de la proteina. Se muestran los residuos basicos cuyas cadenas
laterales son esenciales en la unién del Ins(1,4,5)P,, (K30, R38, R40 y K57). B) Estruc-
tura del resto de la PLC-PI-81 obtenida en forma independiente del dominio PH. C)
Representacion detallada del dominio C2 en la que se sefialan los sitios de union a
Ca* (CBR’s). D) Representacion detallada del dominio catalitico, se sefialan los
residuos de la cresta hidrofébica. En negro y con asteriscos (*) se sefiala la region del
“linker” entre las regiones X e Y. Estas imégenes se realizaron con el programa
Molscript (11) y se terminaron con en el programa Raster3D (12). Los extremos amino
y carboxilo se indican con N y C respectivamente. Se sefiala al Ins(1,4,5)P3 como:
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TABLAI
LIGANDOS PARA LOS DOMINIOS DE ALGUNAS ISOENZIMAS DE LA PLC-PI

ISOENZIMA LIGANDO

PLC-PI-81

Dominio PH Ins(1,4,5)Py; Ky=02uM
PtdIns(4,5)P, K;=1.7 uM

Dominio catalitico PtdIns(4,5)P,'>PtdIns(4)P'>PtdIns'
K> 0.1mM para PtdIns(4,5)P,
C a‘2+

Dominio C2 Fosfatidil serina
Fosfatidil inositol
C a2+

PLC-PI-8

Dominio PH Fosfatidilcolina K; =28 uM

PLC-PI-yl

Dominio PH PtdIns(3,4.5)P;

Dominios SH2 en la region del “linker”

PtdIns(3,4,5)P; K;= 2.4 uM

= sustrato

los residuos de la cresta hidrofébica por alaninas,
producen enzimas hasta tres veces mds activas. Esto
sugiere que mas que facilitar la catalisis, la penetra-
ci6n de la cresta hidrofébica en la membrana es un
mecanismo de control que inhibe a la enzima (2).

El “linker”

El “linker” en la estructura cristalografica de la PLC-
PI-§ es una region desordenada que se localiza entre
la B4 y la 04 (Fig. 2D). Esta secuencia comprende
46 residuos en la PLC-PI-31 y posee un alto niimero
de residuos con carga negativa, la protedlisis de esta
zona inactiva a la enzima. Es probable que algunas
moléculas como la esfingosina o la espermina regulen
la actividad de la enzima a través de estaregion (2).

El “linker” en las PLC-PI-yes una estructura muy
compleja si la comparamos con la misma regién en
las PLC-PI-6 y PLC-PI-B; de hecho, es la carac-
teristica que distingue a esta clase de PLC-PI-yde
las demds, (Fig. 1C). El “linker” en las PLC-PI-y
comprende dos dominios SH2 y uno SH3 insertados
en lo que parece ser un segundo dominio PH, todo
este arreglo multidominio se ubica entre las regiones
XyY.

Estos motivos adicionales SH2 y SH3 permiten
que la PLC-PI-yestablezca interacciones proteina-
protefna. La fosforilacién de los residuos de tirosinas
de la PLC-PI-y1 es mediada por tirosil cinasas y se
da como respuesta a casi todos los factores de creci-
miento. Su efecto es la ac-tivacién de la enzima, au-
mentando la sintesis de Ins(1,4,5)P, y lamovilizacién
de Ca*. Tres residuos de tirosinas son fosforilados:
la tirosina 783 que es esencial en la formacién de
Ins(1,4,5)P3, la tirosina 771 que no es indispensable
y la tirosina 1254 que es necesaria para alcanzar la
méxima produccién de Ins(1 4.5)P, (3).

Para que las cinasas de residuos de tirosina de-
pendientes de receptor puedan fosforilar a 1a PLC-
PI-y1, debe de formarse un complejo entre la PLC-
PI-y1 y el receptor, que es mediado por el reconoci-
miento por parte de la PLC-PI-y1 de una secuencia
con fosfotirosina en el receptor a través del dominio
SH2 (3). Los dos dominios SH2 de la PLC-PI-yl
son diferentes y pueden mediar el reconocimiento con
diferentes sitios-receptores. Pero se ha observado
que se requieren de ambos dominios SH2 para la
asociacién inducida por el receptor PDGF y la movi-
lizacién de Ca*, lo mismo se ha visto para el recep-
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tor EGF. La fosforilacién de tirosinas tiene un papel
predominante en la activacién de PLC-PI-y1.

Recientemente se ha demostrado que los dominios
SH2 pueden unir con alta afinidad a PtdIns(3 ,4,5)P3
compitiendo con los receptores fosforilados en resi-
duos de tirosina (Tabla I). La interaccion de estos
SH2 con PtdIns(3,4,5)P, podria actuar simultinea-
mente con la unién de PtdIns(3,4,5)P, por parte del
dominio PH N-terminal, permitiendo la asociacion con
la membrana de la PLC-PI-yo su permanencia en ella.

El motivo SH3 promueve la interaccién con pro-
tefnas que contienen secuencias ricas en residuos de
prolinas, por lo que puede promover cascadas de se-
fializacién corriente abajo. Se ha demostrado in vitro
que el dominio interactda con dinamina € in vivo in-
hibe la partenogénesis inducida por c-kit en rat6n (2).

Laregi6n del “linker” en la PLC-PI-yregulala ac-
tividad de la enzima, funcionando como una tapa que
bloquea o cierra el sitio activo en ausencia de eventos
activadores. El control de esta tapa se da por fosfori-
laci6n de residuos de tirosinas y por asociacion con
otras proteinas, o ambos, a través de los motivos
SH2 o SH3, donde cualquiera de esos dos eventos
altera la relacion de la tapa con el sitio activo (3).

El dominio C2

Estructuralmente, el dominio C2 de la PLC-PI-d es
un “sandwich” de ocho cadenas antiparalelas (Fig.
2C). Hay una alta similitud de secuencia en la familia
de PLC-PI, lo que indica que este dominio esta pre-
sente en todas las isoenzimas. Es similar al segundo
dominio de la proteina cinasa C y se le conoce como
dominio C2. Se ha determinado su estructura en la
sinaptotagmina, la fosfolipasa A2 citosdlica (cPLA2),
la proteina cinasa C-f§ (PKC-f) y proteina cinasa C-
8 (PKC-3), y a pesar de su similitud tridimensional,
los dominios C2 tienen dos topologias diferentes que
derivan de una conexién alterna entre los elementos
de su estructura secundaria. La topologfa del dominio
C2 de la PLC-PI-31es idéntica alade lacPLA2Yy
PKC-8. Muchos dominios C2 funcionan como mé-
dulos de unién a membrana dependientes de Ca*. El
dominio C2 de la PLC-PI-81 muestra tres sitios de
uni6n a metales, con una alta conservacién de los re-
siduos de unién a Ca*. Por este motivo se cree que
estd involucrado en la unién a membrana. Sin embar-
g0, se ha demostrado que la eliminacién de los resi-
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duos de unién a Ca* y su substitucién por secuencias
cortas de poliglicina, no altera la actividad catalitica
de la enzima ni la dependencia de Ca* de su activi-
dad. Aun falta demostrar si este dominio puede tener
o no otra funcién in vivo. Podria tratarse de un rema-
nente estructural cuya funcién ancestral fue la unién a
membrana y que ahora sélo tiene un papel estructural
estabilizando la estructura de la enzima (2). Tiene un
papel central en las interacciones interdominio del
niicleo catalitico. Aunque se sitda en el extremo C-
terminal, forma un puente entre el dominio EF y el
dominio catalitico estabilizando a toda la enzima (8).

Se han identificado diferentes ligandos para el do-
minio C2, incluyendo fosfolipidos aniénicos como la
fosfatidilserina y el fosfatidilinositol. Ambas inter-
acciones son dependientes de Ca?* (Tabla I). Los tres
sitios de unién a Ca** en el dominio C2 de la PLC-
PI-81 se localizan en uno de los extremos del domi-
nio C2 entre tres asas, las que conectan las cadenas
B1 con B2, B3 con B4 y 1a B5 con la 36. Las asas de
union a Ca** (CBR’s) se encuentran del mismo lado
del sitio de unién a los substratos, en una posicién
propia para la unién dependiente de Ca** del grupo
funcional del fosfolipido, (Fig. 2C). Es posible que en
la PLC-PI-81 la unién a membrana sea dirigida prin-
cipalmente por el dominio PH, pero en las plantas
que no poseen dominio PH, el dominio C2 debe ser
el principal dominio de unién a membrana (8).

Las PLC-PI pueden asociarse reversiblemente
con la membrana. Se han determinado distintos sitios
para la interaccion con la membrana, ademés del do-
minio catalitico. Con base en esto se ha propuesto un
mecanismo de catalisis en tres etapas: 1) El primer
evento es el anclaje de 1a enzima a la membrana, diri-
g1d0 prmc1pa]mente por el dominio PH; 2) la orienta-
cién en posicion correcta de la enzima, con la super-
ficie de la membrana para acceder al substrato, es un
papel asociado al dominio C2 y 3) La catdlisis de
ciclos miiltiples de hidrélisis de substrato, realizada
por el dominio catalitico (8).

ACTIVACION DE LA PLC-PI-yPOR RECEP-
TOR EN CELULAS DEL SISTEMA INMUNE
Células B. Hasta este punto sabemos que las PLC-
PI son enzimas que se encargan de la sintesis de dos
segundos mensajeros importantes para la célula, el
Ins(1,4,5)P, y el DAG, por hidrélisis de PtdIns(4,5)
P, al asociarse ala membrana plasmatica. Sabemos
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también cémo es la estructura y el arreglo tridimen-
sional en dominios de esta familia de enzimas; cémo
se regula su actividad y en qué procesos participan.
Sin embargo, atin nos hace falta ubicar a las PLC-PI
dentro de la cascada de sefiales bajo la cual se regula
su actividad, esto es, bajo qué sefiales externas se
desencadena la activacion de la enzima y cuéles son
los procesos que se activan una vez producidos los
segundos mensajeros. En ese sentido, ejemplificare-
mos laregulacién de la PLC-PI-yen las células B
del sistema inmunitario, desencadenada a través de la
oligomerizacion del receptor B. Este receptor es una
proteina de membrana, que posee dominios citosoli-
cos carentes de una funcidn catalitica especifica. El
receptor se activa de la siguiente forma: 1a unién del
ligando al receptor induce su oligomerizacidn, lo que a
su vez es la sefial que permite el reclutamiento y activa-
cién de cinasas de residuos de tirosina citosélicas. Es-
tas cinasas en su forma activa fosforilan a su vez a dife-
rentes proteinas blanco, transduciendo asi la sefial.

La forma oligomérica del receptor B, que es capaz
de desencadenar diferentes procesos, consiste en
la asociaci6n de un par de proteinas accesorias con la
proteina mIgM. Estas proteinas accesorias son: Ig-ot
e Ig-P (también conocidas como CD79a y CD79b,
codificadas respectivamente en los genes mb-1 'y
B29), ambas son proteinas transmembranales que
existen como heterodimeros, es decir, pares de Ig-o
e Ig-P unidos por puentes disulfuro que se asocian
de manera no covalente con la proteina mlgM con-
formando el complejo BCR (Fig. 3). Las proteinas
CD79ay CD79b tienen una extensa region citoplas-
mdtica que es susceptible a la fosforilacién de sus re-
siduos de tirosina. Esta region comprende una se-
cuencia base YXXL ([D/E][X],[D/E]XXYXX[L/
[X], ;YXX[L/]) donde X puede ser cualquier resi-
duo. Esta region es un elemento critico en estas pro-
teinas y se conoce como motivo de activacion del
inmunoreceptor basado en tirosina (ITAM). Estos
ITAMs proveen al complejo: receptor-antigeno, de
un sitio de union especifico para cinasas de proteinas
en residuos de tirosina (PTK) asociadas a receptor (1).

La agregacion u oligomerizacion del receptor B se
desencadena por la asociacién a antigenos multiva-
lentes que inducen la fosforilacion de las ITAM por
cinasas de residuos de tirosina de la familia Src (Lyn,
Fyn, Blk y/o Lck). La fosforilacién de las tirosinas en
el motivo de las ITAM genera un sitio de unién espe-

Lara Gonzdlez S y Montero Mordn GM

cifico para los dominios SH2 en tandem de la cinasa
Syk, una cinasa de residuos de tirosina citosélica que
contiene regiones consenso para los dominios homé-
logos de regiones Src (SH2). Esta cinasa de residuos
de tirosina se activa por translocaci6n a la membrana,
cuando reconoce los residuos de tirosina fosforilados
en los ITAMs del complejo BCR. Este proceso es un
punto central en la activacidn de varias vias de sefia-
les corriente abajo e incluye, fosforilacién, recluta-
miento de proteinas a membrana, activacién de inte-
rruptores-GTP moleculares, generacién de segundos
mensajeros y transcripcion de genes (1).

Una de las proteinas que en la especie humana es
fosforilada rapidamente cuando se estimula el recep-
tor B, es 1a proteina BLNK, cuyo nombre en inglés
significa proteina de enlace de la célula B; en rat6n se
le conoce como proteina leucocitica de 65 kDa con
dominio SH2 (SLP-65); y en pollo como adaptador
de la célula B que posee un dominio SH2 (BASH).
La fosforilacién en residuos de tirosina de BLNK es
mediada por Syk , y se consigue solo cuando Syk
estd activada. La fosforilacion de BLNK se detecta
después de la fosforilacién de los ITAM. De los 13
residuos de tirosina de BLNK, seis se encuentran en
secuencias YXXP, las que pueden funcionar como
sitios de reconocimiento a dominios SH2 de protei-
nas como la PLC-PI-y, Nck y Vav. Nck pertenece a
una clase de moléculas de sefales llamadas adapta-
dores, y como Grb2, estd compuesta s6lo de domi-
nios SH2 y SH3 y carece de actividad catalitica in-
trinseca. Vayv, es el producto del proto-oncogen p95
y s6lo se expresa en células de origen hematopoyé-
tico, funciona como un factor de intercambio de
nucleétidos (GEF) que induce el intercambio de GDP
por GTP en miembros de la familia de las GTPasas
Rho: Rac-1, RhoA y Cdc42. Estas GTPasas actiian
como interruptores moleculares que encienden cas-
cadas de sefiales corriente abajo, estimulando enzi-
mas como la fosfatidil inositol-4-fosfato-5-cinasa, la
cinasa p21 y dos proteinas cinasas dependientes de
mitégeno llamadas “cinasa amino terminal c-Jun”
(JNK) y “p38”. La estimulacién de la familia de
GTPasas Rho parece regular la polimerizacién del
citoesqueleto de actina, que es esencial para una 6p-
tima movilizacion de Ca*. La estimulacién de BCR
induce la asociacién de esas tres proteinas con
BLNK, demostrandose que tiene los atributos de
proteina adaptadora similar a los dos adaptadores
descritos en las células T: SLP-76 y LAT (1).



BEB 20(4): 241-253 Fosfatidil inositol fosfolipasa C

migM

dimero Iga-Igp

249

Medio Extracelular
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Figura 3. Esquema del mecanismo de activacién de la PLC-PI-yen las células B. Podemos indicar 1as siguientes etapas para alcanzar
una maxima activacién: 1) Agregacién del receptor B: asociacién no covalente de un par de dimeros accesorios a la proteina mIgM.
Estas protefnas transmembranales accesorias existen como heterodimeros (pares de Ig-o. y Ig-f unidos por puentes disulfuro).
Se sefiala al Ins(l,df,S)PJ como IP3. 2) La cinasa de residuos de tirosina Lyn, actiia en la regién de las ITAM en cada uno de los
dimeros accesorios (Iga-1gB), se indica el fosfato con una P. De esta forma se generan sitios de unién especificos para la cinasa
de residuos de tirosina Syk. Syk se activa por translocacién del citosol a la membrana y por fosforilacion catalizada por Lyn.
3) Syk fosforila a su vez a la proteina BLNK, activdndola. As{ se generan sitios de reconocimiento para los dominios SH2
de protefnas tales como: PLC-PI-y, Nck y Vav. 4) Translocacién del citosol a la membrana de la PLC-PI-y asociada a BLNK.
PLC-PI-yalcanza a su substrato, y puede ser activada por fosforilacion por la proteina Syk. Se sefiala al Ins(1,4,5)P, como IP3.
5) La PLC-PI-y alcanza su méxima activacion al ser fosforilada por la proteina cinasa de residuos de tirosina Btk.

