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50 ANOS DEL MODELO DEL ADN PROPUESTO POR WATSON
Y CRICK: UN BREVE ARTICULO CON GRANDES EFECTOS

El 25 de Abril de 1953 aparecid en la revista Natu-
re un articulo altamente especulativo intitulado
“Molecular structure of Nucleic Acids: A Structure for
Deoxyribose Nucelic Acid”. El texto que ocupaba
apenas un poco mds de una pagina iniciaba con las
siguientes palabras: “We wish to suggest a structure
for the salt of deoxyribose nucleic acid (D.N.A.). This
structure has novel features, which are of considerable
biological interest.”

Con este trabajo, dos advenedizos al campo de
estudios estructurales, James Dewey Watson y Francis
Harry Campton Crick corregian el modelo
originalmente propuesto por Pauling y Corey, y daban
inicio asi una de las revoluciones mas sorprendentes
en ciencia.

En ese afio Watson, un joven estadounidense, contaba
con 23 afos y Crick, un inglés, tenia 33 afios, y trabajan
en el afamado Laboratorio Cavendish de la Universidad
de Cambridge. Este aparente breve articulo nos recuerda
la famosa frase de Neil Armstrong al poner pie sobre la
superficie lunar por primera vez en la historia de la
humanidad: “a small step for man, a giant leap for
mankind”. Los estudios que llevaron al aislamiento
del ADN, su identificacion sobre el material genético
y a comprender su estructura, llevaron mas de 70 afios
y requirieron de la participacion de mentes brillantes.

El ADN fue aislado por vez primera por Friederich
Miescher en 1869, y su importancia como la molécula
portadora de la informacién hereditaria quedo
demostrada en 1952 por los estudios de Alfred Hershey
y Martha Chase, apoyados en los antecedentes primero
de Frederick Grifith en 1928 y posteriormente por
Oswald Avery, C. M. MacLeod y Macklin McCarty
en 1944.

25 afios después, en 1953 Watson y Crick publicaron
la estructura que hoy conocemos como ADN en su

conformacién B. Al igual que muchos otros grandes
descubrimientos, el trabajo de Watson y Crick
constituye la cristalizacién de varias ideas, modelos y
evidencias experimentales generadas a lo largo de
muchas décadas. En este caso Watson y Crick se
apoyaron en la recientemente establecida teoria de los
enlaces quimicos postulada por Linus Pauling y en los
datos de difraccion de rayos X generados por Maurice
Wilkins y Rosalind Franklin. La ventaja de Watson y
Crick fue que trafan nuevas ideas y no estaban atados a
los dogmas y prejuicios de Pauling y de Wilkins. Gran
parte de nuestro actual entendimiento acerca de los
sofisticados mecanismos del control molecular de la
expresion génica y de la genética se fundamentan en el
modelo que propone la estructura del ADN.

Hoy, 50 afios después del formidable descubrimiento
de la estructura del ADN, hemos pasado a la
generacion de animales transgénicos; y de la doble
hélice a la secuenciacién de genomas completos,
incluyendo el de nuestra especie. Vivimos una era en
la que la biologia molecular y la genémica, y sus
variadas aplicaciones prometen darnos un mayor control
sobre nuestro entorno biol6gico y sobre el destino de
nuestra especie.

Nunca antes en la historia de la humanidad hemos
estado tan cerca de responder las preguntas bésicas que
nos hemos planteado desde los origenes de nuestra
civilizacion: ;Quiénes somos? y ;de donde venimos? La
genética y biologia molecular modernas nos han permitido
conocer con gran precision nuestro lugar en la evolucion
y nuestro parentesco con el resto de los seres vivos. Buena
parte de este conocimiento descansa en el que tenemos
sobre la estructura y funcionamiento del ADN.

Luis Alfonso Vaca Dominguez y

Alejandro Zentella Dehesa

Departamento de Biologia Celular,
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
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EL PAPEL DE LOS RESIDUOS DE CISTEINA EN LA
ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS*

RESUMEN

La cisteina es uno de los residuos de aminoédcidos menos
abundante en las proteinas. A pesar de ello, la gran capaci-
dad del grupo tiol de su cadena lateral de pasar del estado
reducido a diferentes estados oxidados, le permite a este
residuo participar en muchos aspectos de la estructura y
funcién de las proteinas. Asi, los residuos de cisteina jue-
gan un papel importante en la estabilidad, en el plegamien-
to, en la unién de metales, en la catdlisis enzimdtica y en la
regulacion de la actividad proteica. Esta revision presenta
un panorama general de estos papeles y de las diferentes
formas en las cuales se pueden encontrar los residuos de
cisteina de acuerdo a la funcién que estén llevando a cabo.

LiLIAN GONZALEZ-SEGURA™? Y R0SARIO A. MuUNOZ-CLARES?

ABSTRACT

Cysteine is among the least abundant amino acid
residues found in proteins. In spite of this, their great
capacity for being oxidized to different states allows
these residues to participate in many aspects of protein
structure and function. Cysteine residues thus play
important roles in protein stability, folding, metal bind-
ing, enzymatic catalysis and regulation of protein activ-
ity. This review presents a general view of the roles and
different forms of these residues in proteins, according
to the function carried out.

KEY WORDS: Thiol, thiolate, disulfide bridge, sulfenic

acid, S-nitrosylation, S-thiolation.

PALABRAS CLAVE: Tiol, tiolato, puente disulfuro,
acido sulfénico, S-nitrosilacion, S-tiolacion.

INTRODUCCION

Se ha observado que la cisteina (Fig.
1) es uno de los residuos de aminoa-
cidos menos abundantes en las pro-
teinas, con un porcentaje menor al 3
%. Sin embargo, a pesar de su abun-
dancia relativamente baja, la capaci-
dad del grupo tiol para donar electro-
nes y para oscilar entre un estado re-
ducido (—SH) y diversos estados oxi-
dados, le permite a este residuo par-
ticipar en muchos aspectos de la es-
tructura y funcién de las proteinas.
Asi, los residuos de cisteina juegan
un papel importante en la estabili-
dad, en el plegamiento, en la unién

de metales, en la catalisis enzimatica
y en la regulacién de la actividad
proteica.

Los diferentes estados de oxida-
cién del grupo tiol de los residuos
de cisteina son el acido sulfénico
(-SOH), el 4cido sulfinico (-SO,H),
el édcido sulfénico (-SO,H) y el
puente disulfuro (-S-S-). Tanto la
oxidacidn a 4cido sulfénico como la
que conlleva la formacién de un
puente disulfuro entre dos residuos
de cisteina, son reversibles por agen-
tes reductores, mientras que los otros
dos estados de oxidacidn, acidos sul-
finico y sulfénico, no pueden ser re-

* Recibido: 10 de diciembre de 2002. Aceptado: 11 de marzo de 2003
! Laboratorio de Osmorregulacion, F. E. S. Iztacala., Universidad Nacional Auténoma de México, Avenida de los Barrios No. 1,
Tlalnepantla, Estado de México, 54090, México y 2Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma
de México, México D. E., 04510, México. Tel. 5622-52-76, Fax 5622-53-29. Correo E:liliang@servidor.unam.mx.

o

ducidos a cisteina (Fig. 2). El acido
sulfénico es muy inestable y, si no se
encuentra en un ambiente apropiado
que lo proteja de la oxidacion poste-
rior, facilmente se oxida irreversible-
mente a sulfinico o sulfonico, o for-
ma un puente disulfuro si esta cerca-
no a otro tiol (1).

PARTICIPACION DE LOS RESIDUOS
DE CISTEINA EN LA ESTABILIDAD Y
EL PLEGAMIENTO DE LAS PROTEINAS
La cisteina es un aminoacido que
posee un grupo tiol muy reactivo,
que no se ioniza a pH fisiolégico y
que forma puentes de hidrégeno re-
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lativamente débiles, por lo que no
contribuye significativamente a la
estabilidad de las proteinas por me-
dio de enlaces salinos o de puentes
de hidrégeno. No obstante, si los
grupos tiol de dos residuos de cis-
teina de la misma cadena o de cade-
nas polipeptidicas diferentes estdn
proximos y en la orientacién ade-
cuada, pueden unirse por oxidacion
formando un puente disulfuro, que
es un enlace covalente fuerte. Estos
enlaces estabilizan la estructura na-
tiva de la proteina, haciéndola me-
nos susceptible a la degradacion por
proteasas y disminuyendo el nime-
ro de las conformaciones desplega-
das posibles caracteristicas del esta-
do desnaturalizado, el cual al dismi-
nuir de esta forma su entropia con-
formacional resulta energéticamen-
te més dificil de alcanzar.

El papel de los residuos de cistei-
na en la estabilizacién de la estruc-
tura nativa de una proteina depende
de la localizacion de esta tultima.
Puesto que bajo condiciones nor-
males el ambiente en el interior de
las células es altamente reductor, las
proteinas intracelulares no depen-
den de puentes disulfuro para esta-
bilizar su conformacién nativa. Por
el contrario, si éstos llegan a for-
marse bajo una condicion de estrés
oxidativo, generalmente se altera la
estructura nativa de tal forma que se
pierde la funcion de la proteina. El
mantenimiento de los grupos -SH
de las proteinas intracelulares en su
forma reducida se lleva a cabo por
tiorredoxinas y glutation, de los que
hablaremos més adelante. En el ca-
so de las proteinas extracelulares,
sin embargo, algunos residuos de
cisteina forman frecuentemente
puentes disulfuro, confiriendo una
estabilidad adicional a la proteina
en cuestion que le permite enfrentar
ambientes con condiciones mas ex-
tremas que las intracelulares.

En las células eucariontes, la for-

A) ololo

HN—C —H

CH,

SH
B)

©)

Figura 1. Estructura quimica (A) y modelo de la cisteina (B) y (C). En C) los carbonos es-
tan representados por esferas blancas, el oxigeno por la esfera negra, el azufre por la gris

clara y el nitrogeno por la gris oscura.

macion de un puente disulfuro en
las proteinas nacientes que van a ser
exportadas ocurre en el reticulo en-
doplasmico (RE), proceso que es si-
multineo a la traduccién y que tie-
ne un impacto importante en el ple-
gamiento correcto de la proteina. El
plegamiento incorrecto de las pro-
teinas produce su retencion en el
RE y su posterior degradaciéon. En
el lumen del RE, todas las células
poseen la enzima llamada proteina
disulfuro isomerasa (PDI), pertene-
ciente a la superfamilia de las tio-
rredoxinas, que ayuda al plega-
miento correcto de los polipéptidos
que poseen puentes disulfuro. La
PDI cataliza reacciones de inter-
cambio tiol:disulfuro, que incluyen
la formacion, reduccion e isomeri-
zacion de puentes disulfuro (2). La
actividad de oxidorreductasa de la
PDI, por la cual realiza el rearreglo
de los puentes disulfuro, depende
de un par de residuos de cisteina de
su sitio activo, en el motivo CXXC
caracteristico de toda la familia de
tioldisulfuro oxidorreductasas (3),

o

que forman un puente disulfuro y
que participan en la oxidaciéon de
las proteinas que se pliegan, como
se muestra en la figura 3. El proce-
so de isomerizacion involucra ci-
clos sucesivos de oxidacion y re-
duccién hasta que, por ensayo y
error, se llega a la formacion de los
disulfuros nativos, que son resisten-
tes a una posterior isomerizacién
por ser inaccesibles. La PDI discri-
mina entre los puentes disulfuro na-
tivos y no nativos, de manera que
isomeriza sélo los ultimos. La for-
macion de puentes disulfuro en cé-
lulas eucariontes requiere, ademas,
de otra proteina denominada Erolp.
Esta es una glicoproteina asociada a
la membrana del RE que introduce,
en el lumen de este ultimo, los equi-
valentes de oxidacién necesarios
para la formacién de un puente di-
sulfuro. La PDI se oxida a través de
un intercambio ditiol-disulfuro con
la Erolp, que queda reducida. Se
desconoce la proteina que lleva a
cabo la regeneracion del estado oxi-
dado al reducido de la Erolp (4).
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4
A)
H
‘\I oxidantes oxidantes oxidantes
SH ———*—§5 — SOH — SO,H —— [—S0;H
H+
tiol tiolato dcido sulfénico Acidosulfinico dcidosulfénico
reductores
B)
2H’
, \] - oxidantes H
SH /2 s SOH % S
- — ]
SH 5 reductores 8 s
' B0
ditiol ditiolato dcido sulfénico disulfuro

t

reductores

Figura 2. Estados de oxidacion del grupo tiol de la cisteina.

En procariotos, la formacién de
los puentes disulfuro ocurre en el
periplasma, mediante un proceso
semejante al descrito en eucariotos
(5). La contraparte de la PDI es el
sistema Dsb (el sistema de forma-
cién de puentes disulfuro), el cual
consiste de por lo menos seis pro-
teinas redox pertenecientes también
a la superfamilia de las tiorredoxi-
nas: DsbA, DsbB, DsbC, DsbD,
DsbE y DsbG. De ellas, la DsbA y
la DsbB son las equivalentes a la
PDI y la Erolp, respectivamente,
s6lo que en el caso de la DsbA su
unica funcién es la formacion de
puentes disulfuro, por lo que re-
quiere de otra proteina que actie
como disulfuro isomerasa, que es la
DsbC. La DsbD mantiene el estado
reducido de la DsbC. La DsbE pro-
bablemente estd involucrada en la
transferencia de electrones para la
maduracién del citocromo ¢ en el
periplasma de Escherichia coli,
aunque su funcion biolégica perma-
nece ambigua y su estructura no ha
sido resuelta, y la DsbG funciona
predominantemente como reducto-
ra o como catalizadora de la isome-
rizacién de disulfuros.

PARTICIPACION DE LOS RESIDUOS
DE CISTEINA EN MECANISMOS
DE REGULACION
Como ya hemos mencionado, la oxi-
dacion de los residuos de cisteina ge-
neralmente produce pérdida de la
funcién de las proteinas intracelula-
res. Sin embargo, existe un impor-
tante mecanismo de regulaciéon de
numerosos procesos celulares que se
basa en modificacion reversible por
oxidacion-reduccion especifica de
residuos de cisteina de proteinas in-
volucradas en la catalisis, la expre-
sion génica, la transduccién de sefa-
les, el plegamiento (chaperonas),
etc. Estas modificaciones incluyen la
formacién y ruptura de puentes di-
sulfuro, ya sea de la misma proteina
o de disulfuros mixtos con otro tiol
como el glutation, la formacién de
acido sulfénico, o la S-nitrosilacion.
Actualmente, este mecanismo de re-
gulacién por modificacién covalente
reversible se considera equiparable,
en cuanto a su relevancia en el con-
trol bioldgico, a aquellos que impli-
can otras modificaciones post-tra-
duccionales como fosforilacion, gli-
cosilacién o metilacion.

Existen principalmente tres siste-

o

Gonzélez-Segura L y Muifioz-Clares RA

mas de regulacién que involucran
formacién-ruptura de puentes disul-
furo en las proteinas blanco: el sis-
tema ferredoxina/tiorredoxina, el
sistema NADP*/tiorredoxina y el
sistema glutarredoxina. En estos
sistemas las tiorredoxinas juegan un
papel central.

Las tiorredoxinas son proteinas
con una masa molecular de 12 kDa
que se encuentran ampliamente dis-
tribuidas en animales, plantas y bac-
terias. El sitio activo de la tiorredo-
xina tiene dos residuos de cisteina
en una secuencia altamente conser-
vada [-Tyr-Cys-Gly/Ala-Pro-Cys-].
La forma oxidada de la tiorredoxina
contiene un puente disulfuro que
puede ser reducido a dos tioles por
el sistema ferredoxina o por el siste-
ma NADP*/tiorredoxina. Las tiorre-
doxinas reducidas son excelentes re-
ductores de puentes disulfuro de
proteinas, llevando a cabo esta reac-
cion mucho mas rapidamente, por
varios 6rdenes de magnitud, que el
glutation (GSH), o que el ditiotreitol
(DTT), un agente no fisioldgico re-
ductor de tioles y disulfuros (6). El
potencial de reduccién estandar de
la familia de las tiorredoxinas se en-
cuentra en un intervalo de -0.124 a
-0.270 V, siendo la tiorredoxina de
Escherichia coli el miembro mds
reductor (-0.270 V). Por otra parte,
los potenciales de reduccién estan-
dar del glutation y del DTT son de
-0.205 V y de -0.330 mV, respecti-
vamente.

SISTEMA FERREDOXINA/
TIORREDOXINA

El sistema ferredoxina/tiorredoxina
consiste de tres componentes: la fe-
rredoxina (Fd), la ferredoxina-tio-
rredoxina reductasa (FTR), que es
una proteina hierro-azufre, y la tio-
rredoxina. Este sistema funciona
como un mecanismo general de re-
gulacion de enzimas mediado por
luz en la fotosintesis oxigénica, que
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esta presente en cianobacterias, al-
gas eucardticas y plantas superio-
res. Las enzimas blanco poseen un
par de residuos de cisteina vecina-
les a la distancia y orientacién co-
rrectas para formar un puente disul-
furo. Durante el dia, los electrones
provenientes de la excitacion de la
clorofila se transfieren, via Fd y una
enzima hierro-azufre (la FTR), a
una tiorredoxina, la que una vez re-
ducida funciona en la reduccién de
la forma oxidada de la enzima blan-
co, llevandola de su forma inactiva
con un puente disulfuro (-S-S-) a su
forma activa con dos tioles (-SH),
(Fig. 4 A). Posteriormente, las enzi-
mas activas son oxidadas y regresa-
das a su estado inactivo en la obscu-
ridad (8).

SISTEMA NADP*/TIORREDOXINA
En el sistema NADP*/tiorredoxina la
reduccién de la tiorredoxina oxidada
no se lleva a cabo por la ferredoxina
sino por el NADPH, en una reaccién
catalizada por la NADP*-tiorredoxi-
na reductasa (NTR), la cual contiene
como grupo prostético el flavin ade-
nin dinucleétido (FAD) (Fig. 4 B).
El sistema NADP*/tiorredoxina es-
td presente en multiples compartimen-
tos celulares de una gran variedad de
organismos, estando involucrado en
procesos tales como el control de la
divisién y proliferacion celular, la ac-
cion hormonal, la replicacion del
ADN, la meiosis, el desarrollo em-
brionario temprano, la reparacion y
ensamble de proteinas y la germina-
cion de semillas (9). La regulacion por
oxidacion-reduccién es un mecanis-
mo general de control de los factores
de transcripcion como Fos, Jun y
OxyR, los cuales requieren residuos
de cisteinas libres para unirse al ADN.
El sistema NADP*/tiorredoxina re-
duce ademads especificamente una va-
riedad de proteinas blanco que tienen
puentes disulfuro intramoleculares,
como es el caso de los inhibidores de
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Figura 3. Modelo del mecanismo de accion de las proteinas disulfuro isomerasa (PDI) y
Erolp presentes en el reticulo endoplasmico de eucariotos y de sus contrapartes de pro-

cariotos DsbA y DsbB (entre paréntesis).

a-amilasas y de tripsina, y de neuro-
toxinas de diferentes venenos de vi-
bora, escorpion y abeja. La reduccion
de los puentes disulfuro produce la
inactivacion de estas proteinas.

SISTEMA GLUTARREDOXINA

El sistema glutarredoxina consiste
de las glutarredoxinas (Grx), la glu-
tation reductasa (GR) y el y-gluta-
mil-cisteinil-glicina, un tripéptido
llamado comunmente glutation
(GSH) (Fig. 4 C) (9). Las Grx son
proteinas pequefias que pertenecen a
la superfamilia de las tiorredoxinas
y que tienen la secuencia del par de
residuos de cisteina del sitio activo
caracteristica de esta familia. Las
Grx son el componente clave de es-
te sistema, ya que pueden reducir di-
sulfuros de proteinas directamente
via sus dos tioles del sitio activo, los
cuales son convertidos a disulfuro
(9). La regeneracion de la Grx oxi-
dada se lleva a cabo por el GSH.

El GSH esta distribuido univer-
salmente en bacterias, plantas y ani-
males, y probablemente es el péptido
simple mas abundante. Su forma re-
ducida (GSH) contiene un tiol fun-
cional aportado por un residuo de
cisteina. E1 GSH funciona como un
agente reductor y su concentracion
en las células estd en el intervalo de
1 a 10 mM. La forma oxidada
(GSSG) consiste de dos moléculas
de glutation unidas por un puente di-
sulfuro. La GR cataliza la reduccion,

o

dependiente de NADPH, de GSSG a
GSH. Para la transferencia de elec-
trones, la GR usa FAD como grupo
prostético, al igual que la NTR. Esta
reaccién es muy importante en los
procesos metabdlicos y normalmen-
te produce una proporcién de
GSH:GSSG de més de 100:1, lo que
permite al GSH funcionar como un
agente reductor intracelular.

