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Dadme 10 que no tuve,
y es mio,
Dadme mi propia frénte, mi propia altdra,
que todavia busco.
Dadme mi orgullo. Y dadme mi muerte

Miguel Angel Ferndndez.
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ABREVIATURAS

fFas palabras no necgesitan razones,
no necesitan arreos, deja Tos -
arreos con las bestias esclavas.
Cuando sea preciso, di tu Palabra
Tu Palabra es tu carne y tu alma
tu Palabra es tu arma....

Migquel Angel Fernandez
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INTRODUCCION

The Microbe is so very small

You cannot make him out at all

But many sanguine people hope

To see him through a microscope
His Jjointed tongue that lies beneath
A hundred curious rows of teeth,
His seven tufted tails with lots
Of lovely pink and purple spots

On each of which a pattern stands,
Composed of forty separate bands;
His eyebrows of a tender green-—
All these have never yet been seen.
But scientists who ouyht to know,
Assure us that they must be so,

Oh, let wus never, never doubt

What nopody is sure about.

Hileire Belloc
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Numerosos bioquimicos duvrante el curso de su trabajo, 1lega-
ron a interesarse en el papel de 1os iones metd3licos en pro-
cesos bioldgicos. En 1950, los quimicos inorgdnicos empeza -
ron a considerar l1a aplicacibén de la Quimica Inorgdnica a -

Tos sistemas bioldgicos [ar].

Las Gltimas décadas han atestiguado un incremento explosivo

en el conocimiento de los elementos quimicos que son esencia
Tes para todos los sistemas vivientes [37], dicho conocimien
to se encuentra comprendido en la Quimica Bioinorgamjca [31,
37, sas118]s 1a cual se dedica a estudiar 1a quimica de las -
reacciones que involucran a 1os metales esenciales y otvros -
elementos traza en sistemas in vivo [3«]. Aunque es una rama
embrionaria de Tlas Ciencias Naturales rapidamente va ganando
terreno hacia un fascinante y excitante fututro [3¢]. La histo
ria de la materia se remonta a 1os origenes de la vida sobre
Ta tijerra, cuando la supervivencia de las especies primiti -
vas consideraron las ventajas que ofrecian los elementos dis
ponibles sobre la superficie de la tierra y sus propiedades

respectivas [s«].

tLas bacterias comoc todo organismo viviente requieren de.cier
tos nutrientes para llevar a cabo su crecimiento y sus fun -
ciones normales. Estos nutrientes deben contener los elemen-
tos quimicos que son constituyentes de los materiales celula
res y aquéllos que son necesarios para la actividad de enzi-

mas y sistemas de transporte, ademds deben proveer a los or-
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ganismos con materiales para la produccidn de energia biols
gicamente utilizable [43,80,114]. Estos requerimientos nu -
tricionales, de una especie, son aquellos materiales que la
célula no puede sintetizar y gue deben ser aportados por el
medio ambiente [11,118]. Algunos de ellos son simples sustan
cias inorgdnicas, otros son compuestos orgidnicos sencillos

y en algunos casos son muy complejos. Las bacterias crecen

de manera natural en ambientes con un alto contenido de -
agua y una amplia variedad de materiales disueltos. Los re-
querimientos minerales absolutos no han sido determinados y
pueden variar dependiendo de la especie. Generalmente, se -
necesita una gran cantidad de elementos tales como: sodio.

potasio, calcio, magnesio, fierro, cloro, azufre y fésforo.
Todos ellos estdn disueltos en forma de sales. A &sto se su
man pequefias cantidades de manganeso, cobre, molibdeno y -

otros minerales necesarios en cantidades tan infimas como -

trazas.

En la mayoria de los casos, el papel exacto de los elemen -
tos 'traza es adn desconocido, sin embargo, la gran mayoria
de &stos sirven como componentes c¢lave de proteinas que lle
van a cabo funciones vitales. Diez de estos bioelementos y
algunas de sus funciones se presentan en la tabla 1. E1 car
bono, oxigeno; hidrdogeno y nitrégeno son 1os constituyentes
principales de compuestos oraqdnicos-en los organismos. Los

cuatro bioelementos restantes son ijones metilicos que se re
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quieren como cofactores para la actividad enzimd@tica v como

componentes de complejos metdlicos [43].

Tabla 1 "Los 10 bioelementos principales, sus fuentes
y algunas de sus funciones en microorganismos"” [e3].
Elemento Fuente Funcibn en el metabalismo

c compuestos orgdnicos

v COZ' ’
Q0 02, HZO’ compuestos

orgdnicos, COZ' constituyentes de mate
H H2. H20, compuestos rial celular.

orgdnicos.

+ -

N NH4, N03, N2, com -

puestos orgdnicos.

S 50;2, Hs™, s°, 520;2 constituyente de Cis,

N : : .
compuestos orgdnicos ﬂgt’C;Aamg?gt$;g°5°§zg
sulfurados 4 AL E =

do @ livoico.

P HPO;2 constituvente de aci -
dos nucleicos, fosfoli
pidos y nucleotidos.

K Kt principal catién inor-
gdnico en ta célula, -
cofactor de algunas en
zimas.

+2 .
Mg Mg cofactor de muchas enzi
mas (p.e. cinasas):; pre
sente en paredes celula
res, membranas y fosfo-
esteres.
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Cont.

Elemento Fuente Funcién en el metabolismo

Ca Ca+2 cofactor de enzimas, -
presente en exoenzimas
(amilasas, proteasas):
Ca-dipicolinato es un
componente importante
de endosporas.

+2 +3 presente en citocromos
Fe Fe '™, Fe ferredoxinas, v otras
proteinas azufre-fie -
rro, cofactor de enzi-
mas (algunas dehidrata
sas).

La tabla 2 enmarca 1os otros elementos que la bacteria re -

quievre con peguefias cantidades y que arbitrariamente han si-

hol

do agrupados como elementos traza o ultratraza, debido a su
baja concentracidén y a su resistencia a la evaluacidn cuan-
titativa. La terminologia empleada para su descripcidn ha -
implicado conjeturas concernientes a su papel bioldgico; en
otras instancias se ha basado en los problemas asociados -
con su conceniracién, deteccidn vy localizacidén dentro de ma
teriales biolégicos, aumentando de este modo el interés pa-
ra su estudio. Las designaciones dé oligoelemento, micronu-
triente, microé1emento, elemento raro v elemento menor han

sido utilizadas alternativamente pero ninguna de ellas cons

tituye una eleccidn adecuada [111].
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Tabla 2 "Elementos que la bacteria requie-

re en pequefias cantidades” [ca].

Funcién en el metabolismo

Elemento Fuente

Zn Zn+2 presente en la alcohol deshidrogg
nasa, fosfatasa alcalina, aldoila-]
sa, RNA y DNA po?}merasas

Mn tnt2 presente en S0D bacteriana, cofag
‘tor de algunas enzimas (rec1trat0
sintetasa).

Na Na requeridos por bacterias halofT11ij

c1 c1 cas.

Mo HOD;Z presente en la nitrato reductasa,
nitrogenasa y formato deshidroce-
nasa.

Se SeOé2 presente en ta glicina reductasa
y formato deshidrogenasa.

Co co*? presente en la CoBqy» contenida
en enzimas \uiutamato mutasa, me-~
tiimalonii~-CoA mutasa).

Cu Cu+2 presente en citocromo oxidasa y -
oxigenasas.

W wo;z presente en algunas formato deshi
droaenasas.

Ni Ni+2 presente en ureasa; requeridas Dpa

ra el crecimiento autotrdfico de
bacterias hidrbageno-oxidante.




La mayoria de lcs elementos considerados como traza son me-
tales de transicidn o bien una subdivisidn de los grupos de
Ta tabla peridédica, como 1o demuestra Ta figura I

‘Metales de pre-transicibn
AT

Li § Be

‘metales de transicién metales de post—-transicién.
Na { Mg | Al h ~ > P A

K JcafjsSciTifj.v]criM¥n }YFe] Col|lNi|CulZn]Ga

Rb|Sr] ¥ | Zr {Nb |Mo | Tc JRu}J Rh}Pd}iAg | Cd|[In}|Sn]sShb

Cs | Ba Hf | Ta | ¥ Re §0s{ Ir | Pt ] Au JHo JT1 | Pb |Bi

Fr | Ra 104) 105} 106] 107 109

LalCe | Pr {INd{Pm ISn|] EujGd{ Tb {Dy fHo | Er { Tm

Ac | Th | Pa { U Np fPul Am | Cm | Bk { Cf J Es | Fm | Md

Figura 1. "Clasificacidén de los diferentes metales, basados

en su relacidn a los metales de transicién™ [se].

Los metales de pre-transicidn incluyen los metales alcali -
nos {grupo IA), ios metales alcalino-terreos (grupo IIA) y
los elementos del grupo III. Los grupos mds prominentes de
elementos traza se observan en los metales de transicidn y
de post-transicion. Los metales de transicidn son aquéllos
cuyos subniveles d y/o f estdn incompletos, permitiendo una
transicidon gradual en propiedades metdlicas [55,55,99]. For
man complejos estables con azufre, nitrdégeno, y oxigeno que
son constituventes de cadenas laterales de proteinas. 1 -

fierro, que no se considera comg traza ocupa una pesicidn -
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dominante entre los metales de transicidn [av] como el metal

de eleccidn de numerosas enzimas en los organismos. Con -

todos Tos metales de transicidn del

excepcidn del titanio, -
Fe, Co) son considerados como -

primer periodo (V, Cr, Mn,
Cu, Ni)

Diversos metales de post-transicidn (Zn,

esenciales.
ellos se caracterizan por tener

son también elementos traza,
sus subniveles d completamente 1lenos [37,99] Jos cuales no

participan en el enlace [2s,s53,55,00].

hay un ndmero importante de elementos -

Como ya se menciond,
iones metdlicos de transicién

traza, especialmente entre los
que han demostrado servir como cofactores requeridos para el

crecimiento bacteriano a concentraciones extremadamente ba

jas. Se consideran esenciales porque sirven COmO Qrupos pros

téticos en sitios activos y/o como coenzimas para metaloenzi

mas o enzimas metal-activadas. En las metaloenzimas, un ndme

ro fijo de dtomos metdlicos especificos (generalmente fiervo

zinc, cobre, manganeso, molibdeno, cobalito, niguel, etc.) -

estdn FTirmemente asociados c¢on una proteina en particular,

produciendo ambos una dnica funcidn catalitica. Se ha estima

do que de una cuarta a una tercera parte de todas las enzi -

mas conocidas requieren un ion metdlica como participante

funcional [az,s3] y ellos se involucran en un ntimero de dife

rentes tipcs de reacciones biolégicas.

Por el hechn de que muchos iones metdlicos se encuentren en-

tazados a proteinas, los estudios sobre las propiedades e in
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teraccidn ion metdlico proteina adquiere importancia. De es
ta manera, es posible clasificar los sistemas metal-proted_
na bajo dos grupos [ss, 3s ]

1)} En un grupo, 1as metaloproteinas (incluyendo las metalo-
enzimas), en donde el metal se combina con la proteina de -
una forma tal, que ambos se -consideran como una “"entidad" -
ya que se unen firmemente y el metal no puede separarse,
excepto por un ataque quimico extremo. La actividad de la -
metaloproteina, generalmente, se pierde si el metal se reem
plaza por otro [sa,as ]. La utilizacién de métodos fisicos
Yy quimicos para aislar las proteinas purificadas y homoge -
neizadas han permitido investigar el contenido metdlico por
unidad de proteina [t11]. Son ejemplos, las fierro-protef _
nae, cobre-proteinas. zinc-protetnas [e], mangano-protefnas
y molibdo-proteinas.

2} Un segundo grupo, en el cual la proteina se combina re -
versiblemente con el ion metdlico [s3, 111,236], estd consti-
tuido por las proteinas metal-activadas ¢ complejos metal-
proteina cuya unidn con el metal es dé&bil y diversos meta -

les pueden activar a Ta misma enzima [se].

Para las metaloproteinas (y metaloenzimas) la relacién del

metal a la proteina tiende a ser constante conforme 1a pure
za del sistema se incrementa, finalmente, llegando a ser in
dependiente de purificaciones posteriores. La relacicdn este

queométrica del metal a l1a molécula de proteina puede -
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variar desde un mol de ion metdlico por mol de proteina [s3].

El enlace de lgs metales en 1as metaloproteinas es una tues-
tidon dificil de resolver cor certeza, hay muchos sitios do -
nadores alternativos: los péptidos de cadenas laterales y -
1os grupos —NHE'y -COOH terminalies. Por lo tanto, es razona-
ble suponer que ciertos grupos tendrdn particularmente un au
mento en las propiedadas bdsicas tendiendo a dominar la com-
petencia entre varios sitios de enlace potencial. Dos a.a.

que tienen tales propiedades de enlace son la His, a través

de su anillo imidazol, y la Cis, a través de grupo tiol.

r===T~CHz?H—COOH

HN____N NH, NH.

HS-:CH.CH—COOH

Histidina Cisteina

Hay muchos sitios donadores potenciales. pero el catidn debe
unirse bastante fuerte a sitios particulares y sélo debilmen
te a otros sitios para evitar gque se formen numerosos com -~
puestos de coordinacidén [sa]. Diferentes jones metdlicos no
necesariamente se enlazan a los mismos grupos ligantes en la

proteina. La tabla 3 explica esta cuestidn.
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Tabla 3 "Preferencia de grupos 1i-

gantes por diones metd&licos"™ [sa].

Metal Grupos ligantes
Mh+2 carboxilato, fosfato, donadores de nitrégg
no.
Fe+2 -SH, -NH2 carboxilato.
Fe+3 carboxilato, tirosina, —NHz, porfirina
(cuatro donadores fuertes de nitrdgeno).
Zn+2 imidazol, cisteina.
Mo+? “SH.
cu* -SH (cisteina).
Cu+2 aminas carboxilatos.

Por otro lado, se han realizado estudios sobre el papel del

metal en Tos sistemas meta]—proteinq revelando que los -

iones metdlicos pueden actuar de la siguiente manera [53]:

a) Como disparadores y mecanismo de control.

b} Como un contexto estructural, inciuyvendo reacciones "tem
pladas'.

c) Como acidos Ce Lewis.

d) Como catalizadores redox.

a) Disparadores y mecanismos de control:
Los cationes sodio, potasio, magnesio, y calcio estén aso -

ciados a varios mecanismos disparadores y de control. E1 -
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calcio es particularmente importante en el control de la -~
permeabilidad de membranas, las que pasan a ser porosas en
su ausencia.

b) Influencia estructuval.

La formacién de complejos con iones metdlicos puede estabi-
1izar ciertas configuraciones proteicas y asi afectar las -
propiedades fisicas y biolégicas de la protefna. Los iones
metdlicos tambié&n afectan la estructura y funcién de los -~
adcidos nucleicos y nucledtidos por estabilizacidn de la es-
tructura ¥ por su papel en el enrollamiento y desenrrolla -
miento de la doble hélice.

Los iones metdlicos: calcio, magnesio y manganeso pueden in
fluir en el equilibrio entre una proteina nativa ¥ una re -
versiblemente desnaturalizada. La formacién del complejo -
con un metal puede ser necesaria para mantener juntas cier-
tas partes de la cadena proteica, las cuales podrian estar
normalmente alejadas en la proteina Tibre y construir asi -
un sitio activo.

La funcién mds simple de un ion metdlico es servir de plan-
tilla para e1 acoplamiento de los grupos reaccionantes en -
la orientacidén correcta para la reaccifn. En este caso, el
metal puede ser enlazado por la proteina y-el sustrato, por
ta proteina 6 sdlo nor el sustrato. E1 uso de iones metdli-
cos como plantillas en la sintesis de ciertos complejos or-

gadnicos se ha demostrado.
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Si los iones metdlicos como Eofactores en reacciones enzimd
ticas tienen este tipo de papel, entonces serian necesarios
para comprender la especificidad del ion metd@lico en térmi-
nos de l1a estequeometria de compuestos modelo no enzimati -
cos y la fuerza de enlace de diferentes metales por ciertos
grupos quimicos. La semejanza entre el magnesio y el manga-
neso, ambos activadores enzimdticos, puede ser comprendido
sobre estas bases.
c) Comportamiento como dcido de Lewis.
Los iones metdlicos pueden aceptar pares de electrones y -
reaccionar como dcidos de Lewis. Diferentes iones metdlicos
tienen varias fuerzas como dcidos de Lewis, las cuales pue-
den incrementarse con la carga deTImeta1 y decrecer con el
radio ionico. Para los metales de transicidén otros factores
sen tambidn importantes, ¥ asi para una serie de iones diva
Tentes generalmente se mantiene el siguiente orden:
manganeso fierro cobalto niquel cobre zinc
este orden de actividad se observa para las reacciones de -
muchos compuestos modelo .que involucran dcidos de Lewis ca-
talizados por iones metdlicos, pero no se mantiene completa
mente para los iones metdlicos cataljzadores de ciertas -
reacciones enzimdaticas.
E1 mecanismo de accidén de los iones metdlicos, es el de ca-
"talizadores dcidos en general, pero difiere.-de la catdlisis

de protones en que: 1) el ion metdiico puede coordinarse a
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ligantes simultineamente y, 2) en que la catdlisis

diversos
intervalos de pH donde 1a

por iones metdlicos es posible en

catdlisis por protones no se llevaria a cabo.

El zinc y el cobalto son buenos ejemplos de catalizadores

como dcidos fuertes de Lewis: en 1a hidrélisis de fosfatos

(por fosfatasas) y ésteres (por esterasas). También se sabe

zinc estdn como grupos prostéticos de

que el cobre y el
ciertos pigmentos, enzimas oxidantes y otras sustancias.

Por otra parte, el 2inc es esencial en cantidades traza pa-

ra el desarrollo normal de plantas, animales y microorganis
trabajo sobre microorganismos se ha he-

mos. La mayoria del
el

cho con mohos y algas (especies Chlorella). En el moho,

zinc es esencial para el 6ptimo crecimiento de especies co-

mo Phycomyces bLakesPeeanus, Aspergiflus niger y Rhizapus -

nigricans [a1 ,111]. Valle v colaboradores [«11], afirman

o

que el 2inec se encuentra en ciertas deshidrogenaéas. Por

otro lado, el magnesio, el calcio y el manganeso son buenos

catalizadores para sustancias que invalucran centros bdsi

tales como los polifosfatos [ev, 1171].
concluyen gue -

cos débiles,
Los experimentos de Peterson y Ricker [e&1],
desarrollo de Phutomonas tumega

el manganeso estimula el

ciens; y la velocidad de crecimiento de lactobaciflus casedl
para este dltimo, el crecimiento y la produccidn de acido ~

1legan a ser ccmpletas de 12 a 16 horas en presencia del
metal se reguieren de 40 hg

manganeso, perg en ausencia del
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ras de incubacién para obtener los mismos resultados. Las -
sales de manganeso en pequefias cantidades tienen un efecto

benéfico sobre el proceso de amonificacién y nitrificacién

en el suelo. Este elemento, tambidn, estimula el crecimien-
to y desarrollo de ciertas levaduras, produccidén de coni -
dias y la formacibn de color por algunas algas. La importan
cia del manganeso en l1a nutricion de plantas y animales has
ta Ta fecha se sigue discutiendo [o1].

Ahora bien, la oxidacién bacteriana del manganeso ocurre -
tanto en el suelo como en el fondo del mar, donde la activi
dad microbiana ha sido implicada en la formacidn de nédulos
de ferromanganeso, Dicho elemento es esencial para la acti-
vidad de muchas enzimas deagradativas, un ejemplo prevale -
ciente, es el caso de ia 300D.

d) Comportamiento redox.