Tanto en humano como en raton BLNK se expre-
sa en todas las etapas del desarrollo de las células B
(de pre-B a células plasmaticas). Esta proteina es muy
similar estructuralmente con la proteina adaptadora
SLP-76 de las células T. Ambas tienen un solo domi-
nio SH2, una region dcida, una regién bdsica y una
regién rica en residuos de prolina (1).

BLNK funciona como un adaptador central que
enfoca (o centra) la sefial a los efectores en la mem-
brana plasmatica para que sean fosforilados por Syk.
Este adaptador fosforilado se transloca del citosol a la
membrana plasmatica en las células B activadas (1).

El reclutamiento de PLC-PI-y por BLNK es un
evento esencial para la activacién de la enzima por
fosforilacion de sus tirosinas y para aproximarla di-
rectamente a su substrato PtdIns(4,5)P, para sintesis
de Ins(1,4,5)P, y DAG. Esto ha sido demostrado en
células DT40 B en las que al suprimir el gen para
BLNK, no se detecta fosforilaciéon de PLC-PI-y(1).

Para la completa activacion de PLC-PI-yademas
de la participacion de Syk se requiere de otra protei-
na cinasa de residuos de tirosina, la tirosil cinasa de
Bruton (Btk). Btk es activada por fosforilacion del
residuo de tirosina 551 por una cinasa de la familia
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Src y en el residuo de tirosina 223 por autofosfori-
lacién. Btk y Syk participan en la fosforilacion y acti-
vacién de PLC-PI-yl y PLC-PI-y2. La eliminacién
de Syk o Btk en células B elimina virtualmente la pro-
duccién de Ins(1,4,5)P, desencadenada por BCR,
sefialando la importancia de su accion simultdnea (1).

En la activacién de PLC-PI-yen células B existe
otra enzima que tiene una funcién importante: la fos-
fatidilinositol 3 cinasa (PI3K). Esta enzima es répi-
damente activada en paralelo con la PLC-PI-ycuan-
do se activa el complejo BCR. Ambas enzimas se
traslocan a la membrana donde acttian sobre el mis-
mo substrato, PtdIns(4,5)P,. PI3K adiciona de for-
ma especifica un fosfato al anillo de inositol, gene-
rando PtdIns(3,4,5)P,. La acumulacion de PtdIns
(3,4,5)P, es importante porque provee de sitios de
unién especificos para el dominio PH de PLC-PI-y
y Btk, (Tabla I). El co-reclutamiento de Btk y PLC-
PI-yala interfase membranal permite que Btk actie
de forma coordinada con Syk en la activacion de
PLC-PI-y (1).

La activacién de PLC-PI-yen las células B pro-
mueve la sintesis de sus dos productos, el Ins(1,4,5)
P3 y el DAG. El Ins(1 ,ﬁIL,S)P3 se une a los receptores
del tipo-1,-2y -3 1Ins(1,4,5)P3 en el reticulo endo-
pldsmico para liberar Ca** intracelular. Concentracio-
nes elevadas de Ca** citosdlico desencadenan la
desfosforilacién del factor NF-AT (factor nuclear de
células T activadas) proceso mediado por la enzima
calcineurina fosfatasa, lo que promueve la activacién
de eventos transcripcionales. Los niveles elevados de
Ca* también promueven que los factores NF-kB, c-
Rel y Rel-A sean transportados al nicleo donde re-
gulan el proceso de transcripcién (1). EIDAG activa
ciertas isoformas de proteinas cinasas C (PKC) enla
membrana plasmatica (1).

Es importante sefialar la compleja regulacién por
retroalimentacién en las sefiales de BCR para la pro-
teina Lyn. Lyn contribuye como un efector positivo
para una 6ptima activacion de Syk. Pero al mismo
tiempo es capaz de iniciar procesos de regulacion
negativa por retroalimentacion. Esto lo consigue por
fosforilacién directa de residuos de tirosina de los co-
receptores inhibidores FcyRIIB1 y CD22. La colo-
calizacidon de los co-receptores FcyRIIB1 y CD22
suprime las sefiales de BCR por reclutamiento de
SHIP (dominio SH2 de la inositol polifosfato 5-
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fosfatasa) y SHP-1 (dominio SH2 de la proteina
fosfatasa de residuos de tirosina [PTP]-1) (1).

Syk es substrato de SHP-1, SLP-76 también es
substrato directo de SHP-1, lo que sugiere que en las
células B SLP-65 puede ser substrato de SHP-1.
CD72 también se supone es substrato de SHP-1.
SHP-1 puede, por tanto, desfosforilar varias molé-
culas involucradas en las sefiales de BCR, regulando
negativamente la actividad celular (10). SHIP cataliza
la hidrdlisis de fosfatidilinositol 3,4,5 trisfosfato que
se requiere para la traslocacién a membrana de pro-
teinas con dominio PH. Esto inhibe la activacién de la
cinasa Akt (o proteina cinasa B) y Btk (que participa
en larespuesta al Ca®) (10). :

Células T. Laregulacion de las PLC-PI-yen las
células T es muy similar a la descrita para las células
B. En las células T, la expresién de IL-2 requiere de
NF-AT y de otros activadores transcripcionales que
son necesarios para la expansion clonal de las células
activadas por antigeno. En este caso, la movilizacion
de Ca” activa a la calcineurina fosfatasa la que des-
fosforila y activa a NF-AT. Aqui la PLC-PI-y partici-
pa en la expresion génica y en los mecanismos de
proliferacién celular (3).

Durante la activacion de las células T participan
tres familias diferentes de cinasas citosélicas de resi-
duos de tirosina en la fosforilacién de PLC-PI-y (3).
Se requieren, indirectamente, miembros de la familia
Src para la fosforilacién de residuos especificos de
tirosina en los motivos de activacién del inmuno-
receptor basados en residuos de tirosina (ITAM),
presentes en el dominio citopldsmico del receptor
celular T. Los ITAM fosforilados sirven como sitios
de unién para cinasas de residuos de tirosina de la
familia ZAP-70 (similar a la proteina cinasa de resi-
duos de tirosina Syk), enzimas que poseen dominios
SH2. Cuando Zap-70 se asocia a las ITAM se fosfo-
rila especificamente en residuos de tirosina, mecanis-
mo por el cual se activa. Estas cinasas son entonces
capaces de formar complejos con los dominios SH2
de la PLC-PI-y1 y son, probablemente, las cinasas
que fosforilan directamente a la PLC-PI-y1 en las
células T. Sin embargo, las cinasas de la familia Tec,
Itk y Rli son necesarias para la fosforilacién maxima
de PLC-PI-y1. La familia de las cinasas de residuos
de tirosina ZAP-70 se asocian a la membrana a tra-
vés de un dominio SH2 que reconoce receptores
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polipeptidicos fosforilados en residuos de tirosina. Itk
tiene un dominio PH que le permite su unién a la mem-
brana, Rlk esta palmitoilado (3).

En la activacién de PLC-PI-y1 en células T, tam-
bién participan proteinas adaptadoras similares a la
proteina BLNK. En este caso, se trata de dos protei-
nas adaptadoras: LAT y SLP-76. LAT es una protei-
na integral de membrana de 36-38 kDa que es fosfo-
rilada durante la activacién de las células T. Esta pro-
tefna normalmente estd palmitoilada, lo que la localiza
en los microdominios de la membrana enriquecidos
en colesterol (3). Se piensa que ZAP-70 fosforila a
LAT, la cual una vez fosforilada se asocia con protei-
nas transmisoras de sefiales que contienen dominios
SH2. Se ha propuesto que la PLC-PI-y1 usa sus dos
dominios SH2 para asociarse con ZAP-70 y LAT si-
multdneamente, para maximizar la fosforilacién y su
localizacién en membrana.

En células T activadas, el adaptador citoplas-
miético SLP-76 se fosforila en residuos de tirosinas
(por la cinasa ZAP-70), lo que le permite asociarse
a PLC-PI-y1. SLP-76 tiene una region central rica
en residuos de prolina que puede asociarse a domi-
nios SH3, un dominio SH2 C-terminal con el que
reconoce proteinas fosforiladas en residuos de tiro-
sina y sitios de fosforilacion en residuos de tirosina
en el extremo N-terminal, con el que puede asociar-
se a dominios SH2 (3).

Este complicado esquema de activacién que he-
mos descrito para la PLC-PI-yen células B y células
T revela el riguroso control al que estd sometida esta
familia de isoenzimas para el control de eventos tan
importantes como la proliferacion celular y la respues-
ta inflamatoria. El arreglo estructural en dominios es
otro indicativo del papel que juegan estas enzimas en
la produccidn de segundos mensajeros en respuesta
a estimulos externos, lo que lleva a la liberacién de
Ca* intracelular y a la activacion de diferentes enzi-
mas clave.
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RESUMEN

Hay una evidencia creciente sobre el papel que jue-
gan los radicales libres en los dafios celulares que los
diferentes tipos de estrés provocan. En este articulo
se revisan las fuentes de especies reactivas de oxi-
geno, los compartimientos celulares donde éstos se
originan, los dafios que ocasionan a las principales
macromoléculas y los sistemas bioquimicos para la
defensa contra estos compuestos. En donde es posi-
ble, se hace énfasis en los sistemas vegetales. Final-
mente, se propone el desarrollo de nuevas tecnolo-
gias agricolas para incrementar el rendimiento de las
cosechas mediante el uso de los antioxidantes natura-
les presentes en las plantas silvestres.

ABSTRACT

The evidence upon the role of the reactive species of
oxigen on the cellular damage for abiotic stresses is
increasing. Here, there is a short review of the sources of
oxygen free radicals, the damage that they do upon the
principal macro-molecules and the biochemical systems
developed in evolution course, to avoid the reactive
oxygen species formation and propagation with emphasis
in the plant systems. It is proposed the development
of new technologies to increase plant production by
means of natural antioxidants from wild plants.

INTRODUCCION

“El oxigeno es vida” es una verdad de Perogrullo;
quien lo dude, deje de respirar por unos minutos. Sin
embargo, vemos en las estanterias de las farmacias y
tiendas de nutricién con mayor frecuencia productos
a base de “antioxidantes”. Pareciera que aunque la
base energética de nuestra vida es un conjunto de
oxidaciones, éstas de alguna manera se vuelven en
contra nuestra y resulta necesario desarrollar medi-
camentos que nos protejan de esas reacciones.

Recientemente se ha encontrado que muchas en-
fermedades degenerativas, o propias de personas de

edad avanzada, estan relacionadas con desérdenes
de tipo oxidativo, es decir con oxidaciones que da-
fian la funcionalidad de moléculas importantes; para
citar s6lo unos ejemplos: arterioesclerosis, diabetes,
fibrosis cistica, enfermedad hepatica alcoholica, en-
fermedad de Parkinson, Alzheimer, cincery enveje-
cimiento (1). Existen evidencias de una correlacion
entre estas enfermedades y un aumento en los niveles
de sustancias oxidantes del tipo denominado “espe-
cies reactivas del oxigeno”, que son diferentes esta-
dos de reduccién de la molécula de oxigeno y que
provocan en las células una serie de dafios asociados
a oxidaciones de moléculas importantes.

En las plantas sucede algo similar. Dado su carac-
ter sésil, las plantas normalmente sufren de periodos
de altos niveles de luz, sombra, temperaturas altas y
bajas, sequia, anegamiento, alta salinidad, desbalance
de nutrientes, infecciones, depredacién, compuestos
toxicos naturales y sintéticos, todos los cuales pue-
den ser estresantes si persisten. Diferentes tipos de
estrés producen en las plantas, entre otros efectos,
alteraciones estructurales y funcionales en sus siste-
mas membranales. Hay una creciente evidencia de
que en este dano las especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) juegan un papel en las
reacciones que preceden a la pérdida de la integridad
membranal. Podemos generalizar diciendo que los
dafios fisiol6gicos provocados en las plantas por di-
ferentes tipos de estrés estan mediados, por 1o menos
en parte, por un estrés oxidativo al nivel celular (2).

En este escrito intentaremos describir como un
proceso quimico vital, como lo es la oxidacion, pue-
de resultar también ser un enemigo de los procesos
vitales. Se describirdn, de una manera muy resumida
y haciendo énfasis en lo que ocurre en las plantas,
estas oxidaciones dafiinas, las sustancias quimicas que
las ocasionan, su origen, algunos de los procesos
bioquimicos de proteccion contra estas sustancias y
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finalmente, se propone el uso de antioxidantes en la
practica fisiotécnica de los cultivos, como sustancias
capaces de producir efectos fisiolégicos similares a
los promotores del crecimiento.

LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
(ROS) COMO OXIDANTES CELULARES
Las cargas eléctricas que giran generan campos mag-
néticos. Esto es valido tanto para la corriente eléctri-
ca en la bobina de un motor como para un simple
electron. El apareamiento de los electrones con un
estado de spin (giro) contrario neutraliza este efecto.
La mayor parte de las sustancias no interactian con
campos magnéticos porque todos sus electrones se
encuentran formando pares con spines opuestos; sin
embargo el oxigeno si es influenciado por los campos
magnéticos, —se dice por esto que es una sustancia
“paramagnética”— porque tiene dos electrones no
apareados con el mismo spin. La presencia de elec-
trones no apareados es también la explicacion a la
pocareactividad hacia moléculas organicas, pues €s-
tas tienen sus electrones de valencia en pares de
spines opuestos.

Sin embargo, si se resuelve la limitacion que impo-
nen los electrones del mismo spin, el oxigeno puede
reaccionar fuertemente con moléculas orgéanicas; esto
puede ocurrir mediante dos mecanismos, uno de ellos
implica la absorcién de suficiente energia para rever-
tir el spin de uno de los electrones, lo cual general-
mente sucede mediante la trasferencia de un exiton
desde un aceptor de fotones; este mecanismo esta
presente en los cloroplastos. La molécula de oxigeno
resultante es conocida como singulete (O-O:), el cual
reacciona fécil y rapidamente con moléculas organi-
cas. El otro mecanismo para la activacion del oxigeno
consiste en reducciones monovalentes (transferencia
de un solo electrén) que se dan en reacciones se-
cuenciales, tales como:

‘0-0"+ e — '0-0: (027)
‘0-0: + e~ — H:0-O:H (H,0,)
H:0-O:H+e — H:O'+ H:O:H (OH)
H:O'+e — H:O:H (H,0)

Un electrén se transfiere a la molécula de oxigeno
en su estado basal, en el cual es un bi-radical (y se
genera el radical superéxido (O,7); mediante un se-
gundo electrén y protones, el i6n superoxido se redu-
ce a peroxido de hidrégeno (H,0,); la reduccion

255

monovalente del peréxido produce una molécula de
agua y al radical hidroxilo (OH); finalmente, la adi-
cion de otro electron al radical, rinde otra molécula
de agua. La primera reduccién, que produce al O,~
es endotérmica, con un cambio de energia libre de
7.6 kcal/mol, el resto de las reducciones son exotér-
micas y lareaccion global de la reduccion del oxigeno
hasta agua tiene un AE =-76.6 kcal/mol (3).

El i6n superéxido, el peréxido de hidrogeno y el
radical hidroxilo pueden tener otras reacciones que
producen radicales peroxilo; todas estas moléculas
son, por si mismas o en presencia de metales de tran-
sicion, altamente oxidantes y son las mencionadas
anteriormente como especies reactivas de oxigeno
(ROS). A excepcién del H O, todas ellas son radi-
cales libres, que se caracterizan por tener un electrén
de valencia no apareado, lo que les confiere su alta
reactividad y su capacidad para participar en reac-
ciones en cadena, éstas son auto-sostenidas ya que
los productos de un paso inician el paso subsecuente,
por ej emplo, supongamos cualquier compuesto or-
génico reducido: RH+'OH - R+ HO;R" + O, —
ROO"; ROO" + RH - ROOH + R' R’ +O —
ROOr, etc.