STIOLACION

Las cisteinas son los residuos de las
proteinas mds facilmente oxidados.
Su oxidacion puede resultar en entre-
cruzamiento intra o intermolecular,
por formacion de puentes disulfuro, e
inactivacion de proteinas, lo que fi-
nalmente conduce a la muerte celu-
lar. La oxidacion irreversible de resi-
duos de cisteina en las proteinas pue-
de evitarse mediante una S-tiolacion,
un proceso mediante el cual los gru-
pos tiol de la proteina forman disul-
furos mixtos con tioles de bajo peso
molecular como el GSH. La S-tiola-
cion es una respuesta al estrés oxida-
tivo que estd fuertemente regulada
por factores celulares atin desconoci-
dos. Prueba de ello es que el trata-
miento de las células con diferentes
agentes oxidantes produce diferentes
patrones de proteinas S-tioladas, a
pesar de que las proteinas muestran
la misma sensibilidad a estos agentes
in vitro. La destiolacion se lleva a ca-
bo in vivo una vez que se supera el
estrés oxidativo, por la accion de una
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glutarredoxina monotiol, que a dife-
rencia de las glutarredoxinas cldsicas
ya descritas contiene s6lo un residuo
de cisteina en su sitio activo (10).

SNITROSILACION

El 6xido nitrico (NO) es una molécu-
la sefial que regula muchos procesos
bioldgicos a través de modular la ac-
tividad de una gran variedad de pro-
teinas por medio de una reaccién de
S-nitrosilacion de los residuos de cis-
teina de sus blancos. LLos compuestos
que llevan a cabo esta reaccion son los
productos de la oxidacién del NO por
el oxigeno molecular, el NO, y el
N,O,. Otros mecanismos por el que
los readuos de cisteina pueden ni-
trosilarse es por transferencia direc-
ta de un grupo NO desde otra protei-
na S-nitrosilada o de un nitrosotiol co-
mo el S-nitroglutation (GSNO). Exis-
ten motivos consenso para la nitrosila-
cién de residuos de cisteinas especifi-
cos. Tanto la nitrosilacién como la
desnitrosilacién son reacciones no ca-
talizadas por enzimas. La nitrosilacion
se favorece si el grupo tiol estd en for-
ma de tiolato o situado en un ambien-
te hidrofébico. La desnitrosilacion
puede llevarse a cabo por reductores
celulares, cambios en el pH o en la
concentracion de 0O,, o por transloca-
cién de una proteina de un comparti-
mento celular que permita un S-NO
estable a otro que, por sus condiciones
redox, favorezca la desnitrosilacion.
Por ejemplo, ciertas caspasas mito-
condriales estdn normalmente inacti-
vas por S-nitrosilacién de su residuo
catalitico de cisteina, pero se activan
cuando se liberan al citoplasma, en
respuesta a una sefial apoptética, y son
desnitrosiladas, contribuyendo asi al
proceso de apoptosis (11).

PARTICIPACION DE LOS RESIDUOS
DE CISTEINA EN LA FUNCION DE
LAS PROTEINAS

En el ambiente intracelular los resi-
duos de cisteina de las proteinas jue-
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gan un papel funcional mas que es-
tructural, participando en la unién
de metales, en la catalisis enzimati-
cay en la regulacion de la actividad
de enzimas o de otras proteinas in-
volucradas en diversos procesos (ta-
les como el ciclo celular, la accion
hormonal, la replicacién del ADN,
la transcripcidn, la meiosis, el desa-
rrollo embrionario temprano, la re-
paracién y el ensamble de proteinas,
la germinacion de semillas, etc.),
como acabamos de ver.

o

UNION DE METALES
El grupo tiol de la cadena lateral de
las cisteinas es excelente para unir
metales, -particularmente el zinc-,
por lo que estos residuos forman
parte tanto de motivos estructurales
conocidos como los dedos de zinc
como del sitio activo de enzimas
que usan este metal en su mecanis-
mo catalitico.

Los dedos de zinc, cuya funcién
es unir ADN y ARN, se encuentran
en factores de transcripcion de euca-
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riotos, en receptores hormonales nu-
cleares, en enzimas del metabolismo
de los 4cidos nucleicos, como topoi-
somerasas, en otras enzimas como
la proteina cinasa C, en la subunidad
reguladora de la aspartato transcar-
bamoilasa y en proteinas antivirales.
Existen diferentes tipos de dedos de
zinc, agrupados de acuerdo al resi-
duo de cisteina o histidina y al nu-
mero de estos residuos que intervie-
nen en la unién del ion zinc (12).

Entre las enzimas que poseen re-
siduos de cisteina en su sitio activo
para unir un atomo de zinc se en-
cuentran las metaloproteinasas de
la matriz extracelular, que juegan
un papel importante en la degrada-
cidn tanto fisiolégica como patolo-
gica de esta matriz. Una actividad
incrementada de estas enzimas se
produce en enfermedades como ar-
tritis, cancer y esclerosis multiple,
por lo que son un blanco para el di-
sefio de farmacos frente a estas en-
fermedades.

Residuos de cisteina también
participan en la unién de las agru-
paciones hierro-azufre (Fe-S), que
son cofactores de proteinas que jue-
gan importantes papeles en el meta-
bolismo, la transferencia de electro-
nes y la regulacion de la expresion
génica (13).

Finalmente, otro ejemplo de c6-

mo los residuos de cisteina pueden
participar en la unién de metales es
el de las metalotioneinas, proteinas
pequeiias ricas en residuos de cistei-
na cuya biosintesis estd regulada por
los niveles de exposicion de un orga-
nismo a zinc, cobre, cadmio y otros
metales pesados y cuya posible fun-
cién es la desintoxicacion de estos
metales (14).

CATALISIS ENZIMATICA

En el sitio activo de algunas enzi-
mas se encuentra un residuo de cis-
teina altamente reactivo, responsa-
ble de la catélisis nucleofilica en la
que el sustrato es modificado por la
formacion de un enlace covalente
con la enzima para dar un interme-
diario reactivo.

Los grupos nucleofilicos de las
enzimas que comunmente funcionan
en la catlisis covalente son el grupo
1midazol de los residuos de histidina,
el grupo hidroxilo de los residuos de
serina y el grupo tiol de los residuos
de cisteina, que es el nucledfilo mas
potente de los tres. Enzimas conoci-
das que usan el grupo tiol de un resi-
duo de cisteina en catélisis nucleofi-
lica son: 1) las aldehido deshidroge-
nasas, que catalizan la oxidacién
irreversible de los aldehidos depen-
diente de NAD(P)*; 2) las tiol pro-
teasas como la papaina y la brome-

laina, que prehidrolizan las proteinas
y favorecen la digestion de las mis-
mas; las caspasas, proteasas que jue-
gan un papel fundamental en la
apoptosis, y las catepsinas, proteasas
funcionales en la respuesta inmune;
3) las carbamoil fosfato sintetasas,
que producen el carbamoil fosfato
utilizado en la sintesis de arginina y
pirimidinas en los organismos supe-
riores; 4) las peroxirredoxinas, enzi-
mas que destruyen el peréxido de hi-
drégeno u otros peréxidos organicos
reduciéndolos a agua o a su corres-
pondiente alcohol, respectivamente,
y que por tanto juegan un papel im-
portante en la respuesta de las célu-
las al estrés oxidativo; 5) las proteina
tirosina fosfatasas, que estan involu-
cradas en los mecanismos de trans-
duccién de sefiales; 6) las poliquéti-
do sintasas, que producen una serie
de productos naturales que son usa-
dos como antibidticos, agentes anti-
cancerigenos, etc. y 7) las tiol:disul-
furo oxidorreductasas, como las tio-
rredoxinas, glutarredoxina, la FTR,
la NTR, la GR, que, como hemos
visto, participan en la regulacion de
la actividad de muchas proteinas in-
tracelulares manteniendo o recupe-
rando el estado reducido de sus cis-
teinas (Tabla I).

El mecanismo de catélisis de las
aldehido deshidrogenasas, de las tiol

TABLAI
PROTEINAS QUE UTILIZAN AL TIOL DE UN RESIDUO DE CISTEINA COMO GRUPO NUCLEOFILICO
PROTEINAS INTERMEDIARIO
Aldehido deshidrogenasas Tiohemiacetal
Tiol proteasas Tioéster
Carbamoil fosfato sintetasas Tioéster

Peroxirredoxinas (1 Cys)
Peroxirredoxinas (2 Cys)
NADH peroxidasas

Proteina tirosina fosfatasas
Poliquétido sintasas
Tiol:disulfuro oxidorreductasas®

Acido sulfénico
Acido sulfénico y disulfuro
Acido sulfénico y disulfuro mixto

Tiol-fosfato

Tioéster

Disulfuro mixto

* Incluyen: Ferredoxina-tiorredoxina reductasa, NADP*-tiorredoxina reductasa, glutation reductasa, PDI, DsbA, tiorredoxinas y glutarredoxinas.

o
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proteasas y de las carbamoil fosfato
sintetasas consiste en la formacion
de un intermediario covalente, deno-
minado acil enzima, que es resultado
del ataque nucleofilico del grupo tiol
del sitio activo sobre el carbono car-
bonilo del enlace susceptible -ya sea
aldehido, amida o éster- del sustrato.
El enlace covalente formado entre la
enzima-sustrato (tioéster) es poste-
riormente hidrolizado para liberar
los productos de la reaccién, como
se muestra esquematicamente en las
figuras S Ay 5 B (15).

En realidad es el ion tiolato (S°),
no la forma tiol (-SH), la especie
que es reactiva como nucledfilo,
por lo que la reactividad del residuo
de cisteina catalitico esta determi-
nada, ademas de por su accesibili-
dad al solvente, por la fraccion del
tiol que esté presente en la forma de
tiolato y por la reactividad intrinse-
ca de este tiolato. Los dos tltimos
factores dependen de la basicidad
del grupo tiol, es decir de su pKa. El
valor de pKa del tiol del residuo de
cisteina libre es de 8.9, y de ser és-
te el del residuo de cisteina cataliti-
co, las enzimas mencionadas ante-
riormente no serian activas a valo-
res de pH fisiologicos. Se requiere
por lo tanto que el grupo tiol del re-
siduo de cisteina del sitio activo su-
fra una activacion inicial para que
esté presente en la forma de tiolato.
Esto implica que el ambiente del si-
tio activo esté disefiado de tal ma-
nera que la cisteina catalitica sea ac-
cesible y que su pKa esté considera-
blemente disminuido. Los estudios
de modificacion quimica realizados
con la papaina (16), revelaron que
una forma de activacion quimica
del tiol del residuo de cisteina esen-
cial es la formacién de un par 16ni-
co con un residuo de un aminoacido
cargado positivamente (histidina en
este caso). Este mecanismo de acti-
vacion del tiol catalitico se ha en-
contrado posteriormente en otras
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enzimas, como la betaina aldehido
deshidrogenasa (17). La formacion
de pares idnicos provoca asi una
disminucién de varias unidades de
pH en el pKa del tiol y, por lo tanto,
a los valores de pH del medio intra-
celular y extracelular el residuo de
cisteina catalitica estd mayoritaria-
mente en forma de tiolato. La loca-
lizacién del residuo de cisteina nu-
cleofilica en el extremo amino ter-

o

minal de una alfa hélice es otro me-
canismo usado por las enzimas para
disminuir su pKa, ya que las cargas
parciales positivas del dipolo-hélice
estabilizan al tiolato. Otro mecanis-
mo de activacion de los residuos de
cisteina catalitica, descrito en una
aldehido deshidrogenasa, utiliza a
un grupo carboxilo de un residuo de
glutdmico que toma el proton del
tiol convirtiéndolo en tiolato (18).
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En el caso de las peroxirredoxinas
de una cisteina, el tiolato catalitico
realiza un ataque nucleofilico sobre
el perdéxido, lo que resulta en la for-
macién de acido sulfénico (-SOH)
en el sitio activo. El acido sulfénico
es muy inestable y ha de ser estabi-
lizado, o de lo contrario se oxida
rapida e irreversiblemente a sulfini-
co o sulfénico, lo que llevaria a la
inactivacion de la enzima. La esta-
bilizacion del sulfénico dentro de la
cavidad del sitio activo de estas en-
zimas puede llevarse a cabo por un
puente de hidrégeno intramolecu-
lar, por una accesibilidad al solven-
te limitada, por la asociaciéon con
elementos apolares de la estructura
de la proteina, o por la transferen-
cia de carga del sulfenato con el
anillo del FAD deficiente en elec-
trones. El 4cido sulfénico poste-
riormente reacciona con el GSH
para regenerar la enzima activa
(Fig. 5 ©). Existen otras peroxirre-
doxinas que poseen dos residuos de
cisteina en su sitio activo, por los
que se las conoce como peroxirre-
doxinas de dos cisteinas. En estas
enzimas, el tiolato de una de las
cisteinas forma el sulfénico al reac-
cionar con el peroxido y, posterior-
mente, un disulfuro con el otro tiol.
La enzima recupera su estado redu-
cido al reaccionar con la tiorredoxi-
na o el GSH. Otras enzimas, como
la NADH peroxidasa y la NADH
oxidasa, tienen mecanismos de ca-
talisis similares, con formacion de
un intermediario sulfénico estable
en su sitio activo (19).

Las proteina tirosina fosfatasas
catalizan la hidrdlisis de fosfotirosi-
na liberando fosfato y el residuo de
tirosina. Su mecanismo de accién
involucra la formacién de un inter-
mediario transitorio fosfoenzima,

resultado del ataque nucleofilico
del tiolato del sitio activo sobre el
grupo fosfato del sustrato, la fosfo-
tirosina de la proteina blanco.

En el caso de las poliquétido sin-
tasas el ataque nucleofilico del tio-
lato del residuo de cisteina cataliti-
co es sobre la coenzima A, forman-
dose un intermediario acil-enzima.

En cuanto a las tiol:disulfuro oxi-
dorreductasas, su mecanismo de
reaccion consiste en un ataque nu-
cleofilico del tiolato de una de las
dos residuos de cisteina que forman
parte de su sitio activo sobre el di-
sulfuro que se va a reducir. Como
resultado de este ataque nucleofili-
co, se forma un disulfuro mixto con
un residuo de cisteina del sustrato.
Posteriormente, el otro residuo de
cisteina del sitio activo ataca este
disulfuro mixto liberando el tiol del
sustrato y formando el disulfuro en
el sitio activo.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
El estudio del papel de los residuos
de cisteina presentes en muchas
proteinas ha cobrado gran impor-
tancia debido a que, como se ha
descrito anteriormente, éstos parti-
cipan en muchos aspectos de la es-
tructura y funcién de las proteinas.
En forma paralela, la modificacion
de las cisteinas con fines biotecno-
l6gicos o farmacoldgicos estd sien-
do abordada por numeroso labora-
torios.

La facilidad con que los residuos
de cisteina pueden formar puentes
disulfuro inter o intramoleculares
en ambientes oxidantes como es el
aire, y el papel que juegan al formar
puentes disulfuro en el manteni-
miento de la estructura nativa de
muchas proteinas, ya sea estabili-
zéndolas o inactivdndolas, ha propi-

ciado el que proteinas con aplica-
ciones biotecnoldgicas, —particular-
mente en biocatalisis—, sean mani-
puladas por mutagénesis sitio-diri-
gida. En este tipo de estudios se in-
troducen residuos de cisteina que
formen puentes disulfuros donde no
los habia, y de esta manera se busca
incrementar la estabilidad de la pro-
teina, o bien se reemplazan residuos
de cisteina no esenciales, evitando
asi inactivaciéon por formacion de
puentes disulfuro no deseados.
Como ejemplos de los estudios
en los que los residuos de cisteina
han sido considerados como un
blanco atractivo para compuestos
con accion farmacoldgica, son
aquellos realizados con las aldehido
deshidrogenasas y la triosa fosfato
isomerasa. En el primer caso, el
compuesto usado es el disulfiram
(bis(dietilditiocarbamoil)disulfuro),
que inhibe la aldehido deshidroge-
nasa hepatica (ALDH?2) modifican-
do covalentemente su residuo de
cisteina catalitico. La inhibicion de
esta enzima produce una elevacion
de acetaldehido después de una in-
gestion de alcohol, lo que provoca
nauseas, vomito, taquicardia e hipo-
tension, por lo que este farmaco se
ha utilizado clinicamente desde ha-
ce 50 afios como tratamiento del al-
coholismo. En el segundo caso, re-
cientemente se ha encontrado que la
modificacién quimica de un residuo
de cisteina que se encuentra en la
interfase de la triosa fosfato isome-
rasa de ciertos pardsitos produce la
inactivacion de la enzima por pérdi-
da de su estructura cuaternaria. Por
esta razon, se estd explorando la po-
sibilidad de que esta enzima sea un
blanco para el disefio de compues-
tos con accion farmacoldgica contra
enfermedades parasitarias (20). @



02-10 ResiduoCisteina

10

10.

11.

6/19/03 11:10 PM Page 10

—p—

Gonzélez-Segura L y Muifioz-Clares RA

REFERENCIAS

Denu J y Tanner K (1998) Specific and reversible
inactivation of protein tyrosine phosphatases by
hydrogen peroxide: evidence for a sulfenic acid in-
termediate and implications for redox regulation.
Biochemistry 37: 5633-5642.

. Creighton T E (1992) Folding pathways determined

using disulfide bonds. En: Protein Folding (ed T E
Creighton), W H Freeman, New York, pp 301-351.

. Chivers P T, Prehoda K E y Raines R T (1997) The

CXXC motif: a rheostat in the active site. Bioche-
mistry 36: 4061-4066.

Tu B P, Ho-Schleyer S C, Travers K J y Weissman
J S (2000) Biochemical basis of oxidative protein
folding in the endoplasmic reticulum. Science 290:
1571-1574.

Katzen F y Beckwith J (2002) Disulfide bond for-
mation in periplasm of Escherichia coli. Methods
Enzymol 348: 54-66.

. Arnér E y Holmgren A (2000) Physiological func-

tions of thioredoxin and thioredoxin reductase. Eur
J Biochem 267: 6102-6109.

Cleland W W (1964) Dithiothreitol, a new protecti-
ve reagent for SH group. Biochemistry 3: 480-482.

Buchanan B B, Schiirmann P, Decottignies Py Lo-
zano R M (1994) Perspectives in biochemistry and
biophysics. Thioredoxin: a multifunctional regula-
tory protein with a bright future in technology and
medicine. Arch Biochem Biophys 374: 257-260.

Holmgren A (1989) Thioredoxin and glutaredoxin
systems. J Biol Chem 264: 13963-13966.

Shenton D, Perrone G, Quinn A K, Dawes, I W y
Grant C M (2002) Regulation of protein S-thiola-
tion by glutarredoxin 5 in the yeast Saccharomyces
cerevisae. J Biol Chem 277:16853-16859.

Mannick J B y Schonhoff C M (2002) Nitrosyla-
tion: the next phosphorylation? Arch Biochem
Biophys 408: 1-16.

12.

13.

14

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Schwabe J W R y Klung A (1994) Zinc mining for
protein domains. Nature Struct Biol /: 345-349.

Gerber J y Lill R (2002) Biogenesis of iron-sulfur
proteins in eukaryotes: components, mechanism
and pathology. Mitochondrion 2: 71-86.

. Narula S S, Brouwer M, Hua Y y Armitage I M

(1995) Three-dimensional solution structure of
Callinectes sapidus metallothionein-1 determined
by homonuclear and heteronuclear magnetic reso-
nance spectroscopy. Biochemistry 34: 620-631.

Farrés J, Wang T, Cunningham J y Weiner H
(1995) Investigation of the active site cysteine re-
sidue of rat liver mitochondrial aldehyde dehydro-
genase by site directed mutagenesis. Biochemistry
34:2592-2598.

Polgar L (1973) On the mode of activation of the
catalytically essential sulfhydryl group of papain.
Eur J Biochem 33: 104-109.

Gonzalez-Segura L, Velasco-Garcia R. y Muiioz-
Clares R A (2002) Modulation of the reactivity of
the essential cysteine residue of betaine aldehyde
dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa.
Biochem J 361: 577-585.

Wang X y Weiner H (1995) Involvement of gluta-
mate 268 in the active site of human liver mito-
chondrial (class 2) aldehyde dehydrogenase as
probed by site-directed mutagenesis. Biochemistry
34:237-243.

Yeh J I, Claiborne A, y Hol W G (1996) Structure
of the native cysteine-sulfenic acid redox center of
enterococcal NADH peroxidase refined at 2.8 A
resolution. Biochemistry 35: 9951-9957.