En las reacciones redox el cambio de valencia en el ion me-
tdlico cataliza los cambios en los sustratos, tal como en -
el ciclo del nitrdgeno. Aqui la especificidad de l1a enzima

por el metal tiende a ser mucho mayor. Los iones metdlicos

de transicidn se involucran en una amplia gama de funciones
cataliticas, Una caracteristica de estas metaloenzimas re -
dox es 1a drregular estereoquimica asociada con el metal. -
Esto es muy importante para explicar su funcidn. Los poten-
ciales redox de los jones mzt@licos en estas metaloenzimas

son de interés y pueden estar relacicnadcs a la irregqulari-

dad del entorno del metal.
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Los metales mas importantes en 10s procesos redox son el

fierro, cobre, cobalto y el molibdeno involucrado en menor

grado. Los procesos varian desde transportadores de electro

nes hasta incorporadores de hidrdégenc a &tomos de oxigeno y

a grupos hidroxiloe.

El cobre y el fierro estdn involucrados en procesos respira

torios. E1 fierro es un componente de varios citocromos, pe

roxidasas y catalasa {(enzimas porfirinicas). La ferredoxina

es una proteina con fierro no hemo de considerable importan
cia. Se ha encontrado gue el aceptor inicial de electrones
de la molécula de clorofila fotoactivada es este metal. Por
otro lado, se ha confirmado que una deficiencia de fierroc -

causa anemia en animales, clorosis en plantas y un pobre -

crecimiento y metabolismo de muchos microorganismos.

consecuencia de los estudios de Reed y Rice,

Como -

se sabea que el

fierro es esencial para muchas bacterias, ejemplo de ello

son: Mycobacterium tuberculosis, Phytomonas Xumefaciens y -

Conynebacternium diphtheriae; Jhonson y Pappenheiner, notifi
caron que la produccidn de toxina por este dltimo es contro

lada por la concentracidn de fierro en el medio de cultivo.
Bacterias heterotrdficas como: Eschendlehia coli, Aenrocbacten
aenrnogenes, Aernobacten Aindolegenes y KLebsiella pneumoniae

{e+] requieren una concentracién de fierro aproximadamente

de €.02 a 0.03 p.p.m. Para su mdximo crecimiento, Pseudomo__

na aehuainose reouiere cuatro veces mds esa cantidad y --



Senratia marcescens. requiere todavia mayor cantidad y la --

produccibn del pigmento estd asociado con la concentracién
o —

de Fierro [e1,101].

Se ha observado nor algunos investigadores ocue tanto en
Eschenichia coli como en. Aerobacten indofogenes, una defi
ciencia de fierro en el medi6 de cultivo sunrime la activi -
dad de 1a CAT, peroxidasa, hidrogenilasa férmica, dehidroge-
nasa f6érmica e hidrogenasa, y las bandas de citocromos no -~

son visibles en las células deficientes de fierro.

Por otro lado, se sabe que las levaduras aparentemente re -
quieren fierro para su crecimiento normal, y este elemento -
es esencial para el crecimientc y formacidn de esporas de -
Asperngillus nigen y otros hongos. Algunos hongos formadores
de dcido cTftrico y dcido fumdrico son estimulados por sales
dg fierro. Varios complejos organicos de fierro, tales como
hemin, CAT, y citocromos, también jueaan un panel importante

en e] metaboTlismo normal de bacterias vy otras células [s1, -

101],

Ahora bien, con respecto al cobre se sabe que ciertas concen
traciones de sales de este metal alargan la fase log de Azo-
tobacten agilds. ET désarro]]o de levaduras parece ser sensi
ble al cobre, inclusive pequefias cantidades disminuyen su -
crecimiento. Sin embargo, en Aspeng.iffus nigen pequeias can-

tidades de fierro influven en el crecimiento y formacidn de
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pigmento. De hecho el color de las esporas de este hongo, -=-
puede ser usado como un indicador para probar Tla presencia -
de cobre en suelos y otras sustancias. Una pequefia cantidad

de cobre tal como 0.66 wug/ml de soluciln de nutriente permi

te el color normal de 1a espora [8t1t,t101,111 .

Por dltimo el molibdenc se involucra en diferentes enzimas redoX 'y su
funcidn se asocia con Jla reduccidn del nitrato en el ciclo del
nitrégeno. Tambiér se sabe que es necesario para la fijacion

de nitréaeno en los nédulos de las rajces de plantas.

De acuerdo a 1o anterior para alqunos iones metd@licos ya ha
sido bien definida su funcibn en procesos bioldgicos, 1o -

cual .se ilustra en la siguiente tabla.[ss].

Tabla 4 "Alaunos papeles de iones metd

licos en procesos bioldgicos" [sa].

Fuerza de unidn metd’

fon metdlico Papel Tica.

Acido fuerte de [ewis
en enzimas hidroliti- fuerte
cas. .

Zn+2

Fe, Co, Cu, Mo Catalizadores redox muy fuerte

~
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Debe enfatizarse que no se depe de intentar Timitar el com -
portamiento de cualquier jon metdlico a uno de estos papeles
en una reaccidn enzimdtica [111],

Ventajas asociadas con la presencia de un ion metdlico de

transicidén en las proteinas.

La presencia de un ion metdiico de transicidn en una metalo-
enzima, permite la aplicacion de numerosas técnicas fisicas.
AsT el zinc puede ser reemplazado por el cobalto y, el magne
sio por el manganeso. En este caso, el nuevo ion metdlico

probablemente ocupe un sitio similar al del metal original.

La presencia de un metal de transicidn con orbitales d no
Tlenos. permite que las técnicas estdndar de la quimica de -
1os metales de transicién puedan ser aplicadas al problema -
de 1a simetria del sitio y el tipo de grupos de enlace utili
zados. Estas son las técnicas de magnetoguimica (RPE, RNMN y
espectroscopfa‘de MBsbauer) v eﬁpectro electrébnico, junto -
con otras técnicas espectroscdpicas especializadas: la espec
trofotometria, espectrografia, polarografia, D.O.R. y D.C.

Ademas, otras técnicas electroquimicas como los R-X, la sepa
racidn por cromatoqraf?a, el intercambio i6nico y los méto -
dos de isdtopos, incluyendo el andlisis de activacion de neu
trones, son ejemplos de métodos comanmente empleados y que -

se han desarrollado con un alto grado de perfeccidn.
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La espectroscopia de emisidn toma un lugar especial, sin em
bargo, sus principios y aplicaciones no han recibido la o=
atencidén meritoria como una herramienta en el estudio de -

Tas proteinas [111].



 JUSTIFICACION

E1 que canta canciones al corazdn
aflijido,

Es como el que quita la ropa en -
tiempo de frio, 6 el que sobre el
jabén echa vinaare.

Si el que te aborrece tuviere hambre
dale de comer pan;

Y si tuviera sed, dale de beber agua..

Provervios 25 (20-21)
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Una de las causas gue nos motivaron a 1la
realizacidn del presente ejercicio bi ==
bliogrdfico, fué en principio, &1 desco-
nocimiento de 10 que es la Bioinorgdnica
sus perspectivas, proyectos, avances y -
fronteras. Si se considera que este des-
conocimiento proviene de la falta de di-
fusidn de dicha &drea-en las Ciencias «-
Quimico Bioldgicas a nivel profesional y
cientifico, es pues, la finalidad de es-
te trabajo, introducir al lector en esta
disciplina en desarrollo, tratando uno -
de los miltiples aspectos que abarca la

misma como una herramienta méds en las -
dreas de Microbiologia vy Bioquimica, es

decir, se recopilaron todos aquélios da=-
tos que hasta ahora se conocen referen -
tes a ta importancia e influencia de los
iones metdiicos en diversos caminos meta

b&81icos de sistemas bioldgicos.

ta mayoria de los reportes en esta &rea

se enfocan ampliamente hacia seres huma-
nos y poco se conoce de ello en bacte -,
rias donde se sabe su intervencidn tam -

bién es relevante e indispensable.
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Considerando 1o anterior, el objetivo -
fundamental de esta revisifn bibliografi

ca es el siguiente:

Analizar ta importancia de algunos iones
metdlicos en el metabolismo y crecimien-

to bacteriano.

Los puntos a desarroliar se plantean a -
continuacidn:

1.- Mecanismos de transporte de iones -
fierro y manganeso comc una necesidad de
éstos para llevar a cabo procesos metabé
1icos de interés.

Z.- Interaccidon de iones fierro, mangane
so, cobre y zinc en la superdxido dismu-
tasa como un mecanismo de defensa de la
bacteria contra la toxicidad del ion su-
per6xido.

3.- Importancia de” los iones‘manganeso v
zin¢ en Ja fosfatasa alcalina de algunos
microorganismos.

4.- Importancia del ion fierro dentro de
las ferredoxinas y citocromos, moléculas

transportadoras de electrones.
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5.~ Interaccidn de los 1iones fierro y mo
tibdeno en la nitrogenasa de algunas bac
terias fijadoras de NZ'

6.- Papel del zinc como ion metdlico in-
trinseco en ta RHA-polimerasa-DNA-dirigi

da.



CAPITULO I.

MECANISMOS DE TRANSPORTE

DE FITERRO ¥ MAMGAWNESDO

Time is the best appreciator of scien
tifie work, and I know that an indus-
trial discovery rarely bears all its
fruits in the hands of its first in-

ventor.

Louis Pasteur (1876).
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I.1 GENERALIDADES

Todos los microorganismos poseen una barrera que conserva
su integridad y limita la entrada y salida de solutos. A
esta barrera se le denomina "barrera osmbética" y reside en
Ta membrana plasmdtica lipoproteica. Sin embargo, esta mem
brana no constituye la dnica barrera para el paso de los
compuestos desde el medio ambiente al interior del micro-
organismo ya que los solutos tienen también que atravesar
la pared celular y las capas extramurales (cdpsulas y ca-

pas mucosas) [84,88]

Una molécula de soluto s6lo puede atravesar l1a membrana 11
poproteica si se ejerce una fuerza impulsora sobre ella ¥
si existe algin medio que le permita pasar a través de Tla
membrana. La mayoria de solutos que atraviesan esta membra
na microbiana 10 hacen por medio de mecanismos de transpor
te que se clasifican en la Siguiente manera:

1) Difusidén facilitada:

En este caso, las sustancias cruzan la membrana plasmédtica,
el soluto se combina reversiblemente con una proteina de

transporte especifica en Ta membrana llamada permeasa y el

complejo soluto-portador oscila entre Ta superficie externa
e interna de la misma, desprendiendo y 1igando solutos en

ambos lados.

2) Difusibén pasiva o simple:

£n este proceso el soluto cruza la membrana como resultado
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de un movimiento al azar de las moléculas y no interactda

especificamente con atgunas sustamcias molecutlares en la

membrana f[so].

3) Transporte activo:

E1 soluto se acumula frente a un gradiente osmético a eleg

tromecdnico a expensas de energia metabdlica, 1as molécu -

Tas del soluto no se alteran en el transcurso de uno a

otro lado de la membrana [e4,80].

4) Translocacibn de grupos:

Este transporte se diferencia de Ta difusidn Facilitada
y del transporte activo en que el solute se modifica quimi_

camente durante el. proceso de transporte. Las moléculas

transportadoras se comportan como enzimas catalizando las

reacciones de transferencia de grupos y utilizando el solu

t0 como un sustrato [s+].

En realidad 1a mayoria de solutos como azdcares, a.a., pé&p_

tidos, iones y nucledsidos, no penetran en la célula bacte_

riana por el mecanismo de difusidn pasiva, sino por el

transporte activo que se Jocaliza en la membrana plasmidtica.

ED,BO,AB]
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1.2 SISTEMAS DE TRAMSPORTE DE MANGANESO

Investigaciones realizadas en 1970, afirman que el sistema

de transporte de Mn en algunos microorganismos tales como:
Eschenlchia cold, Bacilllus subrtills, Baclllus cerews,

Rirodopseudemona capsulata, Staphylococeus aureus y Euglena
gracilis es altamente especifico, ya que dicho sistema fa
cilita le cntrada del Mn [(7,6,89s90)- Es decir el sistema de
transporte de Escherdichia coli presenta alta afinidad y espe
cificidad por el Mn, por 1o tanto la presencia de {ones

tales como: Mg+2, Ca+2, Ni+2, Cu+2 v Zn‘“2 no le afectan, de__

bido a que no son sustratos de alta afinidad para su trans

2 y el Co+2 saon inhibidores

porte. Por el contrario, el Fe¥
competitivos de la captacidn del Mn, por 1o que seguramente
son sustratos para el mismo sistema {s,se,80] Se sabe también
que este sistema de transporte es dependiente de energia ¥
se inhibe por desacoplantes como el dinitrofenol y CCCP. AsT
mismo el formaldehido es un agente que sella la superFficie
celular e inactiva el sistema de transporte, de tal manera

que ya no puede haber un intercambio con Mn [y,ap: 20]-

Pcr otro lado algunos investigadores demostraron la presen_
cia de sistemas de co-transporte (citrato inducible) [oo]
como: citrato-Mn el cual puede guelarse con la tetraciclina
y de este modo ser una posible ruta para la acumulacibn de
Mn bacterijano. Para que se lleve a cabo la captacidn de
.este antibigtico se requiere la presencia de cationes tales

+ - - .
como el Mg 2 e inclusive el mismo Mn [ea].
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I.3 REGULACION DEL TRANSPORTE DEL MANGANESO EN Bacilflus subiilis

En un estudio enfocado al sistema que regula el transporte
del Mn en Bac.illus subtifis -se observd que la captacidn de
este ion es dependiente de la temperatura y no se afecta en

+2

presencia de Mg ¥y €3%2 [4.80.00].

La velocidad mdxima del transporte de Mn+2 intracelular, se
incrementa durante el requerimiento de é&ste sin que haya
algidn cambio en la Km, lo cual se debe al transporte adicio
nal del Mn extracelular a Ta membrana como se demuestra en
el siguiente esquema (I.3.a.):

Boajo velocidad incramento de la velocidod

Requerimiento

de Mn
e
«
t

: H

A Y
Valoeldad constanta Agragacion de
durante el crecimiento 1—10 Mm an
Inactivacidn de transporte Sintesls de protefno Inhibidora

Esquema I.3.a. “Modelc para la regulacién del transporte de
Mn+2, durante el ciclo de requerimiento del Mn+2 seguido de

una adicidn del Mn extracelular® [ee].
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De acuerdo al esquema anterior, se llegaron a proponer las
siguientes posibilidades para la relacidén entre el sistema
de captacidén y salida del Mn+2:

1) Probablemente la captacidén del Mn+2 y Ta salida de éste
ocurre por sistemas fisicamente diferentes.

2) Si el mismo sistema estd funcionando en ambas direccio_
nes, y si la velocidad mixima disminuye en pronorcién al
cambio de la velocidad de entrada, entonces la Km de sali_
da debe reducirse para dar valores constantes en un ciclo
regulador.

3) ta ditima posibilidad, es que sea un simple sistema ope_
rativo en ambas direcciones por lo cual se propone la pre_
sencia de una proteina que regule la entrada del Mn+2, Tlo
cual implica una disminucidn en la velocidad mdxima para la

captacidn durante el ciclo regulador.

Por otra parte se observd que, tanto los inhibidores de sin
tesis de RNA, como de proteinas, impidieron la reduccidn en
la velocidad md&xima para el transporte del Mn+2 ya que éstos
fueron agregados durante el ciclo de acumuiacidén y 1liberg
cidn del mismo, dando como consecuencia el bloqueo total

del Mnt?  dntracelular [es,90] también hay un dnhibidor es
pecifico de la proteina para la traslacidn del Mn+2, para
lo cual se proponen dps alternativas:

1) Puede ser que éste se una a la proteasa, destruyendo par
te del sistema de transpcrte del Mn+2‘

2) También se propone, que el inhibidor especifico se pudie
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ra unir al sistema de transporte de Mn+2 en relacién 1:1
de tal manera que se logre inactivar la funcidn del trans -

porte.

Estudios recientes de Clark y Scribner [se] indicaron que
2
existe un estimulador para el transporte del Mn+“ cuyas ca

’

racteristicas se enlistan a continuacidn:

A) Polipéptido

B) P.M. aproximadamente de 1500 D.

C) Altamente especifico para el Mn+2
D) Termoestable

E) Se sintetiza bajo condiciones tanto

esporulantes como no esporulantes.
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1.4 VESICULAS DE MEMBRANA SUBCELULARES

Se idearon técnicas sencillas para la obtencidon de vesiculas
de membrana de las bacterias quedando é&stas desprovistas de
los constituyentes citopldsmicos de la célula intacta y sus
actividades metabdlicas restringidas a las que proporcio _
nan enzimas de membrana [s7,s0]. Ahora bien, en estos estu_
dios se encontrd que la energia requerida para la acumula
cidén del Hn+2*por vesiculas de Escherdichia coli y Bacillus
subtilfis nc la proporciona ni el ATP ni el proceso de fos_
forilacidn oxidativa, sino que dicha energia Ta reciben por
medio del ascorbato, D-lactato, fenazinmetasulfato y NADH+
[7,8,80,90] suponiendo entonces que esta energia es necesa_
ria para que se 1leven a cabo tanto los procesos de acumula
cion como los de captacidon del Mn+2. En el primer caso, el
Mn+2 que se acumula se puede Tiberar de las vesiculac por
agentes lipoactivos (p. ej. tolueno) y por 1o tantoc oclurre
un intercambio con el Mn+2 extracelular [ 7 ]. Este proceso
se inhibe por la accién de algunos venenos como son: Dinitro
fenol, CCCP, nigericina y valinomicina. En cuanto a la cap _
tacidn del Mm+2 y para cue el sistema sea mas especifico se
requiere de la presencia del Ca*% y Mg"? [7,s.00] va que
estos iones actuan como estabilizadores en las vesiculas,
sin embargo, dicho sistema se‘inhibe por la accidn del CN™,
CCCP, p-hidroximercurilbenzoato y algunos antibidticos como

Ta valinomicina y gramicidira.
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1.5  ANTIBIOTICGS CON ACCION INHIBIDORA

Se aislaron e identificaron un gran ndmero de sustancias antibidticas
que son capaces de inducir el paso de jones especificos a través de las
membranas [70]. Una de las primeras en las que se reconocid esta pro _
piedad fue 1a gramicidina, que impulsa el transporte de K+, Na+ y otros
iones monovalentes a través de Tas membranas y bicapas fosfolipidicas
sintéticas, otro caso fue el de la valinomicina, gque muestra un alto
grado de especificidad para inducir el transporte de kKt a través de
Tas membranas. Como muchos otros ion6foros, este antibidtico es un com_
puesto anular, con un gran anillo cerrado, que posee un exterior hidro_
f8bico ¥y un interior hidrofilico en el que se encaja precisamente el
ion k¥ mediante enlaces coordinados. El exterior hidrofébica de la vati
nomicina permite que el complejo valinonmicina-K' se disuelva y pase a
través del estrato hidrocarbonado no polar de Ta estructura de Ta mem_

brana. De ahi el nombrc  jondforo que se da a estos antibiéticos [4s, 70]

Otro iondforo especifico para el Kkt es 1a nigericina, que difiere de la
valinomicina en que posee una,sd]a carga negativa; el compuesto nigeri
cina-k* no posee caygd=Eiéctrica neta alguna. La nigericina indica el
intercambijo de K+ por el ut mientras que la valinomicina promueve el

paso de k¥ sélo.

Otros jondforos tales comd el polipéptido de gramicidina, son molécu
Jas lineales y se cree que envuelven al catién monovalente formando

una estructura anular semejante a la de la valinomicina. Algunos ionG_
foros son muy activos en el transporte de cationes divalentes espe _

cialmente del ca™? [70].
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Una aran desventaja aque bresentaron estos iondforos frente a estudios
que se realizaron en Escherichin coli y Bacillus subtilis fue que +inhi
bieron tanto la captacidén como la acumutacidn del Mn+2 y de acuerdo a
1o anterior y a las conclusiones que se obtuvieron en aquéllos estu _
dios fue gue la valinomicina, nigericina y gramicidina tuvieron su
accion alterando la permeabilidad de 1a membrana por la presencia de -
los iones H+, 'Y y Na® o bien ejercieron su efecto sobre las vesicu _

Tas de membrana por un incremento de protones [7,s].



I.

_45.