Estas reacciones en cadena explican como los ra-
dicales libres, atin a una concentracion inicial muy
baja, pueden causar dafios muy grandes.

LAS “ROS” SE GENERAN EN DIFERENTES
COMPARTIMIENTOS CELULARES

Las especies reactivas de oxigeno aparecen en prac-
ticamente cualquier sitio de la célula, sin embargo, en
las plantas, el cloroplasto parece ser el organulo de
maxima produccién (4):

La reduccién monovalente del oxigeno puede ocu-
rrir en el lado reductor del fotosistema I, si no existe
suficiente NADP*. Esto sucede cuando las reaccio-
nes del ciclo de Calvin no oxidan al NADPH a la
misma velocidad a la que se produce. Se considera
que éste es el principal mecanismo que genera ROS
en las plantas.

En la fotorrespiracion, la adicién de oxigeno al
carbono 2 de la ribulosa-bis-fosfato genera una molécu-
la de fosfoglicerato y una de fosfoglicolato. Aunque esta
actividad oxigenasa de la Rubisco no produce ROS
directamente, la oxidacion del glicolato a glioxilato en
los peroxisomas genera peroxido de hidrogeno.
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La clorofila foto-activada normalmente transfiere
su energia de excitacién a los centros de reaccién de
los fotosistemas. Sin embargo, en condiciones en las
cuales esta energia capturada no puede ser eficiente-
mente utilizada, la energia se disipa parcialmente me-
diante su transferencia al oxigeno, permitiendo la tran-
sicion de triplete a singulete (la inversion del spin de
uno de los electrones no apareados, que se menciond
en parrafos anteriores, ‘O-O" = :0-0). Las condi-
ciones en las cuales la clorofila no transfiere su ener-
gia eficientemente incluyen: cierre de estomas causa-
do por sequia, dafio en los sistemas de transporte

membranales, falta de nutrientes especificos (potasio,

magnesio, manganeso, zinc o hierro), taponamiento
de los tubos cribosos por infecciones y envenena-
miento por contaminantes y herbicidas.

En las mitocondrias las diferentes especies de
ROS derivan de la formacién del i6n superéxido
mediante la reduccién monovalente del oxigeno por
componentes de la cadena de trasporte de electro-
nes, principalmente a partir de la ubisemiquinona
(QH1) y por la NADH deshidrogenasa. El aumento
de ROS en las mitocondrias de células animales, y
posiblemente de células vegetales, se ha asociado
con los fenémenos de envejecimiento y menor es-
peranza de vida (5).

En el reticulo endopolasmico suceden algunas re-
acciones biosintéticas claves, catalizadas por oxige-

nasas, del tipo del citocromo P450, como la cinama-
to-4-hidroxiliasa que participa en la sintesis de floa-
vonoides y de la lignina o como las oxigenasas de la
sintesis de giberelinas. La reaccion tipica es RH +
NADPH + O, = ROH + NADP* + H,O. En esta
reaccién un paso indispensable es la activacién del
oxigeno, después de la reduccién univalente del sus-
trato y de la adicion de oxigeno, se forma el complejo
P450-RHOO que eventualmente puede descompo-
nerse en P450-RH y liberar superéxido.

En las fracciones de la membrana plasmatica se ha
encontrado actividad de una NAD(P)H oxidasa que
genera superdxido. La enzima es una flavoproteina
que produce este radical por oxidacién de ciertas
quinonas y compuestos nitrogenados.

En las paredes celulares la lignina se sintetiza por el
entrecruzamiento de los precursores fenilpropanoides

mediante reacciones dependientes de H,O,, enton-
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ces las ROS son fundamentales en la biosintesis de
este polimero. El perdxido se forma por la actividad
de la enzima NADH oxidasa, el cofactor oxidado
NAD es reducido por una malato deshidrogenasa de
la pared celular.

LOS DAN{)S DE LOS RADICALES LIBRES
ENLAS CELULAS

Las células tienen que ajustarse a la presencia princi-
palmente de 3 tipos de ROS: el ion superéxido (O,), el
radical hidroxilo (HO") y diferentes radicales peroxilo.

Se conocen pocas reacciones en las cuales el su-
perdxido (O,") ocasione un dafio directo a compo-
nentes de las células, su importancia es mayor como
precursor de otros oxidantes mas reactivos, como lo
es en particular el radical hidroxilo. Recientemente se
ha acumulado evidencia sobre su toxicidad per se: El
O, es capaz de destruir los grupos hierro-azufre: las
enzimas que tienen regiones 2Fe-2S expuestos al sol-
vente (como la aconitasa y otras hidroliasas) son
inactivadas por el super6xido; esta reaccién tiene
ademds la consecuencia de liberar iones Fe*? 1o que
favorece la formacién del hidroxilo (6).

El per6xido de hidrégeno no es muy reactivo, pero
en presencia de un metal reductor forma, mediante la
reaccion de Fenton, al radical hidroxilo: Fe** + H O,
— Fe** + OH' + OH". Para mantener esta reaccién
se requiere de una reduccion que recicle el Fe**; ade-
mads de los agentes reductores normales de las célu-
las, el i6n superdxido puede jugar ese papel, ‘O, +
Fe’*—+ Q, + Fe?,

El radical hidroxilo es el oxidante mas fuerte que
se conoce y reacciona con moléculas organicas a
velocidades sélo limitadas por la difusién. Debido
a esto, reacciona en la vecindad mdas inmediata a
su sitio de formacion, es decir, donde se encuentra
el metal reductor. Debido a su cardcter de polia-
nién, el ADN es una macromolécula donde los
iones Fe** pueden concentrarse, por o que su oxi-dacién
es generalmente ocasionada por radicales hidroxilo, ésta
implica la degradacién de las bases, el rompimiento de
lacadenay el entrecruzamiento con proteinas.

El ataque a las bases resulta en una adicién de
hidroxilo a los dobles enlaces ricos en electrones,
particularmente en los enlaces N-7-C-8 de las puri-
nas y en el enlace 5,6 de las pirimidinas. También ocu-
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rre una abstraccion de hidrégeno de los grupos metil
de la timina. En células de mamifero se conocen mas
de 50 diferentes alteraciones ocasionadas por ata-
ques oxidativos a las bases nitrogenadas, entre cuyos
productos se pueden mencionar a la 8-hidroxiguani-
dina, hidroximetil urea, urea, timina glicol y otros pro-
ductos que implican la apertura y saturacién del anillo
de la timina y la adenina (7). El dafio por el radical
hidroxilo también puede ocurrir en los residuos de
desoxirribosa, que se inicia por una abstraccion de
hidr6geno y finalmente ocasiona el rompimiento de la
cadena y la liberacién de una base. La mayor parte
de los otros dafios en el azicar dan 5'- y 3'- fosfo-
monoésteres flanqueando un espacio de un nucleosido.
Otra alteracién es una inversion [3 a o del carbono 1'-
que interrumpe la estructura secundaria del ADN. El
radical hidroxilo provoca también el entrecruzamiento
ADN-proteina mediante aductos timina-cisteina.

En las proteinas el ataque oxidativo resulta en mo-
dificaciones de los aminoacidos, fragmentaciones,
agregacion de productos entrecruzados, carga eléc-
trica alterada y mayor susceptibilidad a la protedlisis.
La oxidacién puede ocurrir tanto en la cadena pep-
tidica, como en las cadenas laterales (8).

El ataque a la cadena peptidica se inicia cuando un
radical hidroxilo abstrae un hidrégeno del carbono o
de un residuo aminoacil para formar un radical cen-
trado-en-carbono, que reacciona rapidoconel O, y
forma un radical alquilperoxil. Los siguientes pasos
dan lugar secuencialmente, a un peréxido de alquilo,
un radical alcoxilo y finalmente a un derivado hidro-
xilado de la proteina. Los intermediarios alquilo, al-
quilperoxilo y alcoxilo pueden reaccionar con otros
aminodacidos de la misma o de otra molécula y gene-
rar otro radical centrado-en-carbono que continua la
oxidacion. Dos de estos radicales pueden reaccionar
entre si y formar un entrecruzamiento proteina-pro-
teina. La formacion del radical alcoxilo permite el
rompimiento de la cadena. Pero esto también puede
ocurrir mediante el ataque oxidativo (abstraccion de
H por *OH) del carbono 7y del dcido glutamico, el
aspartico o la prolina.

Todos los residuos son susceptibles de oxidacién
por el "OH, pero no todos los productos oxidados
estan bien caracterizados. Los residuos que se oxi-
dan mds facil son los de la cisteina y la metionina, la
cisteina forma al oxidarse puentes disulfuro y la
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metionina un sulféxido (MeSOX). Sin embargo, en
las células existen enzimas capaces de reducir de
nuevo a estos aminoédcidos como son las disulfuro
reductasas y las reductasas de sulféxido de me-
tionina. La presencia de residuos expuestos de es-
tos aminodcidos pueden actuar, en combinacién con
estas enzimas, como atrapadores efectivos de radi-
cales libres y proteger de esta manera del ataque
oxidativo.

El 6xido nitrico es un catabolito normal en la de-
gradacion de la arginina y reacciona con O, para for-
mar el peroxinitrito, que es un oxidante potente y pue-
de facilmente oxidar a la cisteina, metionina, tirosina y
al triptofano. La capacidad para oxidar los residuos
de tirosina puede ser muy importante en la regulacién
de algunos aspectos del metabolismo, puesto que los
derivados asi formados son incapaces de sufrir fosfo-
rilaciones o nucleotilaciones.

Por diferentes vias se forman derivados carbonilo
de las proteinas: rompimiento de la cadena polipepti-
dica, por oxidacién de lisina, arginina, prolina, tripto-
fano y por reacciones con aldehidos que se producen
en la peroxidacion de lipidos (malén-dialdehido, 4-
hidroxi-2-nonenal) o con derivados carbonilos que
se forman con la reaccién de aziicares reductores
(o sus productos oxidados) con lisina. La presencia de
grupos carbonilo de las proteinas es un indicador
de la oxidacién por ROS y se utiliza como un marca-
dor de dafio oxidativo.

La peroxidaci6n de los dcidos grasos insaturados
es una de las oxidaciones por radicales libres mejor
conocidas; en ésta, se pueden ilustrar muy claramen-
te las diferentes etapas de las reacciones en cadena
(6): lareaccion de iniciacion consiste en la substrac-
cién de un hidrégeno del grupo metilvinil por el radi-
cal hidroxilo, el radical que resulta forma una estruc-
tura de resonancia con los dobles enlaces adyacentes:
-CH=CH-CH,-CH=CH- — -CH=CH-'CH-CH=CH-.
En la reaccion de propagacion una molécula de oxi-
geno reacciona con el radical libre, para formar un
radical per6xido, que a su vez abstrae un hidrégeno
a una segunda molécula de lipido para producir el
hidroperéxido y otro radical centrado en carbono en
la segunda molécula:

-CH=CH-CH-CH=CH- + O, = -CH=CH-CH
(O0O) -CH=CH-
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-CH=CH-CH(00")-CH=CH- + -CH=CH-CH -
CH=CH- — -CH=CH-CH(OOH)-CH=CH- +
-CH=CH-CH(00")-CH=CH-

El hidroperéxido en presencia de ion ferroso es
inestable pues se reduce a RO*y OH". Entre los pro-
ductos de la reaccién hay aldehidos como el malén-
dialdehido e hidrocarburos como el etano y el etileno.
Lareaccién en cadena termina mediante el entrecru-
zamiento de dos radicales:

R'+ R* — R-R; R* + ROO* = ROOR; ROO +
ROO" -+ ROOR + O,

Mediante estas reacciones se forman dcidos grasos
entrecruzados de alto peso molecular. Por otra parte,
el oxigeno en singulete puede reaccionar con acidos
grasos insaturados produciendo una mezcla comple-
ja de hidroperéxidos.

LAS DEFENSAS DE LAS CELULAS CONTRA
LOS OXIDANTES

Los organismos han desarrollado sistemas para
mantener bajos los niveles de oxigeno reactivo; ba-
sicamente, estos consisten en enzimas y metabolitos
capaces de atrapar radicales libres o interrumpir su
propagacion en las reacciones en cadena. En las
plantas, las enzimas cuya funcion directa es mante-
ner bajos los niveles de radicales libres son la super-
6xido dismutasa (SOD), la catalasa y la ascorbato
peroxidasa. Entre los metabolitos, los mas amplia-
mente distribuidos son el ascorbato, el glutatién, el
tocoferol y los carotenoides, los que son oxidados
por los radicales libres sin generar reacciones en ca-
dena (figura 1). Para casi todos estos compuestos
existen sistemas enzimadticos capaces de reducir sus
formas oxidadas y regenerar asi la forma activay
coordinadamente actian como atrapadores de ra-
dicales libres.

Superoxido dismutasa (sod)

Cataliza la dismutacion del i6n superdxido en oxige-
noy HO,:'0O~+°0, = O, + HQO, Las 50D
estan presentes en diferentes compartimientos celu-
lares, existen varios tipos que se distinguen por el
metal que forma parte de su sitio alostérico: las Cu/
Zn SOD son las mis ampliamente distribuidas, es-
tan presentes en todas las células eucariéticas, son
dimeros que contienen un 4tomo de Cinc y uno de
Cu en cada subunidad, se inhiben con cianuro y las

inactiva el H,O,; se han localizado en el cloroplasto,
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Figura 1. Las principales moléculas atrapadoras de radicales
libres.

citosol y peroxisomas. Las MnSOD se encuentran
tinicamente en la mitocondria y son resistentes tanto
a cianuro como al peréxido de hidrégeno. Las
FeSOD son resistentes al cianuro pero inhibibles por
el H,O,, la proteina nativa contiene un péptido de
transito que la marca como enzima del cloroplasto y
de acuerdo a estudios comparativos, parecen de
origen endosimbionte, a diferencia de la CuZnSOD
de cloroplasto que parece haberse originado por
una duplicacién del gen de la célula hospedera. La
FeSOD se ha encontrado sélo en algunas especies
taxonémicamente distantes (9).

La actividad de SOD aumenta en respuesta a xe-
nobidticos, sequia, anegamiento y exceso de luz.

Catalasa

Es una enzima que contiene un grupo hemo y catalizala
dismutaci6n del H,O, en agua y oxigeno. Se encuentra
en todos los eucariotes aerobicos, es importante en la
remocion del H O, generado en los peroxisomas por
enzimas involucradas en la B-oxidacién de los 4cidos
grasos, en los glioxisomas en el ciclo del glioxalato y en
el catabolismo de purinas. Es un tetrdmero que puede
alcanzar hasta 220 KDa. En el maiz se han aislado 3
isoformas que se expresan en diferentes compartimien-
tos: peroxisoma, citosol y mitocondria. Diferentes ti-
pos de estrés como son el salino y el choque térmico
reducen los niveles de catalasa, lo que puede ser rele-
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vante para la capacidad de la planta para sobrellevar
esas condiciones (10).

Aspartato peroxidasa (apx)

Cataliza la reduccién de H,O, a agua con una alta
afinidad y especificidad por ascorbato como re-
ductor. Su secuencia difiere de otras peroxidasas y
hay diferentes isoformas en cloroplastos, citosol,
mitocondrias, peroxisomas y glioxisomas. Tam-
bién hay unidas a membranas en peroxisomas y
tilacoides.

A lareduccion del oxigeno en el PSI acoplada con
la remocion del H,O, resultante por parte de la APx
se le denomina la reaccidén de Mehler y contribuye a
laregulacion del estado redox de los acarreadores de
electrones fotosintéticos, al drenar el exceso de elec-
trones hacia el oxigeno molecular. En plantas de Ara-
bidopsis thaliana adaptadas a baja intensidad de luz,
que después se exponen a alta luz (HL), se incremen-
tan rapidamente los transcritos de APX1 y APX2 que
codifican para dos isoformas de APX citosélicas y su
induccién esta correlacionada con los niveles de re-
duccién de la quinona B y la plastoquinona (igual que
otros genes fotosintéticos). La H,O, aumenta la ex-
presién de APX e induce su expresion en tejidos no
fotosintéticos, tal vez definiendo la respuesta sistémica
aHL(11).