Téllez-Valencia A, Avila-Rios S, Pérez-Monfort R,
Rodriguez-Romero A, de Gémez-Puyou M T, L6-
pez-Calahorra F y Gémez-Puyou A (2002) Highly
specific inactivation of triosephosphate isomerase
from Trypanosoma cruzi. Biochem Biophys Res
Comm 295: 958-963.

o



11-18 Piruvatos

6/19/03 11:03 PM Page 11

REB 22 (1): 11-18

—p—

11

ESTRUCTURA, CINETICA Y PAPEL DE LA PIRUVATO
FOSFATO DICINASA: UNA ENZIMA BLANCO PARA EL
DISENO DE FARMACOS Y CLAVE EN LA FOTOSINTESIS C,”

RESUMEN

La piruvato fosfato dicinasa (PPDK) cataliza la trans-
ferencia de los grupos fosfato del pirofosfato (PPi) y
del fosfoenolpiruvato (PEP) a una molécula de AMP
para sintetizar ATP, fosfato y piruvato. Se ha encontra-
do en una gran variedad de organismos, desde bacte-
rias y protistas pardsitos hasta plantas de tipo C, como
el maiz. Esta enzima se propone como un blanco po-
tencial para el disefio de farmacos en contra de los pa-
rasitos que la poseen debido a que no estd presente en
el hospedero humano. En este trabajo se da una vision
global acerca de lo que actualmente se conoce sobre la

Marcela Lilian Varela Gomez

ABSTRACT

Pyruvate phosphate dikinase (PPDK) catalyzes the
transfer of phosphate groups from pyrophosphate (PP1)
and phosphoenolpyruvate (PEP) to AMP and synthesi-
zing ATP, phosphate and pyruvate. This enzyme occurs
in a great variety of organisms such as bacteria, protist
parasites, and C, plants like maize. Because it is absent
from the human host, PPDK has been considered an im-
portant target for drug design against parasites. This ar-
ticle reviews the current knowledge about PPDK.

KEY WORDS: pyruvate phosphate dikinase, pyrophosp-

PPDK.

hate-dependent enzymes, C, photosynthesis

PALABRAS CLAVE: piruvato fosfato dicinasa, enzimas
dependientes de pirofosfato, fotosintesis C,.

INTRODUCCION

La piruvato fosfato dicinasa
(PPDK) cataliza de manera reversi-
ble la transferencia de los grupos
fosfato del PEP y el PPi a una mo-
lécula de AMP (Fig. 1).

La PPDK se encontré de manera
independiente, pero casi simultinea,
a finales de la década de los sesentas
en las bacterias Clostridium symbio-
sum (1) y Propionibacterium sher-
manni (2), en el protista parasito En-
tamoeba histolytica (3) y en las ho-
Jjas de varias plantas C, tales como el
maiz (4). Actualmente existen re-
portes de PPDK en una gran varie-
dad de seres vivos que van desde or-
ganismos unicelulares marinos co-

mo una especie de actinomiceto ter-
mofilo (5), pasando por protistas de
vida libre como Euglena gracilis y
protistas pardsitos como Giardia
duodenalis (6), Trypanosoma cruzi,
T. brucei y Leishmania spp. (7), has-
ta plantas de tipo C, tales como el
arroz (8) y algunas especies de plan-
tas con metabolismo C;-C, como
Flaveria y Eleocharis (9, 10). Es
importante hacer notar que hasta la
fecha no existen reportes de esta en-
zima en ningin representante del
reino animal.

El andlisis filogenético de Mal-
donado y Fairlamb (11) muestra
que las PPDKs de tripanosomadti-
dos, bacterias y otros protistas for-

*Recibido: 26 de septiembre de 2002 Aceptado: 21 de enero de 2003

Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Apartado Postal 70-242, C.P. 04510. México D. F. Tel. 5622-5657,
Fax 5622-5630. Correo E: mvarela@ifisiol.unam.mx

o

man un grupo diferente del que in-
cluye a las de plantas, lo cual sugie-
re que la adquisicion de este gen pu-
do haber ocurrido mediante un
evento de transferencia horizontal
durante los procesos endosimbi6ti-
cos en los ancestros de estos orga-
nismos unicelulares.

REACCION QUE CATALIZA

Mediante estudios de intercambio
1sotopico se determind que en pre-
sencia de *P-fosfoenolpiruvato la
PPDK de E. histolytica sintetiza
ATP marcado en la posicion 3. Al
hacer el experimento en presencia
de PPi radiactivo se obtuvo ATP
marcado en la posicion y (1-3) (Fig.
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Figura 1. Reaccion catalizada por la PPDK. PEP: fosfoenolpiruvato; PPi: pirofosfato;
Pi: fosfato; P: fosfato B del ATP; yifosfato y del ATP.

1). Reeves et al. (1) observaron
también que no habia incorporacién
de marca al PEP a partir de fosfato
marcado (*Pi), lo cual indica que el
PEP se sintetiza a partir del ATP y
no por la transferencia del fosfato
libre al piruvato. Estudios sobre el
equilibrio de la reaccién utilizando
la PPDK de C. symbiosum mostra-
ron que la constante de equilibrio
varia directamente con el cuadrado
de la concentracion del i6n hidrége-
no (Fig. 1). La participacién de dos
iones hidrégeno en la reaccion en el
sentido de la sintesis de ATP requie-
re que los cuatro protones del PPi
estén disociados, lo cual sugiere
fuertemente que la especie reactiva
es el Mg>PPi (1). La reaccién ca-
talizada por la PPDK sélo puede
llevarse a cabo en presencia de

Mg?*. En la figura 1 se muestra que
la reaccion catalizada por la PPDK
también requiere de cationes mono-
valentes para su activacion, como el
NH,". A la fecha no se conoce el pa-
pel que desempeiia este i6n, que es
esencial para la mayoria de las
PPDKs reportadas, con excepcion
de la de E. histolytica (13).

PROPIEDADES FiSICAS,
MOLECULARES Y ESTRUCTURALES
Se ha reportado que la masa mole-
cular de los mondémeros de la
PPDK estd entre 94 y 100 kDa (5, 7,
12, 13). Las PPDKs de las bacterias
Microbispora rosea 'y G. duodena-
lis tienen una estructura dimérica,
mientras que las de plantas tipo C, y
E. histolytica son tetraméricas.

La PPDK de maiz se inactiva a

Figura 2. Estructura en modelo de listones del monémero de PPDK de Clostridium sym-
biosum. I. Dominio de union del AMPIATP; II. Dominio de unién del PEP/piruvato en el
que se observa claramente la estructura de barril a/f; III. Dominio de la histidina cata-
litica ubicada en la posicion 455.

o
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temperaturas por debajo de 10 °C
debido a que el tetramero activo se
disocia formando monémeros y di-
meros que pueden ensamblarse
nuevamente al elevar la temperatu-
ra (12, 14). La inactivacion por frio
es una caracteristica comun de las
PPDKs de diferentes especies de
plantas C,. Sin embargo, la veloci-
dad de inactivacion varia significa-
tivamente incluso entre organismos
de la misma especie. La inactiva-
cioén por frio de la enzima de maiz
se evita por la presencia de Mg?*,
asi como por la unién de piruvato o
PEP (14). Resultados obtenidos con
mutantes tolerantes al frio de la
PPDK de Flaveria brownii sugieren
que los aminodcidos involucrados
en esta tolerancia estan directa o in-
directamente relacionados con la
asociacion de subunidades y estdn
localizados en el extremo C-termi-
nal (14). Con respecto a otras
PPDKs se determind que las de P.
shermanii, Flaveria pringlei, E. his-
tolytica y parcialmente la de C.
symbiosum son sensibles al frio, en
tanto que las PPDKs de M. rosea y
F. brownii son tolerantes (5, 14).
Actualmente se conoce la estruc-
tura cristalografica de las PPDKs de
C. symbiosum (15) y T. brucei (16)
con una resolucién de 2.3 Ay 3 A
respectivamente. El cristal de la
PPDK de C. symbiosum reveld una
molécula de tres dominios plegados
independientemente que correspon-
den a cada uno de los dominios fun-
cionales identificados bioquimica-
mente (Fig. 2). El dominio C-termi-
nal tiene una conformacién de ba-
rril o/f que contiene el sitio de
unién del par PEP / piruvato. A 45
A de distancia de este sitio se en-
cuentra el dominio N-terminal con
los sitios de unién para AMP / ATP
y PPi/ Pi. El tercer dominio esta en-
tre los anteriormente descritos y
contiene a la histidina catalitica
(His 455 en la PPDK de C. symbio-
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sum) responsable de la transferen-
cia de los grupos fosfato involucra-
dos en la reaccién (15).

Para la transferencia del fosfato
del ATP al piruvato, el dominio de
la fosfohistidina sufre un cambio
conformacional dramatico, de ma-
nera que este residuo es capaz de in-
teractuar alternativamente con los
sustratos unidos al dominio amino y
al carboxilo, que estin separados
por 45 A de distancia (Fig. 3).

CARACTERISTICAS CINETICAS

En todas las PPDKs descritas a la
fecha, la relacion de velocidad ini-
cial contra la concentracion de cual-
quiera de los sustratos sigue una ci-
nética hiperbdlica. Para la PPDK de
maiz, el requerimiento por ATP no
puede ser sustituido por UTP, CTP
o GTP (12). La PPDK de M. rosea
es especifica para AMP, no tiene
actividad en presencia de UMP,
IMP, TMP, CMP y GMP (5).

En la Tabla I se enlistan los valo-
res de las constantes de Michaelis-
Menten (K,) de los sustratos de
PPDKSs de diferentes organismos. El
AMP es el sustrato que presenta los
valores mas pequefios de K (entre
0.85-10 pM). La mayor afinidad por
AMP la tiene la PPDK de maiz
(0.85-1.1 pM). En el otro extremo, el
Pi es el sustrato por el que las
PPDKs presentan valores de K, mas
altos (0.38 - 1 mM). Los valores de
K, de las plantas C, son muy pareci-
dos, pero en el caso de las PPDKSs de
bacterias los valores de K, no son
tan parecidos entre ellas y lo mismo
pasa con los valores de los protistas
parasitos (Tabla I). Estas diferencias
en afinidades pueden atribuirse a la
mayor diversidad de estructuras en
la familia de PPDKSs de los protistas
parésitos y que son de un origen di-
ferente al de las PPDKs de plantas.

La actividad de la PPDK en cual-
quiera de los sentidos de la reaccion
es dependiente de la presencia de

—p—

Mg?**, ya que los verdaderos sustra-
tos de la enzima deben estar acom-
plejados con este 16n. Sin embargo,
en el caso de la PPDK de maiz se ha
sugerido que este catién divalente
es también necesario para mantener
a la enzima en su forma activa (11).
El Mg?*no puede ser sustituido por
otros cationes divalentes tales como
Cu?*, Ca’, Mn** y Co?**en la activi-
dad de las PPDKs de maiz (12),
bacterias (1) y protistas pardsitos
(11), pero en M. rosea se preserva
un 28% de la actividad en presencia
de Mn*y un 53% en presencia de
Co* (5). El intervalo de concentra-
cion 6ptimo de Mg?* total es de 2 -
5 mM para las diferentes PPDKs.
Los cationes monovalentes tales
como NH,* o K* también son indis-
pensables para la catdlisis de algu-
nas PPDKs como la de maiz (12),
C. symbiosum (2) y G. lamblia (6);
sin embargo, la actividad de la

Pir/PEP

ATP/AMP

| [*"H &

13

PPDK de E. histolytica es indepen-
diente de estos iones (13). Atn no
se sabe cudl es el mecanismo de ac-
tivacion por los iones NH,* y K* de
la PPDK, pero se ha descartado que
la carga de este cation tenga un pa-
pel similar a la del K* esencial en
algunas piruvato cinasas (PK), ya
que en el cristal de C. symbiosum se
observa un aminodcido cargado po-
sitivamente en la posicién equiva-
lente a la que ocupa este i6n en la
PK (15).

El pH 6ptimo de la reaccién en
sentido de la sintesis de PEP se en-
cuentra en el intervalo de 8.0 - 8.5
(11) y para la reaccion en sentido
de formacién de ATP es 6.3 - 7 (2,
5, 13).

Se han reportado dos mecanismos
cinéticos diferentes para la PPDK
(Fig. 4). Se determiné un mecanis-
mo cinético Tri Uni Uni ping pong
no cléasico (TUU) para la PPDK de P.

His catalitica

E + ATP <= E-P, P, + AMP

E-P,P, + Pi «» E-P, +P,Pi

E-F, + piruvato = E + PEP

Figura 3. Modelo simplificado de los dos estados conformacionales de la PPDK de Clos-
tridium symbiosum incluyendo las reacciones parciales asociadas con cada uno de ellos.
I Dominio del ATPIAMP, [___|Dominio del piruvato/PEP, | Dominio de la His

catalitica. OHiS catalitica.

o
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Shermanii 'y Bi Bi Uni Uni ping
pong (BBUU) para las PPDKs de
plantas C, y C. symbiosum. Las prin-
cipales diferencias entre estos meca-
nismos residen en que en el mecanis-
mo TUU son tres reacciones parcia-
les las involucradas en la sintesis de
ATP o PEP (Fig. 4 A), mientras que
en el BUU son s6lo dos reacciones
parciales (Fig. 3 y 4 B). Esto se de-
be a que la reaccién parcial entre
AMP-PPi y ATP-Pi es ping pong en
el caso del TUU y secuencial en el
caso del BBUU. En el mecanismo
BBUU el intercambio Pi-PPi requie-
re de ATP y AMP y el intercambio
ATP-AMP se acelera varias veces en
presencia de Pi-PPi, lo que indica
que estos sustratos participan en una
sola reaccion parcial.

PAPEL METABOLICO DE LA PPDK
El papel fisiolégico de la PPDK de-
pende del organismo en el que se
encuentre. Por ejemplo, en las
plantas C, desempeiia un papel fun-
damental en la sintesis de PEP, que
es la molécula aceptora del CO, at-
mosférico. Sin embargo, en orga-
nismos pardsitos se desconoce ain
su papel metabdlico.

La PPDK es capaz de catalizar la
reaccion en cualquiera de los dos
sentidos, dependiendo de condicio-
nes tales como el pH, las concentra-
ciones de sustratos y productos, en-
tre otros factores. Termodindmica-
mente, la reaccion en el sentido de
la sintesis de ATP se favorece a pH
7y la sintesis de PEP requiere de va-
lores de pH mayores, como 8, que es
el que hay dentro del cloroplasto de
las células especializadas de las
plantas C,. Hasta ahora, sélo se ha
determinado la constante de equili-
brio para la conversion de ATP, Pi y
piruvato a AMP, PPiy PEPapH 7y
25°C utilizando la PPDK de C. sym-
biosum para catalizar la reaccion.
Se utilizé [“C]piruvato y se midi6 la
relacion ["“C]piruvato/['*C]fosfoe-

Page 14
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nolpiruvato en el equilibrio. Se cal-
culo que la K (obs)=[AMP][PPi-
]I[PEP / [ATP][Pi][piruvato] es
0.003 (17). En los siguientes apar-
tados se trata de manera particular y
con mayor profundidad el papel me-
tabdlico de la PPDK.

SINTESIS FISIOLOGICA DE PEP
CATALIZADA POR LA PPDK

En plantas C,, la PPDK cataliza la
reaccion en el sentido de la sintesis
de PEP. Para asegurar que la reaccion
catalizada por la PPDK se lleve a ca-
bo en este sentido, se acopla con al-
tos niveles de adenilato cinasa y piro-
fosfatasas que disminuyen los nive-
les de AMP y PPi respectivamente.
La fotosintesis de plantas C, depende
de la presencia de dos tipos de célu-
las fotosintéticas que anatomica y
bioquimicamente son muy particula-
res, éstas son las células del mesofilo
(superficie de la hoja) y las células de
la vaina, adyacentes al tejido vascu-
lar (Fig. 5 A). La PPDK se localiza
en el cloroplasto de las células del
meso6filo en donde el pH es 8. La
PPDK sintetiza PEP en este compar-
timento y después este metabolito se
transporta al citosol con el fin de que
el CO, atmosférico sea fijado por

Varela Gémez ML

carboxilacién mediante la PEP car-
boxilasa. Esto produce 4cidos dicar-
boxilicos de 4 carbonos como el oxa-
loacetato, que luego es convertido a
malato por la malato deshidrogenasa
dependiente de NADP. El malato es
transportado a las células de la vaina
y es descarboxilado en el cloroplasto
de estas células por una de tres dife-
rentes enzimas, segun el tipo de plan-
ta: enzima malica dependiente de
NADP, enzima malica dependiente
de NAD o la PEP carboxicinasa. El
piruvato formado por la accién de la
enzima malica lo utiliza la PPDK pa-
ra regenerar el PEP aceptor del CO,
atmosférico y asi comenzar de nue-
voel ciclo C, (Fig.5A).

El ciclo C, actia con el fin de
concentrar CO, en las células de la
vaina, donde se encuentra localizada
de manera exclusiva la via reducto-
ra de pentosas fosfato. Debido a la
alta concentracion de CO, en estas
células, la reaccion de oxigenasa de
la ribulosa-bisfosfato carboxilasa
(rubisco) se suprime, y en conse-
cuencia, la fotorrespiracion es des-
preciablemente baja. Esto permite
que estas plantas fotosinteticen con
una conductancia estomatal reduci-
da y en consecuencia tengan una al-

TABLAI

Constantes de Michaelis-Menten de los sustratos de la PPDK de

diferentes organismos (uM)

Organismo AMP PPi PEP ATP Pir Pi Ref**
P. shermanii 15 120 36 43 100 1000 (5)
C. symbiosum 35 100 60 100 80 600 (5)
M. rosea 5 38 280 200 130 - (5)
G. lamblia 5 29 24 - - - (5)
E. histolytica <5 100 21 - - - (13
E. histolytica <10 100 70 - - - (1)
Saccharum officinarum <4 40 110 90 110 500 (5)
Zea mays pH 8.0 1.1 40 110 31 95 380 (11)

* Piruvato, ¥* Referencia

o
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ta eficiencia en la utilizaciéon de
agua (12). El ciclo C, solamente se
lleva a cabo durante el dia, por lo
que las enzimas que forman parte de
éste también deben estar reguladas.
La actividad de la PPDK de maiz es
regulada por la activacién de la pro-
teina reguladora de la PPDK
(PDRP); la PDRP es activa durante
los periodos de luz e inactiva en la
oscuridad. La PPDK de maiz tiene
una regulaciéon covalente mediada
por la PDRP. La inactivacion de la
PPDK es el resultado de la fosforila-
cioén dependiente de ADP de un resi-
duo de treonina altamente conserva-
do y vecino de la histidina catalitica;
la inactivacién ocurre sobre la forma
cataliticamente fosforilada (en la
histidina catalitica 389) de la PPDK.
El proceso de reactivacion involucra
la desfosforilacion fosforolitica del
residuo de Thr, dando lugar al PPj;
la activacién ocurre mas rdpidamen-
te con la PPDK no fosforilada en la
His catalitica (Fig. 5 B). La veloci-
dad de inactivacion de esta enzima
depende de los niveles de ADP, asi
como de su estado de fosforilacion,
lo cual esta directamente influencia-
do por los cocientes ATP / AMP y
piruvato / PEP y por factores am-
bientales tales como la temperatura.

En las plantas crasuldceas con

—p—

metabolismo acido (CAM) la
PPDK también participa de manera
importante, ya que es la responsable
de la sintesis del aceptor primario
del CO, atmosférico. Las plantas
CAM, como las C,, fijan CO, at-
mosférico y lo concentran para sa-
turar a la rubisco y reducir al mini-
mo la fotorrespiracion. A diferencia
de las plantas C,, las CAM llevan a
cabo los ciclos C, y C, dentro de la
misma célula, pero estdn separados
temporalmente. Fijan CO, por la
noche y lo re-asimilan por el dia,
con lo que el uso del agua es tan efi-
ciente como en las plantas C,.
Como se acaba de exponer, la
PPDK tiene un papel importante en
la fotosintesis de las plantas C, y
CAM; sin embargo, no se conoce
su funcién en hojas de las plantas C,
o en las intermedias C;-C, . En este
tipo de plantas se destaca la presen-
cia de una PPDK citosélica, mien-
tras que en el caso de las plantas C,
es exclusivamente cloroplastica. Se
sabe que en raices de arroz la expre-
sion de la PPDK citosdlica se incre-
menta frente a situaciones de estrés,
tales como baja en la concentracion
de oxigeno o en situaciones de défi-
cit hidrico (8). También se sabe que
la planta intermedia C,-C, Eleocha-
ris vivipara es capaz de adoptar un

A
Pi=E pr FHy ™ AP ATH
i1 1l i1 1l i1 T
E  oF = JEP EP EPy, == EPP,, EPP  EPPF o= EAF E
B
PEP pir  AMP PP Pi ATP
it g it it 1 ti
E ik ~=EP EP EPANF  EppAMF ., pATF EATF E

Figura 4. Esquemas de Cleland de los mecanismos cinéticos reportados para la PPDK.
A. Mecanismo tri uni uni ping pong (TUU) de la PPDK de P. shermanii, B. Mecanismo
bi bi uni uni (BBUU) ping pong de las PPDKs de plantas C4 y Clostridium symbiosum.
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metabolismo de tipo C, bajo condi-
ciones terrestres y C, en condiciones
acudticas. Es de suponerse que el
desarrollo de la fotosintesis C, en
este organismo requiere la presencia
de PPDK que sintetice PEP en el
cloroplasto. En esta planta, ademas
de una PPDK cloropléstica, existe
una PPDK citosdlica, pero lo nove-
doso es que la enzima se encuentra
en las raices, mientras que en las
plantas C, la PPDK se encuentra ex-
clusivamente en las hojas (10).