6 TRANSPORTE DE FIERRC

Hace mucho tiempo los microorganismos procaridéticos se desarroilaban,
bajo una atmdsfera reducida, en donde el ion fierro se encontraba en
estado ferroso._Los iones ferrosos libres son relativamente de baja so
Tubilidad; se sabe que 1a utilizacidn de este metal se basaba en la dis
ponibilidad del jon fiervo en su estado ferroso. Ahora bien la presen_

cia de 02 1ibre cambia al {ion fierro a su estado férrico y origina una
rdpida remocidn de aquél del medio ambiente ¥ por lo tanto el metal -

presenta una respuesta evasiva.

De acuerdo a las alteraciones del ion fierro por el oxigeno 1ibre ¥ con
siderando €l metabolismo del fierrc se propusieron tres posibilidades
en relacidn a la sobrevivencia de las cé&lulas:

1) Las cé&lulas podrian continuar su existencia en el nicho anaerdbico

{existen en ia actualidad anaerobios estrictos)

2) Las células podrian evitar sus requerimientos del ion fierro usando
otros cofactores para estas reacciones.

3) Las células podrian desarrollar un medio eficiente para solubilizar

y transportar el fierro en estado férrico causando un aumento en el flu

jo del mismo dentro de las cé&lulas [eo].

Por otro Tado las investigaciones acerca del transporte del ion fierro
microbiano, revelaron que la evolucidn produjo un sistema de transpor
te en el cual las c&lulas liberan jon férrico de alta afinidad uniendo_
se a moléculas formando quelatos, los que posteriormente cruzan el 17_
mite lipoproteico por sistemas de transporte especificos unidos a Ia'

membrana y ast el fon fierro se elimina del quelato para el uso metabo_

1ico de enzimas especiales.



I.

~db-

7 TRANSPORTE DE FIERRG MICROBIANG. SIDEROCROMOS [ee]

E1 ion fierro se encuentra en células microbianas eﬁ combinacidn con -~ °
ciertos dtomos donadores electronegativos tales como el oxigenc, nitnd
geno y azﬁfre. Los compuestos gue fungen como cofactores en el trans _
porte de fierro comunmente son ligantes con el oxigeno, en los cuales
el fon fierrc se coordina a través de un dtomo de oxigeno; el hecho de
que estos compuestos quelen selectivamente al ion fierrc en estado f&_
rrico no es asombroso., va que se sabe aue Tos microorganismos produ _
cen por lo menos dos tipos de ligantes quimicos con el oxigeno: los -
dcidos hidroxdmicos y los dcidos fendlicds (derivados del 2,3-dihidroxi

benzoico) hay evidencias de que ambas categorias quimicas participen

‘directamente en el transporte de fierro. Neilands propuso aque el térmi

no siderocromo incluya los cofactores de transporte de fierro tales co

mo Hidroxamatos y fenolatos.
A) HIDROXAMATOS

La gquimica general de los &cidos hidrox@micos fue revisada por Emery y
Hejfands, la propiedad mds sobresaliente de estos compuestos, radica en

2 5o Tiga.debilmente). Esto presenta

su capacidad de quelar Fe+3 (el Fe*
una importante propiedad quimica, en téﬁninos de remover el Fe del que_
lato por una posible reduccidn enzimdtica, una vez que el transporte

del quelato férrico al interior de la bacteria se ha llevado a cabo. EI
Hidroxamato forma un anillo estable de cinco miembros con un dtomo dé

Fe. A pH neutro tres ljgantes ce hidroxamato se unen con Fe trivalente

para producir un quelato neutro.

Los dcidos hidroxamicos contienen tres grupos hidroxamato/molécula,
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creando un guelato rarcadamente estable,

Un breve estudio de las diversas familias de hidroxamatos
microbianos con la estructura representativa de cada una de

ellas se plantea a continuacion.

1) Tipos de ferricromos: Estdn consitituidos por una serie
de hidroxamatos con estructura relaciorada. Se han aislado
de diversas especies de hongos. Lé estructura de ferricromo

se muestra en la siguiente figura.

[®) N { C
N {CH2s N
/C | .
N H
H\ é / o /C/
/ “Huec-c (CH,J;
H—N N o
( o omd )
Vi
o=5 HE—=CT 5= on,  N—y
\ _H \ / /
_c N—(CH, ); c
H \\ “SH
/N\ H c
H ~C | N
0 i ‘4
H

Figura No.1.7.a. "Estructura del Ferricro
mo (Diferri)” los sitios de guelacién

estédn indicados con un asterisco [#0].
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La molécula de ferricrome cortiene tres residuos ¢e N-hidro
xi-L-ornitina que le confiere el carédcter bdsico a la estruc
tura. La acetilacidn de 1os tres grupos hidroxiamino procu_
cen la funcidén del &dcido hidroxdmico; Ta molécula estd cons_
tituida para producir umn anillo de estructura estable, en el-
cual tres Tigantes hidroxdmicos se pueden orjentar alrededor

de un dtomo de Fe en estado férrico (véese figura 1.7.a.).

La albomicina es un antibibtico, que se incluye en la fami_
lia de los ferricromos motivo pcr el cual no:tiene una epli
cacidn clinica coentra bécterias G(+) y G(-). Su actijvided -

puede antagonizarse por la presercia de otros siderocromas.

2) Tipos de Ferrioxamina: En contraste ¢ la clase de los fe
rricromos de dcidos trihidroxémicoé, las clases de compues_
tos de ferrioxamina, contienen tres grupos hidrcxamato inser
tados er una cadena. Un-ejemplo tipico es la ferrioxamine B

gue se muestra er la siguiente figura.

NH,(CH),N-~CICH,), CONH{CH,),N—C(CH,) , CONH{CH ,),N—C CH,
' I

HO O HC O HO O
“ % o L

* oL

Figura No. 1.7.b. "Ferrioxamira B" [eo]
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Las ferriorxaminas se idertificeron er algunss ecpecies de

StrepLomyces ¥y Nocardia. Los rueve dtomos que separan los
grupces hidroxamatos er la ferrioxamina B permiten facilmente

que la molécula se doble alrecedcr de un dtomo de fiervo acg

moddndose pava Ta guelacién.

Diversos hidroxamztos (rclacionados estructuralmente a las

ferrioxaminas) con actividad de antibidtice compiten con

ciertos siderocromos para e] trarsporte. Muchas mutartes

resistentes a la actividad de ectos antibidtices tienen dafia

dos sus mecariswos de transporte.

2) Derivadecs de citrato: Estos compuestos se identificaron

¢e bacterias tales como: Aecicbacten aerogernes, Anthrnobaciten
pescens y Bacillus megotendium. La estructura de dichos deri

vades se muestra er la siguiente figura.

* * 3t ® E 3

ﬁ ?H ?OOH ?H O
: i
CH,C-NICH,),NHCOCH,COHCH,CONH(CH_ I, ~CCH,

Figura No. 1.7.c. "Dérivadcs de citrato” [e0],
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Puesto que las moléculas contienen sclamenie dos grupas hidro
xamato, el COOH central Tibre y los grupcs 0OH de citrato

pueder participar en la formacidon del quelato férricc.

4) Micobactinas: Una ser+ie de compuestos de dihidroxamatos
se aislaron de Tas micobécterias. La estructura general de

las miccbactinas se muestra en la siguiente figura.

co

AN
[CHlJa—CH—~CO—0

Figtra No. 1.7.d. " Micobactinas" [20].

Una de las propiedaces mds significeétivas de dichas micobac
tinas es su solutilidad en lipides ( en contraste con Ta mayg
ria de los hidroxamatos) y grarn selectividad pcr el ion fie

rro er su estacdo férrico.
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§) Acidc rhodotordlico: Se ka identificado en varias lTevady

ras y su estructura se muestra en la siguiente figura.

ko

OH

A |
CH,—C-N=-I(CH),__N

=Qw

Figura No. 1.7.e. * Acido Rhodctordlico® [eo].

Este dcido es un dipéptidec <ciclico de N-actil-N-hidrexiorni

tina’(que constituye una sukunidad de ferricroma); las dos

funciones hidroxamato de este compuesto no pueder quelar el

‘mismo. dtomo de ‘Fe: por razomnes esté@ricas. E1 dcido

rilico forma complejos polinucleares cor el metal.

B) ACIDOS FENOLICGS

rhodoto_

La segunda- categoria quimica de ligentes totales de oxigenc

que se utilizaror como ccfactores del trarnspcrte de Fe por
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microorganismos, son 10s 8.a. . conjugados del 2,3-&cido
dihidroxibenzoico. E1 triéster ciclicc del 2,3-dihidroxiben
zoilserina:(enterobactina o enteroquelina) se aisld de Aerotbac
ten aenogenes, Eschenichia cof.i y algunas especies_de Saflmc
nefLlfa ercontré@ndose que cada mo1éfu1a de enteraoquelina fer
mé complejo con un dtomo de fierro en estado férricc. Un com
plejc hexadentado se forma entre el dtomo férrico y los seis
grupos hidroxifen6licos de enterogueline esta estructura se

muestra en la figura 1.7.f.

90
g
c—5—~¢
o"Hz \D\
0=(§ CHa
\ /
n

Figura No.1.7.f. "Enteroguelina" [eo].

En cultives de KLebsiefla y Fackerdichia ccli, se hallé una
Tre conjugade del &cido 2,3-dihidroxiberzoico. La 2,3-dihi_

droxibenzoilgliicina se aislé de cultivos de Baciflus subiifis
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sirn embhargo, a causa de su estructura este a.a. conjugedo
no pued‘e- formar un triéster ciclico arndlogc a la enteroque_
Tina. Por Gltimo ur conjucadc del dcidc difenpolico de Lis
se descubrié en cultives de Azotobacter vinelardid bajos en

concentraciér de Fé.
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C) BIOSINTESIS

Los esfuerzos para definir 1a biosintesis de los &cidos
hidroxamicos son numerosos, particularmente, la funcidn
del hidroxamato. Las evidencias sugieren que antes de 1a
incorporacién del a.a. a péptidos o ésteres, ocurre la

la formacidon enzimdtica del grupo hidroxiamino a nivel
de dicho a.a. La biosintesis del hidroxamato se controla
por la cantidad de Fe presente en la célula, su deficien
cia conduce a una exagerada produccidn de hidroxamatos;
algunos autores sugieren que la sintesis de éstos solamen_
te ocurre cuando los organismos estan deficientes en Fe.
Sin embargo Baciflus megatenium sintetiza bajos niveles de
hidroxamato schizokinen a pesar de 1a gran cantidad de Fe

presente en el medio de cult

vs. Seg sabe que probablemente
Ta sintesis del hidroxamato ocurre casi continuamente, Vv
que el agotamiento del Fe celular almacenado, conduce a la
completa liberacién de los mecanismos de‘contro1 que go __
biernan 1la sintesis de hidroxamatos. Las enzimas involu _
cradas con la biosintesis de los hidroxamatos adn no han

sido purificadas. Se desconoce como el Fe reprime la sinte
sis de una o mids de las enzimas que intervienen en las ru
tas biosintéticas, o si el metal ejerce una inhibicidén por

retroal imentacidn en uno de los dos pasos.

La biosintesis de los ferolatos y el camino que conlleva

al 2,3-dihidroxibenzoato, se estudjaron cuidadosamente y
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estdn bien establecidos. La sintesis de este Gltimo en
ciertos microorganismos como: Acaobacter aerogencs, -
Eschenichia cofi y Bacillus subtilis representa una rami_

ficacién del dcido corismico.

La enteroquelina fue sintetizada a nartir del 2,3-dihidre
xibenzoato y L-serina por estractos celulares de Eschexdi
chia coli, Se identificaron tres proteinas y tres enzimas
gue se involucran en Ta ruta biosintética ya mencionada.
Los genes que codifican para las enzimas de la enteroqueli
na se agrupan Juntos en el cromosoma de Eschendichia coli a

su vez evidencias sugieren que éste funciona comao un operdn.

Se sabe que la sintesis de los fené]es es similar a la de
los hidroxamatos, va aque ésta se regula por el Fe. El crg
cimiento de los organismos en medios de cultivo con gran
cantidad de Fe permite la represidon de la sintesis de las
enzimas que se involucran en la produccidon de la enteroque
lina. Del mismo modo las enzimas que convierten el dcido
corismico a 2,3-dihidroxibenzoato en Baciflfus sublildis se
reprimen por concentraciones elevadas de Fe er un medio de
cultivo. Por (71timo, alguras investigaciones aseguran que
la naturaleza de los co-represores se desconoce aln.

[11,90].



1.8 MECAWISMOS DE TRANSPORTE

En esta seccidn se van a revisar algunas investigaciones im
portantes que se hicieren con varios microorganismos que

tienen establecido un papel directo para los siderocromos

en el transporte de Fe. E1 procesc de transporte se desarrg

11a como un mecanismo de multietapas que involucran mas de
un producto genético. Se sabe tambi@n que cualquier wicgro_
organismo puede ser capaz de usar no s61o su propio siderg
cromo producido enddgenamente, sinc que también puede usar
el de otros microorganismos. Vavrios siderocromosrpueden
transportarse por sistemas +independientes dentro de una

bacteria sencilla. Ello es interesante, pues un microorga_

nismo deberia poseer 12 capacidad para utilizar siderocro_

mos de otras bacterias removiendo v transportando el Fe

de esos siderocromos exdgenos. Ld conservacidn de esta capa

cidad debe ser una ventaja de sobrevida.

La' historia del transporte para los siderocromos alin no es

completa y las diferentes moléculas presentes dentro de 1la
membrana celular y dentro del citoplasma responsable del
movimiento de los quelatos y la liberacidn subsecuente de
Fe estdn aln siendo estudiadas.

En la siguiente seccidn, se resume el transporte de Fe para

Tas especies de Bacilfus fundamentado por NMeilands.
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A) Bacillus megatendium

Bacillus megatenium, produce un hidroxamato secundario al

que se Je denomina "schizokinen"” (véase figura 1.7.c.). Por
otroATado Arcenaux y Lankford [so], aislaron una serie de mu
tantes incepaces de producir "schizokinen" pevro que conservan
sus capacidades normales de transporte de siderocromos aun _
que Ta utilizacidén de otros de eilos como el desferal es de_
fectuosa, 10 cual se corrobord con estudios de transporte y
asimi1aci§n de Fe. Se sabe que 1a pérdida de la capacidad
para producir "schizokinenf no elimina la captaci6n de Fe del
medio de cultivo en las cepas mutantes de Baciflus megatenium
(SK-11 y S$K-300). En estas dos cepas se observé una capta _
ci@n répida de Fe iénico (59FeC13); sin embargo, la ausencia
de la sjntesis de fschizokinenf previno a la cepa SK-11 de

1a competencia del Fe por sistemas que tienden a precipitar

éste.

M&s adelante se hicieron estdios con concentraciones de
aluminio, de tal manera que la adicién de bajas concentra _
ciones de &ste bloquean la captacidn de Fe radiactivo
(59Fecl3) en la cepa SK-11. La evidencia sugiere que el
aluminio inhibe la captacidn de Fe idénico por medio de 1la
formacidn de complejos externos con metal removiéndolo

del sistema. La quelacidon del Fe radiactivo por "schizoki _
nen" (Fe;schizokinen) previno la inhibicidn de la capta _
ciéndei Fe por e1‘a1uminio, estimulando cerca de cuatro

veces la captacién total de Fe en Ta cepa SK-11. E1 trans_
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porte del complejo fué rdpido, logrando la saturacidn apro

ximadamente en dos minutos. En ausencia de "schizokinen",

tanio la capa SK-11 ccmo la cepa SK-300 no presentan un

proceso ensamblador de Fe de suficiente afinidad para la
adquisicidn del metal complejado por otros sistemas. Esios
resultados revelan la importancia de le produccidn de side
rocromos en situaciones naturaies, aunque la cepa SK-11

puede crecer in vitro en un medio simple que contiene s&lo

Fe como lGnica fuente de éste. De manera interesante Ta adi

cidn de aluminio a cultivos de Raciflus megaienium {ATCC
12212), productor de hidroxamatos, causa un incremento en

la sintesis de "schizokinen®.

Claramente ol "schrizokinen" es esencial para el transporte

de Fe en Bacillus megatenifum. Sin embargo, se cuestiona si
el "schizokinen" funciona simplemente para solubilizar Fe

externo y 1o entrega a un sitio de la merbrana o si el que
Tato "schizokinen"-Fe penetra a través de ésta. Para resol
ver esta pregunta se empled el transporte simultdneo de 3
y Fe59 en un quelato doblemente marcado. rﬁ_"schizokinen"-
59

Los resultados cinéticos demos

Fe en Bac<LLfLus megodenium.

traron que a bhajas concentraciones del quelato doblemente

picomoles de Fe radiactivo transportado fueron
3

marcado Tos
cap

casi equivalentes a 1os picomoles de "schizokinen"-H
tado por las células. Estos resultados. se esperarian si el
quelato se trasiadara como una unidad intacta. Cuando se

probaron altas concentaciones, la captacidn de ambos com
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ponentes del queiato “ué rgpida. Sin embargo, la Tibera_

cidn de "schizokinen"-H3

de las células después de trei_
ta segundos de la captacidn fue evidente. La captacién to_
tal de Fe radiactivo durante un peridédo de exposicién de
diez minutos del “schizokinen"-H3 excedid 1a captacién de
éste cerca de tres veces. Estos resultados se interpreta_
ron pensando que el quelato cruzd la membrana celular co_
mo unidad simple, pero el Fe se liberd rapidamente del -

3 resultante se descargd de

complejo y el “schizokinen"-H
Ta célula. Las porciones del quelato doblemente marcado
pueden perm&anecer como un aimacén de Fe disponible. La 11
beracién de "schizokinen" radiactivo fué un proceso depen_
diente de Ta temperatura, sugiriendo una enzima mediadora
para ja eliminacién del Fe del quelato. Las pruebas croma
togrificas del material marcado con 43 se 1ibers de las ce
Tulas durante los 2 pﬁnmfosnﬁnutos del ensavo, e indicaron
que éste era todavia "schizokinen", por lo tanto, el 11

gante orgdnico no se hidrolizd durante el proceso y remo

cién del Fe.

La evidencia para un sistema de transporte especifico para
“schizokinen", se obtuvo en Bac.ilfus megaterium que al
igual que otros microorganismos, es capaz de usar no sola
mente su hidroxamato sino algunos otros hidroxamatos produ
cidos por otros microorganismos dentro de l1os cuale$ se
encuentra el desferal (la forma de Fe lTibre de ta ferrio _

xamina B). Sin embargo, cultivos de Bacillus megateriwnm
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SK-11 constituyen una excepcibén ya que no pueden-utilizar
la aerobactina que es un hidroxamato producido por Aero

bacten aenogenes.

La determinacién de 1a cinética de transporte en Bacillus
megaterium SK-11 a diferentes concentraciones de Fe mani
fiesta que la velocidad de transporte del metal aumenta a
medida que la concentracidn de "schizokinen"-Fe°? se incre
menta. Estudios similares que se llevaron a cabo con el
quelato desferal-Fe demostraron una diferencia en la res _
puesta de captacién para esta fuente de Fe. Concentracio _
nes altas de desfera]—Fe59 Tiberaron unicamente alrededor
de 1/5 del nivel mdximo de Fe transportado en forma de
"schizokinen“—Fesg, asi Bac{lLLus megaterium SK-11 parece
tener un reconocimiento en la capacidad para el transporte
y utilizacién de hidroxamatos basado en la estructura qui_
mica de su molécula ésto probablemente se deba a Ta afini_
dad- de un sistema de transpdfte simple de hidroxamato, o
bien a un sistema de transporte que separa a diferentes hi

droxamatos secundarios.