Acido ascérbico

El ascorbato es un derivado oxidado de la galactosa
y es el antioxidante predominante en las plantas. Se
encuentra en todos los compartimientos celulares in-
cluyendo al apoplasto, la concentracidn celular pue-
de llegar a 25 mM y en el estroma de los cloroplastos
es atin mayor. El ascorbato es capaz de reducir al
oxigeno, al superéxido, oxigeno en singulete, al radi-
cal tocoferoxil (1a forma oxidada del tocoferol) y al
peréxido de hidrégeno. Reacciona mas rapido que
otros antioxidantes, la reaccién con el radical hidroxilo
se limita sélo por difusion:

202* + ascorbato — 2H202 + DHA

H,O, + 2ascorbato = 2H,O + 2MDHA (ascorbato
peroxidasa)

Tocoperoxilo + ascorbato — tocoferol + MDHA

La oxidacién del ascorbato genera el radical mono- -

dehidroascorbato (MDHA), que se transformard en
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dehidroascorbato (DHA) y ascorbato (11). El ascor-
bato se regenera mediante la MDHA reductasa que
usa NAD(P)H y 1a DHA reductasa que usa glutatién
reducido y lo transforma en oxidado: 2GSH + DHA
— GSSG + ascorbato.

Glutation

Es el tripéptido y-Glu-Cys-Gly, en algunas legumino-
sas existe el homoglutatién que es y-Glu-Cys-Ala. El
glutation reacciona directamente con oxigeno en sin-
gulete, el superéxido y con el radical hidroxilo, se
oxida hasta el dimero GSSG via el radical tiilo. Puede
estabilizar membranas al reaccionar con los per6xidos
de lipidos. Es capaz de regenerar al ascorbato avin sin
enzimas si el pH es mayor que 7 y su concentracion
supera a 1 mM; estas dos condiciones ocurren en el
estroma de los cloroplastos.

La glutation reductasa cataliza la reduccién del
GSSG a GSH. En los animales s6lo se ha descrito
una forma, mientras que en las plantas existe como
multiples isoenzimas. En el chicharo, el andlisis elec-
troforético mostré 8 diferentes, que aparentemente
se expresan en diferentes organelos (12); en los clo-
roplastos es donde se detecta mayor actividad de
esta enzima, pero también hay actividad notoria en el
citosol y en las mitocondrias.

Tocoferol (vitamina E)

Es una benzoquinona completamente sustituida que
cuenta con una cadena lateral hidrocarbonada que le
confiere un cardcter anfipético. Estabiliza las mem-
branas mediante el acomplejamiento con los 4cidos
grasos libres y atrapando al oxigeno en singulete y a
los peréxidos de lipidos:

ROO + tocoferol = ROOH + tocoferoxil

El radical tocoferoxil se estabiliza dentro del anillo
de quinona, por lo que evita eficientemente la propa-
gacion de la reaccién en’cadena. El ascorbato reduce
al tocoferoxil y regenera asi la forma activa del toco-
ferol (13).

Carotenoides

Son isoprenoides de 40 carbonos y tetra-terpenos
que actian como pigmentos accesorios y como anti-
oxidantes en los cloroplastos. Cuando los niveles de
excitacion de la clorofila exceden al sistema fotosin-
tético pueden absorber el exceso de energia que se
genera, absorben la energia de la clorofila en estado
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de triplete y del oxigeno en singulete, disipdndola
como calor sin generar compuestos reactivos. Los
carotenoides reaccionan también con peréxidos de
lipidos y terminan de esta forma con las reacciones en
cadena en la membrana (14).

LOS DIFERENTES ANTIOXIDANTES FOR-
MAN UN SISTEMA MUY INTEGRADO

Estas defensas celulares contra las ROS son el resul-
tado de una adaptacién exquisita y son estrategias
complementarias e interdependientes: los carotenoi-
des compiten por el exceso de energia que se fuga de
los fotosistemas e impiden la formacién de especies
reactivas del oxigeno; otros componentes en la mem-
brana, como el tocoferol, terminan con las reacciones
en cadena de la peroxidacién de los lipidos; los com-
ponentes solubles, como el ascorbato y el glutation
detoxifican directamente a las ROS en solucién y sir-
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ven también para el reciclaje de los componentes pro-
tectores de las membranas.

Al ser el cloroplasto el principal sitio potencial en
la generacién de ROS, no es de extraiiar que allf en-
contremos la maxima coordinacién entre los diferen-
tes sisteras antioxidantes. Como ya se menciond, un
exceso de poder reductor en el fotosistema I condu-
ce a la formacion del i6n superéxido y al H,0,, en
condiciones normales éstos son rapidamente atrapa-
dos por un sistema de antioxidantes presentes en los
tilacoides, tanto unidos a las membranas como solu-
bles en el estroma; éstos incluyen a la CuZn superoxi-
do dismutasa; a la ascorbato peroxidasa, al ascorba-
to y ala dehidroascorbato reductasa, entre otros. En
este sistema (figura 2) el resultado global es la reduc-
cién de O, hasta agua y la regeneracion de los dife-
rentes antioxidantes mediante reacciones que utilizan

NADP“ 2GSH DHA Sistema
NADPH GSSG ASA gt]raEpador
N AD(P)H (S stroma
NADPH
DHA Sistema
Atrapador
del Tilacoide

( i

DHA %
MDA —4——— AsA

Lumen

Figura 2. El atrapamiento de oxigeno activo y la disipacion del exceso de fotones en el cloropasto, mediante la reduccién de la
molécula de bioxigeno a agua en el ciclo agua-agua. E1 02 se produce directamente en el fotosistema I (PS). Hay dos sistemas para
la disipaci6n del super6xido, uno asociado a las membranas del tilacoide e involucra a la CuZn superdxido dismutasa y a la
ascorbato peroxidasa (tAPX), el monodehidro ascorbato (MDA) resultante puede ser directamente reducido por la ferredoxina
(F). Los componentes de otro sistema se encuentran solubles en el estroma, que incluyen ademds de la CuZnSOD y la APX del
estroma a la monodehidro-ascorbato reductasa (MDAR) que utiliza NADPH como reductor y la dehidro-ascorbato reductasa
(DHAR) que utiliza la glutatién como reductor. Tomado de Asada, 1999.
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los electrones que provienen de la fotdlisis del agua,
por lo que Asada ha denominado a este conjunto de
reacciones el Ciclo Agua-Agua (15).

Sin embargo en ciertas circunstancias pueden ain
generarse radicales "OH por desorden de este ciclo
ocasionado por diferentes condiciones estresantes y
particularmente en hojas viejas, dando lugar a un
estrés oxidativo.

USO DE LOS ANTIOXIDANTES EN LA AGRI-
CULTURA

Una proporcién importante de las dreas de cultivo no
tienen las condiciones fisico-quimicas Gptimas para el
desarrollo de las plantas, por lo que es comiin que
éstas sufran periodos bajo condiciones estresantes,
que contribuyen a evitar que expresen a plenitud su
potencial productivo. Se considera que la productivi-
dad récord mas alta que se ha registrado para cada
cultivo es un buen estimador del potencial productivo
genéticamente determinado; utilizando este parame-
tro, Boyer (16) calcul6 el porcentaje del potencial
genético que las plantas de los principales cultivos
efectivamente realizan y encontré que, para los culti-
vos evaluados, cerca del 70% no se realiza por cau-
sas imputables a los factores abi6ticos del medio (ta-
blaI). Esto nos da una idea del tremendo potencial
que el desarrollo de técnicas que eviten o alivien los
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efectos del estrés puede tener para mejorar el rendi-
miento de los cultivos.

Entre las multiples estrategias que se desarrollan
para aliviar los efectos del estrés sobresale el manejo
del estrés oxidativo, ya que, como se mencioné en la
introduccién, diferentes condiciones estresantes pro-
ducen gran parte de sus efectos adversos via el au-
mento de especies reactivas de oxigeno. Esta estra-
tegia puede implicar el uso de polioles como atrapa-
dores de ROS, la ingenieria genética para el desarro-
llo de cultivos que sobre-expresen las enzimas clave
y la aplicacién de agroquimicos que actien como
antioxidantes o como activadores de los sistemas de
defensa a ROS de las plantas.

Laingenieria genética es la que promete un gran
abanico de opciones para aumentar la capacidad de
las plantas para disminuir el estrés oxidativo y sus
efectos, sin embargo éstas quedan fuera del alcance
de este escrito. Como el uso de agroquimicos es la
practica que, con mucho, predomina sobre el uso de
organismos transgénicos, la opcion de desarrollar
agroquimicos con propiedades antioxidantes pudiera
tener mayor potencial en el corto plazo.

Un ejemplo actual, en ese sentido, es el uso del
acido N-acetil-4-tiazolidin carboxilico o acetil-tio-

TABLAI

ESTIMACION DEL DIFERENCIAL ENTRE EL POTENCIAL GENETICO DE LOS PRINCIPALES CULTIVOS
ENLOSEUA Y SUS RENDIMIENTOS REALES*

RENDIMIENTO PERDIDAS
CULTIVO RECORD PROMEDIO ENFERMEDADES PLAGAS MALEZAS OTROS?
Maiz 19,300 4,600 750 691 511 12,700
Trigo 14,500 1,880 336 134 256 11,900
Soya 7,390 1,610 269 67 330 5,120
Sorgo 20,100 2,830 314 314 ’ 423 16,250
Avena 10,600 1,720 465 107 352 7.960
Cebada 11,400 2,050 377 108 280 8,590
Papa 94,100 28,300 8,000 5,900 875 50,900
Remolacha 121,000 42,600 4,700 6,700 5,700 61,300
Porcentaje 21.6 4.1 26 26 69.1

* Los datos son en Kg/Ha de producto cosechado y los promedios corresponden a las cosechas de 1975. Se considera que
el rendimiento récord da una buena estimacién del potencial genético de las variedades utilizadas hasta esa fecha. En la
columna “Otros” quedan consignadas todas las pérdidas potenciales que se atribuyen a condiciones fisico-quimicas del

medioambiente. Tomado de Boyer, 1982. y
2 Calculado como récord-(promedio + plagas + malezas)
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prolina, que se ha comercializado desde hace més
de 30 afios como un “bioestimulante” capaz de au-
mentar el rendimiento de los cultivos y de acelerar la
recuperacién de las plantas después de su exposi-
ci6én a un estrés. Si bien su uso estd muy difundido,
poco se conoce sobre su mecanismo de accién y en
general se considera como una fuente de grupos —
SH. En nuestro laboratorio hemos confirmado ese
efecto bioestimulante y encontrado que aplicacio-
nes foliares de tan solo 30 ppm de este compues-
to son capaces de aumentar la resistencia de plan-
tulas de maiz al estrés osmético y al térmico, asi
como alargar la “vida en florero” de rosas, sugirien-
do, en conjunto, que esta sustancia puede modificar
la capacidad de la planta para manejar el dafio
oxidativo.

METABOLITOS SECUNDARIOS QUE PUE-
DEN TENER UNA ACTIVIDAD ANTIOXI-
DANTE
El uso efectivo de esta sustancia nos permite suponer
que el uso de agroquimicos puede ser efectivo en el
manejo del estrés de los cultivos. Una fuente de sus-
tancias con este potencial pueden ser las mismas plan-
tas. El estudio de los metabolitos secundarios es €l
camino mds utilizado para el descubrimiento de nue-
vos principios activos para farmacos; por lo que no
es sorprendente que sea en las plantas donde se bus-
quen moléculas capaces de reforzar los mecanismos
antioxidativos de las células y se valore su potencial
como medicamentos en el tratamiento de las enfer-
medades degenerativas asociadas con un aumento en
los niveles de dafio oxidativo. Estos estudios pueden
extenderse para evaluar el potencial de esas molécu-
las en el desarrollo de agroquimicos antioxidantes.
Una sustancia puede ser considerada como un an-
tioxidante si es capaz de inhibir a algin mecanismo
generador de ROS, ya sea mediante la inhibicion de
enzimas generadoras, o por la quelatacién de los me-
tales que intervienen en la formacién del radical hidro-
xilo, también por ser un atrapador de ROS o por es-
timular o proteger a las defensas antioxidantes de las
células.

Diferentes estudios fitoquimicos han demostrado
claramente que, ademds de los antioxidantes bien co-
nocidos como lo son el ascorbato, el tocoferol y los
carotenoides, otros metabolitos secundarios pueden
ser considerados como antioxidantes. Un ejemplo
muy claro son los flavonoides: algunos son inhibido-
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res de enzimas involucradas en la generacién de ROS
como son la xantina oxidasa, lipo-oxigenasas y la
NADH oxidasa. En general, los flavonoides mues-
tran un potencial redox menor (0.23-0.75 V) al de
las especies reactivas de oxigeno (1-2 V), por lo que
pueden actuar como atrapadores de estas sustancias
(17).

Un ejemplo puntual son las retrochalconas carac-
teristicas de la Glycyrrhiza (una planta medicinal),
que son capaces de inhibir la generacién de radicales
libres en el sistema xantina/xantina oxidasa, y son
atrapadores del radical DPPH (difenil-p-picrilhidra-
cil), e inhiben la peroxidacién de microsomas induci-
da por Fe** ADP/NADPH (18).
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RESUMEN

Los parasitos y las bacterias intracelulares constitu-
yen una categoria especifica de microorganismos que
se desarrollan y replican en los compartimentos intra-
celulares de las células huésped. Se ha estudiado la
activacion de fagocitos profesionales por citocinas
secretadas por células T CD4+ como uno de los prin-
cipales mecanismos protectores contra microorganis-
mos intracelulares. Descubrimientos recientes sugie-
ren que, como en las infecciones virales, la inmunidad
protectora contra los parasitos y las bacterias intra-
celulares es mediada no sélo por linfocitos CD4+ sino
también por linfocitos T citotéxicos CD8+.

PALABRAS CLAVE: Linfocitos T citotéxicos
CD8+; protozoarios intracelulares; procesamiento de
antigenos.

ABSTRACT

Intracellular bacteria and parasites constitute a specific
category of micro-organisms that develop and replicate
in the intracellular milieu of host cells. In the traditional
view, activation of professional phagocytes by
cytokines secreted from CD4+ T cells has been the
major protective mechanism against intracellular bac-
teria and parasites. Recent discoveries, however,
suggest that like in viral infections, protective immunity
to intracellular bacteria and parasites is mediated not
only by CD4+ lymphocytes but also by CD8+
cytotoxic T lymphocytes.

KEY WORDS: CD8+ cytotoxic T lymphocyte;
intracellular protozoa parasites; antigen processing.

INTRODUCCION
La patologia de todas la enfermedades por parasitos
intracelulares es el producto de una compleja serie de

interacciones entre éstos, su célula huésped y el siste-
ma inmune, formandose una intrincada red de inter-
acciones entre diferentes subpoblaciones celulares
que secretan sustancias mediadoras (citocinas, qui-
miocinas, factores de crecimiento, factores de inhibi-
¢i6n) que activan los mecanismos de respuesta inmu-
ne humoral y celular que emplea el organismo para
detener la infeccién. De manera complementaria el
parasito desencadena diferentes mecanismos de eva-
sion para evitar ser eliminado. Los patégenos intra-
celulares usan a la célula huésped no solo para crear
un medio ambiente intracelular 6ptimo para su creci-
miento, sino también como un escudo para evadir
mecanismos de defensa inmune humorales, tales co-
mo anticuerpos y complemento. La inmunidad pro-
tectora contra parasitos intracelulares es por lo tanto
dependiente de la activacién de mecanismos de de-
fensa inmune celular por células T (1).