Las propionibacterias, como P.
shermanii, son capaces de crecer
con lactato y piruvato como fuente
de carbono debido a que pueden
convertir piruvato a PEP, que es ne-
cesario para la formacién de com-
puestos de 4 carbonos, carbohidra-
tos, glicerol y otros componentes
celulares. Esta conversion no ocurre
a través de la descarboxilacion del
oxaloacetato, ni por la reaccion re-
versa de la PK, ni por la actividad
de la PEP sintetasa, sino que es ca-
talizada por la PPDK. La actividad
de esta enzima se induce hasta 10
veces mds en las bacterias cultiva-
das en lactato en vez de glicerol,
posiblemente debido a que la PPDK
es esencial para la formacién de
PEP a partir de lactato (2). También
se ha observado una induccién de
PPDK en el actinomicete termofilo
M. rosea cultivado en lactato o piru-
vato, en contraste con la baja activi-
dad de esta enzima cuando se le cul-
tiva en presencia de maltosa o glu-
cosa (5). Esto sugiere que, in vivo,
la PPDK cataliza la sintesis de PEP
en este organismo.

SINTESIS FISIOLOGICA DE ATP
CATALIZADA POR LA PPDK

Debido a la ausencia de PK en pro-
tistas sin mitocondrias como E. his-
tolytica, se ha sugerido que la PPDK
sustituye la funcion de esa enzima
para la sintesis de ATP. Sin embargo,
recientemente se reportd la presencia
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de PK en G. intestinalis (18). Esto
pone en duda la funcién atribuida a la
PPDK en estos protistas. Park er al.
(18) sefialan que la PK y la PPDK de
G. intestinalis trabajan en el sentido
de la sintesis de ATP, ya que la PPDK
no puede actuar en el sentido opues-
to porque no se ha reportado gluco-
neogénesis en este pardsito. Por otra
parte, las contribuciones relativas de
la PK y la PPDK a la glucdlisis son
inciertas (18). Por otra parte, debido
a que la concentracién de PPi en G.
intestinalis y E. histolytica es alta y
ambos carecen de pirofosfatasas
inorgdnicas, se ha propuesto que la
PPDK puede constituir una ruta al-
ternativa para la utilizacion del PPi y
de esta manera incrementar el rendi-
miento de ATP. La PPDK de G. in-
testinalis pudiera estar involucrada,
junto con la adenilato cinasa, en
mantener el equilibrio entre adenin
nucleétidos que son consumidos o
formados por transferencias de ener-
gia (18). Todos estos resultados ha-
cen necesario evaluar con mucho
mads detalle el papel metabdlico de la
PPDK en estos pardsitos.

EnT. brucei, al igual que en G. in-
testinalis y P. shermanii, hay activi-
dad tanto de PK como de PPDK. En
los tripanosométidos estas dos enzi-
mas se encuentran en distintos com-
partimentos subcelulares: la PPDK
es glicosomal y la PK es citosolica
(7, 13). En el glicosoma no se ha en-
contrado actividad de pirofosfatasas,
y hay produccién de PPi a partir de
vias metabdlicas tales como la sin-
tesis de purinas y pirimidinas y la
B-oxidacién. Por lo tanto, se ha su-
gerido que la PPDK pudiera estar
utilizando el PPi glicosomal para
sintetizar ATP. Por otra parte, se ha
observado que en el estadio de tripo-
mastigote de T. brucei (forma alarga-
da presente en el torrente sanguineo
de vertebrados) no existe actividad
de PPDK y tampoco hay actividad
mitocondrial. Los autores sugieren
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ATP) en otro estadio del parasito.
Los tripomastigotes del torrente san-
guineo expulsan todo el piruvato

que la funcién de la PPDK esté aso-
ciada indirectamente con alguna
funcién mitocondrial (sintesis de

o
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producido aerdbicamente, mientras
que en otros estadios el PEP es diri-
gido nuevamente al glicosoma para
la formaciéon de L-malato, que es
luego reducido a succinato. Por lo
tanto, la PPDK podria sintetizar PEP
en el glicosoma a partir del piruvato
citosdlico para luego ser reducido a
L-malato. Esto se ve apoyado por la
evidencia de que se ha encontrado
actividad de una enzima glicosomal
requerida para la produccién de L-
malato, la PEP carboxicinasa, que
estd presente en todas las formas de
vida del parésito, con excepcion del
tripomastigote (7).

A la fecha no existen estudios
que demuestren contundentemente
el papel que juega la PPDK en el
metabolismo de los protistas pardsi-
tos mencionados en esta dltima sec-

—p—

cion, y todo lo que pueda decirse de
la participacion metabdlica de esta
enzima es mera especulacién. Sin
embargo, los estudios a este respec-
to son necesarios y serian muy uti-
les, no solamente por el conoci-
miento basico que se genere, Sino
también porque esta enzima no esta
presente en el humano y, en conse-
cuencia, constituye un blanco po-
tencial para el disefio de farmacos
en contra de estos parasitos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se ha generado mucho conocimien-
to sobre la PPDK con respecto a as-
pectos tales como el cinético, bio-
quimico, metabdlico e incluso regu-
latorio en el caso de las plantas C, y
C. symbiosum. Sin embargo, en el
caso de la PPDK de protistas para-
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EN BUSCA DE NUEVOS FARMACOS CONTRA
ALGUNOS TRIPANOSOMATIDOS®

RESUMEN

La enfermedad del suefo, la enfermedad de chagas y
la leishmaniasis son enfermedades causadas por dife-
rentes tripanosomatidos, principalmente en paises en
vias de desarrollo. El disefio de inhibidores que se
puedan utilizar como guias para nuevos farmacos
contra estas enfermedades es actualmente de interés,
tanto para grupos de investigacion basica como para
entidades del servicio publico. Modelos matematicos
del control de flujo del metabolismo glicolitico y es-
tudios de varias enzimas de esta via con diversos in-
hibidores sugieren a la glicdlisis como blanco para el
disefio de un nuevo farmaco, ya que representa la
fuente principal de energia para estos parasitos.

PALABRAS CLAVE: Tripanosomatido, disefio racional
de farmacos, inhibidores especie-especificos, knoc-
kout de genes.

GLORIA HERNANDEZ-ALCANTARA

ABSTRACT

Sleeping sickness, chagas™ disease and leishmaniasis
are diseases caused by different trypanosomatids in
developing countries. The design of new inhibitor
drugs for these diseases is nowadays of particular in-
terest for basic research groups or government agen-
cies. A mathematical model of glycolytic flux and
studies with inhibitors of different glycolytic enzy-
mes strongly suggest that enzymes involved in gly-
colysis can be used as good targets for the design of
new drugs, since this metabolic pathway represents
the main source of energy for these parasites.

KEY WORDS: Trypanosomatid, rational drug design,
species-specific inhibitor, gene knockout.

INTRODUCCION

Los tripanosomdtidos son un grupo
de pardsitos protozoarios de impor-
tancia médica y veterinaria e inclu-
yen a Leishmania spp y Trypanoso-
ma spp. Sus ciclos de vida son bas-
tante complejos y consisten de cam-
bios morfologicos dramadticos entre
los estadios dentro del insecto vec-
tor y en el hospedero vertebrado.
Algunos miembros del grupo son:
Trypanosoma brucei, agente cau-
sante de la enfermedad del suefio en
los humanos y nagana en el ganado
dentro del continente africano, Try-

panosoma cruzi, que causa la enfer-
medad de chagas en América cen-
tral y del sur, y Leishmania spp, que
causa la leishmaniasis de tipo visce-
ral, cutdnea y mucocutdnea en pai-
ses tropicales (1).

CARACTERISTICAS DE LAS
ENFERMEDADES

La enfermedad del suefio, puede
producirse por 2 especies de tripa-
nosomas: Trypanosoma brucei rho-
desiense y T. b. gambiense, y se
transmite al humano por el piquete
de la mosca tsetse (género Glossina

* Recibido: 16 de octubre de 2002 Aceptado: 21 de enero de 2003
Departamento de Bioquimica, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Apartado Postal 70-242, C.P. 04510. México D.F. Tel. 5622-5657, Fax 5622-

5630. Correo E: ghernan@ifisiol.unam.mx
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spp). Cuando los tripanosomas se
introducen en el torrente sanguineo
del hospedero, proliferan hasta in-
vadir el sistema nervioso central vy,
finalmente, el estado terminal de la
tripanosomiasis se manifiesta por
una meningoencefalitis cronica.
Existen dos categorias clinicas de la
enfermedad del suefio dependiendo
de qué sub-especie es la causante.
El intervalo entre el inicio de la in-
feccion por T. b. gambiense y el es-
tado encefalitico puede ser desde 2
hasta 8 afios. En contraste, el inter-
valo en la infeccion por T. b. rhode-
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siense es mas corto; el promedio es
alrededor de 8 meses a un afio, pe-
ro, finalmente las manifestaciones
son las mismas para ambas especies
(1). Se calcula aproximadamente
que 35 millones de personas en 36
ciudades de Africa estan expuestas
a contraer la enfermedad.

La enfermedad de chagas o tripa-
nosomiasis americana se produce
por Trypanosoma cruzi, el cual se
transmite a los humanos por dife-
rentes vias: transfusion sanguinea,
leche materna, transplante de 6rga-
nos, transmisién congénita o por el
piquete de triatomas, conocidos
vulgarmente como “chinches besu-
conas” (subfamilia Triatominae)
(1). La enfermedad se presenta en
dos etapas: la aguda y la crénica. La
fase aguda se observa después de
un breve periodo de incubacion.
Entre el 2 y el 8 % de los casos pre-
sentan sintomas graves que llevan a
la muerte. No obstante, en la mayo-
ria de los casos no se presenta nin-
gin sintoma caracteristico, por lo
que frecuentemente no se detecta y
el paciente puede llegar a la fase
cronica. En la fase crénica la morta-
lidad es cercana al 40 %. La organi-
zacion mundial de la salud estima
que aproximadamente 16 a 18 mi-
llones de personas estan infectados
con T. cruzi.

La leishmanisasis es causada por
20 especies diferentes del género
Leishmania y se transmite por los
insectos de los géneros Phleboto-
mus o Lutzomyia. La enfermedad
puede ser cutdnea, visceral o muco-
cutanea (1). Durante los tltimos 10
afos se ha incrementado la enfer-
medad en su forma visceral, ya que
surge como una infeccién oportu-
nista importante en pacientes inmu-
nosuprimidos, especialmente en
aquellos infectados con HIV (2). Se
reportan aproximadamente cerca de
2 millones de nuevos casos de
leishmaniasis cada afio en 88 pai-
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ses, que comprenden las zonas tro-
picales con 367 millones de perso-
nas potencialmente expuestas.

DISENO DE VACUNAS Y LA
VARIACION ANTIGENICA

Se ha intentado controlar estas en-
fermedades utilizando vacunas, pe-
ro no se ha tenido mucho éxito, de-
bido a que algunos de estos organis-
mos son intracelulares y, los que no
lo son, han desarrollado uno de los

o

mecanismos mds elaborados de va-
riacién antigénica para evadir la re-
puesta inmunoldgica del hospedero.

Cuando el tripanosoma esta en la
sangre del mamifero, estd cubierto
por una capa densa de glicoproteinas
de superficie variable (VSG), que
protegen a las proteinas de membra-
na y previenen la lisis del parasito
por los componentes del suero. La
variacién antigénica del pardsito en
la sangre, y su consecuente evasion
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de la respuesta inmunologica del
hospedero, se debe a que contiene
cerca de 1000 genes VSG. Soélo se
expresa un gen VSG a la vez y, el
cambio de VSG, se da en una baja
frecuencia. La glicoproteina esta li-
gada a través de su grupo carboxilo
terminal a una forma glicosilada del
fosfatidilinositol. De esta forma se
confiere un anclaje, unién de la pro-
teina a la membrana, y un lugar de
ruptura cuando el organismo sustitu-
ye una glicoproteina de superficie
por otra. Este mecanismo evoca una
fuerte respuesta inmunoldgica, que
resulta en la destruccion ciclica de la
mayor parte de la poblacidn de tripa-
nosomas (3). Sin embargo, poblacio-
nes menores, que han cambiado su
VSG, sobreviven y se reproducen,
repitiéndose el ciclo.

FARMACOS

Existen muy pocos farmacos contra
los tripanosomatidos de los cuales la
mayoria producen graves efectos
colaterales. Ademds para algunos de
estos farmacos ya se han encontrado
cepas resistentes (4). Uno de los far-
macos mas usados contra T. brucei
es la pentamidina. Se utiliza en las
fases tempranas de la infeccién, con
resultados satisfactorios en la mayo-
ria de los casos; sin embargo, el pro-
noéstico no es bueno cuando el para-
sito ya ha invadido el sistema ner-
vioso central. El melarsoprol se uti-
liza en las fases tardias de la enfer-
medad, pero presenta efectos secun-
darios que pueden ser fatales. La
eflornitina, el farmaco mas reciente,
tiene efectos graves. Generalmente
el tratamiento consiste en adminis-
trarlo intravenosamente en grandes
cantidades a pacientes hospitaliza-
dos (5). El suramin se ha utilizado
como medicamento para la enfer-
medad del suefio en las fases inicia-
les durante los dltimos 70 afios y los
efectos secundarios que produce ge-
neralmente son graves. Para la en-

fermedad de chagas se utilizan co-
mo farmacos el nifurtimox y el
benznidazole. Con ellos se puede
curar hasta el 90 % de los casos du-
rante la fase aguda, pero no tienen
ningun efecto en pacientes que de-
sarrollaron la fase crénica. Lamen-
tablemente ambos farmacos tam-
bién producen graves efectos colate-
rales y se ha sugerido que pueden
causar neoplasias (6). Para la leish-
maniasis se utilizan con poco éxito
la pentamidina y la paramomicina.
El medicamento principal es la an-
fotericina B, el cual aunque es alta-
mente activo, también es muy toxi-
co y sumamente caro (2). Conside-
rando este panorama, existe la nece-
sidad de disefiar farmacos mas efec-
tivos y menos toxicos contra este ti-
po de enfermedades.

DISENO DE FARMACOS BASADO
EN LA ESTRUCTURA

Algunas investigaciones consideran
que el disefio de farmacos basado en
la estructura de proteinas, para el tra-
tamiento de estas enfermedades tiene

Figura 2. Se muestra una sobreposicion
del asa 3 de la TIM de humano (en gris) y
de T. cruzi (en negro) alrededor de la me-
tionina 15 del otro monémero de la TIM de
humano. Se puede observar la mayor am-
plitud del asa 3 de la enzima de humano
con respecto a la del tripanosoma, lo que
concuerda con el mayor espacio ocupado
por la cadena lateral de la metionina con
respecto al ocupado por la cadena lateral
de la cisteina. Las coordenadas cristalo-
grdficas se obtuvieron de los archivos del
PDB [HTI (para la TIM de humano) y
ITCD (para la TIM de T. cruzi).
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grandes probabilidades de éxito (7).
Este método se basa en disefiar far-
macos utilizando la estructura tridi-
mensional de proteinas blanco. La
estrategia consiste en buscar sistema-
ticamente moléculas capaces de unir-
se con alta selectividad a las protei-
nas blanco mediante simulaciones
virtuales. Después de encontrar uno o
varios compuestos que se unen a la
proteina blanco, se proponen varia-
ciones estructurales de los mismos
tratando de encontrar nuevos com-
puestos que, de acuerdo al modelado
computacional, podrian presentar
una afinidad mas selectiva por la pro-
teina. El siguiente paso es sintetizar-
los o adquirirlos comercialmente y
probarlos in vitro. En un ejemplo re-
ciente, por medio de estudios compa-
rativos entre las estructuras cristalo-
graficas de las enzimas gliceraldehi-
do-3 fosfato  deshidrogenasa
(GAPDH) de humano y de tripano-
somas, fue posible disefiar un inhibi-
dor de alta afinidad: la N°-(1-naftale-
nemetil)-2’-(3-clorobenzamido) ade-
nosina, contra la GAPDH tripanoso-
mal. El sitio de unién para el grupo
adenosina del NAD", muestra gran-
des diferencias entre las enzimas del
parasito y de humano. Notablemente,
en la GAPDH del parésito existe una
hendidura hidrofébica adyacente al
hidroxilo-2” de la ribosa de la adeno-
sina. Esta hendidura no existe en la
enzima del humano, lo que permiti6
disefiar dicho inhibidor, mismo que
tuvo una IC, de 0.3 uM. Dicho com-
puesto es capaz de inhibir el creci-
miento de cultivos de T. brucei, pro-
mastigotes de Leishmania y amasti-
gotes de T. cruzi a concentraciones
micromolares, sin afectar el creci-
miento de fibroblastos humanos (8).

INHIBICION DE LA ViA
GLUCOLITICA EN TRIPANOSOMAS
Se ha demostrado que la interrup-
cion de la via glucolitica en tripano-
somas permite la eliminacién del
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parésito (9). En el torrente sangui-
neo de los mamiferos las mitocon-
drias de T. brucei no son funcionales
y su Unica fuente de energia provie-
ne del catabolismo de la glucosa. En
ese caso T. brucei depende exclusi-
vamente de la glucdlisis para gene-
rar el ATP requerido para su prolife-
racion y maduracion celular (10). T.
cruzi se multiplica en el interior de
las células que invade, y sus mito-
condrias se encuentran funcionales
durante todo su ciclo de vida. A pe-
sar de que T. cruzi consume 10 ve-
ces menos glucosa en comparacion
con T. brucei, se ha determinado que
la utilizacion de la glucosa es la via
metabdlica preferida de este parasi-
to. Es por ello que se piensa que una
estrategia adecuada para resolver
una infeccién por estos pardsitos es
bloquear una o més de las enzimas
de la glucdlisis, para impedir la ge-
neracién de energia que los tripano-
somas necesitan para su sobreviven-
cia (1, 11) (Fig. 1).

En 1997 Bakker y colaboradores
(12) propusieron un modelo mate-
matico del control de flujo del meta-
bolismo glicolitico en T. brucei. Uti-
lizaron los datos experimentales de
las constantes cinéticas y de equili-
brio de las enzimas de la via glicoli-
tica para alimentar el modelo. Con
él pudieron predecir la contribucion
de las enzimas del metabolismo gli-
colitico al control de flujo, aun
cuando en él las condiciones aero-
bias y anaerobias sean diferentes.
Basdndose en este mismo modelo,
Eisenthal y Cornish-Bowden en
1998 (13) modelaron la inhibicion
de las enzimas de la glicdlisis. Su
estudio lleg6 a la conclusion de que
para lograr dicha inhibicién usando
un inhibidor competitivo, sélo se
puede emplear al transportador de
piruvato como blanco. Esto se debe
a que el piruvato producido por T.
brucei en su forma sanguinea se ex-
creta al torrente sanguineo del hos-
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pedero junto con un
proton, mediante un
acarreador de difu-
sion facilitada tipo
simporte. Este aca-
rreador es necesario
para la regulacion del
pH intracelular. La
inhibiciéon del trans-
porte produciria acu-
mulacién de piruvato
dentro del tripanoso-
ma y por lo tanto, aci-
dificacién del citosol.
Esto como conse-
cuencia produciria la
muerte del tripanoso-
ma por desestabiliza-
cién osmotica. En
cambio con un inhi-
bidor no-competitivo
e irreversible, es de-
cir, con una inhibi-
cién del 100 % de la
glucélisis, cualquier
enzima de la via glu-
colitica se puede uti-
lizar como blanco po-
tencial para el disefio
de farmacos.