Estudios cuidadosos del transporte de desferal-Fe en -
Bacillus megatenium, indicd ur sistema de difusidn facili_
tada, sugiriendo gque los hidroxamatos férricos no se trans
portan activamente. Estos aspectos'de transporte de hidro_
xamato férrico, se incluyven en un modelo tentative (véase

figura 1.8.3.)
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Las vesiculas de membrana preparadas por ruptura osm@ti_
ca de los protoplastos de Baeillus megatenium acumularon
hidroxamatos férricos tanto de "schizokinen" como de des_
feral. Esta acumulacién no dependid de la temperatura y no
cambid por la adicién de varias fuentes de energia. Esto
huede representar solamente la unidén para pcsibles recep_
tores de hidroxamatos férricos sobre las membranas. Tal
unién fue rapida y dependiente de Ta concentracidn. Estu
dios de la capacidad de un namero de diferentes hidroxa
matos férricos naturales para causar disociacién de la
unidn de "schizokinen"-Fe o desferal-Fe de las membranas
asi como el cdlculo de constantes de unidn-afinidad y
capacidad de unidn mdxima, revelaron que los dos quela_
tos probablemente se unieron por sitios especificos inde
pendientes. Los receptores "schizokinen”-Fe pueden expli_
car el incrementu en Ta veloucidad de Ta captacidén de Fe

de este gquelato a altas concentraciones.Baciflus megatenium
puede tener procesos de transporte independientes para

esos dos hidroxamatos férricos y para otros que también -

puede usar.

Receptores no especificos para aerobactina-Fe se identifi
caron en esas vesiculas, implicando que no hay sistema% de
transporte para este quelato, explicando asi 1a carencia
de utilizacidn de aerobactina por Bacillus megatenim.
Ademds los estudios de la interaccidn entre vesiculas .de

membrana de BacllLLus megaternium Y ”schizokinen"—Fe59 reve__
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Taron la presencia de una sustancija de union para el com _
plejo marcado presente en el interijor de Ta membrana, esta
sustancia aln no se identifica quimicamente, sin embargo

su P.M. estd alrededor de 50 000- 60 000 D y no hay eviden
cia directa del enlace de esta sustancia con el transpor _
te del qguelato, aunque este componente puecde ser parte de
un sitio receptor o servir para la unidén subsecuente del

quelato receptor.

La captaci§n del desferal se examind en una cepa mutante
ardl que es incapaz de crecer en presencia de desferal,
esta cepa se aisld sobre las bases de su resistencia al an_
tibiético del tipo de ferrioxamina A 22765. Un trabajo

con Staphylococecus aunreus indicé que mutantes resistentes
al antibibStico A 22765 tenfan dafiado el transporte de Fe _

rrioxamina B (desferal-Fe). Durante la captacidn de

59

desferal-Fe por Jos protoplastos de Bac{fLus megaferium

ardl se observé que el quelato intacto se localiza en la
fraccién citoplasmdtica y no hay transferencia de Fe®% a
componentes macromoleculares. Los experimentos de control
utilizando "schizokinen"-Fe revelaron que en treinta segun_

59 e trans _

dos de ensayo una cantidad significativa de Fe
fiere a especies macromocleculares presentes en la fraccidn
citop1asm§tica indicando la remocidon del metal del "schizo
kinen". Asi la cepa ardl de Bacillus megafenium parece ser
capaz de transportar désfera1-Fe e incapaz de remover

el Fe del quelato para su usc metabdlico subsecuente.
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BacilLlus subtifis, un productor de fenolato, también es
Gtil en estudios de transporte de Fe que proviene tanto de
compuestos del fenolato como de hidroxamatos férricos. Esta
bacteria excreta el 2,3-dihidroxibenzoato y el 2,3-dihidro
xibenzoilglicina; en presencia del segundo compuesto se ob
servd un incremento en la captacidén total de Fe, proceso
Gue fue sensible.a la temperatura. Cuando las cé]u]as se
trataron con azida de sodio la captacion de Fe se redujo
totalmente, este resultado sugiere que el transporte es un
proceso que consume energia mds no se comprobd que el movi
miento del quelato a través de la membrana sea termodindmi
camente activo. Todavia no es claro como es que Ta 2,3-di_
hidroxibenzoilglicina puede aumentar el transporte de Fe

en Baclllus sublildis.

Se requierecn tirabajous adicionales para esclarecer la parti
cipacidn del fenolato en el transporte de Fe en Bacdillus
subtifis, se sabe que 1os dos hidroxamatos férricos; el
desferal-Fe y "schizokinen"-Fe aumentan la captacidn del
ion metdlico, 1a bacteria y el siderocromo también puede
ser un cofactor funcional en el transporte del metal. Por
Gltimo, se concluye que Bacillus subtilis al igual que -
Bac.i8lus megatesrium son capaces de utilizar diferentes si_

derocromos.



CAPITULO TI.

SUPEROXIDO DISMUTASA.

The past, the infinite greatness of
the past!

For what is the present, after all,
but a growth out of the pust?

Walt Whitman.
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2.1 GEMERALIDADES.

Durante el proceso de transporte de electrones al oxfgeno mo
Tecular a través de la cadena respiratoria mitocondrial de -
organismos eucaridticos y la membrana citoplasmédtica de Tas

bacterias, asi como en diversas reacciones de hidroxilacién

v de oxiamenacifn se pueden formar productos téxicos en Ta -
reduccidn parcial del oxigeno, probablemente como intermedia
rios sobre 1os centros activos de algunas enzimas que se in-
volucran en esas reacciones. Los intermediarios mds importan
tes son: el OE y el H202, ambos son altamente reactivos y ca
paces de lesionar irreversiblemente a diversas biomelé&culas

de mamiferos y bacterias de resniracidn aerdbica [70].

Ademds, ciertos microorganismos son protegicdos de la toxici=~
dad dei oxigeno de céiuias facociticas por su hdbi?idad para
sintetizar la SOD y CAT {24 ,48]. La primera funciona como -
una defensa primaria contra la citotoxicidad potencial del -
05 éuya formacién es un evento comin en sistemas bioldgicoes.
[3.‘0,'}-22.24,27,39,.5,47,40,49,50,57.95,119]. La sequnda,

una homoenzima que descompone el H202 (en una molécula de -
oxfgeno v otra de agua) que se forma durante la reaccibn que

cataliza la SOD.
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2.2 CARACTERISTICAS DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA.

Hallazgos en bacterias, plantas ¥ animales suponen que la -
SOD juega un papeT importante en la proteccidn de las célu-
las contra los efectos destructivos del Oé. Su importancia -
radica en su caracter esencial para la supervivencia de las

células aerdbicas. Su sustrato es un radical inestable (05)

que se presenta en cantidades mindsculas en cualquier momen-
to, procediendo la reaccidn a una velocidad rdnida. La SOD -
elimina cataliticamente al 05 mediante la siquiente reac -

cidn [9s,98].

20, + 2H H202 + 0

Las enzimas observadas para catalizar la dismutacidn del 05
se clasifican de acuerdo a la naturaleza de los iones metdli
cos contenidos en su molécula, éstas son: SOD-Fe, SOD-Wn y -
por Gitimo la SOD-Cu-Zn. La primera de ellas se encuentra en
el espacio peripldsmico [ss ,45,47]. Aunque investigaciones -
recientes afirman que esta enzima en Escherndichia coll no se
localiza en ese espacio, sino que su SOD se encuentra en la
matriz [10]. La segunda,‘denominada manganoenzima, cuya Joca
tizacidn ha sido Hien definida en la matriz [ao,as,av,éa]. -
La tercera y G1tima, generalmente se halla en el citosol de
las células eucaridticas [e7,118] v su estructura molecular
difiere totalmente de las otras dos oue ya se mencionaron -

[sel. Cabe mencionar que la SOD-Cu-Zn también se ha encontra
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do en Photobactenium Lelognathi, sin embargo, muy poco se -

sabe acerca de elia [3s].

Ahora bien, otros investigadores han hecho hincapié en que
especies aerotolerantes [3] v anaefobios facultativos como
Escherichia cold [a,10,23,27,45,50] contienen $SOD mientras.
que l1os anaerobios obligados carecen de ella, un ejemplo de

ésto se demuestra en la tabla 2.2.a. [sa,s6].

Irwin Fridovich en 1973, habia demostrado que Escherichia

coli tipo B, contenia dos formas de SOD electroforgticamen-
te identificadas, ambas diferian con respecto a su localiza
cion dentro de 1a célula, en la naturaleza de sus metales, .
en su respuesta a cambios de p02, en su P.M. ¥ en el nimero
de las subunidadesque las componian [4s]. Se trataba de una
ferrcenzima y una manganoenzima, que quardaban una estrecha

relacién ern, 1a secuencia de a.a. [23,4s5].

Posteriormente, Fridovich y otros investigadores demostra =~
ron al estudiar una gran variedad de microorganismos entre

Tos cuales se encontraban E4cherichia coli K-12 vy Eschendi -
chia coli B, que estas dos cenas especificamente contenian

tres SOD diferentes [10,24]. Las enzimas fueron purificadas
v se detectd que una de ellas es constitutiva encontrandose
presente cuando las céiulas crecen en condiciones de anaerg
biosis, tratéd&ndose de una SOD~-Fe. Las otras dos aparecen soO

lamente durante el crecimiento aerdbico, siendo una de -
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Tabla No. 2.2.a. "Contenido de SOD
v CAT en diferentes microorganismos"

[e83,07].

Microorganismo (U;gg) (U?Q;)

Aerobios y anaerobios

facultativos:
Eschendichia coli i.8 6.1
Salmonella typhimunium 1.4 2.4
Hakobacternium salinarum 2.1 3.4
Rhizobium japonicum 2.6 0.7
Micrococcus nradiodurans 7.0 289.0
Saccharomyces cerevisae 3.7 13.5
Mycobatenium sp. 2.9 2.7
Pseudomona sp. 2.0 22.5

Anaerobios estrictos:

Vionelfa alcalescens 0 o
CLostnidium gasteurianum 0 0
StichklLandii Lentopuitrescens 0 0
CelLlobioparum barnkeni 0 0
ClLostrnidium acetobutyleum 0 0
Clostrnidium sp. 0 0
Butyhibnrio fibrisolvens 0 o]
-|Anaerobio aerotolerante:
Butyrilbactenium rettgend 1.6 0
Stnéptocoaaub faecalis 0.8 0
Streptococcus mutans 0.5 0
Stheptococaus bovis 0.3 0
Streptococcus mitis 0.2 0
Stnreptococecus Lactis 1.4 0
Lactobacillus plLantarum 0 0
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ellas una SO0D-"nueva", que al parecer estd compuesta de una

subunidad de cada una de las otras dos [10], 7o gue hace -

pensar que se trata de una enzima hibrida 1lamada Ferrope -

roxido dismutasa hibrida [zrj.

Investigaciones previas reportaraen que Lactobacillus plania
rum carece de una S0D verdadera y la defensa contra el Oé -

la obtiane del Mn+2 intracelular, de hecho el género Lacto-

baci{fliae exhibe un alto requerimiento por el Mn+2. En un -

experimento realizado con buffer de pirofosfato a pH 7.8,

el Oé oxiddé al Mn+2 obteniéndose un complejo estable de

Mn+34pirnfosfato y en «usencia de queladores estabilizantes

el producto fué Mno;, por esta razbn parece probable que 1la

eliminacidn del 0; cov el Mn+2 depende de 1a reduccidn deal
o

producto, Mn+3, por alaunos componentes de la mezcla de

reaccidén comae lo sugiere el experimento [2].

También se han llegado a realizar investigaciones en algu -

nos microorganismos con respecto a su conducta frente al 02
por ejemplo Vibaio parnahemolLlidl

v al contenido de 1a SOD,
cus 27519 y otros vibrios halofilicos posean dos 80D's dife

rentes que se presentan a bajos niveles en condiciones anag

robias y aparecen a niveles elevados en condiciones aer8bi-~

B

cas, ésto suqiere que bajo dichas condiciones a los vibrios

les es permitido sobrevivir en tejidos aerdbicos el tiempo

suficiente para reducir el medio y crear asi focos de infec
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cibn, incrementando de esta manera su virulencia [247,

Estudios realizados con cepas bacterianas indican que exis-
te una diferencia en el contenido de SOD's presentes en las
bacterias G (+) ¥ G (-), es claro que no existe una regla -
que confirme esta distincidn debido a la rapidez con 1a -
cual los microorganismos pueden evolucionar; sin embargo, -
en estudios realizados por Larry Briton y colaboradores @ -
[+1+], se demostré que las bacterias G (-) tendieron a conte
ner SOD-FE y que m&s de la mitad de Tas bacterias G (+) con

tuvieron solamente SOD-Mn como o demuestra la tabla 2.2.b.

En su oportunidad se tratardn con mds detalle las caracte -

risticas correspondientes a cada una de las variantes de -

las 50D's.

a
a
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Tabla Ho. 2.2.b. "Contenido de SOD en bacterias

G (+) y & ()" [ ].

Bacterias Gram (S?gg)
S. faecafdls + 8.0
S. pyogenes + 11.9
S. pneumondae + 1.3
S. Lactis + 33.3
S, auneus + 10«5
S. epidermiddis + 8.7
Micrococeus Luteus + 3.3
M. radiodunrans + 18.9
B. cenreus + 58.8
B. megatenium + 21.1
B. subtilis + 5.2
Listendia monocytogenes + 30.8
C. dipthencae + 4.2
N. jarcdindica + 8.4
E. cotd - 21.4
E. cfoacae - 25.6
S. marcescend - S.1
A. faecalis - 20.0
P. vulgaris - 13.6
Pseudomona aeruginosa - 15.7
8. typhimurium - 32.0
K. preumoniae - 27.0
- 13.7

N. subflava
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2.3 ANION SUPEROXIDOD.

E1l 05 es un intermediario comin en la reduccifn parcial del

02. l.os radicales libres suverdxido se generan en el curso -
de la interaccifén con el oxfaeno molecular de varijos consti-
tuventes colulares, incluvendo flavinas reducidas, flavopro-
teinas, quinonas, tioles, Teucoflavinas, catecolaminas, te -
trahidropteridinas, ferredoxinas, rubredoxinas y hemoprotefi-
nas [#0]. E1 O, también se forma durante la accidn catalfiti-
ca de las siquientes enzimas: xantino-oxidasa, aldehido-oxi_
dasa, dihidro-ordtico-dehidrogenasa y un ¢rupo de flavopro -
teinas deshidrogenasas. Se sabe ademés, que hay varias hidro
xilasas vy oxidasas que se inhiben por la SO0D, Jlo cual sucie-
re que el 05 es un intermediario en sus ciclos cataliticos.-

inctuyen hidroxilasas solubles de Aspergillus ni =

ped

LIRS
tlas

an

Wqu

gqes, triptofano-dioxigenasa ¥ galactosa oxidasa.

Los granulocitos intactos producen también 05 durante el ac-
to de faagocitosis [2e]. Independientemente del proceso de in
gestidn, ocurre el estaliido respiratorio de los heutréfilos
(primera linea de defensa ﬁe1.sistema inmunol&gico) con cual

quier perturbacidén de su membrana celular, este evento se -

lleva a cabo con la formacidon de H202 y 02. E1 mecanismo del

estallido se desarrclla como se demuestra en el esquema

2.3.a. [2e,407].



2.4 TOXICIDAD DEL ANION SUPEROXIDO.

E1 mecanismo de la toxicidad del 0, nermanece sin ser eluci-
[~
dado hasta el momento, sin embardqo, se han nropuesto dos me-

canismos que no son del todo satisfactorios [arl.

E1 mds comunmente aceptado es la 1lamada reaccidn "metal ca-

talizada de Haber Weiss":

M * 0] e @M1 4
2 2

20, ————— ™" 4 O0H” o+ HO"

e -
02 + HEOZ 02 + OH + HO

En el primer paso de este esquema el Oé reacciona con los -
. PR +2 +3
iones metdlicos (M), tales como Cu 6 Fe , presentes en -
Ta cg&tlula en cantidades traza, para formar los corraspondien
tes iones metdiicos reducides. £1 seaundo paso de la reac -
cibn es la reduccidn del H202 por el ion metdlico reducido -
{(n-1)+ . s . . .
M para dar el ion hidroxido ( ) v el radical hidroxi
1o ( ). E1 es deficiente en electrones y consecuente -
mente un poderoso oxidante sin distincidn asi como un inicia
dor de reacciones de radicales libres. Ciertamente, la forma
cion de este radical en una célula debe evitarse de alguna -
manera. Este mecanismo no explica satisfactoriamente Ta toxi
cidad del 05 ya que el pavel que juega en este mecanismo es
el de actuar como un agente reductor de iones metdlicos tra-

za. E1 dinterior de la cé&lula es de por si un medio altamente
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reductor. E] Oé no parece tener alguna propiedad especial o

inusual como agente reductor cuando se compara con otros -
agentes de este tipo que generalmente estdn presentes dentro
de la célula {(p.e. el ascorbato) por lo tanto, se especula -
ria que otros agentes bioldqgicos reducidos dentro de la célu
la también serfan altamente t6xicos porque ellos se substi -
tuirian por el GE en el esquema de la reaccidén. Entonces, -
las SOD's no serian de utilidad en la proteccidn contra la -

formacidn del en este mecanismo de reaccidn.

Otra posibilidad es que el OE se protone de alguna manera, y
que Jas especies no cargadas de H02 disueltas en la membrana
actien como un promotor en la peroxidacidn de 1ipidos. ET -~
OE podria causar dafic por este mecanismo, sin embargo, algu-
nas SOD's son citos6licas {disueltas en ta porcidn acuosa de
Ta célula) y por lco tanto, el Gnico camino que ellas protege
rifan contra tales reacciones.serfa el iminando el 05 antes de
que éste se introduzca a la membrana. Dado que el Oé es la -
base conjugada del H02 cuyo pKa es 4.8, muy pequefio en compa
racidén al pKa del OE que se protona a pH fisioldaico, nor lo

tanto este mecanismo no explica la toxicidad del 0;.

Seguramente puede haber otros mecanismos por los cuales el -
05 ejerza un efecto tdoxico. Por ejemplo, seria dificil descu
brivr si el 0; se enlaza a un sitio especifico de alguna enzi

ma esencial v de este modo inhibir su accidn.
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2.5 SUPEROXIDO DISMUTASA COMTEHIENDO FIERRO.

l.La SOD-Fe tiene un P.M. de aproximadamente 38 700 D. Estd -
compuesta de dos subunidades de igual tamafio, las cuales no
se unen covalentemente [23,27] y puede ser removida por cho-
ques osméticcs {10,38,42 ). Genevalmente, 1a mayoria de las -
ferroenzimas son dimeros, pero Methanobactenius bryantii -
constituiria una excepcidn yva oue se ha demostrado que su -

SOD-Fe tiene la estructura de un tetrdmero [es].

La estructura de la S0DB-Fe de Escheanichia cofi se determind
a una resolucidn de 3.1 A. kEn la molécula dimérica el -NH2 -
terminal se compone de dos hé&lices que se superponen antipa-

ralelamente y el -COO0OH terminal es una estructura de triple

3]

-

r una mezcla de estructuras o y B

s . + .
secundavrias [os]. E1 dtomo de Fe 3 se une a cuatro residuos

estrato caracterizada p

de a.a., el primer ligante, es la His 26 situada en el do -
blez de 1a hélice 'A; el segundo de eTlos se origina de la

hélice B; el tercero, viene del final del tercey filamento -

de la ldmina-pg -pledada, el cuarto y Gl1timo viene del final

del tercer Tigante, tal como se demuestra en la fiqura 2.5.a

[?5].

Estudios que se realizaron con bacterias que crecen bajo con
diciones de anaerobiosis demostraron que los niveles enzimi-
ticos de 1a SCD-Fe se elevan en comparacidn con ios niveies

de Ta SOD-Msi cuyos niveles permanecen bajos en estas mismas
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condiciones [9s8].

HELIGE

HELICE D

\ HELICE €
CTNMA /
HELICE F ‘\/\/

T

N

V\ HELICE 7P
RIS

Fiaura Mo. 2.5.a. "Estructura tridimencienal de una

subunidad de la SOD-Fe de Escherichia coli" f[es].

De acuerdo a su localizacién en el espacio peripldsmico de
Yas c8lulas bacterianas, la SOD-Fe Jjuega un papel importante

en la defensa contra el 05 exéoeno [as ,45].