La importancia de las células T citotéxicas CD8+
en lainmunidad protectora a infecciones intracelulares
ha sido reconocida mediante experimentos en rato-
nes a los que se les eliminé el gene para B2-microglo-
bulina. Esta globulina forma parte de la estructura de
las moléculas clase I del complejo principal de histo-
compatibilidad (MHC), por lo que estos animales tie-
nen una deficiencia en la generacién de linfocitos T
citotéxicos CD8+, restringidos por moléculas clase I
del MHC. Se observo que-estos animales se vuelven
altamente susceptibles a infecciones por patogenos
intracelulares como Mycobacterium tuberculosis y
Trypanosoma cruzi. Estas observaciones han gene-
rado controversias, ya que los patdgenos intracelula-
res se encuentran en fagosomas y por lo tanto sus
antigenos no son procesados en el citosol, en donde
se procesan los antigenos cuyos péptidos serdn pre-
sentados asociados a moléculas clase I del MHC,
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que es el requisito indispensable para ser reconoci-
das por los linfocitos T CD8+.

EI1 MHC es una regioén de genes muy polimoérficos
cuyos productos se expresan en la superficie de va-
rias células. Las moléculas del MHC proporcionan
un sistema para presentar los péptidos antigénicos a
las células T. Hay dos tipos diferentes de productos
de los genes del MHC llamados moléculas clase I
(MHC) y moléculas clase Il MHC II) y las células
T son capaces de reconocer antigenos extrafios uni-
dos a estas clases de moléculas. CD4 y CD8 son
glicoproteinas de superficie de la célula T que se unen
amoléculas MHC y se encuentran en subpoblaciones
de células T maduras mutuamente excluyentes (s6lo
pueden tener una clase de molécula, ya sea CD4 o
CD8) con distintos patrones de restriccién por MHC.
CD4 se une directamente a moléculas clase II del
MHC y se expresa en las células T cuyos receptores
reconocen complejos formados por el péptido y mo-
léculas clase Il del MHC. La mayor parte de las célu-
las T CD4+ restringidas por la clase I muestran el
fenotipo funcional de las células cooperadoras. CD8
se une a moléculas clase I del MHC y se expresa en
las células T cuyos receptores reconocen complejos
formados por el péptido y moléculas clase I del
MHC. La mayor parte de las células T CD8+ restrin-
gidas por la clase I son linfocitos T citotdxicos.

I.- MECANISMOS CITOTOXICOS DE LIN-
FOCITOS T CD8+ :

1) RECONOCIMIENTO DE CELULAS IN-
FECTADAS

a) Receptores

Los linfocitos T citotéxicos reconocen péptidos aso-
ciados no covalentemente con glicoproteinas clase I
del MHC. La mayoria de los receptores de células T
tienen una afinidad muy baja por el antigeno y la
interaccion del receptor de células T con el complejo
MHC-péptido contribuye a la avidez de la unién de
los linfocitos T citotéxicos a las células blanco. Pos-
teriormente, la unién del linfocito T citotdxico ala
célula blanco se estabiliza por las interacciones de
moléculas de adhesion con contrarreceptores en la
célulablanco.

b) Presentacion de antigenos

Los protozoarios que infectan las células del huésped
son fagocitados y transportados al compartimento
endosomal/lisosomal de la célula en donde entran a la

via exdgena de procesamiento de antigenos. En los
endosomas acidificados los componentes proteicos
de los parasitos son degradados a péptidos. Las ve-
siculas que contienen los péptidos se fusionan con
vesiculas que transportan moléculas clase I del MHC
para ser transportados a la superficie de la célula. La
presentacion de antigenos de este compartimento
intracelular es restringida por moléculas clase II del
MHC que estimulan a células T CD4+.

Los linfocitos T CD8+ reconocen antigenos cito-
solicos que derivan de patégenos que viven dentro
del citosol de células infectadas, como por ejemplo
virus, que son degradados por los proteosomas y los
péptidos antigénicos son llevados al lumen del reticu-
lo endopldsmico por un par de proteinas llamadas
transportadoras de péptidos antigénicos (TAP-1y
TAP-2). Los péptidos se unen a moléculas clase I del
MHC en el lumen del reticulo endopldsmico y luego
son transportados a través del complejo de Golgi has-
tala superficie de la célula donde son presentados a
los linfocitos T CD8+. Por lo tanto, esta respuesta
contribuye a la resolucién de la enfermedad por
patogenos que se encuentran en el citosol de la célu-
la. Sin embargo, se ha encontrado que el linfocito T
CD8+ también participa en la eliminacién de parasi-
tos intracelulares. Se desconoce el mecanismo por el
cual antigenos exdgenos obtenidos por la fagocitosis
de pardsitos protozoarios, y que por lo tanto se en-
cuentran en el compartimento endosomal/lisosomal,
alcanzan la via de moléculas clase I del MHC. Estu-
dios recientes (2) han sugerido que existen células
presentadoras de antigenos, entre las que se encuen-
tra el macréfago, que pueden presentar antigenos
exogenos asociados a moléculas clase I del MHC.
Se han descrito dos posibles vias: Una que involucra
el escape de antigenos del compartimento endosomal
al citosol, y la otra que involucra una posible expul-
si6n de péptidos de los fagosomas hacia la superficie
de la célula, donde se unen a moléculas de clase I.
Existen teorias adicionales sobre los posibles meca-
nismos mediante los cuales los antigenos endosomales
pueden ser presentados en asociacion con moléculas
clase I del MHC. Pueden existir vias alternativas de
procesamiento y en algunos casos los antigenos
exdgenos pueden alcanzar el citosol, particularmente
si el sistema fagosomal/fagolisosomal estd saturado
de antigenos. Otro posible mecanismo de procesa-
miento vacuolar, no citosélico, puede involucrar la
union de péptidos a moléculas clase I del MHC den-
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tro de compartimentos vacuolares post Golgi. Adi-
cionalmente, las moléculas clase I del MHC pueden
alcanzar los compartimentos vacuolares por medio
de algunas vias potenciales que incluyen la interna-
lizacién directa de la membrana plasmadtica durante la
fagocitosis, co-localizando estas moléculas con el
antigeno (3).

¢) Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesién de importancia para la
interaccién del linfocito T citotéxico CD8+ con la
célula blanco son LFA-1/ICAM-I (CD11a-CD18/
CD54) y CD2/LFA-3 (CD58). Adicionalmente, la
mayoria de las células T CD8+ expresan CD28 . Los
ligandos para CD28 son B7.1 y B7.2 y se encuentran
en la célula presentadora de antigeno. La interaccion
CD28/B7 media la adhesion y aumenta la prolifera-
cién y produccién de citocinas de los linfocitos T
CDS8+ (4).

2) MOLECULAS EFECTORAS CITOTOXICAS
Una vez que el linfocito T CD8+ reconoce a una cé-
lula que presenta antigenos asociados a moléculas
clase I del MHC y se haya unido a ésta mediante
moléculas de adhesi6n y receptores, los linfocitos T
citotdxicos usan al menos tres mecanismos de muerte
para lisar células infectadas: a) Perforinas/granzimas,
b) Fas L/Fas y ¢) TNF-o..

a) Perforinas/granzimas

Los granulos de linfocitos T citot6xicos contienen
perforina, una proteina formadora de poros y granzi-
mas, que son proteasas de serina. Se ha demostrado
que la perforina y las granzimas actuan sinérgicamente
induciendo la muerte de la célula blanco mediante
apoptosis, con fragmentacién del ADN y disolucion
de la membrana celular. La perforina, ademas de per-
mitir la entrada de granzimas a la célula, también con-
tribuye a la apoptosis inducida por €stas, ya que en
experimentos realizados con perforina y con granzi-
mas por separado, se observé que las granzimas por
si solas no eran capaces de inducir apoptosis. El re-
conocimiento del MHC clase I unido al antigeno in-
duce la liberacion de esas proteinas sobre las células
blanco, lo cual induce la apoptosis. Esto se efectiia en
un tiempo promedio de 7-10 minutos y es depen-
diente de temperatura y de iones Ca* (5). La perfo-
rina también tiene efecto citolitico sobre la célula blan-
co ya que la formacién de canales en la membrana
plasmatica de la célula blanco lleva a defectos osmo-
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ticos con excesiva entrada de iones de agua y de Ca*
alacélula.

b) Fas L/Fas

Fas, también llamada CD95, es una proteina de
36kD que pertenece a una familia de proteinas re-
presentada por el receptor del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFR), entre los cuales se encuentran
el receptor de TNF tipo uno (TNF-RI) y CD40, la
molécula activadora de células B y macréfagos.
En la mayoria de las poblaciones celulares, Fas y
TNF-RI son receptores que inducen la muerte por
apoptosis, mientras que el CD40 transmite sefiales
anti-apoptoéticas y proliferativas. Las células lin-
foides expresan Fas y la expresién de esta proteina
en los linfocitos aumenta cuando éstos son estimula-
dos por el antigeno. El ligando de Fas (Fas L) es
una proteina de membrana que se expresa prin-
cipalmente en los linfocitos T efectores CD4+ y
CD8+. La activacion de Fas por Fas L inicia la
activacién de una cascada de proteasas llamadas
caspasas que llevan a la muerte de la célula por
apoptosis. Fas es importante para mantener la ho-
meostasis de los linfocitos. Ambos mecanismos,
perforina y FasL/Fas, requieren interacciones del
receptor de células T con el MHC y con el antigeno
(TCR-MHC/Ag), lo cual activa la exocitosis de gra-
nulos de perforina e induce la expresién de Fas L.
La expresion de Fas L requiere de la sintesis de pro-
tefnas de novo en la célula T, por lo cual la lisis de la
célula blanco por este mecanismo es mds lenta que
el mecanismo de exocitosis de granulos de perforina.

¢) TNF-«

Resultados de estudios en ratones han implicado cla-

ramente al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o)

como una importante citocina involucrada en el desa-

rrollo de los linfocitos T citot6xicos. El1 TNF-o pue-

de supra-regular la expresion de algunos antigenos

de membrana y se considera que esta citocina puede

incrementar la expresion de moléculas de adhesion

de las células T (6). El TNF-a puede ser producido

por macrofagos, células NK y linfocitos CD4+ y

CD8+. Ademas de la activacion celular, el TNF-o
puede inducir directamente la apoptosis mediante su

unién al receptor TNF-RI. De esta manera, el linfoci-

to CD8+ citotéxico puede inducir la muerte de la

célula blanco induciendo apoptosis por perforina/
granzimas, asi como por FAS L y TNF-ot que se unen:
a TNF-RI. ;
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II.—- SECRECION DE CITOCINAS POR LIN-
FOCITOS TCD8+

Los efectos de las citocinas sobre los mecanismos
inmunes involucrados en las parasitosis intracelulares
son determinantes para la evolucién de la infeccion.
Se ha observado que los linfocitos CD8+ pueden
secretar las citocinas interferén gama (IFN-y) y
TNF-o que son esenciales para generar una res-
puesta inmune celular protectora contra parasitos
intracelulares.

IIL.- PARTICIPACION DE LOS LINFOCITOS
T CD8+ EN ENFERMEDADES POR PROTO-
ZOARIOS INTRACELULARES

a) Leishmaniasis

El parasito intracelular Leishmania representa un ex-
celente modelo para analizar los mecanismos micro-
bicidas mediados por los linfocitos CD8+. La Leish-
mania existe como amastigote dentro de los macré-
fagos de su huésped vertebrado. La mayoria de los
estudios en leishmaniasis han demostrado que las cé-
lulas T CD4+ productoras de IFN-y, son determi-
nantes en conferir inmunidad protectora al huésped.
Sin embargo, mediante la eliminacién de las células T
CD4+ en ratones BALB/c, Hill, Awwad y North (7)
han demostrado que las células T CD8+ también son
capaces de mediar inmunidad protectora en leishma-
niasis murina.

También en la leishmaniasis cutdnea humana se ha
observado que la cura del huésped esta asociada a
un incremento de células CD8+ especificas contra
Leishmania. En pacientes infectados con L. brazi-
liensis y tratados con antimoniales pentavalentes (far-
macos leishmanicidas) se observé un incremento de
las células T CD8+ en la sangre periférica (8).

El papel protector de los linfocitos T CD8+ en la
leishmaniasis aparentemente radica en su capacidad
citotoxica sobre macréfagos infectados asi como en
su capacidad de secretar IFN-y, la cual induce una
respuesta inmune celular protectora.

b) Toxoplasmosis

Toxoplasma gondii es un protozoario intracelular
obligado que infecta tanto a humanos como a anima-
les. En la infeccion experimental por 7. gondii se en-
contré que las células T CD8+ son determinantes
para la inmunidad protectora. Se ha demostrado que
los linfocitos T CD4+ y CD8+ son necesarios para

controlar la infeccién aguda inicial asi como para evi-
tar que una toxoplasmosis crénica se reactive. Cuan-
do se eliminan las células CD8+ en ratones, aumenta
su susceptibilidad a la infeccién con T. gondii y la
eliminacién de CD4+ y CD8+ produce una elevada
mortalidad. También se observé que la transferencia
de células CD8+ de ratones inmunes a no inmunes
confiere una proteccién mas eficiente que la transfe-
rencia de CD4+. En experimentos en los cuales se
infectan a macréfagos con 7. gondii se encontré que
linfocitos T CD8+ reconocen antigenos de 7. gondii
y ejercen su actividad citot6xica sobre ellos. Los me-
canismos de inmunidad protectora mediada por célu-
las CD8+ dependen de la secreciéon de IFN-y por
estas células, asf como de su actividad citotéxica (9).

c¢) Tripanosomiasis

T. cruzi es un pardsito protozoario que produce la
enfermedad de Chagas. En el huésped mamifero se
puede encontrar en fase de tripomastigote en la san-
gre y en su fase de amastigote intracelular (dentro de
las células que infecta). Ambos desencadenan una
variedad de respuestas inmunes, que incluyen: la pro-
duccién de anticuerpos liticos, la produccién de
citocinas por varias subpoblaciones de linfocitos, la
activacion de macréfagos y la induccion de células T
CD8+, las cuales son necesarias para el control de T.
cruzi en el huésped infectado (10). La contribucién
de las células T CD8+ a la inmunidad anti 7. cruzi
estd bien documentada. Se ha encontrado un aumento
en la parasitemia y en la mortalidad en ratones hechos
deficientes en células T CD8+, mediante el tratamien-
to con anticuerpos anti CD8+ o anti B2 microglo-
bulina o en los ratones con deficiencia homocigética
(knockout) para CD8+. Adicionalmente, las células
T CD8+ predominan en el infiltrado inflamatorio del
tejido infectado con 7. cruzi, donde ejercen un efec-
to protector regulando el nivel de pardsitos y de célu-
las infectadas. Para la presentacion de los antigenos
de T. cruzi alas células T CD8+, el antigeno debe
originarse o tener acceso al citoplasma de la célula
huésped donde puede ser procesado a péptidos y
presentado en asociacién con moléculas clase I del
MHC.

d) Malaria

Observaciones similares a las de 7. cruzi se han he-
cho con Plasmodium spp., un protozoario intracelu-
lar que produce paludismo. Trabajos recientes con
algunas cepas de ratones han mostrado que después
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de la inmunizacién con esporozoitos atenuados me-
diante radiacién, hay un aumento de las células T
CD8+, las cuales confieren proteccion contra la ma-
laria. La proteccion pudo desaparecer por elimina-
cién in vivo de las células T CD8+ (11). Aggarwal y
col.(12) reportaron que una vacuna recombinante de
Salmonella atenuada (que expresa el antigeno cir-
cumsporozoitico de Plasmodium berghei) y admi-
nistrada por via oral protege a ratones contra la mala-
ria, mediante la induccién especifica de linfocitos T
CD8+ citotoxicos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El linfocito CD8+ participa en la defensa frente a los
pardsitos que sobreviven dentro de los macréfagos
mediante dos mecanismos: 1.— Participa junto con
otras células en la produccién de citocinas de tipo
Thl (IFN-yy TNF-a). Ambas citocinas tienen un
efecto activador sobre el macréfago, lo que le permi-
te eliminar a los pardsitos y presentar los antigenos a
otras células. 2.— Ejercen su actividad citotoxica so-
bre células infectadas, contribuyendo a eliminar ni-
chos infecciosos. La contribucién dual del linfocito T
CD8+ alaresistencia contra infecciones intracelu-
lares por pardsitos protozoarios hace indispensable
buscar moléculas del parasito que podrian utilizarse
en el futuro en el disefio de vacunas que favorezcan la
activacion de linfocitos CD8+ citotoxicos.