INHIBIDORES
ESPECIE-ESPECIFICOS

Se han planteado otras estrategias en
el disefio racional de farmacos. Al-
gunas investigaciones se enfocan so-
bre enzimas que solo existen en el
parasito (9), mientras que otros tra-
bajos intentan producir inhibidores
dirigidos contra el sitio activo de en-
zimas que existen tanto en el parasi-
to como en el hospedero (14). Esta
ultima estrategia es dificil porque el
sitio activo de una enzima general-
mente estd altamente conservado,
aln en especies muy separadas por
la evolucién. El problema también
se ha abordado tratando de disefar
inhibidores especie-especificos de
enzimas. La hipétesis de esta estrate-
gia plantea que es necesario identifi-

o
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Figura 3. Posicion de dos hexanos (Hex2 y Hex3) en la estruc-
tura de cristal de T. cruzi en la region cercana a la cisteina 15 de
la interfase (Cys 315) (tomado de la referencia 15).

car un aminoacido no conservado
que sea importante para la funcioén y
estabilidad de la enzima de una espe-
cie en particular. Un agente que mo-
difique a tal residuo podria inhibir la
funcién de la enzima de esta especie,
teniendo poco o ningtin efecto sobre
la actividad de la enzima homdloga
de otras especies que posean un resi-
duo diferente en esta posicion (11).
La enzima glicolitica con la que se
estd probando dicha hipdtesis es la
triosafosfato isomerasa (TIM) (en la
figura 1 ver la reaccién que cataliza).
La TIM es una enzima dimérica, con
una estructura de barril o/fB. Se
cuenta con la estructura cristalogra-
fica de la TIM de por lo menos 12
especies (entre ellas las de 5 pardsi-
tos) y se conoce con gran detalle su
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mecanismo de reaccién. Una parte
de la enzima lo constituye la region
de la interfase entre ambos monéme-
ros, formada por 32 residuos (del asa
1 al asa 4). Dicha regién es impor-
tante para la estabilidad del dimero.
Se ha propuesto un aminoécido no
conservado, el residuo 14 de la re-
gidn de la interfase, que se encuentra
en el asa 1, como blanco para el di-
seflo de inhibidores especie-especifi-
cos. Del andlisis de secuencias de
aminodacidos de diferentes TIMs se
ha postulado a la cisteina 14 (residuo
que poseen principalmente tripano-
somdtidos) como un sitio estratégico
de inhibicion. Mediante el uso de de-
rivatizantes de grupos sulthidrilo
Gomez-Puyou y col (11) lograron
inhibir la actividad de las TIMs de
diferentes tripanosomatidos. Sin em-
bargo, bajo las mismas condiciones
la actividad de la TIM de humano,
cuyo residuo en la posicion 14 estda
ocupado por una metionina, no se in-
hibid. Otra diferencia entre las enzi-
mas de ambas especies es la region
del asa 3 que rodea al residuo en la
posicion 14. Dicha diferencia con-
siste en que el asa 3 es mas larga pa-
ra la TIM de humano (treonina 72)
que la de los tripanosomaétidos (Fig.
2). Por otra parte, la importancia del
asa 3 y el residuo 14 para la estabili-
dad del dimero se han estudiado en
gran detalle. En estudios de la es-
tructura cristalografica de la TIM de
T. cruzi en solventes organicos (mé-
todo que permite identificar sitios de
unién de moléculas orgénicas hidro-
fobicas, mismos que pueden repre-
sentar regiones a donde pueden lle-
gar a interactuar firmacos) se encon-
traron dos moléculas de hexano lo-
calizadas a menos de 4 A de los resi-
duos isoleucina 69 y fenilalanina 75
la region de la interfase del dimero
de un mondmero, estos dos residuos
rodean a la cisteina 15 del otro mo-
nomero (Fig. 3), marcada como
Cys315. La cercania de los dos he-

xanos a la region de la interfase con-
firma atin mas el interés de esa cis-
teina como blanco potencial para el
disefio de farmacos (15).

“KNOCKOUT” DE GENES

El “knockout” de genes es un méto-
do utilizado para investigar directa-
mente la importancia y funcién de
un gen. Se puede utilizar para averi-
guar si un gen es esencial para la su-
pervivencia de una célula y poste-
riormente utilizar su producto como
blanco para el disefio de farmacos.
En afios recientes se ha estudiado la
posibilidad de usar el “knockout”
de genes en tripanosomatidos; algu-
nos de estos estudios se han realiza-
do principalmente durante el creci-
miento de pardsitos en condiciones
de cultivo. Un ejemplo de un gen
que no es requerido en un estado del
ciclo de vida, pero que es esencial
en otro, es el de una Map cinasa de
Leishmania mexicana que participa
en la sefalizacién celular. Los pro-
mastigotes mutantes y carentes de
Map cinasa son viables y fenotipi-
camente similares al silvestre. Sin
embargo, son incapaces de infectar
macréfagos, lo que implica que el
gen es esencial para la sobreviven-
cia del parésito en el hospedero. Es-
ta Map cinasa es un blanco prome-
tedor para el disefio de farmacos es-
pecificos contra el parasito, siempre
y cuando no se afecte la enzima del
hospedero mamifero.

La enzima ornitina descarboxila-
sa (ODC) de T. brucei es inhibida
por el inhibidor D, L-a-difluoro me-
til ornitina. Este farmaco se usa cli-
nicamente en la enfermedad del sue-
fo causada por T. b. gambiense. La
ODC esta involucrada en los prime-
ros pasos de la biosintesis de polia-
minas, pero su inhibicién en este pa-
so puede ser eludida por la presencia
de altas concentraciones de poliami-
na exdgena. Con respecto a esto ya
se tienen mutantes nulas de ODC en

o
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T. brucei. En estas mutantes, caren-
tes de poliaminas, se produce citos-
tasis y, finalmente, los pardsitos
mueren. Asi se ha demostrado que la
falta de ODC es letal in vitro bajo
las condiciones estudiadas (16).

LIMITACIONES PARA LA
INTRODUCCION DE NUEVOS
FARMACOS

Los criterios para permitir la intro-
duccién de un nuevo compuesto al
mercado farmacéutico son suma-
mente estrictos y dificiles de llenar y
esta es la principal raz6n por la cual
la mayoria de los compuestos con
actividad farmacoldgica nunca lle-
gan a convertirse en farmacos utiles.
La identificacién y las pruebas clini-
cas de un nuevo farmaco llevan un
promedio de 12 afios o mds (17). Es
por eso que un acercamiento racio-
nal hacia el descubrimiento de far-
macos es atractivo para las compa-
fifas farmacéuticas debido a que
promete acelerar este proceso. Un
hecho desafortunado, es la falta de
interés de las compaiiias farmacéuti-
cas por las enfermedades parasita-
rias mds predominantes en el tercer
mundo. La razén econdémica de esta
situacion es evidente, ya que la eco-
nomia de los paises en vias de desa-
rrollo, donde estas enfermedades
predominan, no puede proveer las
ganancias deseadas. Es por ello que
los esfuerzos por avanzar la investi-
gaciéon en el campo ha quedado en
manos de grupos de cientificos aca-
démicos y del sector publico (17).

CONCLUSION

La posibilidad de identificar inhibi-
dores selectivos de enzimas de la
glucdlisis de tripanosomas se consi-
dera muy prometedor. Dichos inhi-
bidores pueden ser utilizados como
guias para nuevos farmacos. A pe-
sar de que la glucoélisis es una via
altamente conservada, se pueden
identificar diferencias estructurales
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y cinéticas en la mayoria de las en-
zimas tripanosomales comparadas
con su equivalente en los humanos.
En una gran variedad de casos estas
diferencias han permitido el disefio
y sintesis de inhibidores selectivos.
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Algunos de estos inhibidores han
bloqueado la glucdlisis en los para-
sitos y retardado su crecimiento en
cultivos sin tener efecto sobre célu-
las de mamifero. En futuras investi-
gaciones se podrd optimizar su afi-
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EL PLEGAMIENTO DE LOS PRIONES*

0scAR FLORES-HERRERA, FEDERICO MARTINEZ Y JuaN PABLO PARDO

RESUMEN

Se ha sugerido que los priones causan algunas enfermeda-
des transmisibles, genéticas y esporddicas del sistema ner-
vioso central, entre las que se incluyen a la encefalopatia
espongiforme del ganado bovino y a las enfermedades de
Creutzfeldt-Jakob, Gerstmann-Striussler-Scheinker y el
insomnio fatal familiar en los humanos. Las particulas in-
fecciosas estdn compuestas por una isoforma anormal de la
proteina pridnica, la cual estd codificada por un gene cro-
mosomal. Un proceso postraduccional atin desconocido,
convierte la proteina pridnica celular en una isoforma
anormal. Los estudios realizados en este tipo de enferme-
dades, proveen una conexion entre el plegamiento de las
proteinas y las enfermedades pridnicas. En este trabajo se
examina el modelo termodindmico para el plegamiento de
los priones, asi como el mecanismo para su propagacion
que se ha propuesto para entender la forma infecciosa, he-
reditaria y esporadica de este tipo de enfermedades.

PALABRAS CLAVE: Prion, encefalopatia espongiforme,
termodindmica del plegamiento de proteinas, fibras
amiloideas, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enferme-
dad de Gerstman-Straussler-Scheinker, enfermedad del
Insomnio fatal familiar.

ABSTRACT

Prions cause transmissible, genetic and sporadic neuro-
degenerative diseases, including bovine spongiform en-
cephalopathy and Creutzfeldt-Jakob, Gerstmann-Striuss-
ler-Scheinker and fatal familial insomnia diseases in hu-
mans. Infectious particles are composed of an abnormal
isoform of the prion protein, which is encoded by a chro-
mosomal gene. A postranslational process, as yet uniden-
tified, converts the cellular prion protein into an abnor-
mal isoform. The prion diseases provide a connection
between protein folding and neurodegenerative diseases.
In this review, thermodynamic model for prion folding is
examined and the possible mechanism of prion replica-
tion to understand infectious, inherited and sporadic
forms of these diseases.

KEY WORDS: Prion, bovine spongiform encephalo-
pathy, protein folding, amyloid fibril, Creutzfeldt-Jakob
disease, Gerstman-Straussler-Scheinker disease, fatal
familial insomnia.

INTRODUCCION

Las enfermedades pridnicas son un
grupo heterogéneo de entidades no-
solégicas neurodegenerativas ca-
racterizadas, aunque no exclusiva-
mente, por tres tipos de lesiones ti-
picas en el cerebro: la hipertrofia e
hiperplasia de los astrocitos, la pér-
dida de las neuronas y el desarrollo

de vacuolas dentro de las células
del sistema nervioso. Los signos
clinicos de tales enfermedades se
pueden presentar en meses, afios e
incluso décadas, y las lesiones cere-
brales s6lo son el producto final de
otro proceso que involucra el pro-
ducto de un dnico gen: el PRNP (la
proteina pridnica).Las disfunciones

* Recibido: 16 de octubre de 2002. Aceptado: 21 de enero de 2003
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neuroldgicas inducidas por los cam-
bios en el metabolismo de la PrP
pueden adquirirse por la transmi-
sién de una particula infecciosa (el
prion), de caracter hereditario debi-
do a la transferencia de una muta-
cién en el gen PRNP o de cardcter
espontaneo, originado por un meca-
nismo atn desconocido (1).
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Figura 1. Estructura primaria de un prion (PrP). (A) Esta proteina estd asociada a la cara externa de la membrana plasmdtica por medio de
una anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI). La glicosilacion puede ocurrir en dos residuos de asparagina, y el enramado de carbohidratos
puede variar dependiendo de la estirpe prionica de que se trate. En el niicleo hidrofobico se encuentra el sitio de corte del extremo N-termi-
nal, donde la proteina es cortada segiin las condiciones metabdlicas. El puente de disulfuro une dos regiones de la proteina que presentan una
estructura de o-hélice. Cerca del extremo N-terminal se muestran las repeticiones octaméricas, las cuales pueden unir mds de cuatro dtomos
de cobre. Muchas proteinas priénicas de mamiferos presentan un octamero incompleto, sin embargo, se desconoce si presenta alguna funcion.
En cuanto a la estructura secundaria, con técnicas de NMR se predice una topologia p,a 3,0, asi como el niicleo resistente a proteasas.
(B) Mapa genético de las mutaciones y polimorfismos que provocan enfermedades prionicas en humanos, asi como cuatro regiones altamen-
te conservadas en los mamiferos (regiones sombreadas). Asimismo, se muestran las inserciones de 32, 48, 56 y 72 residuos de aminodcidos,
de los cuales los ultimos tres estan asociados con el sindrome de CJ familiar. En particular, se ha podido determinar que las mutaciones pun-
tuales en los residuos 102 (Pro—Leu), 117 (Ala—Val) y 198 (Phe—Ser) se encuentran en pacientes con el sindrome GSS. Las mutaciones pun-
tuales en los residuos 178 (Asp—Asn) y 200 (Glu—=Lys) se encuentran en pacientes con el sindrome de CJ. En letras itdlicas se muestran las

variantes para los priones de cabra y en letras itdlicas y subrayadas, las de raton.

PROPIEDADES GENERALES

DE LOS PRIONES

La conversién de una proteina prio-
nica comun (PrP¢, el superindice C
significa celular) en una isoforma
resistente a la accion de las protea-
sas, la PrPS¢ (el superindice Sc del
inglés “scrapie”, escrapie en espa-
fiol, enfermedad neurodegenerativa
que se presenta en los ovinos, 2), es
el evento clave en la patogénesis de
todas las enfermedades PrP trans-

misibles, donde la PrPs¢, de acuer-
do con la teoria pridnica, es el uni-
co componente de la particula in-
fecciosa (1).

La proteina priénica madura tie-
ne de 208 a 220 residuos de ami-
nodcidos dependiendo de la espe-
cie, dos sitios de glicosilacién y uno
de anclaje a la membrana del tipo
del glicosilfosfatidilinositol (GPI)
ubicado en el extremo carboxilo
terminal. En las dos terceras partes

o

de la proteina, hacia el extremo car-
boxilo terminal, hay tres a-hélices
y 2 laminas p-plegadas estrecha-
mente asociadas (Fig. 1A). Los 80 a
100 residuos de aminoacidos res-
tantes en el extremo amino termi-
nal, incluyendo los dominios para la
fijacion del cobre, adquieren una
estructura muy flexible y poco defi-
nida. La isoforma PrPse, resistente a
las proteasas, carece de este seg-
mento amino-terminal, y debido a
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esto se ha sugerido que dicha region
puede tener poca importancia en la
transmision de las encefalopatias;
sin embargo, la isoforma PrPsc que
se acumula en las afecciones cere-
brales puede presentar la secuencia
del extremo amino-terminal (1).

En la célula, el polipéptido PrP
que se sintetiza de novo tiene un
péptido sefial de secuencia conven-
cional que se acopla al complejo ri-
bosoma-RNAm y al canal translo-
cador de particulas localizado en la
cara citopldsmica del reticulo endo-
pldsmico rugoso (RER) (3). En ge-
neral, el paso de la proteina PrP a
través de este canal se inicia por el
extremo amino terminal y se conti-
nua hasta que se adiciona el anclaje
del GPI y el enramado de carbohi-
dratos, modificaciones que permi-
ten su transito hacia la membrana
plasmdtica. Sin embargo, algunos
cambios en la secuencia de los resi-
duos de aminoacidos disminuyen la
velocidad de translocacion de la
proteina, lo que permite la aparicién
de un intermediario estructural, de-
nominado Ctm-PrP, el cual tiene su
extremo amino terminal en el lu-
men del RER y su extremo carboxi-
lo terminal en el citosol. Esto puede
favorece la autoasociacién del in-
termediario y la formacion de las fi-
bras amiloideas. La mutacién Val
117 ala en el gen del prion humano
es de este tipo y esta estrechamente
relacionada con la herencia domi-
nante del sindrome de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS).

La expresion de la mutante Val
117Ala (ademas de otras mutantes)
produce la acumulacion del Ctm-
PrP en el cerebro de los ratones
transgénicos (Tg), los cuales sufren
una rdpida degeneracion del siste-
ma nervioso central sin la forma-
cion de la isoforma infecciosa del
prion, la PrPsc. Esto sugiere que la
Ctm-PrP puede ser una molécula
neurotéxica comun tanto para las
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enfermedades genéticas como las
adquiridas (1).

La proteina PrP¢ se expresa en el
sistema nervioso central, en el tejido
linfatico y en las uniones neuromus-
culares en forma de una glicoprotei-
na asociada a la membrana plasmati-
ca por medio de un anclaje de GPI
(Fig. 1). La estructura covalente de
la forma patogena (PrPs¢) es idéntica
a la PrPC, pero tiene una conforma-
cion tridimensional radicalmente di-
ferente, lo cual produce su agrega-
cién y la formacion de particulas es-
tables. Aunque la PrPS¢ atin no se ha
purificado a homogeneidad, se han
obtenido fracciones proteicas con un
alto grado infeccioso, las cuales con-
tienen una gran proporcion de la
PrPse. La ausencia de 4cidos nuclei-
cos en estas preparaciones, ademds
de la evidencia genética, permite
concluir que la encefalopatia espon-
giforme transmisible (TSE de sus si-
glas en inglés) es un conjunto de en-
fermedades producidas tnicamente
por proteinas (4).

Debido a que la PrP5¢ presenta un
nicleo resistente a la accién de la
proteinasa K (PK) en el tejido cere-
bral infectado, la isoforma PrP¢
puede ser rapidamente degradada,
mientras que la isoforma infecciosa
se mantiene presente (5). La mi-
croscopia electrénica de la fraccion
enriquecida con este material resis-
tente a la accion de la PK muestra la
presencia de material fibrilar (6).

MODELOS PARA LA

PROPAGACION PRIONICA

Debido a las caracteristicas estruc-
turales de las PrPsc infecciosas, se
ha propuesto un modelo para expli-
car el desarrollo de las enfermeda-
des causadas por estas proteinas
(Fig. 2). En este modelo, la PrP¢
nativa estd en equilibrio con la iso-
forma conformacional PrPs¢ (Fig. 2
A). En este momento, la isoforma
PrPS¢ puede asociarse a otra molé-
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cula de PrPsc, o bien, promover la
conversion de la PrP¢ a la confor-
macién PrPse. Esta asociacion pue-
de continuarse hasta formar un nu-
cleo estable (Fig. 2 B), el cual cre-
ce por adicion de nuevas moléculas
de PrPSc. Posteriormente, esta es-
tructura se divide en pequefias uni-
dades infecciosas (Fig. 2 C), las
cuales contintian creciendo, propa-
gando asi la formacién de estructu-
ras fibrilares (Fig. 2 D). Este tipo
de polimerizacién lineal se ha mo-
delado matemdaticamente y se han
predicho muchas de las observacio-
nes obtenidas durante la evolucién
de la enfermedad (7).

Este mecanismo también explica
el hecho de que la enfermedad pri6-
nica puede aparecer por la herencia
de mutaciones que desestabilizan la
estructura de la forma PrP¢ y que
predisponen su conversion a la for-
ma PrPS¢, o bien por medio de infec-
ciones iatrogénicas o dietéticas con
la isoforma PrPSc. Asimismo, la evo-
lucién de los casos clinicos en don-
de las causas de la enfermedad no
son conocidas (casos esporadicos),
también puede ser explicada por el
mismo paradigma descrito en el mo-
delo, en donde la aparicién de la en-
fermedad puede deberse a una mu-
tacion somdtica o por la conversion
espontdnea de la proteina silvestre a
la conformacién PrPSc. Algunos es-
tudios recientes sugieren que el sin-
drome de Creutzfeldt-Jakob del tipo
esporadico esta asociado a una ciru-
gia en la historia clinica del pacien-
te 0 a una estancia prolongada en
una granja (8). Sin embargo, para
confirmar estas observaciones clini-
cas, aun debe desarrollarse un estu-
dio estadistico riguroso.