Esta ferrosuperdxido dismutasa, ha sido purificada y aislada
de diversas fuentes bacterianas, entre las cuales se inciu -
ven: Eschendchia coli (10;2:,21,45,47,501, Bacillus stecano -
thenmophifus [118], Psecudomona ovalis [3e ,119}, PPecltonema

boryanum, Photobactenium Peiognathi v Photobactenlum sepia -

[ss]. En todas estas bacterias el estado de oxidaciéh‘de1

i
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fierro contenido en la SOD es +3 [98].

Electroforéticamente se observaron tres S0D's diferentes en

Pseudomona ovafis. Se habfa reportado aue una de ellas, la -
SOD-Fe, contenia dos dtomos del metal por mol de 1a enzima -
en estado natural, parecia que uno de Jos dos fierros era re
movido facilmente, pero el otro permanecia unido firmemente

a la molé&cula de 1a enzima [2e]. Posteriormente, este dato -
se confirma encontrédndose ademds que se podia tratar de un -
dimero de dos subunidades idénticas, con un P.M., total de -
cerca de 44 000 D. Su contenido de fierro varia, con un Timi

te superior a un dtomo de fierro por subunidad [110].
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2.6 SUPEROXIDO DISHUTASA COHTEMIEMNDO MANGANESOQ.

Lta SOD-Mn tiene un P.M. aproximadamente de 40 000 D. Se tra-
ta de un dimero con subunidades de igual medida. Estudios de
RMN demostraron aue el ion Mn contenido en la enzima de -
Eschernichia cofd es trivalente [asl. La manganoenzima no sec
solubiliza por choque osmOtico como la ferroenzima, aquélla
s8lo se libera por rompimiento sdnico [10,45,40] ¥ se encuen
tra en arandes cantidades en 1as células bacterianas cuando
éstas crecen en elevadas presijones de 02, presentando ademds

resistencia a la influencia de la estreptonigrina [es ,a7 ,a8]

La accidn protectora de 1a manaanoenzima depende sobre todo
de su disponibilidad para eliminar totalmente el Oé endboeno
[45] va que su localizacid6n en la matriz de las c&lulas bac-

terianas asi 1o ha sugerido.

La estructura de la SOD-Mn puede ser dimérica v tetramérica

tanto en células eucariGticas como en procaridticas, un ejem
pio de esta aseverscidn 1o constituven Theamus thermophdilus-
HB-8 v Thermus aquaticus Yt-1 [ee6], nrocariotas que contie -
nen una manfganoenzima con estructura tetramérica. Sin embar-
go, otros estudios revelaron que las células eucaridticas -
generalmente contienen esta enzima en forma de un tetrdmero

v las células procaridticas en forma de un dimero’ situacidn

que no siempre se confirma.
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lLa estructura cristalina de la SOD-Mn tetramérica de Thermus
Zthemmophifus HB-8 se determind a una resolucidn de 4.4 A por
mapas de densidad electrdonica, las posiciones de los metales
son equivalentes a Tas de 1s estructura de la SOD-Fe v 105 -
mapas indican que los linantes contribuyen al cruce de las -
hélices —NH2 vy -COCH terminales como se muestra en la si -

guiente figura (2.6.a.).

Figura No. 2.6.a. "Renresentacidn de una mapa de -

densidad electrénica de una molécula de SOD-¥Mn" [es].
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2.7 SUPERCXIDO DISMUTASA CONTENIENDO COBRE Y ZINC.

La SOD-Cu,Zn es una metaloproteina abundante en casi todas -
las c€lulas eucaridticas c¢on un P.M., aproximadamente de -

32 000 D [er], es relativamente fdcil de aislar, presenta al

i . + +
ta solubilidad v enlaza a los iones Cu 2 ¥ Zn 2 an una inte-

resante configuracidén (véase fiaura 2.7.b.). Puede aceptar -

otros iones metdlicos en lugar de aquéllos que la conforman.

Estos jones metdlicos no nativos actlian como pruebas espec -

troscopicos de Ta regidon de "unidn metalica" [s7].

Richardson » colaboradores [e87], determinaron 1a estructura

cristalina de 1a S0OD-Cu,Zn en forma oxidada por difraccidn

de R-X, es decir, conteniendo Cu+2 (brocedente de eritroci

tos de bovino). Se cree que Tas SQD's-Cu.,Zn do otros oirige -

nes eucaridticos tienen esencialmente la misma estructura, -
ya que la secuencia de a.a. se conserva especialmente en 1a

regidon de la "unidn metdlica" y las propiedades espectroscé-

picas son muy similares. Este tipo de S0D's invariablemente

son diméricas. LLos estudios de difraccion de R-X demuestran

que la enzima consiste de dos subunidades idénticas, unidas

por interacciones hidrofdbicas. Cada subunidad ‘consiste de -

un barril cilindrico aplanado de ldaminas~ 3 -plegadas gue se

constituven de ocho cadenas antiparalelas de las cuales se -

extienden tres lazos externos de estructura irvegular. Un dj

bujo esquemitico de ésta se da en la figura 2.7.a.



s5tica de una subuni-~

“Rep\'esentaciér‘, esauem

Fiqura lio. 2.7.a.
dad de S0D-Cu,Zn. Los -filamentos se€ muestran como flechas
v el puente disulfuro cogo un zio-zag" [87].
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lLa SOD-Cu,Zn, se reportd por primera vez en 1933, por Mann v
KeiTTin, quienes la observaron durante el fraccionamiento ~
de preparaciones de glébulos roios de bovino. E1 color azul-
verde pdlido de la enzima facilitd su purificacidn y suairid
que esfa enzima contenfa Cut? {la presencia cde los iones -
Zn+2 incoloros no fué€ descubierta sino hasta 1970). Afios mds
tarde, Mc.Card y Fridovich reportaron el descubrimiento de -
la actividad enzimdtica para 1a SOD~Cu,Zn {entonces llamada

eritrocupreina) que al iéua] que las otras SOD's, sirve como

agente protector contra los efectos tdxicos del 02.

La figura 2.7.b. es una representacion esquemdtica de l1os si

+2 +2 2
n

tios de unidn Cu v Z se coordina a cuatro

L +
. E1 i6n Cu
dtomos de nitrdageno de los imidazoles aque vienen de las His

aq, 45, ¢

iy B

[©]

1 ¥y 1318, adémas una moiécula de qu se coordina al
+2 ; - . s
Cu para darle a este ion una geometria cuadrado niramical

. . + : o a
distorcionada. E1 Zn 2 se coordina a T1os nitrdageros de los -

imidazoles de las His 61, 69 y 78, asi como al grupo -COCH

de la Asp 81 en una oceometria tetrahédrica. Los iones Cu+2 v
;n+2 particinan de un ligante comin, el anillo imidazol de -
la His 61, el cual estd en forma de anidén imidazeolato despro
tonado enlazandoa los dos jones v alejandolos uno del otro a

una distancia de 6.3 A .
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Ho hay evidencia de alguna nosicién de coordinacién accesi
+
ble sobre el Zn 2

¥ se cree que este i6n juepa un papel pre-
: x . +

dominantemente estructural en la proteina; el ion Cu z por -
el contrario,

se une a yna vavriedad de liagantes, casi todos

ellos son peauefios aniones como CH ™, Ng, o bien haluros. Las
cadenas laterales positivas sobre

1a pnroteina aparentemente
Jjuegan un papel importante para facilitar el enlace de lo0s

iones 0u+2 v Zn+2 a 1a proteina v también paraz la orienta

‘- R P : s +
cifn del sustrato anifnico superdxido hacia el sitio Cu 2

Los estudios de difraccidén de R-X indican aque en las cadenas
laterales cargadas positivamente, la Arg 141, Lis 120 y Lis

134, se localizan a una distancia de 5, 12 v 13 K, respecti-
vamente del ion Cu¥?, Aunque Ta Arg 147 no se coordina direc
tamente con el ian Cu+2 se localiza mds cerca de &1, que del
ion Zn+2 Yy su H+ se une a }10s aniones incTufendo ai O

% cuan-
do &stos se coordinan al

N &
ion Cu 2.

Los resultados estructurales a partir de ta difraccion de
R-X descritos,

son Gnicamente para l1a nroteina &n forma oxi-

dada (Cu+2). La proteina reducida (Cu+1) es igualmente impoh

tante en el mecanismo cataliticc de'la e?iminacién.del 05,

pero desafortunadaﬁente. jos resultados estructurales de R-X
no son disponibles para esta forma.
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.3 MECAMISIO DE ACCIOH DE LA SOD-Cu,Zn [s7].

E1 mecanismo de eliminacibn del OE prara la S0D-Cu,Zn impldica
una alternativa entre los estados de oxidacibn del Cu+1 ¥y o-
del Cu+2 de 7a proteina; la reduccidén de la proteina oxidada
coyr aaentes reductores diferentes al 0; se acompafia de la -
captacidn de un nrotdn vor cada subunidad. Existen eviden
cias de que el enlace imidazolato es el sitio de protonacién
ya gue el anidn perdxido (0;2) aque se forma durante la reac-
cidn del Cu+1 de la enzima con el 05 es extremadamente bé&si-
co v debe adguirir un protén antes de oue nueda disociarse

de Ta vecindad del {don Cu+2:

+1 - +2 -2
Cu + 02 s U + 02

se ha pronuesto que el puente imidazol de la His 61 en forma

oxidada, es el origen de ese protdn.

La reaccifn que ejemplifica lo anterior se demuestra en el -

siguiente esquema:
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?u(ll)——N..\_—_,_‘._N———Z?(II) + 07 + HY ——

—

ﬁu“)H——N N—Zn(it} + O —>
|

N

(l',u(i)i-i-*—N\.//N——Zfla(il) + O7

Fsauema Mo.

to para la

)

Culll)—N,—~ N—Znlll) + HO,
1 S 1

2.8.a. “Mecanismo de reaccidn propues

desnrotonacidn del imidazol" [e7].

La e@lucidacién de este mecanismo ¥ la consideracibén de la -~

L . +
cercana proximidad del ion ZIn

suponer que el Zn+

Sin embargo, la s
todos los sitios
estabilizador de

te catalitico de

Una variedad de m
las SOD's. Se han

tipo de reaccione

2 2

al sitio del Cu+ conduce a

2 juena un panel importante en 1a enzima.

. = + N .
eparacion del Zn 2 da un derivado con casi

. P +2
activos. De aqui que el Zn funge como un
Ta estructura proteica mds oue como un agen

la enzima.

etales complejos tambi&n pueden actuar como
nronuesto otros dos recanismos para este -

s. E1 primero de ellos se asemeja al meca -
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nismo que opera en el caso de la SOD-Cu,Zn; por ejempio, Ta

reduccidn de un electrdn de un ion metdlico por el OE segui-

do por la reoxidacidn de un ion también metdlico pero reduci

do por otro 02.

1 - (n-1) '
———
M + 02 H + 02

{n-1)+ - n+
M
M + 02 M + H202

E1 otro mecanismoe involucra la formacidén de un complejo su -

perdxido que se reduce por el otro 05, formanda HZOZ:

+n - +n -
—— -
M + 0y M 0,

+n - - +n
- ————f. M
M 02 + 02 M + 02 + H202

Si un complejo metdlico se reduce por el OE en una cantidad

razonable y si la forma reducida de aquél se oxida por el -

otro 0; también en una cantidad razonable, entonces es proba

ble que el ccmplejo actie como una SOD para el primer meca
nismo gue se describe arriba. Existe un nmero de complejos
metdlicos que quizd caen dentro de esta categoria, especial~

: + .
mente el jon acuocso Cu 2. E1 segundo mecanismo, opera en el

iones metdlicos activos no redox, como el -

cas¢ de diversos

Zn+2.



CAPITULO II1,

Id

FGCSFATASA ALCALIMNA

S61o con el ccrazdén se puede
ver bien, 1o esencial es in-
visibie para los ojos.

Antoine de Saint Exupery.
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3.1 GENERALIDADES

Uno de los atributos mds sobresalientes de las enzimas es su
especificidad de reaccionar, de manera que tan sdlo cier __
tos sustratos experimentan su accidén y unicamente tiene Tu
gar un tipo de reaccidon sin que se produzcan reacciones late
rales o0 subproductos. Sin embargo, su grado de especifici
dad puede ser muy variado. Aigunas poseen una especificidad
absoluta respecto a un sustrato determinado y no atacaran a
mnlécu]as aungue estén muy relacionadas estructuralmente,
mientras que otras enzimas atacan a toda una clase de molé_
culas con un comin denominador estructural aunqué 10 hagan
frz3

a velocidades ampliamente diferenciadag 3.

Por otro lado,: se sabe que muchos microorganismes producen
F.A. entre los cuales se incluyen: BacilLlus aubtilis, Asper
gilLlus niger, Bacillus Licheniformis [a1 ,es], Escherichia
coli [+2 ,108], Bacillus s.p. [84 ,102], Rhizobium Legumfnosasrrum
[42]. En Baciflus s.p. se ha asociado la produccidn de F.A.
con el proceso de esporulacidn observdndose que ninguno de
estos eventos ocurre en ausencia del Mn [102] sin embargo,
se vi§ que la actividad de lTa enzima, se incrementa durante

el periodo de desarrollo de esporas de este microorganismo

[se ,03].
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3.2 CARACTERISTICAS DE LA FOSFATASA ALCALINA

La F.A. cuyo nombre quimico es ortofosférico monyuéster
fosfohidrolasa [4,100 ], es una enzima que se emplea en labo_
rataorios c"lin‘icos en el andlisis.de la secuencia de a.a. ¥
experimentos en la c1onac1‘§n de genes [s,108]. Su P.M. en
Rliizobium Leguminosanum WU 235 es de 78 500 D y por subuni
dad es de 35 400 D aproximadamente. En la tabla 3.2.a. se
eniistan otras propiedades con mds detalle de la F.A. de

dicho microorganismo [42].

Tabla 3.2.a. "Propiedades de la Fosfatasa Alcalina de Rhizobium Legumino

saium WU 235" [a2].

|. Poso molecutar sobre sefadex

G-150. .78 8OO
2. Peso molecular / subunidad
sobre geles SDS 39 400
3. Punto Isoatdctrice pH 5.8
5
4. Km. pera p-nitrofanit fosfoto 4.6 xIOM

8. Utilizacidn da sustroto

fosfomonossterasg
no especifica

p-nitrofenit fosfaoto ico
Adenosin monofosfafo 78
Adencsin difosfalc 56
Adanosin trifosfoto 29
3-Ciclo gdenosin monofos fate “0

Citidina trifosfato :

Piridoxaming fosfato 67
Piridoxcl feosfate 62
Glucosa 6-fosfato 56
Fruetuosoc |,6 difesfoto 306
6— fosfogluconato 80
Pirotosfoto 20
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3.3 LOCALIZACION

En Eschenichia cold la desrepresién de las células para la2
sintesis de 1a F.A. resulta por 1a acumulacidn de cantidades
sustanciales de ta enzima en el espacio peripldsmico, diche
espacio se demaostrd por el tratamiento de las células con
lizosima, choques osmdticos, remocidn y dafio a la membrana
exterior, sin embargo, la membrana plasmdtica permanece in_
tacta por lo que resulta, la liberacidn de la F.A. al medio
{84 ,9a]. Métodos inmunolégicos mds sofisticados también se
emplearon para la localijzacidn de la eanzima que parece estar
uniformemente distribuida a 1o largo del bovrde de Tlas células
¥y no estd presente en el citoplasma. En Tos microorganismos
G{+) como DBacillus subiildis y Buclllus Lichendgeamis ia F.A.
se une a la membrana {102]. Estudios in-vivo en Salmonefla
tiphimunium y Pseudomona aeruginosa indican que la F.A. de
estas especies se asocia con el lipopolisacdrido de 1la

membrana externa [3v].
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3.4 BIOSINTESIS

E1 mecanismo inicialmente propuesto para la sintesis de F.A.
bacteriana puede explicarse debido a la transferencia de
proteinas pcr transmembrana como ocurre en las cé&lulas euca
rigticas. La F.A. se sintetiza en el citoplasma como mondme
ro inactivo que cruza la membrans interna para formar un di
mero en el espacio perip]ésm{co y dar asi origen a la enzi_
ma activa por el mecanismo que se sugiere a continuacidn
[+]: E1 péptido "sefal" es un residuo de a.a. NHZ-terminaL
predominantemente hidrofébico, el cual efectiia Ta interaccidn
de 1a proteina con la membrana. Las interacciones con pro
teinas de membrana pueden generar un poro de transmembrana

que perimite ] ién directa de la proteina naciente

[¢]

-~ - -
peneiva

o

desde el citoplasma. Siguiendo el pasaje a través de la mem
brana el péptido "sefial" se separa de la forma de pre-enzima
elongada en la proteina madre por una proteasa. E1 aislamien
to de una proteina cuyas propiedades corresponden a las carac
teristicas que se postulan para una pre-enzima in-vitro su
gieren fuertemente que el gene estructural responsable de
1a sintesis de F.A. es el pho A, que se lTocaliza en el mapa
de unidn 8' de Escheadlchia cofi [231] cuyo producto sélo se

sintetiza en cé&lulas bajo condiciones limitantes de fosfato.

La regulacidn de esta biosintesis es compleja y aln no bien
esclarecida, pero se sabe que intervinen dos genes reguladgp

res positivos pho B y pho M y un tercero, el pho R, que tam
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bién es regulador, ejerciendo un control tante positivo

como negativo sobre la expresién del gene pho A de acuerdo

a ia concentracidn de fosfato disponible en el medioc de crg
cimiento. Otros genes que también se involucran en el trans
porte de pi son pho S, pho T, pho U-y pst ejerciendo un caon

trol negativo indirecto sobre la sintesis de F.A. [4,31 ,s7].

La existencia del péptido "sefial" proporciona lag bases pa
ra la integracién coherente de una variedad de observacio_
nes experimentales relacionadas a la biosintesis de F.A.
l.a secresidon de la enzima dentrao del espacioc periplésmico
depende del estado fisico de la membrana. La secuencia de

eventos, como el procesamiento de la pre-enzima seguida por

-

o

an

ia dimerizacidn y el subsecuente secuesiro del i1un mei
para que agquélla aparezca en el espacio periplidsmico, todavia

no se definen [a+].

La F.A. se forma solamente cuande la concentracidén de Pj
es limitante en el medio (10 mM Pi/mol o menos) [1es]. Este
es de gran importancia porque es el punto preciso (también
1lamada sefial precisa} para que la enzima empiece a sintetid
zarse en cantidades sustanciales a una velocidad méxima.
Por el contrario, si el Pi presente en cantidades excesivas
en el medio de cultive y el crecimiento ocurre a pH= 7.0

o por arriba de éste, la F.A. no llega a sintetizarse, aun_
que en algunos microorganismos como Bacedllflus subtilis esta

enzima si se produce en el proceso de formacidn de esporas
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a pesar de la presencia de Pi [e4].

Por otra parte, su sintesis en Baciflus s.p se inhibe total
mente por la presencia de Pi, glucosa [ 10s] y ortofosfato
fes] y para Baciflus subtifis la privacidn de Pi en el medio

de crecimiento deprime Ta sintesis de esta enzima [s7].

Se sugiere que el metabolismo de los CHOs regulan la sin_

tesis de F.A., vya que esta enzima tiene entre otras, algunas
funciones significativas en el metabolismo de aquéllos en las
bacterias'EAcheALchLa coli y Bacillus subtifis. E1 efecto que
ejercen tas fuentes de carbono en la sintesis de esta enzima

es especifico. Segldn resultados experimenta]és indican que

el Jjactato causa una represicdn sobre fa F.A. y la glucosa

conduce a la depresion de la sintesis de ésta.