REFERENCIAS

1. Kaufmann S H (1993) Immunity to intracellular bacteria.
Annu Rev Immunol 7/7:129-63.

2. Harding C Vy Song R (1994) Phagocytic processing of
exogenous particulate antigens by macrophages for
presentation by class I molecules. J Immunol 53:4925-
4933,

10.

11.

12.

Salaiza Suazo NL y Becker FauserI

Rui S y Harding C V (1996) Roles of proteasomes,
transporter for antigen presentation (TAP), and beta-2
microglobulin in the processing of bacterial or
particulate antigens via an alternate class I MHC
processing pathway. J Immunol /56:4182-4190.

Nishio M (1996) CD80 (B7.1) and CD54 (Intracellular
Adhesion Molecule-1) induce target cell susceptibility
to promiscuous cytotoxic T cell lysis. J Immunol
157:4347-4353.

Smyth J M y Trapani A J (1995) Granzymes: exogenous
proteinases that induce cell apoptosis. Immunol Today
16 (4):202-208.

Scheutich P y Thomas B (1987) Immunoregulatory
activity of recombinant human tumor necrosis factor
(TNF-alpha):induction of TNF receptors on human T
cells and TNF-alpha mediated enhancement of T cells
responses. J Immunol 138 (6):1786-1790.

Hill J O, Awwad M y North R J (1989) Elimination of CD4
supressor T cells from susceptible Balb/c mice releases
CD8 T lymphocytes to mediate protective immunity
against Leishmania. ] Exp Med 169:1819-1827.

Da Cruz A M y Conceicao Silva F (1994) Leishmania -
reactive CD4+ and CD8+ T cells asociated with cure of

human cutaneous leishmaniasis. Infect Immun 62:2614-
2618.

Denkers E Y y Gazzinelli R T (1993) Bone Marrow
macrophages process exogenous Toxoplasma gondii
polypeptides for recognition by parasit specific cytolitic
T lymphocytes. J Immunol /50:517-526.

Tarleton R L (1996) Immunity to Trypanosoma cruzi. In
host response to intracellular parasites. SHE Kaufmann,
Editor: RG Landes Co, Austin, TX 227-247.

Weiss W R y Sedegah M (1988) CD8+ T cells are
required for protection in mice immunized with Malaria
sporozoites. Proc Natl Acad Sci USA 85(2):573-576.

Aggarwal A, Kumar S y Jaffe R (1990) Oral Salmonella:
malaria circumsporozoite recombinants induce specific
CD8+ cytotoxic T cells. J Exp Med /72:1083-1090.



BEB 20(4): 269-277

269

LAS RODOPSINAS: FOTORRECEPTORES
DESDE LAS ARQUEOBACTERIAS
HASTA LOS VERTEBRADOS

Shaday Michan. Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. México D.F. Tel.:
5622-5655, Fax: 5622-5630. Correo electrénico: smichan @ifisiol.unam.mx

Recibido: 14 de febrero de 2001. Aceptado: 17 de julio de 2001.

RESUMEN

Laluz regula una gran variedad de procesos de los
seres vivos como: la fotosintesis, la fototaxis, el foto-
tropismo positivo y negativo, la morfogénesis, la di-
ferenciacién celular, la biosintesis de pigmentos, el
desarrollo de estructuras sexuales especializadas. La
luz también modifica el comportamiento de los orga-
nismos y modula los ritmos circadianos. Los sistemas
de fotorrecepcidn estén constituidos por proteinas
asociadas a un croméforo que se excita al absorber
la Iuz de una longitud de onda especifica. Los estados
intermedios del fotorreceptor, producidos desde la
excitacién hasta la recuperacion del estado basal, son
la sefial celular que desencadena la respuesta al esti-
mulo luminoso. En este articulo se utilizara a las ro-
dopsinas, fotorreceptores que estan presentes desde
las arqueobacterias hasta los vertebrados, para anali-
zar las bases moleculares que conforman el proceso
de la fotorrecepcién y las diversas modificaciones que
permiten a los organismos percibir una amplia gama
de estimulos luminosos.

PALABRAS CLAVE: fotorreceptor, croméforo,
fotociclo, absorcién maxima.

ABREVIATURAS: BR, bacteriorrodopsina; HR,
halorrodopsina; SRI y SRII, rodopsinas sensoras I
y IL; Htr I y II, proteinas transductoras de Halo-
bacterium.

ABSTRACT

Light regulates several processes of living organisms
such as photosynthesis, phototaxis, positive and
negative phototropism, morphogenesis, cellular
differentiation, biosynthesis of pigment and the
development of sexual specialized structures. Light
also modifies behavior and modulates circadian
rhythmicity. The photoreception systems are formed

by proteins associated with a chromophore that is
excited by absorption of light at a specific wavelength.
The intermediary states of the photoreceptor, which
are produced from excitation to the basal state
recovery, constitute the cellular signals that initiate
the response to a luminous stimulus. In this paper, the
rhodopsins, photoreceptors which are present from
archaeabacteria to vertebrates, will be used to
analyze the molecular bases of photoreception
processes and several modifications that enable
organisms to perceive a wide spectrum of luminous
stimuli.

KEY WORDS: photoreceptor, chomophore,
photocycle, maximum absorption.

NATURALEZA DE LOS FOTORRECEP-
TORES

Las proteinas per se s6lo absorben la luz de una lon-
gitud de onda, menor a 300 nm; sin embargo, cuando
incorporan como grupo prostético un croméforo
aumentan su capacidad de captacién luminosa en
el intervalo visible. Cualquier cromo-proteina que al
captar la luz del espectro visible produce una res-
puesta celular se considera como fotorreceptor.

Un croméforo es una molécula fotoactiva que se
excita con la absorcién de un fot6n de la regién visi-
ble del espectro electromagnético. La capacidad de
absorcién del croméforo depende de su estructura
quimica. Por ejemplo, los que son polienos, como los
carotenos y el retinal, se excitan con la luz de la re-
gi6n verde del espectro electromagnético; los cro-
moforos aromdticos, como el dcido p-cumdrico, las
flavinas y las pterinas absorben la luz azul; y los
tetrapirroles, como la fitocromobilina, las clorofilas y
las feofitinas, captan preferentemente los fotones de
laregion roja del espectro (1). Un croméforo aisla-
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do, por ejemplo el retinal, cuando se excita con la luz
no es capaz de desencadenar una respuesta biol6gi-
ca; sin embargo, cuando éste se une a la proteina
opsina, se forma la rodopsina que puede transmitir la
sefial de excitacion luminosa en la célula.

Las rodopsinas son proteinas integrales de la mem-
brana celular que presentan siete dominios ci-hélice
denominados hélice A, B, C, D, E, Fy G. Las hélices
B, C, Fy G forman un poro transmembranal y el
retinal que se encuentra unido por medio de una base
de Schiff a un residuo de Lys conservado de la hélice
G, interrumpe el poro a la mitad y separa el canal
citopldsmico del canal extracelular (Fig. 1A). Las for-
mas del retinal presentes en las rodopsinas pueden
ser: todo-trans-retinal, 11-cis-retinal o 3- deshidro-
rretinal (Fig. 2).

Las mutaciones en las opsinas y la incorporacion
de diferentes formas de retinal producen la variedad
de rodopsinas que se conocen hasta el momento: des-
de las que funcionan como un sistema fotosintético en
las arqueobacterias, hasta las que forman los pigmen-
tos visuales que les permiten a los vertebrados perci-
bir el color.

LADO CITOPLASMICO

LADO EXTRACELULAR

Figura 1. Estructura terciaria de la bacteriorrodopsina. Se
observan las siete hélices transmembranales y el retinal en la
parte central (A). La proteina vista desde la parte de arriba
muestra el poro que forman las hélices B, C, Fy G en el canal
citopldsmico (B superior). En el canal extracelular, las mismas
hélices estdn expuestas al exterior y aumenta el didmetro del
poro (B inferior). Figura tomada de Luecke ef al. (4) y
QOesterhelt ef al. (5).
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LAS ARQUEORRODOPSINAS: CUATRO FUN-
CIONES FOTORRECEPTORAS DIFERENTES
La bacteriorrodopsina (BR), la halorrodopsina (HR),
la rodopsina sensora I (SRI) y la rodopsina sensora
IT (SRIT) son las rodopsinas que constituyen el siste-
ma de fotorrecepcién arqueobacteriano. Todas son
proteinas de 26 kDa que unen al todo-trans-retinal.
De las 30 arqueorrodopsinas reportadas, todas coin-
ciden con el espectro de absorcién y la funcién de la
BR, HR, SRI o SRII. La comparacion de la secuen-
cia primaria de las cuatro tipos de opsinas muestra un
porcentaje de identidad entre el 20 y el 30% (2).

Las arqueorrodopsinas se descubrieron en Halo-
bacterium salinarium, especie hal6fila extrema que
vive en ambientes en donde la concentracién de NaCl
es mayor a 4 M y laradiacién solar es muy intensa.
Cuando la concentracion de oxigeno en el medio es
elevada H. salinariun sintetiza la SRII. La SRII o fobo-
rrodopsina al mediar la respuesta fototdctica negativa
alaluz azul-verde, favorece la ubicacién de H. sali-
narium en zonas obscuras y con esto evita los dafios
foto-oxidativos potenciales a los que estd expuesta la
bacteria cuando la radiacién de la luz solar va acom-
pafiada de concentraciones elevadas de oxigeno.

Sin embargo, cuando el oxigeno del medio dismi-
nuye, se detiene la sintesis de la SRII y en cambio se

CHuO

A X

N

CHa O

Figura 2. Formas del retinal acopladas a las rodopsinas. El
todo-trans-retinal es el croméforo de las arqueorrodopsinas
(A), el 11-cis-retinal de los invertebrados y vertebrados (B) y
el 3-deshidrorretinal de algunos peces y anfibios (C). Figura
tomada de Yokoyama y Yokoyama (13).
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presentan la BR, HR y SRI. La SRI regula el com-
portamiento fototactico positivo hacia la luz anaran-
jaday negativo a laradiacién UV, asi la bacteria logra
ubicarse en ambientes con suficiente radiacién lumi-
nosa anaranjada y libre de fotones UV. Estas mismas
condiciones garantizan el bombeo eficiente de H* por
laBR y el de Cl porla HR, favoreciendo la sintesis
del ATP en condiciones anaerobias (3).

La BR es la proteina mds abundante en la mem-
brana ptirpura de H. salinarium. Funciona esencial-
mente como un sistema fotosintético, ya que un foton
de luz visible resulta suficiente para excitar al cromo-
foro y generar un fotociclo que culmina con la libera-
ci6én de un protén al exterior de la membrana plas-
matica. La energia luminosa, transformada de esta
manera en energia electroquimica es utilizada por la
bacteria para la sintesis del ATP.

Al inicio del fotociclo, las 7 hélices de la BR ad-
quieren un arreglo espacial presentando el poro del
canal extracelular abierto y el del canal citopldsmico
cerrado (Fig 1B). En esta conformacion, la base de
Schiff mantiene comunicacién tinicamente hacia el
lado extracelular. El fotociclo comienza (Fig. 1y 3)
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cuando el todo-trans-retinal de la BR_ (el subindi-
ce es la absorcion maxima de cada intermediario)
absorbe la energia de un fotén y se fotoisomeriza a
la configuracién 13-cis, etapa I, en la que se forman
los intermediarios J_, y K, . Esto promueve que la
base de Schiff protone al Asp-85, localizado en el
canal extracelular de la proteina. Con la participa-
cién de la Arg-82 y a través de una intrincada red
de moléculas de agua, el Glu-204 libera un protén a
la zona extracelular de la membrana (etapa T, con la
formacion del intermediario L., ). Posteriormente un
cambio conformacional grande de la proteina cierra
el canal extracelular y abre el canal citopldsmico,
promoviendo el acceso de protones del citoplasma
(etapa S, intermediario M, ). Diez milisegundos
mas tarde, la base de Schiff es reprotonada por el
Asp-96 (etapa T,, intermediario N, ) y éste, a su
vez, obtiene un protén del lado citopldsmico de la
membrana. S6lo unos cuantos milisegundos des-
pués, se reisomeriza el retinal al todo-trans-retinal

produciendo el intermediario O, (etapa L,). Final-

mente, un segundo cambio conformacional de la
proteina promueve la transferencia del proton del
Asp-85 al Glu-204 recuperandose asi el estado ini-
cial BR,

(etapaS,) (4 y 5).

70

ASPos
- (CP)

| Thraos/Argzeo - Argqop/Thryg

(cP) (EC)

Figura 3. Fotociclos de la bacteriorrodopsina (BR) y de la halorrodopsina (HR). EC=lado extracelular y CP=lado citopldsmico.
Ver detalles en el texto. Figura modificada de Oesterhelt ez al. (5).
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Ladnica bomba de aniones que se conoce en los
seres vivos es la HR. El principio del mecanismo de
translocacién del Cl por la HR es el mismo que del
bombeo de H* por la BR. La secuencia de las reac-
ciones en ambos casos es (Fig. 3): 1) laisomerizacién
del retinal de todo-trans a 13-cis, 2) la obtencién de
CI extracelular (o la expulsion de H* por la BR), 3) el
cambio conformacional de la proteina; 4) la reisome-
rizacion del retinal de 13-cis a todo-trans, 5) la libe-
racién del CI-al citosol (o captacién de H* del citosol)
y 6) el cambio de la proteina para adquirir la confor-
macion inicial.

Todas las HR presentan conservados los residuos
Arg-108 y Thr-111 del lado extracelular y los resi-
duos Arg-200 y Thr-203 en el lado citosé6lico. Am-
bos pares de residuos estdn colocados en posicién
simétrica a la base de Schiff y sustituyen en funcién a
los residuos Asp-85 y Asp-96 de la BR, respectiva-
mente. La Thr-111 aumenta la afinidad de la Arg-108
por el CI- del lado extracelular, mientras que la libera-
cidn del CI al citosol es catalizada por la cadena late-
ral de la Thr-203. La sustitucion del residuo de Asp-
85 por una Thr convierte a la BR en una bomba de
Cl hacia el citoplasma (6).

El bombeo de CI al interior de
la célula compensa el desequilibrio
osmotico producido por el bom-
beo de H* hacia el exterior. La ac-
tividad conjunta de la HR y BR
mantienen el equilibrio osmético de
la arqueobacteria. Ademds, am-
bos procesos promueven la misma
polaridad de carga a través de la
membrana, positiva al exterior y
negativa al interior, favoreciendo
esto la sintesis del ATP.

La fototaxis en H. salinarium
depende de la SR1y SRII (Fig. 4).
Estos fotorreceptores estin estre-
chamente asociados a los trans-
ductores Htrl y HtrII que junto con
CheA y CheY transducen la sefial
luminosa al motor flagelar. Las Htr
estdn constituidas por dos domi-
nios transmembranales TM1 y
TM2 que interaccionan con las SR

y desencadenan la cascada de se- Hoff et al. (3).
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fializacién. También presentan un dominio de unién a
cinasas de histidina y dos dominios de metilacién.
CheA y CheY que son homélogos al sistema de dos
componentes que regulan la quimiotaxis en E. coli.
CheA es una cinasa de histidina que se autofosforila,
CheY desfosforila a CheA y cuando CheY estd
fosforilado interactiia con el motor flagelar y cambia
el sentido de la rotacion del haz de flagelos polar. La
modificacién en el estado de metilacién de las Htr
produce la sefial de adaptacion al estimulo luminoso

(.