CONFORMACION

Y ESTABILIDAD DE LA PrPC

En la década de los 90’s se determi-
no la conformacion de la PrP¢ re-
combinante de ratén (9), de hamster
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(10) y de humano (11) por medio de
resonancia magnética nuclear
(NMR de sus siglas en inglés), la
cual en esencia, es la misma: 3 o-
hélices y 2 laminas B-plegadas aso-
ciadas por dos o tres puentes de hi-
drégeno. Lo anterior contrasta con
conformacién de la isoforma PrPse,
cuya estructura estd enriquecida
con lamina B-plegadas (40% lamina
B-plegadas y 30% a-hélices, deter-
minados por la Transformada de
Fourier de la espectroscopia en el
infrarrojo, FTIR por sus siglas en
inglés) (12). Sin embargo, aunque
no se cuenta con la estructura tridi-
mensional del monémero de la PrP¢
o la PrPSc determinada por métodos
cristalograficos, en el 2001, el gru-
po de Yee (13) report6 la estructura
cristalografica con una resolucion
de 2 A de un dimero del prién hu-
mano. Este dimero es el resultado
de la interconversion tridimensional
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de la a-hélice 3 ubicada en el extre-
mo carboxilo terminal y el rearreglo
del puente de disulfuro. En la inter-
fase del dimero se forma una lami-
na B-plegada antiparalela intercate-
naria trenzada, la cual esta consti-
tuida por los residuos de amino4ci-
do que forman a la a-hélice 2 en la
estructura monomérica determinada
por NMR. Las mutaciones que se
relacionan con las enfermedades
priénicas familiares se localizan en
las regiones involucradas en la in-
terconversion de la estructura o-hé-
lice en 1dmina (3-plegada. La estruc-
tura determinada a partir del cristal,
sugiere que la oligomerizacion a
través de la interconversion tridi-
mensional de este dominio puede
ser un paso importante en la via de
transformaciéon de la PrP¢ en la
Prpse,

En cuanto a la cinética del plega-
miento, se han realizado estudios de

(A)
O<=@
(B}
()
Bl - R — [::;l::;I.:::1:;'1;;.;}:;;:1H"
(D)
G55 5 A B B A B B A 1)

Figura 2. Mecanismo propuesto para la propagacion de la estructura PrP5. El modelo es di-
vidido en cuatro estados. (A) La estructura PrPC (circulo) se encuentra en equilibrio con la
isoforma PrP5 (cuadrado). (B) Los monomeros pueden interaccionar entre si, de forma débil
y reversible, hasta constituir un niicleo estable. Una vez que se ha alcanzado este tamario, los
monomeros de PrP% pueden asociarse irreversiblemente y permitir asi el crecimiento de la
estructura fibrilar (C). La particula infectiva puede dividirse y producir dos unidades meno-
res pero estables, permitiendo multiplicar el niimero de estructuras fibrilares (D).
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fluorescencia de flujo detenido
(stopped-flow) empleando el nu-
cleo de la PrP¢ de ratén resistente a
las proteasas, denominado
MoPrP(21-23D) con la mutacion
Phe175Trp, el cual presenta la mis-
ma estructura y estabilidad que la
proteina silvestre, pero muestra un
mayor cambio en la fluorescencia
durante su desnaturalizacién debido
al triptofano incorporado. Aunque a
temperatura ambiente el plegamien-
to es muy rapido para ser observa-
do, a 4°C, éste ocurre con un tiem-
po de vida medio de 170 us sin la
presencia de algun intermediario.
De acuerdo con estas observacio-
nes, los estudios de intercambio de
hidrégeno/deuterio con la PrP¢ hu-
mana, muestran que la constante de
equilibrio que describe la distribu-
cién de los estados nativo y desna-
turalizado tiene el mismo valor que
el factor de proteccion del inter-
cambio de hidrégeno/deuterio (11);
es decir, que la ruta mas probable
para la conversion de la PrP¢ a la
PrPs¢ es a través de un estado des-
plegado que retiene una pequea re-
gion estructurada de 10 residuos de
aminodcido alrededor del puente de
disulfuro, y no a través de un inter-
mediario altamente organizado, co-
mo ha sido sugerido para el caso de
la formacion de la placa amiloide
en otros sistemas.

No obstante, aunque a pH fisiol6-
gico las proteinas recombinantes de
PrP¢ se desnaturalizan a través de
un mecanismo de dos estados, a pH
dcido se observa una via de plega-
miento alternativa. Las proteinas
PrP¢ recombinantes de humano
(huPrP®9-23D) y de raton (MoPrPU2!-
23D) presentan un intermediario en
su via de plegamiento a pH de 4
(14). La espectroscopia de dicrofs-
mo circular muestra que este inter-
mediario esta bien estructurado, con
una topologia constituida esencial-
mente de lamina B-plegada, por lo
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que se ha propuesto como un estado
intermedio en la via de formacién de
la PrPS¢. Aunado a esto, los estudios
realizados con un fragmento del
prion humano (huPrP®!-23D) 'mostra-
ron que a pH 4cido y en un ambien-
te reductor, la PrP se pliega como un
mondémero soluble constituido casi
exclusivamente de ldminas (3-plega-
das (15). Los autores sugieren que
las caracteristicas del medio pueden
influir en la transformacion de la
PrP€, cuya conformacién nativa es
de a-hélices, en un mondémero alta-
mente compacto y rico en ldminas
B-plegadas. Este mondmero soluble
(B-PrP) es resistente a la actividad
de la PK, caracteristico de la PrPsc, y
es un precursor de estructuras fibri-
lares muy similares a las aisladas de
cerebros enfermos. No obstante, atin
tiene que demostrarse experimental-
mente que estas alteraciones en la
estructura de los estados conforma-
cionales de la proteina son suficien-
tes para causar la enfermedad.

Las mutaciones del gen PRNP
tienen diferentes efectos sobre la
proteina sintetizada, por ejemplo,
puede predisponer a la molécula a
formar agregados, promover la aso-
ciacion entre la isoformas PrPSc y la
PrP€, o facilitar la unién de un li-
gando especifico a la proteina sil-
vestre. En este sentido, Glockshu-
ber y cols. (16) realizaron experi-
mentos de mutaciones dirigidas en
el gen PRNP humano para relacio-
nar la estabilidad de la PrP¢ y su
propension para transformarse en
PrPSc. Sus resultados prueban la hi-
potesis de que las mutaciones aso-
ciadas con las enfermedades priéni-
cas heredadas pueden provocar, en
algunos casos, la desestabilizacion
de la PrP¢ y promover su transfor-
macioén a la isoforma PrPSc. En el
dominio del extremo carboxilo
(huPrP(21-23D) "e] cual es la tinica re-
gién de la proteina con una estruc-
tura terciaria bien definida, se loca-
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lizan ocho mutaciones asociadas
con la presencia de la enfermedad
neuroldgica. Las proteinas mutan-
tes presentan las mismas caracterfs-
ticas espectroscépicas que la protei-
na silvestre, lo que excluye la posi-
bilidad de que las mutaciones per se
puedan inducir la conformacién
PrPSc. Sin embargo, la estabilidad
termodindmica de las proteinas mu-
tantes no se correlaciona con los fe-
notipos especificos correspondien-
tes. En este sentido, solo cinco de
las mutaciones desestabilizan a la
proteina, mientras que las restantes
presentan la misma estabilidad que
la proteina silvestre. Lo anterior su-
giere que la desestabilizacion de la
PrP€ no es el tinico mecanismo pa-
ra su transformacion en la PrPS¢, ni
la base para el fenotipo de las enfer-
medades pridnicas heredables.

Por otro lado, Cohen (17) propu-
so que la conversién conformacio-
nal de la isoforma PrPC en la PrPse
puede estar bajo un control termo-
dindmico o cinético. El hecho de
que la proteina pridnica pueda en-
contrarse en dos estructuras confor-
macionales, el monémero represen-
tado por la PrPC¢ y la multimérica
formada por la PrPS¢, donde la pro-
teina silvestre es mds estable en la
conformacién PrP¢, mientras que la
mutante prefiere adoptar la forma
PrPSe, puede deberse a un control
termodindmico si la diferencia en
la estabilidad de la proteinas silves-
tre y mutante en los estados C y Sc
es grande, o cinético si la barrera
cinética que evita la conversion de
la secuencia silvestre (WT) del es-
tado C al Sc es eliminada por la
mutacioén que causa la enfermedad
(Fig. 3 Ay B).

La estabilidad conformacional de
una amplia variedad de proteinas
mutantes sugiere que una mutacion
puntual puede modificar el valor del
AG de plegamiento en aproximada-
mente 2 6 3 kcal/mol (18). En este
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sentido, si el modelo termodinamico
es el adecuado y la conversion de la
especie monomérica PrP¢ en la mul-
timérica PrPSc estd controlada por la
diferencia en las AG de cada estado
(Fig. 3 A), se podria esperar que la
produccion de la PrPSe a partir de la
proteina silvestre sea de aproxima-
damente el 1% de la produccion de
la PrPsS¢ a partir de la mutante. Esta
prediccion no coincide con los datos
neuropatolégicos y las observacio-
nes epidemioldgicas del sindrome
de CJ esporadico, probablemente
porque no se ha incluido en el anali-
sis la agregacion de la PrPSc, que
puede desviar el equilibrio hacia el
estado Sc. Aunado a esto, los expe-
rimentos de irradiacion ionizante
sugieren que la particula infecciosa
minima es un dimero de PrPSc (19).
Si se considera la energia requerida
para la formacién de un dimero, en-
tonces la formacion de la PrPSc a
partir de la proteina silvestre podria
ser tan solo del 0.01% de la produc-
cion total de la PrPSc a partir de la
mutante. Ademas, el valor de la coo-
peratividad en la formacion del di-
mero a partir de la proteina mutante
depende del sitio donde se encuen-
tra la sustitucion del residuo de ami-
noacido. Asi, la contribucién de la
cooperatividad a la diferencia de la
energia libre entre ambas isoformas
(A(GWTMUT) no excede de 2-3 kcal-
/mol. En esas condiciones extremas,
la forma PrP%¢ silvestre deberia ser
tan comin como la especie PrpPs
mutante, donde los niveles de la
PrP3S¢ silvestre podrian ser detecta-
dos a través de bioensayos de infec-
tividad. Sin embargo, esto no coin-
cide con los estudios de inoculacién
de la PrPc (20).

En contraste, el modelo de con-
trol cinético de la conversion de la
PrP€en la PrPS¢ aporta una explica-
cién sencilla para los resultados cli-
nicos y experimentales (Fig. 3 B).
En este modelo, la isoforma PrPsc
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Figura 3. Diagramas de la energia libre para la estabilidad y la transicion conformacio-
nal de la proteina priénica. Modelos del control termodindmico (A) y cinético (B) para la
conversion de la isoforma PrPC€ silvestre (WT) y mutante (MUT) en la is%forma PrPsc. DG
es la diferencia en la energia libre entre los estados PrP¢ y PrP, y DG* es la energia de
activacion entre esos dos estados. D(GVTMUT es [a diferencia entre el DGV 'y el DGMUT. Los
diagramas de la energia libre para las proteinas silvestre (WT) se muestran en lineas con-
tinuas y para la proteina mutante en lineas punteadas. La estabilidad termodinamica de
las proteinas MoPrP¢y MoPrP5¢ determinadas a pH de 3.6 es de 4 kcal/mol y 6 kcal/mol,
respectivamente, mientras que el DG entre ambas proteinas es de 2 kcal/mol. El estado
desnaturalizado se representa por una U (C). El diagrama de la energia libre para la tran-
sicion conformacional, representa la energia de activacion determinada a pH de 3.6, don-
de ET es el estado de transicion (D). La isoforma PrP*¢ presenta una transicién adicional
hacia la formacion de la placa amiloide (linea punteada).

s6lo necesita ser marginalmente
mas estable que la PrP¢ (A(G entre
-1.5 y -3 kcal/mol). Para explicar la
ausencia de la PrPS¢, la barrera
energética que separa a ambos esta-
dos deberia tener un valor de AG-
fde entre 36y 38 kcal/mol, si se su-
pone la presencia de un estado de
transicion (Fig. 3 B). En este senti-

do, un pequefo cambio en la mag-
nitud de la barrera de activacién
(A(Gi"*’T/MUT = 1.5 a 3 kcal/mol) po-
dria producir una disminucién en la
velocidad de conversion en aproxi-
madamente 100 veces. Los resulta-
dos obtenidos muestran que el
cambio en la estabilidad de algunas
mutantes es despreciable (A(G = -2
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y 0.4 kcal/mol), mientras que para
seis de ellas es mayor a 1.5 kcal-
/mol. Probablemente, las primeras
tienen un mayor impacto en el AG
que en la estabilidad de la forma
PrPC. La isoforma PrPSc también
puede tener una influencia en el as-
pecto cinético del proceso de con-
versiéon si actia como un molde
que disminuye la barrera de activa-
cién (AGi) para los cambios con-
formacionales, de una manera simi-
lar a como actia el sitio activo de
las enzimas, orquestando la coloca-
cion del sustrato para acelerar la
velocidad de una reaccion.

En general, la formacién de los
depdsitos fibrilares en la enferme-
dad prionica puede seguir el si-
guiente esquema:

ASA*SBS B,
donde A es la isoforma PrP¢ cuyo
estado estructural es el de un mo-
noémero, A* es un estado conforma-
cional activado de A, el cual es sus-
ceptible a experimentar un draméti-
co cambio estructural, B es el esta-
do conformacional alterado que es
propenso a la auto-asociacién, y B,
es el estado multimérico que repre-
senta al material patogénico dificil
de reciclar.

En el modelo cinético se pueden
establecer dos tipos de barreras pa-
ra la formacién de B,. Si se trata de
una proteina grande y las conforma-
ciénes de A y B son muy diferentes,
entonces puede existir una gran ba-
rrera cinética de tipo entélpico, don-
de B podria desempeiiar el papel de
molde para disminuir la barrera
energética de los cambios confor-
macionales. En este sentido, se tie-
nen algunas evidencias que sugie-
ren que las enfermedades pridnicas
se ajustan a este modelo. Por otra
parte, si es una proteina pequefia la
que experimenta un gran cambio
conformacional, como el péptido
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PAPP en la enfermedad de Alzhei-
mer o la calcitonina en el carcinoma
medular de la tiroides (21), o si se
tiene un pequefio cambio conforma-
cional, como en la formacion de la
hemoglobina fibrilar (22), entonces
el paso limitante es la formacion del
nicleo multimérico estable (B,).
Los resultados de la fibrinogénesis
experimental empleando péptidos
del tipo BAPP, sugieren que esta en-
fermedad se ajusta al modelo de la
polimerizacién nuclear (23).

En general, para las enfermeda-
des pridnicas, dos estados especifi-
cados en la ecuacion 1 han sido cla-
ramente identificados, mientras que
para los restantes se tienen algunos
candidatos. Las isoformas PrP¢ y
PrPS¢ corresponden a los estados A
y B, respectivamente, donde A es
un mondmero rico en estructuras o-
hélices, mientras que B, es la forma
multimérica rica en estructuras la-
minas B-plegadas. Aunque el tama-
fio de la forma multimérica atin no
ha sido determinado, los experi-
mentos de irradiacion ionizante in-
dican que el tamafio de las particu-
las infecciosas es de 55 kDa, lo que
corresponde a un dimero de la PrPse
(19). En 1997, Kaneko y cols. (20)
sugirieron que los residuos de ami-
noicidos en las posiciones 168,
172, 215 y 219 son importantes en
la auto-interaccion de la PrPSe. Ex-
perimentos de NMR muestran que
en la estructura tridimensional de
varias recombinantes de la PrPC¢, los
residuos 172, 215 y 219 forman un
“parche” continuo en la superficie
de la molécula. Los experimentos
de mutagénesis dirigida mostraron
que los residuos 172 y 171, aunque
forman parte de este parche, no son
indispensables para la interaccion.
Por otra parte, se ha sugerido que la
reorganizacion estructural que da
lugar a la formacién de A* involu-
cra el alargamiento de una o-hélice
hacia el extremo amino terminal,
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hasta incluir en ésta al residuo 168,
con lo que se forma una superficie
continua (10). En este sentido,
Jackson (15), empleando un prion
humano recombinante, huPrP®©0-23D,
identific6 una forma monomérica
rica en estructuras f3, capaz de for-
mar moléculas fibrilares; aunque
aln no se cuenta con evidencias ex-
perimentales que demuestren que se
trata de una molécula infecciosa, es
un buen candidato para representar
al estado B. Sin embargo, atin es ne-
cesario hacer una mejor caracteriza-
ciéon de cada uno de esos estados
para refinar el modelo de la multi-
plicacion de las particulas infeccio-
sas en las enfermedades pridnicas.
Recientemente, Cohen y cols.
(24), han demostrado que en el ple-
gamiento hacia el estado nativo de
la proteina recombinante del prion
del ratén (MoPrP®>-23D)  existe un
control cinético. Por medio de la es-
pectroscopia de dicroismo circular
y de la cromatografia de exclusion
molecular, se determiné que la des-
naturalizacion por urea de la isofor-
ma PrPC€ tiene un AG de -3.6 kcal-
/mol, mientras que para la isoforma
PrPSc el AG es de -6.1 kcal/mol
(Fig. 3 C). Lo anterior indica que la
isoforma PrPS¢, rica en estructuras
laminas P-plegadas, es termodiné-
micamente mas estable que la iso-
forma PrPC, rica en estructuras o.-
hélices. La transicion conformacio-
nal entre ambas isoformas tiene una
barrera energética de 20 kcal/mol,
la cual es asociada con el proceso
de desnaturalizaciéon y con la for-
macion de oligémeros de la isofor-
ma PrPS¢ (Fig. 3 D). En un ambien-
te acido y en presencia de urea, la
proteina MoPrP®%23D se encuentra
parcialmente desnaturalizada, en
estas condiciones se evita la trampa
cinética que dirige la consolidacion
de la isoforma PrP¢ y la proteina se
pliega directamente en la isoforma
PrPS¢, la cual es termodinamica-
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mente mas estable (Fig. 3 D). En es-
tas condiciones, la formacion de la
placa amiloidea se ve favorecida.

Asimismo, este grupo model6 el
plegamiento de los priones em-
pleando un modelo de malla (“latti-
ce model) de baja resolucién para el
plegamiento de las proteinas (25).
Si en el modelo se permite la dime-
rizacion de las proteinas durante su
re-plegamiento, s6lo una pequefia
proporcién de éstas (alrededor del
17%) adopta un estado nativo ho-
modimérico. El arreglo de la estruc-
tura de este nuevo estado nativo ho-
modimérico es muy diferente en
conformacién a la estructura del
monomero nativo. Asimismo, mos-
traron que las proteinas modelo que
son relativamente menos estables
como monomeros, tienden a auto-
asociarse en un homodimero nativo
estable. Sus resultados sugieren que
las proteinas cuyo estado nativo es
un monomero inestable, adquieren
una mayor estabilidad por medio de
incrementar el nimero de las inte-
racciones entre los mondmeros,
dando por resultado un estado nati-
vo multimérico cuya conformacion
puede ser sustancialmente diferente
al mondémero nativo inicial. Este
modelo que explica el plegamiento
aberrante de las proteinas, puede te-
ner una gran repercusion en las en-
fermedades asociadas con la agre-
gacion de las proteinas.

El grupo de Chang (26) ha estu-
diado la participacién del puente de
disulfuro (Cys179-Cys214) en el
plegamiento de la proteina recom-
binante del prion de ratén
(MoPrP@3-23D) En condiciones re-
ductoras, la proteina muestra unas
propiedades de plegamiento muy
inusuales; por ejemplo, en ausencia
de cualquier agente desnaturalizan-
te, su plegamiento es extremada-
mente lento, sin importar el valor
del pH del medio. Sin embargo, a
pH de 8 y en presencia de algin
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agente desnaturalizante (4 M de
urea o 2 M de hidrocloruro de gua-
nidina), la proteina MoPrP@?3-23D
con las cisteinas reducidas, es ca-
paz de plegarse hacia la estructura
nativa. Mds audn, este plegamiento
puede ser estimulado por la presen-
cia de moléculas oxidantes tales
como el glutatiéon oxidado. Por otra
parte, el plegamiento de Ila
MoPrP®3-23D reducida en condicio-
nes acidas (pH = 4) y en presencia
de 4 M de urea, produce tres isdme-
ros conformacionales distintos al
estado nativo. De estos estudios,
los investigadores sugieren que la
MoPrP®3-23) reducida puede adop-
tar una estructura muy rigida, don-
de las cisteinas se encuentran ocul-
tas en el niicleo hidrofébico; la pre-
sencia de agentes desnaturalizantes
o un pH 4cido desestabiliza esta es-
tructura rigida y disminuye la ba-
rrera energética, lo que permite la
oxidacién de las cisteinas y el ple-
gamiento de la proteina. Con res-
pecto a la produccidn de tres distin-
tos 1sdmeros conformacionales, €s-
tos presentan dos cisteinas libres y
son ricos en estructuras laminas f3-
plegadas (determinadas por di-
croismo circular). El hecho de que
puedan ser separados por técnicas
de HPLC, indica que el prion es ca-
paz de adoptar distintas estructuras
conformacionales estables que son
separadas por barreras energéticas.