Investigaciones recientes, sugieren que la enzima no se pro_
duce en ausencia del ion mangancsc y tampoco el proceso
de esporulacidn [es]., sin embargo, si al medio de cultive
después de 24 horas de la inoculacidn se le adiciona Mn sélo

se obtiene el 15% de la actividad mdxima de la enzima [102].
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3.5 ESTRUCTURA PRIMARIA Y SECUNDARIA DE LA FOSFATASA ALCALINA

La secuencia de a.a. del mondmero de la F.A., todavia no se

esclarece totalmente, por lo tanto dicha secuencia y compo

sicib6n de a.a. muestra que cada mondmero contiene aproxima_

damente 425 residuos. E1 P.M. que se calculd para esta se _

cuencia es aproximadamente de 40 000 a 43 0CO D por 1o que

el P.M./dimero fluctda en un dintervalo de 30 000 a 86 000 D

[93]. La composicibébn de a.a. de Ta enzima se determind de 1la
siguiente manera: G1i y Ala, corresponden aproximadamente al
2657 de los 425 residuos de a.a. de la subunidad. La fraccion
de residuos acidicos esta compuesta por Asp y Glu. Estos cua
tro residuos de a.a. (Asp, Glu, Ala y G17) constituyen et

407 de los a.a. de la erzima. También se demostrd que el n

=3

mero. de residuos de Pro es de 20/subunidad. Los tres e.a. Gue
se localizan en las vueltas g : Pro, Asp y G1i, constituyen
el 30% de la secuencia de la F.A.. La subunidad contiene cua
tro residuos de Cis, que forman dos intrasubunidades entre_
lazadas y asi contribuyen a mantener la estructura terciaria.
El Trp 4, la Tir 1 y la His 8 son residuos que se emplean

como pruebas espectroscdpicas de RMN de Ta enzima.

La estructura secundaria de 1a enzima, basada en el anédli sis
del espectro de D.C. de 1a F.A. nativa, corresponde a una

gran estructura B con poca contribucidén de componentes « -
helicoidales (10%) poccs elementos de la estructura secunca_

ria pueden detectarse en el mapa de densidad electrénica mds
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(-}
reciente cde Ja enzime¢ a una resolucién de 3 A come se mues

tra en Ta siguiente figura

ENLACE MOLECULAR
DE LOS DIMEROS

Figura 3.5.a. "Mapa de densided elctrdrica de 1a fosfatasea
o
alcalina a 3 A. Las secciores mostradas son perpendiculares

31 dcblez do 13 vot&aciln axiai {o) y aproximadamente para

=1

lelo a la lorgitud axial de la estructura elipsoidal.
E1 cortorne del mapa nuestra el enlace wrolecular a su
mdx¥imz extensidén er dos dimensiores en ur plano rundidc

guvedandc justamente abajo Tas posiciones del zn*? f22].
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La estructura no estd eficientemente determinada para permi
tir un cambio continuo en el esqueleto del polipéptido. La
estructura cristalina sugiere que la enzima se compone de

bandas y regiones "irregulares”.

Mo ha sido nosible determinar completamente la estructura de
ia vuelta B de la proteina en el D.C.. E] elemento tetra_
péptido de la vuelta pB se conoce como el principal contri_
buyente de la estructura secundaria del promedio de protefi_

nas.

La eclevada proporcidon de a.a. en la F.A. conduce a adopfar

Ta conformacidn de la vuelta p . Es posible que los compo _
nentes estructurales ordenados estén presentes en las canti
dades estimadas, pero no 1os continuos estiramientos a-he
Ticoidales o g-laminaras. 37 Jos elementos estructurales se
interrumpen periddicamente por las vueitas 8 o por remiendos
de la estructura irreqular, el mapa de densidad electrénica

seria dificil de interpretar.
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3.6 ESTRUCTURA TERCIARIA Y CUATERNARIA DE LA FOSFATASA ALCALINA

£1 dimero de F.A. en estadc nativo es elipsoidal con dimen
siones moleculares aproximadas a 50 2 por 60 8 por 100 R .
La cristalecgrafia de R-X de la enzima a resoluciones de 3 y
6 f indican que las sukunidades de las enzimas no ligadas
estdn dispuestas simétricamente en una doble rotacidén axial
la que indica que en el dimero, los mondmerds son idénticos

quimica y topoldgicamente.

La estructura terciaria que se examind por D.C. de la regi6n
aromdtica es relativamente insensible a cambios en la concen_
tracidén de iones hidrdgeno, sufriendo s6lo perturbaciones mi_
nimas a pH de 4.0 y 9.0. Abajo de pH 4.0 el dimero de la en_
zima se disocia y se desdobla adoptando una conformacidn en_
rrollada al azar. La disociacidn del dimero parece requerir
la liberacion de jones metdlicos indicando que estos diones

Juegan un papel importante en la conservacidn de la integri_
dad de la estructura cuaternaria. lLa remocidon de los iones

metdlicos a pH neutro no altera mayormente la estructura ter

ciaria de la enzima.
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3.7 FUNCIOY

(53]

Es una fosfomonoesterasa nc especifica con actividad de piro_
fosfatasa [+427, la Tuncion de la F.A. es suministrar a las
células Pi 1liberado a partir de 7a hidrdlisis de compues _

tos orgdnicos fosforilados disponibles bajo condiciones

de escases de fosfato [ 4].

PROPIEDADES Y SITIOS DE UNION DEL TON METALICO EM LA FOSFATA

SA ALCALTIHA

La F.A. es una metaloenzima que se cncaiga de transferir gru
pos fosfato y en su estructura molecular contiene un ion
metalico (Zn+2) el cual se une estrchamente a ella. E1 nime_
ro de jones que se unen a la enzima nativa parece variar en_
tre 2 y 4/dimero; sin embargo, se sabe que sd61o dos ijones
Zn+2 se involucran en la actividad catalitica de 7a enzima.
Aunque a pH neutro. y por arriba de éste, la enzima puede
unir hasta 6 iones Zn+2/ dimero [a1 ,e2]. Por otro lado se sabe
gue los iones metdlicos por 10 regular se disocian y si se
excluyen rigurosamente de la preparacidn de la enzima, su
actividad cesa. Sin embargo, esta enzima puede restaurarse

poi~ Ta readicidon del ion metdlico [ar J.

A través de estudios estructurales de la enzima se vid gue

2 .
pueden ser reemplazados por iones

2y, 11 A

N . - = +
los sitios de unidn Zn

metdlicos divalentes del grupo 11 B (Cd*? y Ha
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(Mg+2 Yy Ca+2) y por dltimo los iones divalentes de la prime
e L Y 2

ra fila de transicidn en los gue se -incluyen: Co a, N ?.

cut? ¥ Mn*Z (principaimente) [s1,s3]. Por evidencias estruc_

+ +2
turales, se cree que tantao el Mg e -

come el Ca estidn invo_
lucrados en su funcidn biclidgica, sin embargo, las enzimas
muestran una variacidn en su respuesta a los iones metdlicos,

2

pues a menudo el Mg+ proporciona una actividad mayor y el

2

Mnte se puede sustituir facilmente en algunos niveles de ac__

tividad mds bajos, pero también se confirm6 que bajo estas

2 puede inhibir 1a actividad y si éste en

condiciones el ca*
algunocs casaos puede l1legar a activarla, entonces el Mg+2 Ta
inhibe. En cualquier caso los requerimientos del jon met&lico

es apto en cualguier disturbic.

Por otro lado, la influencia de 1os iones metdlicos sobre
1a actividad puede ser enmascarada por interacciones con el sug
trato o con las impurezas en la preparacidn de la enzima o
con sitios de unidn secundarios sobre la misma enzima, de.
neralmente hay una concentracidén 6ptima después de la cual
los iones metdlicos tienen un efecto inhibitorio y éste es

diferente para diversos iones metdlicos [av,ea].

Los tiones Zn+2 [22] pueden ser removidos con agentes quela_
tantes entre los cuales podemos mencionar: resina, CHELEX,
EDTA, 1,10-fenantrina, 8-hidroxiquinelina, &cido sulfdnico

y nitrilotriacético. La accién de dichos agentes van a generar

a ia apoenzima, ta cual por deterininaciones estructurales se
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vid gue puede unir una serie de jones divalentes tales como :

I3y

Hn+2, Co+2, Hi+2, cut? ¥ Hg+ la fuerza de unién del ion me_

td1jco hacia los sitios mds 18biles decrecen en el siguiente

orden: Cd*2= Mn+2>2n+2> co™2 > uite.

Ahora bien 1a F.A. presenta a1gunaé propiedades tales como

su estabilidad, la cual se refiere a la capacidad de la pro_
teina para mantener la estructura tridimensional nativa sobre
perturbaciones fisicas o quimicas [3t]. Otra de sus propieda
des es 1a resistencia a la desnaturalizacidon quimica ya que
a altas concentraciones de sulfato de dodecil! de sodio no se
observa pérdida de la actividad y no hay evidencia de una al
teracidn estructural. Por Gltimo es resistente al calor puesto

que soporta hasta 80°C durante 50 minulus.

Por otra parte, también se observd que los iones metdlicos

Zn+2 y Mg+2 contribuyen a la estabilidad de la F.A. y se su
gieré que el Mg+2 retarda la pérdida de la actividad a tem_
peraturas altas y que el Zn+2 estabiliza a 1a proteina de

1a desnaturalizacidn guimica. E1 mayor grado de estabiliza_

cidon en este caso se debe a las dos uniones cataliticas de

. +
los iones Zn 2-
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3.9 ESPORULACIOMN Y FOSFATASA ALCALIMA, PAPEL DEL IO0N Mn

Reporte previos, de estudios de RMM indican que cantidades
traza de ciertos iones metdlicos son indispensables para Ta
esporulacifn de varias bacterias formadoras de esporas [117],
Por ejemplo, el Fe+2 y el Zn+2 incrementan la esporulacidnde
Lacillus coagubans variedad thermoacdidunans [ee], mientras
que el Mn*2 tiene dos funciones importantes tanto en el cre_
cimiento como en el proceso de esporulacidn. Durante el cre_
cimiento iogaritmico, Baci€lus subzilis mantiene un conteni_
2

do relativamente constante de Mn+ intracelular que estd en

.- ‘= +
funcidn de la concentracidn de Mn 2 extracelular; una segun_

da fase de la acumulacidn de este ion metdlico, empieza casi
al mismo ticmpo que se inicia la esporulacion [a2] de varios
microorganismos tales como: BacLfLLlus Licheniformis, BacllLlus
subtilis [32,3¢,86¢6, 78], Bacillus marinus SG-1 [es5 ,85],

Baciflus s&_p RK-11 [102], Bacillus s.p [es], Baciflus coagu

Luns, Bacitius fastidicsus y Baciflus megaterium [2,32,85].
Las tres G1timas especies requieren mayor cantidad de Mn+2
para producir esporas muy resistentes al calor [2,e8s]. Aun_
que en un estudio se realizd con Baciflus marinus SG-1 se
demostrd que dicho microcrganismo, puede formavr esporas en
ausencia del jon metdlico (Mn+2) [as] ¥ sé6lo se lleva a
cabo este proceso cuando se encuentra en contacto con super
ficies sdélidas como arcilla y silica {es]. Todas ltas demds
especies requieren mds Mn+2 para el proceso de esporulacién

aue para el crecimiento vegetativo [8s]. Ademds durante la
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s + . . . -
esporulacion el Mn 2 intracelular se une de tal manera que
no se libera ni por la accion de “tolueno ni por Ja 1isozima

(agentes quimicos).

Por otra parte, Kelly y colaboradores [e3,s«] demostrarocn
recientemente que la produccidon de F.A. de Bacillus s.p
RK-11, se asocia con el proceso de esporulacidon ¥ que nin
gquno de esos eventos ocurren en ausencia del Mn+2, aunque

ta produccidon de F.A, y esporulacidn no siémpre es directa,
se cree que los tres factores: ( acumulacién del Mn, produc
cion de F_.A. y esporulacion) generalmente se unen. Sin embar
go, la regu]acién de la produccion de Ta F.A. es muy comple_
ja y todavia no se establece si esta enzima se requiere para

el proceso de esporulacidon o si es un subproducto del mismo

[ses102].



CAPITULO 1V,

CITOCROMOS

"Creo en Dios ccmo el ciego
‘¢cree en el sol, no porque 1o ve -
sino porque 1o siente"

Hellen Keller.
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4.1 GENERALIDADES

Las reacciones de 6xido-reduccidn son -de las mas caracteris
ticas del metabolismo. MHuchos de los cambios de estructura
molecular necesarios para la formacidn de materiales celula_
res tienen lugar al oxidarse y reducirse enzimaticamente
los compuestos de que se nutre la célula o los productos de

su metabolismo intermediario [4a].

Todas las oxidacicnes bioldgicas consisten fundamentalmente
en una pérdida de dos electrones y de dos protones simui_
tédneamente por parte del sustrato, ¥ la reduccién de un
compuesto orgdnico en la adicién de dos P]ecyrones v de dos
protones (es decir, dos dtomos de hidrdgeno). Asi las o&xido-
reducciones bioTdgicas son de hecho reacciones acopladas de
hidrogenacidén-deshidrogenacidn en ias que el sustrato oxida__

ble es el donador de hidrogeno y el agente oxidante es el

aceptor de éste [s43 ,88].

Los organismos aerobios y araerobios facultativos tienen su
principal! fuente de energia en la respiracidon, desarrollan_
do un sistema completo de transporte de electrones; para el
primer caso, aquéllos circulan desde el DPNH (o airectamente
desde algunos sustratos tales como el Jlactato o succinato)a
una filavoproteina y de aqui, a través de algunos éitocmmms,
se dirigen al oxigeno molecular (02), que queda reducido y
se convierte en agua. En el segundo caso, el aceptor final

es una sustancia inorgdnica diferente al oxigeno, como el
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nitrato, sulfato o carbonato. Un ejemplo que ilustra lo ante

rior se muestra en la siguierte figura [«37].

SUSTRATO SUSTRATO SUSTRATO
WADH, NADH 5 NADH ,
FLAVOPROTEINA FLAVOPROTEINA FLAVOPROTELHA

|
COoENzZIMA Q COENZIMA Q MENAQUINONA
;/ A
|.lt.b556 Clt_.bssu cit.b Ci].b
I ¥
Cit.g ° cit.o Cit.c Cit.c
02 0, Cit.aaz Citaas Cit.o
4
(b) (a) 0, 0, 0,
Escherichia coldl Paxracoccus Micrococeus i

denitrificans Lysadeileticus

Figura No. 4.1.a. "Componentes de la cadena respiratoria de

tres bacterias, La cadena de Eschenichia coli se ramifica para
esta bacteria cuando: (a) crece en condiciones aerébicas y
(b) bajo condiciones limitadas de 0, . "Las cadenas de Paza_

coccus denditrnificans y Micrococeus Lysodeikticus contienen

citocromes del tipo «, O y ¢ {43 ].



Los sistemas de transporie de electrones tienen dos funcio_

nes bdsicas:

1. atgeptar eiectrones del donadcy y tvransferirios al

(0,}.

eceptor

2. Conservar parte de Ya enercia que se libera durante 1la

transferencia slectronica realizando 1a sintesis de ATP.

Los com:onente§ fundamentales de estos sistemas son las fla
voproteinas y 1os citocromcs que actian como transportadorves
de protones y electrones respectivamente. Las flavoproted_
nas son proteinas gue contienen un derivado de la ribefla_
vings 1a porcién flavindica. que estd unida a una proteina,
es &1 grupo -prostetico, que queda alternativamente reducido
al aceptar electrones y cxidado cuando '2¢ cede. Los cito
croros son anjllos de porfirine con fierro unidos a protei
nas, sufren oxidacidén y reduccidn a través de la pérdida o
ganancia de un electrdn por &tomo de fierro que se situa en

el centro del citocromo {127.

E1 traspaso de electrones a 1o largo de 1a cadena de cito
cromos seria un proceso innecesariamente complicado si se
tratara solamente de permitir su aceptacidén final por el
02, por el contrario sirve a8 otra funcidén en donde esta trans
ferencia estd acoplada o ligada con la produccidn de enla

ces fosfato de alta energia, de lo que resulta la fosforila

cidn oxidative [ssa].

Se presume cue un catalizador, asociado con &1 sistema
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transportador de electrones, se fosforila y transfiere el

grupo fosfate a ADP. E1 catalizador, as? renovado, puede en

tonces reaccionar nuevamente con el Pi, Este mecanismo serfa

andlogo al de la fosforilacidn a nivel de sustrato, como pug

de verse en el siguiente esqguema:

ADP ATP

H3PO4 ——____
e SUStrato

—-—pm  SUstrato

Sustrato
oxidado y oxidado
fosforilado
HBQi? ADP ATP
Catalizador a catalizador a \\\~4/! catalizador a
reducido ————>m oxjdado y fosfo —————w-oxidado
riladao

Catalizador b catalizador b
oxidado ~—~t————————gm» reducido

Esquema No. 4.1.a. "Comparacidn entre las fosforilaciones

a nivel de sustrato y catalizador" [se].
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Se sabe que algunos de Tos sistemas de transporte gue inter
vienen en la oxidacion del DPNH por el oxigeno molecular

puede producir tres moles de ATP/ cada par de electrones

transferidos [43].

MECANISMOS DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES EN PROCARIOTAS

En primer lugar, la oxidacién del sustrato se lJleva a cabo
por medio de una enzima 1lamada deshidrogenasa que contie _
ne a la coenzima DPM o MAD la cual se reduce a DPNH o MADH.
E1 DPNH se reoxida por la accidn de una flavoproteina que
contiene el grupo prostético FAD, que puede oxidarse y re_
ducivrse raversiblemente. E1 FAD de la flavoproteina se redu

ce al mismo tiempo gue se oxida el DPNH, de acuerdo a la

ecuacion:

DPHH  + i +  FAD ——— s DPNY +  FADH,

El FADH2 de la flavoproteina se reoxida al transferir sus

electrones al sistema de los citocromos. Un tipo de citocro
mos acepta, uno a uno, los electrones del FAD reducido. Co_
mo la oxidacidn del FADH, es una deshidrogenacién, Ta trans
ferencia de cada electrdn se acompafia de la 1iberacidn de un

ion hidrGgeno:

- +
FADH, + 2 Fe'>————%®=FAD + 2H + 2 Fe*?
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Los electrones se transfieren posteriormente de este cito

cromo a los componentes siguientes de 13 cadena, hasta que

el (Gltimo de ellos, la enzima especial 1lamada citocromo
. - ; + R
oxidasa, los cede al oxigeno. E1 ion Fe 2 de esta enzima se

reoxida por el oxigeno molecular, que se reduce durante el

proceso de acuerdo a la siguiente ecuacion:

+2

~
4 Fe

. s
+ 0, ——> 4 Fe + 20

Los &tomos de oxigeno reducido reaccionan con 10os protones

(H+) para formar agua:

= +

0 + 2 4 ——> 1,0

La figura 4.2.a. muestra esquematicamente el funcionamiento

de un sistema de transporte de electrones.

ADP +Pi ATP ADP + Pi
A
FAD, He
Sustancia ADH .
oxidodo 2 FMN CoQH2 Fed! Fa2’ Fa> Fo”\//
/Cuwprdelna CoenzimaQ, Cyt.b Cyt.es Cyte CYf-u/u}
Sus tancld NAD FMNHZ Cco® J Fe?” £e3” Fe2* Fod* Hz0
reducida
FADH) HY
b N
: ADP +P ATP

ATP
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4.3 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

E1 sistema de citocromos estd compuesto por una serie de pro
teinas conjugadas, cada una de las cuales tiene firmemente
unido un grupo ferro-~-porfirina ! Tamado hemo y que constitu_

ve el centro activo de éstos (véase figura 4.3.a.)

v o\\c¢o o%c//o
CH/ \CH
2 el 2
T P
C CH Cc
N/ ~
cuj—c/ ¢ ¢ \C——-CH3
\C ‘ll "! C/
CH// \FB \\,H
N\ 7N /
C—N N=C\
/CH——C// J; l /\r:—---—-cH3
o \T/ New® Ne?
i}
tH

Figura 4.3.a. "Estructura del grupo hemo" [ss].

El estado de oxidacidn del fierrco puede ser +2 6 +3 pudien_
do oxidarse o reducirsc reversiblemente si se pierde o acep

ta electranes [1>,43,55], como se ohserva en la siquiente
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reaccibn:

de aqui que la importancia de los citocromos radica en su
capacidad para actuar como intermediarios redox en Ta trans

ferencia electrdnica.

En el grupo hemo los cuatro ligantes de la porfirina forman

un complejo de cuadrado plano con el fierro como se demues_

tra en la siguiente figura:

X
!