La absorcion de un fotén de luz anaranjada por el
todo-trans-retinal de la SRI(A =587 nm) produce
un fotociclo con tres intermediarios: S T . . B
(Fig. 5A). Lainteraccién de la S, , con la Htrl man-
tiene constante la rotacién flagelar y permite que la
bacteria se ubique en lugares donde la intensidad de
laluz anaranjada es 6ptima. Cuando en el medio ade-
mas de luz anaranjada hay luz UV-cercana, se pro-
duce un ciclo alternoendonde la S, se activa con la
absorcion de un fotén de 373 nm y se convierte en la
S°,, (ciclo de dos fotones). La interaccién de ésta
con la Htrl induce el cambio de la rotacién flagelar,
alejando a la bacteria del estimulo (3). El decaimiento
dela S, al estado inicial SRy, es 10 veces mds ré-

Aanaranjade AUV A azul
587 nm 373nm 490 nm
R R SR b

-1—sltlotd_e+

CheA Chea,

S

motor
flagelar ,

Figura 4. Las 4 arqueorrodopsinas. Ver detalles en el texto. Figura modificada de
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pido en el ciclo de dos fotones via el intermediario
S°,,, que en el ciclo en donde sélo incide la radiacién
anaranjada. Con la integracién de ambos fotociclos
las arqueobacterias se ubican no sdlo en una zona
iluminada con luz anaranjada, sino también libre de la
radiaci6n UV.

A pesar de que la base de Schiff se desprotonay
protona durante la formacién y el decaimiento de la
S,,,» 1a SRI asociada a la HtrI, no es electrogénica.
Sin embargo, cuando se le separa del transductor
adquiere la funcién de la BR, es decir, bombea H*
hacia afuera de la célula.

En contraste, en la SRII circulan protones por el
canal extracelular. La S-TI,  (equivalente al interme-
diario M de la BR) toma un H* del lado extracelular
de la membrana y la S-II, (equivalente al interme-
diario O de la BR) lo libera ahi mismo (8). La base de
Schiff de la SRII no tiene acceso al canal citopldsmico
durante el fotociclo, de tal forma que la conductividad
del H* en esa zona es reducida en comparacién con
la BR y SRI. Esta conductividad baja y el flujo de H*

A
" Sb, =

CICLO DE DOS FOTONES
4 anaranjada * UV-cercana
587 nm 373 nm

SRlsq7) —> S5 S550~> S73 meb [airayentc |

I CICLO DE UN FOTON 1

LADO EXTRACELULAR

A azul
49% nm
—p
SRl S-llyeo (M) S-lg (O)
T e
repelente

Figura 5. Fotocicle de la rodopsina sensora Iy II (SRI y
SRII). (A) El fotociclo de la SRI y (B) de 1a SRII. BS=Base de
Schiff Ver detalles en el texto. Figura modificada de Hoff et
al. (3) y Sasaki y Spudich (7).
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al exterior se mantienen adn cuando la SRII est4 uni-
da a su transductor HtrIl.

Los intermediarios S-II.  y SII, , que se forman
cuando la SRII  es iluminada son los que inter-
accionan con la HtrIl y generan la respuesta repelen-

te alaluz azul.

Tanto en la SRI como en la SRII el residuo de
Asp-85 de la BR se conserva como Asp-76 y Asp-
73 respectivamente y el residuo Asp-96 es reempla-
zado en ambas por una Tyr. El Asp-76 de la SRI
permanece neutro durante la fototaxis; sin embargo,
cuando a la SRI se le separa del transductor y se
vuelve electrogénica, el Asp-76 es el residuo que
protona la base de Schiff. A diferencia de la SRI el
residuo Asp-73 de la SRII si se protona durante el
fotociclo.

El residuo de Met-118 de la BR estd en la cavidad
de la proteina donde se encuentra el retinal; la HR y
la SRI también tienen esa metionina conservada. Sin
embargo, en la SRII est4 sustituida por un residuo de
Val-106. El tamafio del amino4cido que reemplaza a
la Met-118 afecta el espectro de absorcién del cro-
moforo. La comparacién con otras arqueorrodopsi-
nas sugiere que esta sustitucion es la responsable de
la disminuci6n en la absorcién médxima de la SRIL. A
diferencia de la BR, HR y SRI que tienen una absor-
cion maxima mayor de 500 nm, la de la SRII es de
487 nm (3).

El movimiento de las hélices Fy G de la SRI, es
transmitido por la interaccion directa de éstas con el
dominio transmembranal TM2 de 1a HtrI. Las mutan-
tes de la SRI que invierten la respuesta fototictica,
generan un movimiento del TM2 en direccién opues-
ta (9). La diferencia en el movimiento de las hélices F
y G, junto con la variacién en la protonacién de los
residuos Asp-76 (en la SRI) y Asp-73 (en la SRII)
durante el fotociclo, podrian ser parte de las sefiales
que generan las diferentes respuestas de las SR.

LAS RODOPSINAS: POLIMORFISMO QUE
PERMITE PERCIBIR LOS COLORES

En las algas también se han encontrado rodopsinas.
Chlamydomonas reinhardtii tiene una mancha ocu-
lar de color anaranjado de 1 a 1.5 um de didmetro
localizada en posicion ecuatorial. En la mancha ocu-
lar estd concentrada la clamidorrodopsina, una pro-
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teina de 30 kDa responsable de orientar a las células
en direccién al estimulo luminoso (10).

A pesar de tener asociado al croméforo todo-
trans-retinal, la clamidorrodopsina tiene una estruc-
tura primaria que difiere significativamente de las
arqueorrodopsinas, pero es bastante similar a las
opsinas de invertebrados.

Volvox carteri es un alga colonial esférica, com-
puesta por 16 células reproductoras grandes (goni-
dias) y de 2,000 a 4,000 células somadticas. Las go-
nidias se encuentran en la parte interna de la colonia
rodeadas por las células somaticas que las recubren.
Cada una de estas ultimas tienen 2 flagelos y una man-
cha ocular y son las encargadas de guiar ala coloniaa
lugares con condiciones 6ptimas de luz. Volvox res-
ponde a la luz de una longitud de 490 nm a 520 nm.

La secuencia de aminodcidos de la volvoxopsina
muestra un 61% de identidad con la clamiopsina.
Ambas secuencias contienen un sitio tipico de unién
al retinal en el carboxilo-terminal y tienen caracteristi-
cas que comparten diversos canales de iones (11).

El mecanismo de fototransduccién en las algas ac-
tiva los canales de Ca** e hiperpolariza la membrana
del fotorreceptor, generando con esto la sefial eléctri-
ca que modifica el movimiento flagelar.

Aunque sélo se han clonado los genes de las algas
Chlamydomonas y Volvox, datos bioquimicos indi-
can que Euglena gracilis y Spermatozopsis similis
también presentan rodopsinas asociadas al todo-
trans retinal.

En el hongo filamentoso Neurospora crassa, tam-
bién se ha reportado la existencia de una opsina, la
neurosporopsina (NOP-1) que une el todo-trans-
retinal por medio de una base de Schiff. Tiene una
absorcion maxima a 534 nm y genera un fotociclo
espectrofotométricamente similar al de la BR, SRI y
SRIL Las mutantes nop-1 no presentaron dafio al-
guno en la fisiol6gia del hongo regulada por la luz.
Ademads, la NOP-1 presenta conservados los resi-
duos que en la BR son indispensables para el bom-
beo de H* (los residuos de Asp-85 y Asp-96 de la
BR se encuentran como Asp y Glu en N. crassa).
Estos datos sugieren que posiblemente la NOP-1
tiene la funcién de bombear H* (12).
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A diferencia de las algas y los hongos, los pigmen-
tos que forman el sistema visual y de percepcion del
color en los invertebrados y en los vertebrados son
las opsinas que unen el //-cis-retinal (aldehido de la
vitamina A1).

El comiin denominador del sistema visual de los
vertebrados estd constituido por tres pigmentos: uno
con una absorcién mdxima menor a 500 nm, otro
mayor de 500 nm y la rodopsina igual a 500 nm. Esta
tiltima se encuentra en las células fotorreceptoras de
la retina, conocidas como los bastones y se utiliza en
condiciones de luz tenue. Los otros pigmentos visua-
les que participan en la percepcién del color se loca-
lizan en los conos y se utilizan inicamente en presen-
cia de luz de mayor intensidad.

Los componentes de la vision de color en los
vertebrados varian ampliamente. Por ejemplo, los
pollos presentan, ademds de la rodopsina, cinco
pigmentos visuales: cuatro son conales y la pinopsina
localizada en la glandula pineal; sin embargo, la ma-
yoria de los mamiferos tienen sélo tres pigmentos.
El hombre y los primates mas relacionados con és-
te presentan una vision tricrémica con un nivel de
complejidad medio que consiste en la rodopsina y
tres pigmentos visuales: uno azul A__ =425 nm, uno
verde A =530nmyunorojoA_ =560nm.La
combinacién de estos pigmentos les permiten per-
cibir los colores del violeta al rojo (380 nm a 760
nm) (13).

La diversidad de los pigmentos se debe al poli-
morfismo que presentan la opsinas en cada especie.
Cualquier cambio en la proteina que modifica el am-
biente electrénico en el que se encuentra el /1-cis-
retinal es susceptible de afectar el espectro de absor-
cién del croméforo. Por ejemplo, las sustituciones en
las opsinas de humano y de los primates cercanos a
éste, en los residuos Ala-180, Phe-277 y Ala-285
por Ser, Tyr y Thr, respectivamente, producen el cam-
bio en la absorcién de los pigmentos conales de ver-
de a rojo. Otro ejemplo simildr se presenta en el
celacanto Latimeria chalumnae. Las sustituciones
en los dos pigmentos visuales RH1 (el residuo de Glu-
122 por Gln y el de Ala-292 por Ser) y RH2 (el resi-
duo de Glu 122 por Gln y el de Met-207 por Lys)
cambian la absorcién mixima a 478 nm y 485 nm
respectivamente. Estas modificaciones le permiten al
celacanto percibir todo el espectro de la luz que inci-
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de a 200 m de profundidad en el Oceano Indico,
hébitat iluminado con luz cercana a 480 nm (14).

Algunos vertebrados como las lampreas, los pe-
ces y los anfibios, ademas del //-cis-retinal también
pueden presentar como croméforo el 3-deshidro-
rretinal (aldehido de la vitamina A2). La adicién de
un doble enlace en el 3-deshidrorretinal cambia la
absorcion maxima a una longitud de onda més larga.
La proporcién relativa de los croméforos se regula
por factores como la luz, la estacion del afio, la mi-
gracién, la temperatura y las concentracio-
nes hormonales. El aumento en la sintesis de 3-
deshidrorretinal les permite adaptarse a ambientes
iluminados con una longitud de onda mayor. Por
ejemplo, cuando Anguila rostrata habita en las pro-
fundidades del mar utiliza el 11-cis-retinal, pero
al migrar a lugares de agua dulce incorpora el
3-deshidrorretinal. En este caso, la misma opsina
puede interaccionar con uno u otro croméforo,
modificando la absorcion maxima de 501 a 523 nm,
respectivamente.

El camale6n americano es el tinico vertebrado te-
rrestre que utiliza solamente al 3-deshidrorretinal
como cromoforo y su sistema visual estd constituido
tinicamente por conos. Este pigmento presenta una
absorcion mayor hacia el rojo (A =625 nm) que
cualquier otro fotorreceptor de los vertebrados te-
rrestres.

El fotociclo de las rodopsinas de los vertebrados
también se inicia con la isomerizacién del retinal, pero,
a diferencia de las arqueorrodopsinas, el 11-cis-reti-
nal se isomeriza a la configuracién todo-trans. En
ambos casos el proceso es muy rapido, 3 ps y 200 fs
respectivamente.

La absorcién de luz por la rodopsina genera la
lumirrodopsina. La isomerizacién del retinal produce
la metarrodopsina I, primer intermediario de vida
media larga del fotociclo. La ruptura del puente salino
formado entre el residuo de Glu-113 y la base de
Schiff de 1a metarrodopsina I (A, =478 nm), produ-
ce latransicion hacia la metarrodopsina IT (A =380
nm) (15). Una molécula de metarrodopsina II puede
activar secuencialmente cientos de proteinas G
heterotriméricas (transducinas) que inducen a las
fosfodiesterasas y cada una de éstas hidroliza miles
de moléculas de cGMP. La disminucion en la con-
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centracion de cGMP cierra los canales de iones (Na*
y Ca**), reduciéndose el flujo de éstos al interior de la
c€lula fotorreceptora. La sefial eléctrica es resultado
de la hiperpolarizacién de la membrana celular.

La arrestina y la activacion de la rodopsina-cinasa
nulifican la sefial de excitacién y permiten la adapta-
cion del fotorreceptor. La arrestina atrapa a la meta-
rrodopsina Il fosforilada y evita la activacion de mas
transducinas. Este efecto es similar al que se observa
cuando los fotorreceptores de las arqueobacterias
modifican su estado de metilacién y se adaptan a la
radiacién continua.

Un segundo después de que se forma la metarro-
dopsina II, el complejo se disocia en el todo-trans-
retinal y la opsina. El todo-frans-retinal es reisomeri-
zado a 11-cis-retinal por la retinal isomerasa; este l-
timo es utilizado en la sintesis de nuevos pigmentos
visuales que inician otro ciclo y mantienen el proceso
de la visién.

En las rodopsinas de los invertebrados un residuo
Tyr sustituye el Glu-113 conservado en los verte-
brados (con excepcién de algunos pigmentos que
absorben UV y que presentan en esa posicién una
Phe). La ausencia del residuo con carga negativa
elimina un paso en el fotociclo, de tal manera que
después de la isomerizacidn, la rodopsina directa-
mente cambia de conformacidn y se transforma en
la metarrodopsina II (Fig. 6) (16). Esta, con la base
de Schiff protonada, transfiere la sefial luminosa a
una proteina G heterotrimérica y, a diferencia de los
vertebrados, la cascada de sefializacién contintia
con la activacion de ia fosfolipasa-C que cataliza la
conversion de fosfoinositol-bifosfato a inositol-tri-
fosfato y diacilglicerol. La activacién de la fos-
folipasa-C produce la hiperpolarizacién de la célula
fotorreceptora. Contrariamente a lo que sucede en
los vertebrados, los canales de iones se abren au-
mentando el flujo de Ca* y Na* hacia el interior de
la célula fotorreceptora.

Aun cuando la fototransduccién en vertebrados
e invertebrados tiene efectos opuestos sobre los ca-
nales ionicos (cierre y apertura), las cascadas de
sefializacidon comparten caracteristicas como: la sen-
sibilidad a diversas intensidades de luz, la respuesta
rapida y temporal hacia el estimulo y la capacidad de
amplificar la sefial luminosa.
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Figura 6. Activacién por luz de las rodopsinas de vertebrados e invertebrados. Ver detalles en el texto. Figura modificada de

Nakagawa et al. (16).

COMENTARIOS FINALES

No todos los organismos que responden al estimu-
lo luminoso presentan rodopsinas; por ejemplo, las
plantas carecen de éstas, pero tiene otros fotorre-
ceptores como los fitocromos y los criptocromos.

En las eubacterias tampoco se han encontrado
rodopsinas. Sin embargo, el mecanismo de fotoacti-
vacién de la PYP, fotorreceptor de luz azul de Ecto-
thiorhodospira halofila, es similar al de las rodopsi-
nas. La luz produce el cambio de configuracién de
trans a cis del 4cido p-cumarico, generando cambios
conformacionales en la proteina que desencadenan la
fototaxis negativa de la bacteria.

Los estudios filogenéticos sugieren que las arqueo-
rrodopsinas son una familia de proteinas homoélogas
que evolucionaron a partir de tres eventos indepen-
dientes de duplicacién génica. Una primera duplica-

cién de la rodopsina ancestral (parecida ala BR) ge-
ner6 ala proto-BR y a la proto-SR-II; y la duplica-
ci6n de cada una de éstas, originbalaBRyHR yala
SR-1y SR-1I, respectivamente.

La presencia de todo-frans-retinal en las arqueo-
rrodopsinas, en las rodopsinas de algas y en las de
hongos sugiere que éste es el croméforo ancestral.

Con base en el andlisis filogenético, se considera
que las rodopsinas de eucariotos son un grupo de
proteinas que evolucionaron a partir de un ancestro
comuin. Este posiblemente presentaba caracteristicas
similares a las opsinas de algas.

Debido a la enorme diferencia en la secuencia de
aminodcidos de las rodopsinas de arqueobacterias y
de eucariotos, ha sido dificil deducir el proceso evo-
lutivo que origind estas ultimas. No es claro si ambos
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grupos corresponden a proteinas homélogas que
divergieron en el transcurso de la evolucién o si son
proteinas andlogas, con diferente origen evolutivo
pero estructura similar.