Por otra parte, el grupo de Inouye
y Kirschner (27) estudi6 el nicleo
hidrofébico de los priones, en parti-
cular, explorando el efecto de la hi-
dratacion alrededor del sitio de la
mutacién en los cambios estructura-
les que experimenta la proteina PrP.
Para esto, se emplearon péptidos
sintéticos derivados de la PrP, donde
se incluye la mutacién Prol102Leu
en el dominio hidrofdbico, caracte-
ristica del sindrome de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS). Asi-
mismo, analizaron el efecto de la
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hidratacion de las mutaciones
Ala—Val sobre el plegamiento del
péptido. Los péptidos sintéticos que
utilizaron fueron: dos secuencias
que incluyen al nicleo hidrofébico
del prion de hamster sirio, la prime-
ra abarca desde el residuo 106 al
122 (SHa(106-122)) 13 otra desde el re-
siduo 104 al 122 con las mutaciones
Alall3Val, Alall5Val y Alal18Val
(SHa10+-122) " 3AJa—Val); el tercer
fragmento fue el segmento hidrofé-
bico del prion de ratén, que se limi-
ta en los residuos 89 y 143 (Mo®?-
143)); el cuarto fragmento es el seg-
mento hidrofébico del prion de ra-
tén sustituido en la prolina 101 por
una leucina (Mo®%143) Pro101Leu).

La difraccion de rayos X del pép-
tido SHa%-122 muestra la forma-
ciéon de una estructura parecida a
una loza de 33 A de grueso, la cual
estd estabilizada por una gran canti-
dad de puentes de hidrégeno. En
contraste, cuando este péptido liofi-
lizado se equilibré contra una hu-
medad relativa del 100%, mostré
muy pocas estructuras del tipo 1a-
mina [-plegada. En condiciones si-
milares, los péptidos mutados
SHa(0+-122)  3Ala=—Val, y el
MoPrP®%-143) Pro101Leu, formaron
estructuras fibrilares p-cruzadas de
40 A de ancho, lo que apoya la hi-
poétesis de que la secuencia hidrofo-
bica forma un molde o niicleo que
promueve el P-plegamiento. Asi-
mismo, estas mutaciones favorecen
el plegamiento de estos péptidos en
estructuras compactas, lo que reper-
cute en la formacién de estructuras
p-fibrilares de gran tamaiio.

Sin embargo, aunque dichos es-
tudios han aportado una gran canti-
dad de evidencias experimentales
sobre la transformacion de la pro-
teina pridnica PrP¢en la isoforma
PrPS¢, éstos se han realizado en so-
luciones acuosas, lo que contrasta
con la situacion biolégica, donde la
proteina pridnica PrP¢ se encuentra

o
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asociada a la membrana celular.

En este sentido, el grupo de Sure-
wicz (28) estudié las alteraciones
en la conformacion del prion huma-
no originadas por su interaccion
con las membranas lipidicas. Se uti-
lizaron tres péptidos derivados del
prion humano: huPrP@230 que in-
cluye a toda la proteina, excepto la
region del anclaje del GPI; huPrP@*
149 que incluye solo al extremo N-
terminal y huPrP®%-23D que incluye
solo al extremo C-terminal (Fig. 1
A). La proteina huPrP®3-23D se aso-
cia a las membranas de vesiculas
constituidas por fosfatidilserina y
fosfatidilcolina. Esta interaccion,
que depende del pH, es particular-
mente grande en condiciones A4ci-
das. Los datos espectroscopicos
muestran que la asociacién de la
huPrP@3-23D a las membranas produ-
ce que la region del N-terminal se
ordene formando estructuras o-hé-
lices. Por otra parte, el dominio ple-
gado del extremo C-terminal em-
pieza a desestabilizarse, especial-
mente a pH bajos, mientras que su
asociacion a la membrana es pobre.
Debido a que los fragmentos de la
PrP¢ empleados en este estudio se
sobrelapan en la region 90-145, es
dificil localizar con precision los si-
tios de unién de la proteina con la
membrana. Sin embargo, el andlisis
de la desnaturalizacion térmica de
la proteina huPrP@3-23D en presencia
de las vesiculas no es reversible, lo
que sugiere la formacion de agrega-
dos de tipo proteico. Estos datos co-
rrelacionan con los resultados re-
portados por Riek (9), los cuales in-
dican que una de las superficies del
dominio plegado presenta carga po-
sitiva y es relativamente hidrofébi-
co (alto momento hidrofébico), lo
que le permite interactuar con la su-
perficie de la membrana. En con-
traste con la proteina huPrP®3-230 y
el fragmento 23-145, el fragmento
que incluye la regién del carboxilo
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terminal solo se une a la membrana
a pH inferior a 6. Esto se correlacio-
na con la distribucion de los resi-
duos de aminoécidos cargados posi-
tiva o negativamente dentro de los
diferentes segmentos de la PrP¢: la
proteina completa, asi como la
huPrP@-149 son muy bdsicas y sus
puntos isoeléctricos son 9.3 y 10.6,
respectivamente, mientras que el
punto isoeléctrico del segmento
huPrP®%-23D es de 7.2. El comporta-
miento de unién de los diferentes
fragmentos a la membrana y el re-
querimiento de fosfolipidos écidos,
sugieren que la interaccion de la
proteina o sus fragmentos con los
lipidos de la membrana se establece
por fuerzas electrostaticas. No obs-
tante, ain no se puede descartar la
participacion del efecto hidrofébi-
co. En este sentido, Swietnicki y
cols. (29) demostraron que a pH
dcido se induce un incremento en el
area hidrofébica expuesta por el
fragmento huPrP®0-23D,

En conjunto, estos resultados
muestran que existen diferencias
sustanciales en la estabilidad y la
conformacién de las proteinas PrP
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recombinantes humanas asociadas a
las membranas lipidicas, y son dife-
rentes a lo observado cuando la pro-
teina estd libre en la solucion. Lo
anterior sugiere que las interaccio-
nes entre la membrana y la proteina
PrP pueden desempefiar un papel
importante en modular la transicion
conformacional de la proteina, en
especial la conversion entre la PrP¢
a la isoforma PrPse.

CONCLUSIONES

Hasta ahora se ha reforzado ex-
perimentalmente la participacion de
las proteinas pridnicas como el
agente involucrado en la aparicion
y el desarrollo de diferentes enfer-
medades neurodegenerativas. El
avance en el conocimiento de la na-
turaleza de las enfermedades pri6-
nicas incluyen la determinacion de
la estructura tridimensional de Ia
PrPC€ y su dindmica de plegamiento,
asi como la caracterizacion de dife-
rentes estados durante el plega-
miento que pueden estar involucra-
dos en la conversion a la isoforma
PrPse. La susceptibilidad proteoliti-
ca, asi como el anélisis de tejidos
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Cinética Enzimatica. Inhibicion por sustrato

Para determinar la afinidad de la Piruvato Cinasa (PK)
de un extracto del parasito Entamoeba histolytica ha-
cia el fosfoenolpiruvato (PEP), se varié la concentra-
cion del sustrato en un intervalo de valores comun-

Rafael Moreno Sanchez y Emma Saavedra.
Correo E: rmorenos@campus.iztacala.unam.mx

mente empleado para las mismas enzimas de otros or-
ganismos. La actividad de la PK se determiné espec-
trofotométricamente a 340 nm acoplando la formacién
de piruvato con la oxidaciéon del NADH la cual es ca-
talizada por la Lactato Deshidrogenasa. Los datos fue-
ron los siguientes:

[PEP], ptM Velocidad inicial, nmol min-1 (mg proteina)'1
5 4.0
10 7.0
20 22.0
50 41.0
200 45.0
300 33.0
500 32.0
1000 25.0
1500 16.0
2000 12.5

Se puede apreciar que hay un efecto inhibitorio de las altas concentraciones de PEP, lo cual sugiere la exis-
tencia de un segundo sitio de union en la enzima. Determinar la constante de disociacion (Ksi) del segundo

sitio de unidn para sustrato.
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METABOLISMO DEL COLESTEROL

HORIZONTALES

Acido abundante en la bilis humana, se forma por la pér-
dida de 3 carbonos del 7a-hidroxicolesterol.

La del tipo II tiene como caracteristica una disminucién en
la velocidad de depuracion de LDL y colesterol, que con-
duce a aterosclerosis y coronariopatia.

Regioén celular donde se sintetiza el colesterol.

Término que conjunta a las hormonas femeninas: estra-
diol, estrona y estriol las cuales aumentan gradualmente
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su concentracion durante el embarazo.

Llamadas asi a las proteinas de las lipoproteinas.
Esteroides de 21 carbonos, en humano son promotores de
la gluconeogénesis, lipdlisis en las extremidades y lipogé-
nesis en cara y tronco.

Androégeno testicular sintetizado a partir de androstendiona.
Molécula que pirofosforilada resulta de la descarboxila-
cién del mevalonato.

Acumulacién de colesterol tanto libre como esterificado y
de lipoproteinas en el endotelio de la pared arterial.
Funcién que mantiene unido el colesterol a un 4cido graso.

o
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Tiene funcién emulsificante ya que disminuye la tension
superficial; es importante en la digestién y absorcion de
los lipidos.

Hormona que promueve la translocacién del calcio a tra-
vés de la membrana celular intestinal; este i6n, junto con
el fésforo intervienen en la formacién de hueso.

Se encuentra en las heces debido a la reduccién que sobre
el colesterol realizan las bacterias intestinales.

Enzima que permite la formacion de acetoacetil coenzima A
a partir de dos moléculas de acetil coenzima A. acetoacetil
coenzima A a partir de dos moléculas de acetil coenzima A.
Se forma con ayuda de la 6xido escualeno ciclasa.

Se encuentran en el quilo y transportan a todos los lipidos
dietéticos en la circulacion.

En este grupo de moléculas quedan incluidos los quilomi-
crones, las VLDL, IDL, LDL, HDL, y HDL..

Término que conjunta tanto a las formas naturales como
a las sintéticas de la vitamina A.

Se encuentra pirofosforilado, dos unidades de esta estruc-
tura con ayuda de la escualeno sintetasa dan lugar a una
molécula de 30 d&tomos de carbono.

Corteza en donde se sintetizan glucocorticoides, minera-
locorticoides y andrégenos.

Producto de la reaccién de un 4cido biliar y un compues-
to que contiene azufre.

Es sintetizado en la corteza suprarrenal y es el glucocor-
ticoide predominante en el humano.

VERTICALES

Estructura base de los esteroles, tiene 17 carbonos distribui-
dos en cuatro anillos.

Via cuyo producto se ha relacionado con el desarrollo de la ate-
rosclerosis cuando su concentracion se incrementa en sangre.

10
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37

Circulacién que permite que una parte de las sales biliares
regresen al higado a través de la circulacion portal.
Cuando esta estructura estd totalmente reducida y unida al
ciclopentano, forma parte del esqueleto de todos los este-
roides.

Producto de la condensacién de seis unidades isoprenoides.
Hormona mineralocorticoide que promueve en rifién, la re-
tencién de sodio y la excrecion de potasio.

Clase de hormonas que tienen como efecto la espermato-
génesis, caracteristicas masculinas secundarias y la virili-
zacion.

Globulina plasmatica humana que transporta al cortisol y a
la corticosterona.

14.- Precursor de dcidos biliares, de hormonas suprarrenales y
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sexuales, de glucésidos cardiacos y de vitamina D; sus va-
lores normales en sangre son de 150-220 mg/dL.

Es el primer cuerpo cetdnico sintetizado.

Se produce en la piel mediante la irradiacion ultravioleta
del 7-deshidrocolesterol.

Si se activa con 3 ATP y se descarboxila da lugar al isopen-
tenil pirofosfato.

Padecimiento que afecta a algunos varones mayores de 60
afios; la testosterona en combinacion con otras moléculas,
propicia la divisién incontrolada de las células, ocasionan-
do una hipertrofia prostatica benigna.

Residuo con el cual se encuentran activadas la mayoria de
las moléculas precursoras del colesterol.

Componente de la cadena respiratoria formado a partir de
unidades isoprenoides.

Acido precursor del colesterol, tiene seis carbonos y pro-
viene de acetil coenzima A.

Metabolito intermedio de la via de sintesis del colesterol,
tiene 10 carbonos y participa activado con pirofosfato.
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Por lo general, las moléculas de sustrato (S) se unen a
los sitios activos de las enzimas (E) para su transforma-
cion en producto. Sin embargo, a altas concentraciones
de sustrato puede ocurrir la formacién de complejos ES
improductivos, en los cuales una segunda molécula de
sustrato ocupa también el sitio activo, interfiriendo con
la catdlisis. El esquema cinético de esa interaccion se
describe a continuacion:

k; kP
E+ S —~"ES——=E+ P
k,
+

S

Ll ‘ ks

ES,

Suponiendo equilibrio rdpido o estado estacionario, la
ecuacion de velocidad que representa al mecanismo ci-
nético esquematizado arriba es:

Vm
1 + Km/S + S/Ksi

en donde

Vm=kpr ;

total”

Km = (k, + kp)/ k,; Ksi=k_/k,

La aplicacion de dobles reciprocos a la ecuacion resul-
ta en:

1/v=1/Vm + Km/(Vm x S) + (S x Ksi)/Vm @

A altas concentraciones de S, el término Km/S es muy
bajo y puede despreciarse, por lo cual la ecuacién 2 se
puede reducir a:
Ksi S + 1 e
Vm Vm

1/v =

La porcion lineal de la gréfica de S versus 1/v representa
la region en la cual el término Km/S es muy bajo.
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De acuerdo con la ecuacion 3 el valor de la ordenada al
origen es igual a 1/Vm, mientras que la abscisa al origen
es — Ksi. Por lo tanto, la linea recta indica que la Vm =
71.4 nmol min™! (mg pro‘[eina)'1 y la Ksi =464 uM. Pa-
ra estimar la Km se sigue el procedimiento usual de gra-
ficar los dobles reciprocos, 1/PEP versus 1/v, en la region
en la cual la inhibicién por sustrato sea muy baja.

Un procedimiento mds adecuado para la determinacion
de los parametros cinéticos es el de analizar por regre-
sion no lineal el total de los datos experimentales. Pa-
ra ello se requiere el acceso a programas computacio-
nales que permitan editar la ecuacion respectiva y ten-
gan la versatilidad de graficar los resultados. Uno de
estos programas es Origen Microcal. Usando este pro-
grama, se analizaron los datos de la PK por regresion
no lineal con la ecuacién 1. Los resultados se muestran
a continuacion:

50 -

Vm=79+19
Km =352 £ 22
Kis = 364 +158




35-39 Problema bioguimico 6/19/03 10:49 PM Page 39 $

REB 22 (1): 38-39

La dispersion del ajuste se puede reducir incrementan-
do el nimero de puntos experimentales en los dos ex-
tremos de la gréfica: a bajas concentraciones de PEP (<
100 pM) para la Km y a muy altas concentraciones de
PEP (> 2000 pM) para la Ksi.

Otras situaciones, analizadas por Dixon y Webb (1979),
en las cuales se puede presentar una inhibicién por sus-
trato son:

1. Disminucién de la concentracién de agua por la
presencia de las altas concentraciones de sustrato
(p. ej. sacarosa).

2. En una enzima birreactante, uno de los sustratos es
un inhibidor competitivo del otro sustrato. Cuando,
por ejemplo, se usa azul de metileno como aceptor
de electrones, algunos donadores tales como la hi-
poxantina (xantina oxidasa)y la leucina (L-monoa-
mino oxidasa) inhiben competitivamente la unién
del aceptor artificial a la enzima.

39

3. Disminucion en la concentracion del cofactor o ac-
tivador (Mg2+, Ca2+) por exceso de sustrato (p. €j.
PPi o ATP).

Debe notarse que ninguna de estas 3 situaciones suce-
de en condiciones fisiologicas, sino mas bien en el tu-
bo de ensaye, por lo cual siempre es conveniente explo-
rar si la concentraciéon de sustrato recomendada en Ia li-
teratura para determinar la Vm de la enzima de interés,
no ejerce inhibicién por sustrato.

BIBLIOGRAFIA

Dixon M, Webb EC. 1979. Enzymes. Academic Press,
New York. Capitulo IV, pp. 126-133.
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DiEz ANOS DE LA MAESTRIA EN B10L0GIA EXPERIMENTAL DEL
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUiMICO-BIOLOGICAS DE LA
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NicoLAS DE HIDALGO

Enhorabuena, Despedida y Bienvenida... el Futuro.

El 13 de Diciembre de 2002, la Universidad Michoa-
cana de San Nicolads de Hidalgo (UMSNH) celebr¢ la
primera década del Programa de Maestria en Biologia
Experimental, cuya sede es el Instituto de Investigacio-
nes Quimico-Biolégicas (IIQB). A la ceremonia asistie-
ron las maximas autoridades universitarias, encabeza-
das por el Rector, el Lic. Marco Antonio Aguilar Cor-
tés. En el evento, los oradores: la Coordinadora de In-
vestigacion Cientifica de la UMSNH, la Dra. Eva So-
riano y el investigador del 1IQB, el Dr. Mauro Martinez
Pacheco, rememoraron los eventos que dieron origen
al Programa de Maestria. El programa fue fundado por
cinco investigadores de tiempo completo, que fueron,
ademas de la Dra. Soriano, el Dr. Carlos Cervantes, el
Dr. Rodolfo Farias, el Dr. Alfredo Saavedra-Molina y el
M. en C. Hector Urquiza.

Como es obvio, un programa de maestria en ciencias
experimentales requiere de un gran nimero de cursos
impartidos por especialistas, por lo que los cinco inves-
tigadores, aun con su gran entusiasmo y sus excelentes
credenciales, no eran suficientes. Otro problema fue
que para aceptar al programa dentro del padrén de ex-
celencia, el CONACYyT requeria de una planta docente
mds amplia. En este punto fue donde los pioneros del
programa decidieron reclutar a investigadores de diver-
sas instituciones de ensefianza del Pais como profeso-
res invitados. Se reclutaron varios cientificos que tra-
bajasen en dreas afines. Hubo gente de la UNAM, del
Instituto Politécnico Nacional (IPN) y del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chévez”(INC).

El perfil del profesor invitado era claro: un investi-
gador con doctorado, adscrito a una institucion educa-
tiva, con trabajo de investigacion trascendente demos-
trado y con disposicion para viajar al menos una vez al
semestre a Morelia. Este invitado deberia impartir un
curso o un tema intensivamente en tres o cuatro dias.
Los profesores invitados no fueron remunerados eco-
némicamente por via de una némina pues esto acarrea-
ba muchos inconvenientes administrativos, pero la
UMSNH tomé la responsabilidad del pago de los servi-
cios de transporte, hospedaje y alimentacion.

Estar dispuesto a viajar a Morelia no era trivial, por-
que se requeria un cierto grado de resistencia y constan-
cia para hacerlo cada semestre o cada afio. Entre los
profesores invitados, recuerdo al Dr. Juan Pablo Pardo,
que impartié el curso de cinética enzimdtica durante
ocho afios y s6lo dejo de hacerlo recientemente porque
parti6 en sabdtico. El Dr. Edmundo Chavez, que impar-
tié la bioenergética los primeros afos, el que suscribe,
que en dos periodos de cuatro afios cada uno, se hizo
cargo de describir la estructura terciaria y cuaternaria
de las proteinas dentro del curso de bioquimica coordi-
nado por el Dr. Saavedra. Otros profesores fueron los
doctores Efrain Campos, Miguel Angel Goémez Lim,
Angélica Gonzalez Hernandez, Félix Gutiérrez Corona,
Jorge Herrera Abarca, Edmundo Lopez-Barbosa, Jorge
Molina Torres, Antonio Pefna, Rubén Salcedo, Estela
Sanchez de Jiménez y Jorge Vazquez.

Conforme pasaron los afios, algunos profesores ya
no pudieron ir a Morelia, pero fueron reemplazados por
otros. El Dr. Rafael Moreno, que incluso disfrut6 algu-
nos afnos de una cdtedra patrimonial del CONACyT
gestionada por el Dr. Saavedra y ahora colabora estre-
chamente con el Dr. Carlos Cervantes. El Dr. Rafael Vi-
llalobos, que pasé un afio sabdtico en la UMSNH y pu-
blico varios articulos en colaboracién con varios miem-
bros del IIQB. La lista es grande, también se han incor-
porado exalumnos y doctores de otros lugares que son
mucho mas jévenes que los fundadores y han empeza-
do a impartir cursos, como el M. en C. Victoriano Pé-
rez-Véazquez, egresado de la maestria en ciencias del
IIQB, el M. en C. Vicente Castrejon que permanecio en
la planta de profesores varios afios y el Dr. José G.
Sampedro, que es el nuevo profesor de cinética enzimé-
tica. Todos estos profesores visitantes complementaron
a los profesores que eran quienes impartian gran parte
de los cursos y guiaban a los alumnos en sus proyectos
de investigacion.