/” N
Nl N

X

N

Figura 4.3.b. [70].

Si las posiciones quinta ¥ sexte de coordinacidn del metal

perpendiculares al plano dei anillo de porfirina se encuen_

tran ocupadas por restos de a.a. especificos de las porfi_
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rinas, la estructure resultante es un citocromo, 10 cual

se demuestra cor la siguiente figura.

. COCH COOH
CHz CIHZ
Homo tunag rmrflr(no)CHZ CH,

cHy

= = = = N-histidino

N-histiding =~ ~——
H
HeC
RN |
C CHjy
CHy /CH
S-cistermna HLC

S-cisteina
e

/s

Tigura No. 4.3.c. "Estructura del grupo prostético (porfiri

’
Aminogcido

‘Aminodeido

"na) hemo del citocromou-c, indicandc el modc en que se ccnec

ta @1 grupo prostético a 1a apoproteina® [12].

Y por 1o tanto este tipo de citocromos no pueden unirse a
tigantes tales como el oxfgeno, CO o CN™; sin embargo, una
excepcidn a ésto 1o constituyen 10s citocromos ag de Baci_
LLus subtilis; a, de Acetobacten pasteunianum, as de Proteus
vufgaris, cg de Desulfovibrio desulfunicans y/o Acetolbacten
suboxidars que debido a su furcién tiolégica se unen normal

mente al oxigero [ro ,se,i18].
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David Kellin en 1930 trabajardo con levaduras [12] y coun
mﬁscu]os intactos de insectos [7 ,116], déscubrié espectros
cépicarmente que los citocromos estaban constituidos por
tres componentes diferentes a los cuales designf como a, b
y e [12,88,102,116a] de acuerdc a sus bandas de mdaxima absor
cién. Asi el citocromo a absorbe a una longitud de onda mayor
y el citocromo ¢ a una menor [70]. Cada tipo de citocromo
en estado reducido exhibe tres bandas de absorcidn caracte
risticas en el espectro visible:e , , y p, también llama_
das bandas de Soret, ello da ldgar a una serie de diferen_
cias en el espectro de absorcidn, que se identificaron en
forma arbitraria como ay, a22 etc., lo cual se ejemplifica
en la tabla 4.3.a. o también segin su punto mdximo de absor

cién por ejemplo egg,y [25].
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Tabla 4.3.a. " Algunos citocraomos de bacterias”
CITOCROMO CRIGEN MAXIMOS REDUCIDOS
DE ABSOACTON
[23 B }
aq Eschernichia cobd 590 . .-
e, Azotobacten vinelandi 652 G629 46C
Paeudomonas .
l:~1 Eschenichia coli 560 530 426
Azolobacten
bgeo Eschenichia coli 562 532 427
o Eschendchia cold 568 . .
Acetobacten
ey Rhodospinillum nubrum 550 521 416
(’.3 Desul fovibrio dogultweicans 552 522 118
ey Azotobacten 551 522 418
e Azotobacten 555 524 N1z
Cgg5y Pseudomonas 551 521 41¢
Cgg2 Chromatium 552 523 416
Citoenomodide
[ Khodospindillum hubrum 568 424
CLtoenomoide
c Chromatium 565 426
b4 Hemophilus micrococews 554 521 418
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Aparte de sus espectros, se conoce poco acerca de Tas pro_
piedades de la mayor parte de los citocromos bacterianos, ya
que hasta 1a fecha algunos citocromos del tipo e y a se
han logrado obtener con suficiente grado de pureza para po_
der determinar su potencial de 6xido-reducc16n (véase tabla
4.3.b.). Se conocen varios citocromos cque difieren en sus

potenciales como 1o muestra la siguijente figura :

0,32 NADH NAD

X

T Flovoproteina #lavopreteina.
! loxtcfadal - treducida)

X

>
5
g
S
H
g
2
=
& .
5
3 city Ctt b
= oz (reducido) toxidadol
= .
cit e Ctt ¢
s * o2 toxidado) teaducido)
4
T ->_(
s .
% Cita Cita
° +0,29
* ¢ reducidot ¢ oxidedo}

X

+0.82 [ "o
Figura 4.3.d. "E1 sistema integrado de citocromos que condy

ce a la oxidacidn del NADH por el Q.. Los electrones son pa
sados de los componentes mds electroneqgativos a los menos
electronegativos, quedando cada uno sucesivamente reducido al

aceptar electrones y oxidado al pasarlos al componente siguien

te. [12]
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Tabla 4.3.b. fPropieQa¢es de los cltocromos bacterianos”

2
¢3

'

Citocromos

Organismos

Bacillus subtilis

Acetobacten pasteunianunm
Proteus vulganrdis, etc.

Proteus vulgandis
Eschenichia coli
Aerobactern aernogenes, etc.

Baciflus subtilis
Sarcina Lutea

Thiobacillus sp.

Micrnococcus dendtrificans
Pseudomonas denitrificans

Bactenrias hatorolenanies
Pseudomona aenuginosa
Chromatium 0O

Pseudomona aeruginosa
Rhodospinillum nubrum

Desul jovibrio desulfunicans
Azotobacten vinelandidi
Azotobacten vinelandid

Acetobactenr suboxydans
Micnococcus pyogenes

o

.01
.23

o
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Un citocromo puede transferir electrones a otro que tiene
mayor potencial de éxido-reduccién, vy puede aceptar electro
nes de un citocromo mds reducido [+12], por ejemplo Haemophi
Lus parainfluencecae tiene varios citocromos que actian
como una cadena de transporte ce electrones en virtud de sus

diferencias de potercial [st].

Los sistemas citocrdmicos cde Tas bacterias son de una diver
sidad extraordinaria; comprenden tanto citocromos semejantes
a los de tas eucariotas como citocromos tipicamente bacteria
nos, los cuales pueden incluirse en losc tres grupos cldsicos
(a, b y e¢}; dichcs sistemas se asocian formando una gran va
riedad de combinaciones, como se demuestra. en la tabla 4.3.c.

[8s].
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la 4.3.c. "Citocromos

bacterianos®”

[os]

Bacterias

Componentes citocromicos

I.

Ir.

Aerobias estrictas o facultativas

Bacilfus subitilis

Sarcina Lutca

pyogencs
dendtrlficans

fidarnocvccus
Micrnococcus
Acetobacten
Acetolacter
Acetobacten
Azotcbae fen
Acrobactenr aecrogencs
Esclienichia coll
Pseudomona fLucrescens
Thiobaci# bus dendtrlficans

suboxedans
pasteur Lanum
peroxydans
vinelLandid

Thivbacil tus X
Nitnobactoh
Nitrhosomonas europea
flydrogenomonas cutropha
Zymomonas mobLLis
Stnepfococeus jfaescalds

Anaerobias estrictas

Desul fovibardio deduluricans

Chromatium D
Chlorobium Cimicola

a, as, b, ¢, ey
a, ag, b, e

a, b,
e

¢, ©
6, c, ey, 0
ay, b, c, ey
az,a4,b, e, ¢
a2’b1'°4’c5' o
az,b], ]
a2,b1,a

ay, bl' e, ¢
as. ¢
b, egg5p:
a, c¢

b, ¢

[

Cs53, Cs557

az,b, c
nada de citocromos
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proteinas gque tienen peguefias similitudes adem&s de uno o

mé&s grupos prosiéticos hemo covalentemente unidos.

A través de métodos crsitalooréficos de alta resolucidn, los

citocromos se limitan a una subclase de moléculas que gene

ralmente se clasifican como:

a)

las que consisten de una sb6la cadena polipeptidica de 85

a 135 residuos conteniendo un grupo prostético hemo covalen

temente unido cerca del NH2 terminail.

b) Las que tienen His y Met como ligantes de fierro hemo
axial.

c) Las que poseen potenciales relativamente altos de 6xido-

reduccién en el rango de + 150 a + 380 mV [es].

.
La tabla 4.5.a. muesira 1as propiedades de los citocromos
Laf 1

tipos ¢ bacterianos que caen dentro de estas tres clasifica

ciones. EJ potencial tiene un intervalo de + 0.38 a - 0.22 V.

y hay marcadas diferencias en las posiciones de las caracte

risticas de 1os miximos de la banda { ). Algunas de las pre

paraciones de los citocromos tinen puntos isoeléctricos &ci

dos 0 neutros y otros son bdsicos. Los P.M. se encuentran en

un intervalo de 9 000 a 72 000, la mayoria de las moléculas

tienen un sdlo grupo hemo, pero algunas contienen 2 & 3

hemos y en diversos casos también hay un grupo flavin pre_

sente. Todos los citocromos del tipo e¢ absorben a una Jongi

tud de anda en un intervalo de 550 a 56C nm {3+v].
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iDEFINIGCION, FUNCION Y"LQCALIZACIONW.

Los citocromos son un conjunto de compuestos que se distri_
buyen ampliamente en las células que consumen oxigeno y su
furcidn es la de transportar electrores [ 1831, Todas las bac
terias aerobias estrictas y anaerobijas facultativas poseen
cadenas respiratorias de citocromos que aseguran 1a reoxi_
dacidn de las enzimas flavinicas y piridinicas por el oxi_
geno. En los procariotes el sistema de transporte de electro
nes estd unido a la membrana o bien son una parte integral
de ella, ya que cuando se aislan membranas completas, todos
los citocromis se encuentran en esta fraccién [12 ,88]. Sin
embargo, recientemerte se demostrd la presencia de tres ci
tocromos en el espacio peripldsmico de Paracoccus denitrifsd

cans [se].

‘TIPCS DE CITOCROMOS.

4.5.1. GITOCROMO c.

Un citocromo tipo ¢ se define como una rroteina que tiene
uno o mds grupos prostéticos protohemo IX covalentemente uni
dos a la cadena polipeptidica por ligantes tio&ter resultado
de 1a condensacidn de los grupos vinilicos hemo con los gru
pos sulfhidrilo polipeptidicos de Tla Cis. Estudios extensi_

vos acerca de la secuencia de a.a. de los citocromos ¢

_procarigticos muestran que hay algunas subclases de estas
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Tabla No. 4.5.a. “Propiedades de algunos citocromos c de procariotes” [31]

Citocromo Fuente P.H. pI max.om No.gpos. £1/7 (v)
hemo

c Hitrobacter 550 0.28
Rhodo apiritlu 10 000 9.4 550 1 0.38
sotischianum

e Rhodoapinillum 13 000 6.1-6.4 550 1 0.32
rubau
Rhodopascudomonas 13 000 7.9 550 1 0.35
apherodides
Rhodopseudomonas 20 000 s.0 552 1 G.35
T palustais
Rhudoapuullum 13 400 9.4 550 1 0.29
melisch. al
vlmda.spz.uuu.,. 7.0 550 0.30
vannielii

c3 Desulgovibrio 13 000 7.2 §52-553 3 -0.20
desul funicans
Desul ovibrio 5.2 553 -0.22
gigas
Desul fovibrio 13 000 10.0 552-553 3
vulgandis
Desul fovibaio 14 000 10.8 552 3 -0.21
satexigenes

cq Azodobacien 25 oo0o 4.5 551 2 0.30
vineZandii

€550 Bacifeus sublifis 12 500 8.65 550 1 0,21
Spinillum itenionii "11 000 9.86 550 1 0.30

Cggq Paeudomena 9 000 4.7 551 1 0.29
aeruginosa
CkZonobium 45 000- 6.0 551 2 0.14
Huoeulfatophilum 60 000

®s52 Pscudomonas 8 400 4.0-6.6 552 1 0.28
stutzal (1)
Pscudamenaz 20 000 4.0-6.6 552 z 0.28
stutzai (11)
Eachendichia 12 000 4.1-4.7 552 1 -0.2
ccld .
Chaomatium 72 000 5.1 552 2 0.01

ess3 Cheorobium 50 00C 6.7 553 1 0.10
2hiosul fatophilum
Pscudomena 45 000 553 2 -0.10
denitnipicans
Paeudomona 25 000 553 1 0.12
sphencides

€554 Bacillus 14 000 4.4 554 1 -0.08
subtitis
Azotobacter 24 000 4.3 554 2 0.32
vinelardii

©s55 Cheonebivm 10 coo 10.5 555 1 0.14
thiosul fatophilum
Crithidia 12 000 5.9 555 1 0.28
fosciculata

Cg50.553 Chromatium 13 000 4.38 §50-553 0.33

©552-558 Pscudomonas 70 000
stutzend

et Rhodcpagudomona 20 000 9.0 ' 550-560 1 0.10
patusiris

ce! Rl‘odedp:.lu.unm 27 000 5.5 550-560 2 0.00
ru
Ckromatium 27 000 5.5 550-560 2 0.00
Pseudomcna 28 ooo 550-560 2 0.12

dendtaificans
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4.5.2. CITQCRQMO ey

Los P.M., son del orden de 13 000 D, el punto isoeléctrico
varia considerablemente y los valores de potencial son aprg
ciablemente altos [31]. Estudios extensivos acerca del ci_
tocromo <, de Rhodosponrnillum nubaum.afirman cue el Fe del
grupe hemo forma uniones coordinadas axialmente con dos fuer
tes campos ligantes: Un witidgeno del imidazot de la His. y
un S” de la Met resultando un complejo de fierro hemo de ba
jo spin cue permanece planoc tanto en estado oxidado como re

ducido (véase figura 4.5.b.).

Hay una serie de interacciones covalentes y de enlaces hidrg
geno que sirven para impedir la rigidez del hemo cuando un
extremo hidrofébico se expone al disolvente; alagunas de -
estas interacciones son notables ya que Tas secuencias de
a.a. gue se invnlucran scn similavres entre JTos citocromos
¢. Para Rhodosponiflun nubrum ésto incluye dos unicnes de
hidrégeno que se forman entre el trp 62 y la tir 48, y el
propionato del hemo con un enlace de hidrégeno que se forma
entre el quinto ligante hemo del imidazol de la His y el es
queleto carbonilico de 1a Pro 30, lo cual se ilustra en la

figura 4.5.a.
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Fiaura Mo. 4.5.a.

El enlace hidrégeno que se forma entre el Gltimo propionato
del hemo y el Trp 62 son de importancia particular en el marte
nimiento de la integridad de la estructura molecular oxidada
ya que estudios en la modificacién quimica, indican que 1la
interaccidn estructural de este residuo se acompafa de la
pérdida del ligante de la Met del grupo hemo. Ademds de las

interacciones hemo covalentes que ya se mencionaron, hay un
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gran n@mero de interacciones hemo hidrofébicas no unidas

que surgen de la serie de cadenas Jaterales de a.a. alifd
ticos y aromd@ticos internos. Los residuos aromdticos que

se muestran en la figura 4.5.b, corresponden a Rhodosponi_
LLum subrum Fen 20, Tir 46, 48, 60 y 107 Trp 62 y 93 y con
servan su aromaticidad en todos los citocromos ¢ de secuen
cia conocida, En contraste, la Tir 52 es dnica para citocro
mo ¢ de Rhodospornillum rubrum esta posicidn secuencial la

ocupan una variedad de a.a. en el citocromo c afin.

Figura No.4.5.b."Citocromo ¢ de Rhodospo
rillum nubrum" [ee].
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La serie de a.a. aromsticos RY a11f§ticos al lado de las ca_
denas adyacentes al hemo son un medio muy hidrofébico. Esta
condicidbn, junto con la naturaleza del Tigante de fierro pro
bablemente explique el alto potencial de 6xido-reduccidn d&
citocromo c¢. Se cree gue estos potenciales reflejan Ta difi
cultad del acomodo de una carga positiva en €l hemo del fe

rricitocromo el cual consecuentemente tiende a incrementar

su afinidad por un electrdn reducido [ss].
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4.5.3, SITYCRONO cj.
Postgate en 1954 encontré en Desubfovibaio desulfuricans,

Desulfovdbrio vulgaris y Pesubfovibrio salixigenes (bscte__
rias sulfatoreductoras) un citocromo al que denoming 2y, el
cual se reoxida rdapidamente por el aire y cuyo potencial es
sumamente electronegative. Este citocromo posee tres gru _
pos hemo/ molécula de apoproteina [31 ,8e]. E1 P.M. es del

orden de 13 000 a 14 000 D y sus maximos de la tanda {a)

estén entre 552-553 nm, a pH neutro . Los estudies de Ambler

demostraron que la secuencia de a.a. de las proteinas de

Desulfovibrio vulgaris contienen solamente dos regiones co

rrespondientes a aquéllas que camiinmente proveen los puen__

tes de Cis y los residuos de His coordinados de los citocro

mos c: Cis~A-B-Cis-His-; sin embargo, también hay dos regig
nes del tipo -Cis~-A-B-C-D-Cis-His- en la cadena. Estudios de

D.C. de esta proteins asi como de las moléculas de Desuffovdi

brio desulfuricans y Desublfjovibrioc safixigenes, sugieren que

los grupos hemo se localizan, en cada caso, en medios subs_

tancialmente equivalentes. Se supone que a pH neutro cada

uno de los hemo tiene una cadena Jateral de His unida al
de la naturaleza del

ato

mo de Fe, -pero poco se sabe acerca

grupo en la posicifn trans. En vista de los potenciales de

Gxido-reduccién bajos, este ligante podris ser diferente a

un grupo tiocéter y en efecto, se encontrd que al menos una

de Jos citocromos c¢y no tiene residuos de Met presentes. Po

siblemente el complejo corresponda al arreglo ~His-hemo-His

HEL
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4.5.4. CITOQROMQ ¢' y ece'.

Algunas de las proteinas de tipo ¢ mds atfpicas, son aqué_
1las designadas como ¢' y ce' dichas moléculas tienen gru_
pos hemo unidos covalentemente, pero carecen de las propieda

des del hemocromo familiar de los citocromos c.

HMucho de 1o que se conoce acerca de este sistema viene del

trabaje de Kamen y Horio. Los citocromos c¢' son rroteinas

de una s6la cadena con un grupo hemo/molé&cula [31]. La prepa
racidn. de Rhodopscudomona palustris, la cual se examind ex

tensivamente, tiene un P.M. de menos de 20 000, un punto iso

eléctrico alcalino y un valor de E;= 0.1 V.,

Los citocromos cc’ son también proteines de cadena simple,
pero contienen dcs grupos hemo cada uno. Ellos tienen un P.M.
entre 27 000 y 30 000 D.; puntos isoeléctricos cercanos a pH
5.5 ¥ valores de E;7 de aproximadamente 0 a 0.1 V. Los estu
dios de Ja secuencia de un péptido dihemo de 27 residuos del
citocromo cc' de Chromatium, sugiere que 10s grupcs hemo se
uren a8 la cadena de péptidos muy cercanos uno del otro. Se
cree que un sitio de union involucra la secuencia Cis-A-B-
Cis-His en la posicidén 5-9 del péptido. E1 otro puede invo_
lucrar la secuencia -Lis-Cis-His- en las posiciones 19-21.
Ningdn otro residuo de Cis estd disponible, y se sugiere
qgue el segundoc grupo hemo puede unirse al péptido a través
de una unidn simple tioéter o quiza un puente tioéter y -

una unidén éter involucrando a la cadena lateral de la Tre
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Es claro que Ta localizacibén de los ¢rupos hemo en té&rmi_
nos de posiciones de secluencia no implicar necessriamente
proximidad espacial. En efecto los estudios de D.C. y D.O.R.

no dan evidencia de interaccidn hemo-hemo.

Los citocromos c¢' y cc' difieren en muche de sus propieda_
des, pero exhiben una abSorciﬁn similar en los espectros
D.C. y B.O.R.. Las curvas de absorcidén de las formas reduci
das carecen de cardcter hemocromo y tienen una banda que se
divide en la regién de Soret. Las especies oxidadas dan es_
pectros indicativos de un cardcter mixfo de alto y bajo spin
ET cardcter de alto spin de los ferricitocromts ce' disminu
ye cen el incremento de la temepartura. Los resultados de
lTa espectroscopia de M8sbauer sugieren que los dos grupos
nemo de los citocromos cc' de Chromatium y RhodﬁApoaiﬁeum
subrum, estdn cada uno de ellos sujetos a efectos ligantes
similares y que Tas especies oxidadas de alto spin tienen

una configuracidn electrdnica altamente distorcionacda [31].