Sibien se conocen las secuencias de aminoacidos
de varias rodopsinas de arqueobacterias, invertebra-
dos y vertebrados, s6lo se han reportado dos de al-
gas y una de hongos. Es necesario contar con un ni-
mero mayor de genes de opsinas de protoctistas y
hongos para reconstruir la historia evolutiva y deter-
minar si el origen de las rodopsinas de las arqueobac-
terias y de eucariotos fue monofilético (a partir de un
ancestro en comtun) o parafilético (con diferentes
ancestros).
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PROBLEMA BIOQUIMICO

TEMA: Cinética enzimética
Inhibicion de tipo mixto.

La L-lactato deshidrogenasa del protista Euglena
gracilis es una enzima localizada en la membrana in-
terna mitocondrial, es independiente de piridin nu-
cledtidos (L-ILDH) y esté conectada ala cadena res-
piratoria. En sistemas bacterianos esta enzima se
inhibe por oxalato de manera competitiva 0 no com-

Ricardo Jasso Chéavez y Rafael Moreno Sénchez

petitiva. Los pardmetros cinéticos de la L-iLDH se
determinaron en mitocondrias aisladas variando las
concentraciones de L-lactato en presencia de con-
centraciones crecientes del inhibidor. La actividad
enzimdtica de la L-iLDH se midi6 espectrofotomé-
tricamente mediante la reduccién a 600 nm del 2,6-
Diclorofenolindofenol (DCPIP) como el aceptor arti-
ficial de electrones a 30° Cy pH de 7.6. A continua-
ci6n se presentan las velocidades iniciales.

ACTIVIDAD DE L-iLDH (nmol/min/mg prot)
[oxalato] mM

[L-lactato] 0 0.1 0.25 0.50 0.75 2.0

mM
0 0 0 0 0 0 0

1 47 41 33 29 23 21

3 79 68 56 49 40 32

5 89 82 68 35 45 42

7.5 93 85 75 56 53 43

10 97 88 71 62 56 48

Determinar los pardmetros cinéticos de la L-iILDH, Ks 'y V, asi como el tipo de inhibicién y la Ki del oxalato.
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CRUCIBIO Q Yolanda Saldafia Balmori
GLUCOLISIS

31 Se produce en el paso de oxidacién
de gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-
bisfosfoglicerato.

N B L B o e T C : s S i
O O OO O O O 32 Acido inorganico, su participacién
. ] ] — m Ly permite la formacién de 1,3-bisfos-

foglicerato.

n
=
1B
- N "
2 E =B o o &
HE JEEEEEEEEE AEEEEEER n B
W m . _ & B
dEE B = 4 O O Y D O L o = ; .
] E B ] ; B ] 1 Mantiene la glucemia durante el
] w | o B il i B ayuno prolongado y es acelerada
= = ‘=..=-... = ’=.-..=.=- por glucocorticoides.
] S N AEENENEEEEEEN = N 2 (Ii“.nztlma colnzd?]taf(} ;])'osmvo, su pro-
R P el ™ ucto es el 2-fosfoglicerato.
dAuEENEEE B HEMESHEEES W 3 Producto final de la glucélisis, en su
m n & u¥ obtenci6n interviene una cinasa
1 I R I I =... que da lugar a ATP.
dENEERERD 4 En dos pasos de la glucélisis, se sin-
tetiza a partir de metabolitos de alta
energia.
5 Enzima que en condiciones aerobias
Acarrea energia entre metabolitos. oxida lactato.
Forma en la que se encuentran los ~ 8 Ruta degradativa que requiere la
metabolitos de la glucélisis a excep- presencia de oxigeno.
cién de glucosa y piruvato. 9 Niimero de ATP que en la glucélisis
6 Molécula central de los carbohidra- 24 Sistema por el cual se trasladan agféblc'a se produce por fosforila-
tos, la hexocinasa le transfiere un equivalentes reductores del citosol cién oxidativa.
grupo fosforilo. ala mitocondria. 10 Enzima que se inhibe por niveles al-
7 Molécula que fosforilada, se inter- 25 Via que al degradar glucosa genera tos de ATP y es activada por fruc-
convierte en gliceraldehido -3-fos- ATP ademds de producir un ceto- tosa 2,6-bisfosfato.
fato. acido de tres carbonos. 11 Tipo de enzima que convierte a la
12 Se produce por deshidratacién de 26 El gliceraldehido-3-fosfato pasa a glucosa-6-fosfato en fructosa-6-
2-fosfoglicerato, tiene un delta G de 1,3-bisfosfoglicerato por este meca- fosfato.
-14.8 kcal/mol, forma ATP. nismo y el de oxidacién. 15 Mecanismo por el cual el piruvato en
13 Enzimairreversible que fosforilaala 27 Enzima que permite que una hexosa presencia de NADH forma lactato.
glucosa y se inhibe por glucosa-6- fosforilada de lugar a dos triosas 20 Cofactor imprescindible de la hexo-
fosfato. fosforiladas. cinasa, forma un complejo con el
14 Por la accién de esta enzima se for- 28 Mecanismo en el que intervienen la ATP.
ma ATP a partir de 1,3-bisfosfogli- hexocinasa, la fosfofructocinasa y 21 Presente en el parénquima hepiti-
cerato. la piruvatocinasa. co, con ATP fosforila a la glucosa,
16 Opcién de la glucolisis enlaque por 29 Nimero de moléculas de ATP que no se inhibe por glucosa-6-fosfato.
cada molécula de azicar se obtie- se requieren en la fase preparatoria 22 Metabolito del ciclo de Krebs, inhi-
nen dos de ATP. de la glucdlisis. bidor de la fosfofructocinasa.
17 Proveniente de los triacilgliceroles, 30 Producto de la glucélisis anaers- 23 Organo en donde por la accién de la
en un buen porcentaje se convierte bica, pasa al higado, alimentador de glucosa-6-fosfatasa se produce glu-

en glucosa. la gluconeogénesis. cosa libre.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTAS:

El grafico Lineweaver-Burk o de dobles reciprocos,
es la forma més utilizada para obtener los pardmetros
cinéticos, asf como los diferentes tipos de inhibicion.
Este grifico se basa en un re-arreglo de la ecuacion
de Michaelis-Menten:

vIV=[S]/Ks + [S]

para formar una ecuaci6n de forma lineal cuando in-
vertimos los componentes de 1a ecuacién y multipli-
camos la ecuacién por V:

IW=Ks/V)*Q/[SH+A/V)

donde V es la velocidad mdxima, [S] la concentra-
cién del sustrato y Ks la constante de disociacion del
complejo enzima-sustrato.

Asi, la grafica de dobles reciprocos entre el
L-lactato y los valores de velocidad inicial alas diversas
concentraciones de oxalato (Fig. 1, gréfica superior)
muestra que las lineas que unen los puntos para cada
concentracion de inhibidor se interceptan en el se-
gundo cuadrante, caracteristica de las inhibiciones de
tipo mixto, que como su nombre lo indica, afectan
tantoala KscomoalaV.

De este grafico se puede calcular Ks y V a partir

0.07 o
0.08 o
0.08 o

4
0.04 o
4

1/velocidad

0.03 -

4
0.02

nmeol -1/min -1/mg prot

de las ordenadas a las abscisas y al origen respecti-
vamente, en ausencia de oxalato. En este caso la Ks
de la L-iLDH por L-lactatoesde 1.4 mM yla V=
115 nmol/min/mg prot.

La ecuacion que explica una inhibicién de tipo mix-
toes[1]:

v=[S]* V' /Ks’ + [S]
donde

Ks’ = Ks [(1+(UKi) / (1+I/(aKi))] y
V= V/ [1+1/(0Ki))]

1 es la concentracion del inhibidor y o es el factor que
indica el nimero de veces que se ve afectada la Ks por
la uni6n del inhibidor a la enzima. En este caso o> 1.

De la ecuacién anterior podemos observar que la
Ks'y V se encuentran afectadas por la concentracion
del inhibidor y por el factor o.

Entonces, si regraficamos los valores aparentes de
1/V (ordenadas al origen) y de Ks/V (pendientes)
contra cada una de las concentraciones de oxalato,
podemos obtener los valores de Ki'y de o (Fig. 1,
grafica inferior). De esta forma, determinamos que la
Ki para el oxalato fue de 0.3 mM y el factor o fue de
3.6.
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Figura 1.
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Aunque el grafico de dobles reciprocos es el mas
utilizado no es recomendable, pues conlleva una falsa
impresion del error experimental: A valores bajos de
velocidad inicial, errores pequefios en velocidad con-
ducen a una gran dispersi6n de 1/V; a valores altos de
velocidad inicial, errores significativos en v, se tradu-
cen en una baja dispersion de 1/V [2].Otra forma de
obtener los parametros cinéticos y el tipo de inhibi-
ci6én de una forma mas confiable es editando la ecua-
ci6én en un programa de cémputo y realizar el ajuste
global no-lineal de todos los datos (Fig. 2). De esta
manera, cada punto experimental tiene el mismo peso
especifico en la dispersion del ajuste. Los valores del
ajuste no lineal para una inhibicién de tipo mixto fue-
ron: Ks=121mM, Ki=032mM, =397y V=
108 nmol/min/mg prot., valores que son muy simila-
res a los encontrados por regresion lineal o de do-
bles reciprocos.

281

Estos resultados indican que el oxalato inhibe a la
L-iLDH de E. gracilis con la misma potencia que a
la de bacterias. Esta enzima s6lo se ha localizado en
mitocondrias de tripanosomitidos y euglenoides,
que son dos grupos de eucariontes més primitivos
que contiene organelos. Como la enzima de bacte-
ria también es membranal y unida a la cadena respi-
ratoria, estos resultados sugieren un posible origen
comun.

REFERENCIAS

1. Segel IH. Enzyme Kinetics. John Wiley and Sons,
New York, 1975 Cap 11B pp 927-935.

2. Cornish-Bowden A. Fundamentals of Enzyme
Kinetics. Portland Press, London. 1995.

Ricardo Jasso Chavez y Rafael Moreno Sanchez

100
-
-
-
-~ 80 = -
- 8 A =
2 a A
e
£ E 60 -
- b A >
o E 8
2 E - v
0o = >
L E 40 - o
)
> e A [oxalato] m M
e -
O oo
@® 0.1
20 — A 025
v os
< 075
+ 2.0
° T T B L) T * T 3 L]
0 2 4 [ ] 10

[L-lactato] m M
Figura 2.



282 BEB 20(4):282

SOLUCION AL CRUCIBIOQ
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CONVOCATORIA

REGISTRO DE CANDIDATOS PARA OCUPAR LA PRESIDENCIA
DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C., DURANTE EL BIENIO 2002-2004

Con base en el articulo noveno de los Estatutos de la Asociacién Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A.C., el Consejo Directivo de la Asociacién convoca a sus Asociados a postular Candi-
datos para ocupar la Presidencia de la Asociacién durante el bienio 2002-2004, a partir de septiem-
bre de 2002.

Los Asociados Numerarios deberan postular por escrito a sus Candidatos y cada Candidato
postulado deberd entregar la siguiente documentacién:

— Consentimiento por escrito para ser postulado.
— Proyecto de trabajo para dos afios en caso de ser electo.
— Curriculum vitae.

Las cartas de postulacién de los Asociados y la documentacién de cada Candidato deberan ser
entregadas a la Sra. Marivel Rojas Garcia, en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medi-
cina, UNAM, antes del lunes 15 de julio de 2002. Los documentos requeridos podrén ser entregados
personalmente o enviados por correo postal. El envio de la documentacién por medios electrénicos
(fax o correo electrénico) sélo tendri validez hasta recibir los documentos originales.

Con base en el articulo décimo segundo de nuestros Estatutos, el préximo Presidente ser4
elegido de la lista de Candidatos generada por el Consejo Directivo de la Asociacién. La eleccién del
nuevo Presidente se llevard a cabo durante la reunién de negocios del X Congreso de la Asociacién
Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C., programada para octubre de 2002.

Ningiin candidato podra ser registrado después del 15 de julio de 2002, después de lo cual el
Consejo Directivo analizar4 todas las propuestas para generar una lista de Candidatos elegibles, mis-
ma que presentara durante la sesién regular de negocios de la Asociacién, que se realizard en octubre
durante el X Congreso.

Entrega de documentos: Sra. Marivel Rojas Garcia.
Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, UNAM.
Apartado Postal 70-281,
México, D.F., 04510,
MEXICO.
Correo electrénico: beb@bg.unam.mx
Tel.: 5623-2170, Fax: 5616-2419
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Si eres miembro de la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A C o suscriptor del BEB
y vives fuera de la Ciudad de México, te 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 la Repiiblica, asi como en lugares de Centro
y Sudamérica, Espafia 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,
congresos, talleres, publicaciones, etc.

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

5.DE LOS CORRESPONSALES

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

5.b) Uno de los editores se encargard de la
coordinacion de los corresponsales y de la comu-
nicacion con ellos para lograr que los objetivos se
cumplan. El puesto serd rotatorio y se cambiard
cada dos o cuatro afios, de acuerdo con el Comité
Editorial.

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

5.d) Ladiscusion del ingreso de un corresponsal
debera realizarse después de que el Coordinador de
Corresponsales haya circulado la informacién
correspondiente y con la asistencia en pleno del Comité
Editorial.

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

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

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

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

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES

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

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

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

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

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

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

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

BOLETIN DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BEB es una revista dedicada a la divulgacién de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de areas
afines. Est4 dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacién de los trabajos se ajuste a sus lectores
y sea clara y explicita. Ser4n bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revisién y otras comunicaciones. Se
solicita a los autores que revisen algunos de los iiltimos 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:

D

2)

3)

4)

5)

L. ARTICULOS DE REVISION

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

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

Se deber incluir un resumen en idioma espafiol y uno en inglés,
de m4s o menos diez renglones, que irdn seguidos por conjuntos
de tres a seis palabras clave.

Se sugiere un miximo 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 la revista
abreviado como aparece en el Current Contents, mimero del
volumen en cursivas y antecedido por dos puntos el nimero de
la primera y tiltima 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 participacion en la prevencion de ciertas
patologias. Bol Educ Biog /4:12-17.

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 citar4n de acuerdo con este ejemplo y podrin
incluir las paginas totales o las consultadas:

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

Se aceptardn como méximo seis ilustraciones, figuras mds tablas,
las cuales deberan estar dibujadas sobre papel albanene con
tinta china o bien impresiones liser o presentarse como
fotografias en blanco y negro sobre papel brillante, cuya

6)

7

1)

3)

4)

localizaci6én deberd estar sefialada en el texto. La limitacién en el
nimero de figuras, de tablas y de referencias, obliga a los
autores a que se seleccionen aquellas que sean realmente
importantes e informativas. Las figuras se deberdn numerar con
ardbigos y las tablas con romanos. Las leyendas y los pies de
figuras se deberdn adicionar en una hoja aparte. Se deberd
considerar que las figuras y las tablas se reducirdn de tamafio,
aproximadamente a la mitad o a un cuarto de las dimensiones de
una hoja carta; las letras y nimeros ms pequefios no deben ser
menores a los dos milimetros. Las tablas se deberdn presentar
conforme alguna de las publicadas en los niimeros de 1999. En
caso de emplear figuras previamente publicadas, deberd dérsele
el crédito correspondiente u obtener el permiso para su
publicacién. Las figuras dentro del texto deberdn mencionarse
con mindsculas, la palabra entera y sin paréntesis; cuando se
haga referencia a ellas deberi citarse asi (Fig. X) numerdndolas
con ardbigos. Las tablas siempre llevardn la inicial a mayidscula
Yy Se numerarin con romanos.

Se deberd evitar hasta donde 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 niimeros recientes para familiarizarse
con el estilo de la revista.

II. OTRAS COMUNICACIONES

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

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

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

Se aceptard un miximo 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 indican en el inciso I-5.

Los manuscritos serdn leidos por tres revisores en un lapso
no mayor de dos meses. Las correcciones y sugerencias,
asi como las pruebas de pigina se enviaran al primer autor.
En caso necesario se recurrird a revisores externos al
Comité Editorial.

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