Al paso de los afios, la maestria se ha reforzado y aho-
ra goza de cabal salud. La Dra. Eva Soriano nos informé
que hoy cuentan con trece investigadores de tiempo
completo, de los que uno es egresado de la maestria del

o
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propio IIQB. Ademas, el director actual, el Dr. Rodolfo
Farias indica que recientemente recibieron la renovacion
de su status de excelencia en el padron del CONACyT y
ésto durara hasta 2006; este afio se inici6 el programa de
doctorado. Se han graduado cuarenta y dos estudiantes y
muchos de ellos han ingresado en programas de doctora-
do en diversas instituciones de la reptiblica. En cuanto a
ingreso, cada afio tienen suficientes aspirantes como pa-
ra escoger solamente a los mejores.

Enhorabuena: todos los que participamos en la aven-
tura de crear un instituto de ciencias que llevara a cabo
investigacion de frontera estamos de placemes y felici-

—p—
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tamos cordialmente al IIQB. Despedida: en cuanto a los
profesores invitados, la necesidad que tiene el 1IQB de
nuestra ayuda va disminuyendo y eventualmente desa-
parecerd. Bienvenida: al ver al IIQB entre las institu-
ciones que hacen ciencia bioldgica de vanguardia en
Meéxico, sentimos el orgullo de haberlos ayudado al
menos un poco. El futuro: el IIQB va a progresar loga-
ritmicamente.

Salvador Uribe Carvajal,
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
y Profesor Visitante, [IQB de la UMSNH
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SEMANA DE LA EDUCACION
BIOQUIMICA 2003

XXX TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA,
Organizado por el Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, U. N. A. M.

Y

XI CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BIOQUIMICA, A. C.

Fecha: Del 11 al 16 de agosto de 2003.

Lugar: Auditorio Alfonso Caso,
Universidad Nacional Autonoma de México.

Informes e Inscripciones
Teléfonos: (55) 5623 2170, (55) 5623 2175 y Fax: (55) 5616 2419
Sra. Marivel Rojas Garcia
XXX TAB: comitetab@bg.unam.mx
XI Congreso: reb@laguna.fmedic.unam.mx
Visite nuestra pagina: http://bq.unam.mx/%7Eevazquez/tab/
Mis informacioén en la pagina del depto: http://bg.unam.mx/

Comités Organizadores

Del XXX TAB Del XI Congreso
Dr. Oscar Flores Herrera Dra. Yolanda Saldafia Balmori
oflores@bg.unam.mx balmori@servidor.unam.mx
Dr. Héctor Riveros Rosas balmori@bg.unam.mx
hriveros@servidor.unam.mx Dra. Virginia Sanchez Meza
Dr. Alejandro Sosa Peinado sanchezvicky@hotmail.com
asosa@bg.unam.mx Dra. Sara Morales Lopez

Dr. Edgar Vazquez Contreras saramolo@servidor.unam.mx

evazquez@bg.unam.m
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XXX TALLER DE ACTUALIZACION BIOQUIMICA

Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, U. N. A. M.
Auditorio Alfonso Caso, del 11 al 14 de agosto de 2003.

PROGRAMA PRELIMINAR.

Lunes 11 de agosto

16:00 hrs Registro e Inscripciones

17:40 hrs Inauguracion

18:00 hrs Dr. Gerardo Jiménez Sanchez
Investigador (Johns Hopkins University), y Director
Consorcio Promotor del Inst. Medicina Genémica
Bases Bioguimicas y moleculares de las enfermeda-
des peroxisomales

Martes 12 de agosto

9:00 hrs Dra. Marieta Tuena de Gomez-Puyou
Investigador emérito (Inst. Fisiologia Celular-UNAM)
Virtudes y pecados de una enzima: la ATP sintasa

10:10 hrs Dra. Bertha Gonzalez Pedrajo
Investigador (Yale University)

Sistemas de secrecion de proteinas en bacterias: biogé-
nesis flagelar y translocacion de factores de virulencia

11:40 hrs. Dr. José Federico del Rio Portilla
Investigador (Inst. Quimica-UNAM)

;Coémo se determinan estructuras de proteinas por
Resonancia Magnética Nuclear?

12:50 hrs Dr. Armando Gémez-Puyou
Investigador emérito (Inst. Fisiologia Celular-UNAM)
La relacion entre flexibilidad y catalisis en las enzimas

Miércoles 13 de agosto

9:00 hrs Dr. Jorge Ramirez
Director de la Unidad de Microarreglos-UNAM
Microarreglos de DNA

10:10 hrs Dr. Enrique Pina

Profesor emérito, Depto. Bioquimica, Fac. Medicina-
UNAM

¢Es toxico el etanol?

11:40 hrs. Dr. Ernesto Maldonado

Investigador (Inst. Fisiologia Celular-UNAM)
Experimentacion en el pez cebra: Un modelo para la
biologia del desarrollo

12:50 hrs. Dra. Rosa Navarro

Investigador (Inst. Fisiologia Celular-UNAM)
Mecanismos de regulacion en el mantenimiento de la
linea germinal de C. elegans

Jueves 14 de agosto

9:00 hrs. Dr. Ranulfo Romo
Investigador (Inst. Fisiologia Celular-UNAM)
Neurobiologia de la toma de decisiones

10:10 hrs. Dr. Diego Gonzalez-Halphen

Jefe del Depto. Genética Molecular, Inst. Fisiologia
Celular-UNAM

Lo que el niicleo se llevo

11:40 hrs. Dr. Alfonso Leon del Rio

Investigador (Inst. Investigaciones Biomédicas-UNAM)
Supervivencia cerebral y mecanismos de regulacion
transcripcional por vitaminas

La entrada a las Conferencias es LIBRE con registro.

Cuota de recuperacion: $300.00 M.N. (hasta el 15 de julio) y $350.00 M.N. (después del 15 de julio).
La cuota de recuperacion incluye: Volumen XXVII del libro MENSAJE BIOQUIMICO, material de papeleria e inscripcién al
Curso/Taller de Educacion Bioquimica en el aula 5 de computo de la Fac. Medicina, UNAM.
(mayores informes en nuestra pagina en Internet): http://bq.unam.mx/%7Ecomitetab/

Curso/Taller de Educaciéon Bioquimica
12 al 13 de agosto
16:00 — 20:00 hrs. Act. Iliana Cuenca Almazan
Consultora de Sistemas (Univ. Auténoma Edo. Morelos)
Hipertexto sin pretextos. El uso de la tecnologia para el aprendizaje de la ciencia

o
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X1 CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BioqQuimica, A. C.

La Semana de Educacién Bioquimica 2003, que se
realizard en el Auditorio Alfonso Caso en la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México del 11 al 16 de
agosto del presente aflo, retine en sus actividades al
XXX Taller de Actualizacion Bioquimica que organi-
za el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM y el XI Congreso de la Aso-
ciacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.
C. que en esta ocasion tiene como tema central:
“Diagnostico de la Ensenanza de la Bioquimica en
México” en el que habra conferencias magistrales y
presentaciones libres e iniciard el jueves 14 por la
tarde y se clausurard el sdbado 16 al mediodia.

Una de las funciones de la Asociacién Mexicana
de Profesores de Bioquimica, A. C., es la de dar ser-
vicio e informacion tanto a sus Asociados como a los
que no lo sean, en lo relacionado con el tema, ya sea
con la publicacién de la Revista de Educacion Bio-
quimica, con la organizacién del Congreso Anual o
proporcionando asesoria a aquellos que la soliciten.

La Asociacion tiene el compromiso ante los bio-
quimicos del pais, de poseer y en su caso, proporcio-
nar informacién de las universidades o centros de en-
seflanza superior en donde existan las carreras de
Agronomia, Biologia, Ciencias Quimicas, Enferme-
ria, Medicina, Nutricion Odontologia, Psicologia,
Veterinaria, u otra en donde se ensefie bioquimica.

Por tal razén es importante conocer las caracteris-
ticas de la materia de Bioquimica en las diferentes
escuelas o facultades del campo bioldgico arriba
mencionadas, tal es el caso de: A) Los planes de es-
tudio, B) Los diferentes programas, C) La duracién
de ellos, D) Los materiales de apoyo (libros, pricti-
cas u otros), E) Los indices de inscripcion, F) Los

porcentajes de acreditacion, G) De reprobacién, H)
De desercion, etc.

Para realizar el diagndstico propuesto y con la fi-
nalidad de dar mejor servicio, nos estamos dirigien-
do por este conducto a todos los involucrados en el
proceso: ya sean directivos de la correspondiente ca-
rrera, jefes de Departamento de Bioquimica, coordi-
nadores de la materia, organizadores de curso y pro-
fesores, para invitarles a que participen en el XI Con-
greso de la Asociacion Mexicana de Profesores de
Bioquimica, A. C. presentando sus datos ya sea en
forma oral o en cartel.

Para la participacion es indispensable, ademds de
realizar el pago correspondiente a su inscripcion, en-
viar un resumen que debera ser escrito en letra Times
New Roman de 10 a 12 puntos, con una extension
maxima de una cuartilla, a espacio sencillo y con un
margen de 2.5 cm por lado. En el resumen se debe es-
pecificar: titulo (a mayusculas y en negritas), autores
y adscripcion, introduccion, contenido, resultados,
discusion y conclusiones. Le pedimos cuidar su pre-
sentacion y ortografia pues los resimenes seran pu-
blicados en las memorias que se elaborardn en oca-
sion del XI Congreso tal y como se envien.

Al original de su trabajo, el cual no debera tener
borrones ni tachaduras, se anexardn tres copias del
mismo, ademads de la forma de registro y de la foto-
copia del pago de su inscripcion al Congreso que de-
bera enviarse sin doblar por correo al apartado postal
de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioqui-
mica o entregarlos personalmente a la Sra. Marivel
Garcia Rojas, en las oficinas de la Asociacion en el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Me-
dicina, UNAM. No se aceptardn envios por Fax. Se

o
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sugiere que la presentacion del resumen se apegue al siguiente ejemplo:

LAS PRACTICAS COMO APOYO A LA ENSENANZA DE BIOQUIMICA EN LA UNIVERSIDAD
DEL DESIERTO.

(renglon libre)

Mario Reyes Carrillo, Carolina Lozano Anaya y Ana Bdez Lira. Departamento de Bioquimica, Facultad de
Biologia, Universidad del Desierto. Av. Risco No. 22, Pefiasco, S. L. P.

(renglon libre)

RESUMEN...

Fecha limite para el envio de resimenes: 4 de julio de 2003.

Costos:
Renovacion de Membresia para Socios de la A. M. P. B., A. C. MN $ 150.00
Participacion en el XI Congreso de la A. M. P. B., A. C. MN $ 150.00
Total MN $ 300.00

Registro de Membresia como nuevo Socio de la A. M. P. B.,, A. C. MN $ 200.00

Participacion en el XI Congreso de la A. M. P. B., A. C. MN $ 200.00
Total MN $ 400.00
No Socios inscritos al XI Congreso de la A. M. P. B, A. C. MN $ 200.00

El pago deberd hacerse en sucursales del Banco BBVA Bancomer a nombre de la Asociacién Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A. C. en la cuenta No 0133718123 Sucursal Perisur (3517)

Enviar sus resimenes a: Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C.

Apartado Postal 70-281, C. P. 04510, México, D. F.

o entregar a Sra. Marivel Rojas Garcia en el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM

INFORMES: reb@laguna.fmedic.unam.mx
Teléfono: 01 (55) 5623-2170 Fax: 01(55) 5616-2419
COMITE ORGANIZADOR DEL CONGRESO

Dra. Yolanda Saldafia Balmori Dra. Virginia Sdnchez Meza

balmori@servidor.unam.mx sanchezvicky@hotmail.com

Dra. Sara Morales Lépez

saramolo@servidor.unam.mx
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X1 CONGRESO DE LA ASOCIACION MEXICANA
DE PROFESORES DE BioqQuimica, A. C.
FORMA DE REGISTRO
Nombre Apellidos
Miembro de la Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, A.C. $i || No | |
Jefe de Departamento || Coordinador de la materia || Profesor [ |

Nombre de la materia

Departamento

Escuela o Facultad

Universidad.

(Conoce la Revista de Educacién Bioquimica (antes Boletin de Educacién Bioquimica)? Si I:I No I:I
(Larecibe? Si I:I No I:I

En caso de recibirla ;le interesarfa seguirla recibiendo?  Si I:I No I:I

En caso de no recibirla ;Le gustaria recibirla? Si I:I No I:I

Domicilio Institucional

Calle y Numero

Colonia Ciudad Estado

C.P Teléfono Fax

Correo E:

Domicilio Particular

Calle y Numero

Colonia Ciudad Estado

C.P Teléfono Fax

Correo E:

Sitio donde desea recibir su correspondencia: Domicilio Institucional I:I Domicilio Particular I:I

Trabajos enviados al Congreso
Numero de resimenes enviados:

Titulo de el o los trabajos:

Indique la forma en la que desee hacer su prsentaciéon: ~ Oral I:I Cartel I:I Indistinto I:I

Pago realizado a la Asociacién Mexicana de Profesores de Bioquimica, A. C. MN $ |

o
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REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA (REB)

COMITE EDITORIAL

ACTUALIZACION DE DATOS DE LOS SUSCRIPTORES

Por favor sea tan amable de llenarlo a mdquina y enviarlo a la brevedad posible al APARTADO POS-
TAL 70-281, Coyoacan 04510, D.F., o por FAX al siguiente nimero: 5616-2419

NOMBRE COMPLETO: Apellido paterno

Apellido materno
Nombre(s)

DOMICILIO: Calle Numero Apdo Postal

Colonia

Delegacién o municipio

Ciudad
Estado
Cédigo Postal
Pais
TELEFONOS Y FAX: Domicilio

Oficina

INSTITUCION DONDE TRABAJA

Nombramiento

FIRMA FECHA




47-50 Colaboradores 6/19/03 10:36 PM Page 48

48

CORRESPONSALES DE LA REVISTA DE

EDUCACION

Si eres miembro de la Asociaciéon Mexicana de Profe-
sores de Bioquimica, A C o suscriptor de la REB y vi-
ves 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 Educacion Superior en todos los
estados de la Republica, asi como en lugares de Centro
y Sudamérica, Espafia y otros sitios en donde la REB
sea leida.

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

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

5. DE LOS CORRESPONSALES
5. a) Los corresponsales de la REB son profesores y/o
investigadores, que sin formar parte del Comité Edito-
rial, coadyuvan en las actividades de la revista. E1 co-
rresponsal debe ser un miembro sobresaliente de la co-
munidad académica local o regional. Es deseable un
corresponsal en cada una de las Instituciones de Edu-
cacion Superior de la Republica Mexicana, Centroa-
mérica, Sudamérica y otras regiones de habla hispana.

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

5. ¢) La proposicion de corresponsales se hard, me-
diante documento firmado por cuando menos dos de
los editores, que se acompafard con el Curriculum
Vitae del candidato propuesto.

5. d) La discusién del ingreso de un corresponsal de-
bera realizarse después de que el Coordinador de Co-
rresponsales haya circulado la informacién correspon-
diente y con la asistencia en pleno del Comité Editorial.

5. e) Para ser aceptado, el candidato deberd contar

BioqQuiMicA

con la aprobacién por consenso de los miembros del
Comité Editorial.

5. f) En caso de ser admitido, se le hard una invita-
cién formal a la que se anexardn estas normas. Inicia-
ré sus actividades como corresponsal, al recibir el Edi-
tor en Jefe la aceptacion escrita del candidato.

5. g) E1 Comité Editorial dara el crédito correspon-
diente a los corresponsales en la revista en el formato
que el propio Comité decida.

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

5.1 RESPONSABILIDADES DE LOS
CORRESPONSALES
5.1.a) Envio a través del Coordinador de Corresponsa-
les de al menos una contribucién propia o de su comu-
nidad al afio y de las noticias relevantes de su localidad
o region.

5.1.b) Mantenimiento del archivo de los suscripto-
res de la REB de su localidad y comunicacién inme-
diata de los cambios en él.

5.1.c) Colaboracién en la promocion, difusién y dis-
tribucion de la REB entre los miembros de su comuni-
dad.

5.1.d) Colaboracion en las promociones de financia-
miento economico de la revista.

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

Por favor, dirige tu correspondencia a la Coordi-
nadora de Corresponsales, Comité Editorial de la
REB, Apartado Postal 70-281, México, 04510, DF,
MEXICO, o bien al Tel: (52) 5623-2168 / Fax: (52)
5616-2419.

email: balmori@laguna.fmedic.unam.mx

Yolanda Saldafia Balmori
Coordinadora de Corresponsales de la REB
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INTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BIOQUIMICA

La REB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica y de areas afines.
Esta dirigido a profesores y estudiantes, por lo que se sugiere que la presentacion de los trabajos se ajuste a sus lectores y sea clara y
explicita. Seran bienvenidas las contribuciones en forma de articulos de revision y otras comunicaciones. Se solicita a los autores que
revisen algunos de los tiltimos niimeros de esta publicacion para que vean estilo, tipos de abreviaturas, etc., asi como que se ajusten a

los siguientes lineamientos para facilitar la labor editorial:

ARTICULOS DE REVISION

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

2) 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 afiliacion del o los autores (por ejemplo: departa-
mento e institucion), domicilio, cédigo postal, ciudad, estado,
pais, teléfono, fax y correo electrénico en caso de tenerlos. Debe
incluirse cuatro renglones mas abajo, un titulo breve con un ma-
ximo de 60 caracteres, incluyendo los espacios, para insertarlo
como cabeza de pagina.

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

4) Se sugiere un maximo de quince referencias, tanto especificas
como de lecturas recomendadas, numeradas entre paréntesis en
el texto de forma progresiva conforme vayan apareciendo. Cada
una debe contener: nombres de los autores, afio de publicacién
entre paréntesis, titulo del articulo, nombre oficial de la revista
abreviado como aparece en el Current Contents, niimero del vo-
lumen en cursivas y antecedido por dos puntos el nimero de la
primera y dltima paginas, de acuerdo con lo que se muestra en el
siguiente ejemplo:

Fraga C G y Oteiza P I (1995) Vitaminas antioxidantes: Bioqui-
mica, Nutricién y participacion en la prevencion de ciertas pato-
logias. Bol Educ Bioq 14: 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 molecu-
lar biology of immunosuppression. Editor: Thomson A W.
John Willey and Sons Ltd, pp 81-104.

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

Lehninger AL, Nelson D Ly Cox M M (1993) Principles of Bio-
chemistry. Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

5) Se aceptardn como méximo seis ilustraciones, figuras mas ta-
blas, las cuales deberdn estar dibujadas sobre papel albanene
con tinta china o bien impresiones laser o presentarse como fo-
tografias en blanco y negro sobre papel brillante, cuya localiza-

6)

7)

D

2)

3)

4)

cién deberd estar sefialada en el texto. La limitacién en el nd-
mero 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 debe-
ran adicionar en una hoja aparte. Se debera considerar que las
figuras y las tablas se reducirdn de tamaiio, aproximadamente a
la mitad o a un cuarto de las dimensiones de una hoja carta; las
letras y nimeros mas pequefios no deben ser menores a los dos
milimetros. Las tablas se deberdn presentar conforme alguna de
las publicadas en los nimeros de 2002. En caso de emplear fi-
guras previamente publicadas, debera darsele el crédito corres-
pondiente u obtener el permiso para su publicacién. Las figuras
dentro del texto deberdn mencionarse con mindsculas, la pala-
bra entera y sin paréntesis; cuando se haga referencia a ellas de-
berd citarse asi (Fig. X) numerdndolas con ardbigos. Las tablas
siempre llevardn la inicial a maytscula y se numerardn con ro-
manos.

Se deberd evitar hasta donde sea posible los pies de pdginas. Las
abreviaturas poco comunes que se utilicen en el texto deberan en-
listarse en la primera pagina.

Se recomienda revisar los nimeros recientes para familiarizarse
con el estilo de la revista.

II. OTRAS COMUNICACIONES

E1 tema de las otras comunicaciones puede ser muy variado; des-
de resimenes de articulos interesantes, relevantes o significati-
vos, informacién de tipo general, avisos de reuniones académicas
y cursos, bolsa de trabajo, comentarios o erratas de articulos pu-
blicados previamente, etcétera.

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

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

Se aceptard un maximo de dos referencias incluidas entre parén-
tesis en el texto segun el inciso I-4. En caso de que se juzgue ne-
cesario se podrd incluir una figura o una tabla, de acuerdo con las
caracteristicas que se indican en el inciso I-5.

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

El disco y las tres copias de los manuscritos se deberan en-
viar a la Revista de Educaciéon Bioquimica, Apartado Postal
70-281, México 04510, DF o bien por intermedio del corres-
ponsal de la REB en su localidad.
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