Un estudio reciente sobre Ta union de CO al ferricitocrg
mo c' de Chromatium vinosum, por medio de métodos de equili
brio de alta precisién demostraron que estas propiedades de
ﬁnién son diferentes a las que exhibe el citocromo ¢’ de

Rhodosponillum molishianum [12].
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4.5.5, CITOCROMO Crggs QSSI’ Cggos Cggp

Parnacoccus denitrificans cuando crece sobre metanol o metil

amina sintetiza tres citicromos tipo ¢ solubles periplds_

i : 53 ] as i e g
micos: Cgrys Cpgyis C5534 [s3]. Las propiedades fisicas de
o

estos tres se resumen en la tabla 4.5.b.

Tabla Ha. 6.5.b. "Propiecades de los citocromes tipo ¢

periplasmicos” [sa].

Citocromo P.M. pI ;Lmax._ unién €O
forma reducida forma oxidada
nm (mM cm )

¢ 5gg 15 Q00 4.5 550(30.2) 410(122.4) No
521(17.7)
415(148.4)

551 4 22 000 3.5 551(23.3) 409(102.0) No
521(15.3)
416(138.2)

Cepgg 30 000 3.8 5563(22.2) 413(116.0) Si
523(15.7)
418(134.0)

La estructura molecular del citocromo ¢gpo de esta bacteria

es muy similar a la de Rhodosporillum rubrum(véase figura
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4.5.b.7.

Por otra parte, el citocromo Cggp QLe se aisl1d de Thiocapsa
roseopernsicina; se caracteriza por ser termoestable y redu_
cir al sulfuro a temperaturas de 80° a 100°C. E1 citocromo
Cggo aislado de Thewmus thermephilus es también termoestable
[s J.

Estudios cristaltogrdficcs de baja resolucién y andlisis basa
dos en la secuencia de a.a. para el citocromo esey de las
Pseudomonas y citocromo cggg de Chlorcbium thiosulphatophi _
Lum, revelaron que estas moléculas estdn compuestas de una
cadena polipeptidica con estructura secundaria ( @) helicoi
dal que involucra al grupo prostéticc hemo. Una comparacidn

total de Ta secuencia entre estos citocromos ¢ se da en la

4.5.6. CITOCEOMG b.

Lis citocromos b se caracterizen por: ‘

A) Un grupo prostético protohemo (figura 4.5.c.) el cual no
se une covalentemente a la proteins via cadenas laterales de
porfirina.

R) Presenta un mdximo en la banda o« en 556-558&nm cuando el
espectro de la forma reducida se determina en presencia de
piridina a vn pH alcalino. Los miembros de este grupo se
distribuyen ampliamente y, en el caso de bacterias, varian

en estructura y propiedades. Muchos de ellos se encuentran
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CHs CH=CH,

CH,

CH=CH,

ﬁHz

CO,H
Figura No.4.5.c. "Estructura. del Protchemc" [31].

firmemente unidos y son dificiles de disolver en medios acuo

sos. [a1].

4.5.7. CITOCROMO b562'

La fraccidn soluble que se cttiene ce las c&lulas respiratg
rias de Eschendichia cclfLi, contiene al citocromo bggo el cual
tiene un poténcia] de 6xido-reduccidn de 0.11 V. a pH 7.0

cuyc valor es mds elevado que la mayoria del grupo b. Lasgs po
siciones de las bandas de absorcidn en las regiones de Soret

y visible se indican en la tabla 4.5.c.
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o

Tabla H¢. 4.5.c. "HMixima absoycion dé alguros citocromos &
[s1]. '
Citocromo ‘A
Forma reducida _ Forma oxicaca
visible soret visible soret
b 562 532 © 429 538 418
b562 562 531 427 531 418
b5 £E56 £26 423 530 413
b555 555 £28 424 530 414
b2 £56 £28 424 530-560 413

E1 grupc prostético puecie removerse pcr medio de un proce_

dimiento acetona-dcida y cuanco el protohemo se vuelve agre

gar a la apoproieina er uns proporcidn 1:1 se ohtiene un pro

ducto con propiedaces similares a agquéllas de la meolécula

b562 originsgl.

La secuencia de a.a. sc miestra en Ta figurs 4.5.d.son

similares a las de 1l hemaglobina y mioglohina. Especial_
mente en Ta vecindad de 10s residucs de His del citocromo
Yy se sugiere qte ellos pueden ser los grupos ceccrdinados

al §tomo de fierrc en el grupc hemo [31].
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4.5.8. CITOCROMO OXIDASA.

Dentro de VYos citocromos ocxidasa bacteriaros ' que kasta hoy

s€ COrocen se enhcuentran el a, dps Ay, Adgy, dy o; é€stos lecs
sintetizarn las bzcterias de acuerdo a las diferertes condi_
ciones de crecim’ento. Coma¢ se sabe, estos citocremos son

los G1timos miembros de la cadena rvrespiratoria Gue ceden 10s

electrones all 0, fa25 3.

Investigecione: reciertes demostraron la presencia de dos

compliejos tipo b-d, que actlan también ccmo cxidasss tevmi_
nsles. E1 primer compiejo b558'd se localizé en €l dinterio:
de l1a membrans de Lsclenichia ccfd y se cdetermind [cr méto_
dcs crometogrdficos, y el segundo complejo bsso—d, se aislo

de Photobactenium phophreum ¥y se caracterizé por electrofo_

resis [e0].

E1 citocromo oxidasa mds ccmin en las bacterias es el:.cito_
cromo o, éste tiene la propieded de corbinarse reversiblemen
te con el CO. Sin embargo, no fertencce al grupc de los cito
cromos a, ya que posee un grupc prostético protoheminico ard
Togo al de los citocromos ¢ . Los citocromos d y o transfie
ren lcs electrones al 0, de una menera diferente al citocro
aas, ya que estucdios de resonancia Raman confirman cue los
Frimeves forman un intermediario estable con €l 02 que impi
de que 1a'transferencja electrbnica sea tan rapida como suce

de con el citocromo @a; quién ro formé ur intermediario

[25,54];
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Durante muchos afios se creyé que Tos citocromes a y ap cons
tituian dcs unidades separadas, ya que sus hemcs reaccionan
de modo cdiferente con €1 CN”™ y con el CO y poseen diferen
tes espectros. Sin embargo, se tiene ya fpor cierto, que los
citocromos a ¥y az se hallan cowbinadcs er una gran molécula
proteica oligemérice cuyos hemcs son quimicamente idénticos,
pero difierer en su reactividad hacia ciertos ligantes. Este
cemplejo se concce comG citocromo aaa..Su P.M. es de cerce
de 200 €00 y cortiene cierto nGmero de suburidades, de dife
rente tamafc mclecular. La enzime posee dos moléculas de he
mo A y dos dtomos de cobre, se cree que estos dcs dtomos de
cobre dan sefiales de resonancia de espin electrénicc carac_

+2

s . .. +
teristicos y experimentan transiciones de Cu a Cu 1 duran

te el transporte electrénico; catalizan la transferencia de
electrores desde €1 hemo a5 al nxigeno. En contraste se 1lg
vo a cabo un experimento con Fanacoccus dendtrificars ccon el

. _ . +
cual se confirmé la 2usencia de Cu 2

2

er. el citocromo aaq Y

1a necesidad del Mn™ para la sintesis de éste [54,70].

Por d1timc se conocen varias sustarcias quimicas y antibidti

cns que inhiben el transporte de electrones entre las que se

encuentvan CQ, Ng, CN™, artimicina A y oligomicina, que reac

cionan de la siguiente manera:

- €0, se combina directamente con el citocromo terminal o im
pide la unidén del oxigeno.

- CH™ y NS, se unen estrechamente al fierro del anillo porfi

rinico de los citocromos € impiden su funcién redcx.
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Antimicina A, inhibe el trarspcrte de electrones entre el

citocromo b y c.

Cligomicina, inhibe el transporte de electrones entre cito

cromos- especificas [ 12].



CAPITULO V.

FERREDOXINAS

Si tus proyectos son para un ‘aﬂo, siembra grano,
Si son para diez afios,_ plenta un. Arbol,. .

Si son para cilen afios, instruye al I;l.xeblo.
Sembrando grano uns vez, recogerﬁ.s una vez
Plantando un Arbol, recogerfis diez veces
Instruyendo a un pueblo, rccogerf’xs clen veces

Kuan Thu.
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GENERALIDADES.

Las proteinas fierro-aiufre estdn involucradas en una amplia
gama de procesos bioldgicos, incluyendo transferencia de -
electrones en fotosintesis, reduccibén de nitritos, hidroxila
cidon de esteroijdes y fosforilacidn oxidativa en mitocondria.

Se encuentran en bacterias, plantas y animales [3a].

Estas proteinas han sido clasificadas en cuatro tipos: Tas -
rubredoxinas, las ferredoxinas "tipo planta”, las ferredoxi-

nas "tipo bacteriano" y las proteinas fierro de altoc poten -

cial (HiPiP). Véase tabla 5.1.a. [9o].

Tabla 5.1.a. "Proteinas azufre-fierro"
Proteina Fuente P,
Rubredexina (! Fe) C. pasteurianum 6 000
Ferredoxina planta Espinaca 10 600
(2Fe~25)
Farredoxina bacteriana C. pasteurianum 6 000
(mds de 2 dtom. 49 Fe-5) Desulfovibrio gigas 6 000
Chromatium 10 GOQ
Rhodospinillum nubrum 13 000
Bocillus
Peptococcus aercgencs 6 000
9 600

HiPiP (8Fe-8S) Chromatium
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Las rubredoxinas son Ta clase mds simple de estas protedinas,
contienen un &tomo de Fe/mol de proteina, éste se encuentra

unido a cuatro dtomos de Cis [s3].

A la ferredoxina "tipo planta", 1lamada asi por el hecho de
que este tipo de ferredoxina fué aislada originalmente de -
cloropiastos, pero su propiedad distintiva es Ta presencia -

de 2 dtomos de Fe y 2 de S/molécula de proteina.

Las ferredoxinas "tipo bacteriano"” contienen mis de 2 dtomos
de Fe y S/molécula de proteina, asj como azufre 14bil, el =~

cual es jnestable cuando el pH es dcido, dando HpS.

Las proteinas fierro de alto potencial, también contienen -
azufre 1dbil, pero es un poco mds estable que el de las fe -
rredoxinas en prcsencia de dcido, un ejemplo de estas protei
nas lo constituye 1a HiPiP de Chromatium, que tiene un poten
‘cial redox de +350 mV; es diamagnética cuando estd reducida

y paramagnética cuando estd oxidada, teniendo un valor de -

g de aproximadamente 2 [o].
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5.2 CLASIFICACION Y HOMENCLATURA DE LAS FERREDOXIMAS.

Buchanan y Arnon [ ], proponen por analogia con los cito -
cromos, designar a cada tipo de ferredoxina' con una letra,-
modificada por un ndmero subscrito pata denotar propiedades

distintas dentro de un tipo dado.

Como se muestra en la tabla 5.2.a., la ferredoxina tipo -
clostridial, se designd como ferredoxina a«. La ferredoxina

de Chnromatium, una variante dentro de este tipo, se le con-
sidera ay- La segunda clase de ferredoxinas son las de tipo
cloroplasto, que se designaron ferredoxinas L y 1la mads re -
ciente adicién, Ta del tipo Azotobacter, la cual no estd -
completamente caracterizada, podria denominarse ferredoxina
c, yé Gue tiene diversas propiedades que justifican que sea
de§1gnada provisionalmente como un tercer tipo de Terreduxi
na. Esta dGltima, puede ser el tipo de ferredoxina presente

an todos 1os aerobios fijedores de nitrdgeno [3a].

Las propiedades de las ferredoxina a, b y ¢ se resumen en -

la tabla 5.2.a.
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5.3 CARACTERISTICAS DE LAS FERREDOXIMNAS.

l.as propiedades que distinguen a las ferredoxinas de otras -
proteinas Fe-S incluyen una composicién y secuencia de a.a.

caracteristica, un F.M. bajo; un potencial de d6xido-reduc -~
cién cercano al del gas hicrdgeno, y el hecho de que pueden

sustituir a 1os cloroplastos lavados en la funcidn de foto -
reducir al NADP. Esta habilidad es una prueba dtil en 1la -
identificacidn de las ferredoxinas. Todas las ferredoxinas -

aisladas hasta ahora, exhiben estas propiedades [13].

tas ferredoxinas han sido identificadas en diversas bacte -
rias anaevobias que poseen una hidrogenasa y son capaces de
desprender o ccnsumir H2 durante su metabolismo fernmentativao,
asy como en bacterias fotosintéticas y en bacterias aerobias
0 anaerobias fijadoras de nitrdgeno [13 ,70 ;110,120]. Todas
las ferrecdoxinas son paramagnéticas cuando estdn reducidas -
v dan una sefal de RPE de g=1.94 a 1.96, mientras que en la
forma oxidada es diamagnética y el espectro de RPEués inacti
vo. Todas en 1a forma reducida, son agentes redﬁétores de un

electrdén [o].

Tienen un potencial redox (-250 a -450 mV) menor al de todos

Tos compuestos bjolégicos aceptores de electrones conocidos

hasta la fecha [117].



~150-~

Son proteinas gue se requieren para Tas reacciones de trans-
porte de electrones. Entre los procesos en qgue participan -
sg encuentra la fotosintesis, fijacidn de nitrdgeno y en

ciertas fases del metabolismo fermentativo [tz,70].
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5.4 ESTRUCTURA, COMPOSICION Y SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS
FERREDOXINAS.

Las ferredoxinas son proteinas no hemo que contienen agrupa-
ciones de fierro y iones sulfuro en igual proporcién. E1 sul
furo es conocido también como azufre 13bil y designado 5™ pa
ra distinguirlo del V—tio1afo de 1a Cis unido covalentemen-
te [46]. lLas agrupaciones FeS constituven el centro activo -
de estas proteinas. Estos centros se unen a la proteina a -
través del ligante Cis para formar 1o que se conoce como qru
po croméforo, ver figura 5.4.a. [48 ,537.

E1 grupo cromGforo hallado en las ferredoxinas bacterianas -

*
es Fe,S5,-4Cic (ver tabla 5

4> v
s610 un electrén [4s8].

.N.2). Se czbe que 8cte transfierve

El ligante Cis que se une al metal en el grupo cromSforo, se
expone parcialmente al medio y nodria proveer un camino para

el acceso de electrones [48].

Estudios realizados en la ferredoxina de CRosirnldiun pasteu-
afanum han aportado datos importantes sobre esta proteina.

+3 - *
, 8 dtomos gramo de S /mol de

Contiene 8 dtomos gramo de Fe
proteina; ademds contiene 8 residuos de Cis aarupados en dos
series de cuatro v cada residuo esta separado por dos y tres

residuos de a.a. en cada serie [13,4s8 7.



Tabla 5.4.a. "Propiedades moleculares de algu-

nas proteinas acarreadoras de electrones”

fas].

Proteina

Cofactores

Citocromos

¢ (eucaribdtico) 13
b, (eucaridtico) 11-12
¢y (Desulfovibrio vitagandis) 14
Proteinas azul-cobre
Estelacianina (édrbol de laca) 20
Plastocianina {(espinaca) 21
(haba francesa) 11
Azurin (Pscudomonas,
Bordetellal 16
Proteinas Fierro-Azufre
Ferredoxina "tipo planta" 10
Adrenoxina
(adrenal complejo P&50) 13
Putidaredoxina
(Pseudomona putida) 12
Ferredoxinas bacterianas
(Clostrnidium pasteurianum) G
(Pesubfovibrio adlaas) 6
HiPiP (Chromatiovm
(Chaomat.ium) g
Rubredoxina
(Micrucoceus aervgencs) G
(Pscudomonas ofeovorans) 19

000
ooo

000

000
00¢C
000

000

090

600

000
000

600

380
000

hemo b
hemo b

hemo b

Cu
Cu
Cu

Cu

*
Fe2524Cis
*
Fe2524cis

* -
F82524C1S

*
Fe4§ﬂ4c?s
FeyS44Cis

* :
Fe4S44C1s

Fed4Cis
Fe4Cis
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Por otro lado, estudics realizados en la fervedoxina de -
Pepteococcus aenrcgenes, indican que esta proteina se caracte
rize por su bajo potencial redox cerca de -C.4 V v por la -
presencia de € dtomos de Fe, 8 de S* vy 8 Cis/molécuia [s2].
Los resultados obtenidos de estudios de R-X y de mapas de -
densidad electrdonica indicaron que esta ferredoxina muestra

* o
dos centros 4Fe-45 senavados uno del otro por 12 A (ver -

siguiente figura).

Figura No. 5.4.b. "Posiciones de los puntos Car -
bén @& , azufre-cisteina® ; fierro ® , v azu -
fre inorgdnico O , mqstrando aproximadamente la

doble simetrfa de la ferrecoxina bacteriana" [s2].
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Los 8 dtomos de cada centro se Tocalizan, aproximadamente, -
en las esquinas de un cubo, cada Fe se une con tres S* conti
guos; esta estructura aproximadamente cibica se completa por
un enlace entre cada dtomo de Fe y s* de un residuo de Cis.
Asi la coordinacidn entre el Fe y el dtomo de s* es un tetra
hedro. La figura 5.4.c. demuestra esta relacién.

4 CIS 43

P

Cis 63

ey

\\\\, <

L4
/////s——~
\\\\\\\\\9577
s’f

Fe

———
Fo ///
\\‘\\\_\\s’
cis ae
s"

-Figura MHo. 5.4.c.

E1 tamafio pequefio y la relativa facilidad de purificacién y
cristalizacidén de las ferredoxinas hacen mas adecuado el -
trabajo sobre la composicidén y secuencia de a.a. de estas -

proteinas.

Muchas ferredoxinas bacterianas son similares en su conteni-

do de a.a. La composicién de é&stos para las ferredoxinas de
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a la orilia de Ta superficie de la molécula, se sugiere que
i0os arupos 2 se puedan dinvolucrar en la transferencia de -~

dos electrones para este tipo de molécula [ez2].

Figura No. 5.4.d. "Posiciones de l1os puntos del
C™, Fey S en la molécula de ferredoxina de -
P. aencgenes; Fe, (O ; Azufre 18bi1; @& ; Cis-s O
y C“&® [oz].
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5.5 OTRAS PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS BE LAS FERREDOXINAS.

En el estado oxidado, todas las ferredoxinas son proteinas -
.coloreadas. La fiqura 5.5.a., myestra el esrectrc de absor -

cidén U.V. y visible de Tas farredoxinas de ClLostnidium pas -

Zeundanum y Chromatiunm.

Las ferredoxinas de estas bacterias muestran un s6lo0 pico en
la regi6n visible a 390 6 385 nm ¥ un pico en la reqién U.V.
cerca de 10s 280 nm. Del mismo modo que Tas ferrodoxinas de

Jas bacterias anaérobicas mencionadas arriba, la ferredoxina

de la bacteria aerdbica AzoZobacien vinefanddidL muestra un

maximo en la regién visible alrededor de 400 nm (figura -

5.5.a).

Las ferredoxinas de cinco especies clostridiales tienen esen
cialmente Tas mismas propiedades quimicas y catalfticas in -

cluyendo un miximo de absorcidén a 390 nm como Se muestra en

la figura 5.5.b.

E1 pico a 390 nm se anula cuando la ferredoxina se reduce, -
Estas cinco ferredoxinas clostridiales (C. pasteuridnum -
C. tetanomorphum, C. cylindrosporum, C. acidi-uricd y C. bu
tynicum) exhibieron distinta absorcidn especifica de cada es
pecie en las reqgiones U.V. a 280 y 300 nm (figura 5.5.b), to
cual indicé ciertas diferencias estructurales en las ferredo

¥inas de las diferentes especies bacterianas [ 110].



ABSCRBANCIA

Figura Mo, 5.5.a.
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Una de las propiedades mas sobresalientes de tas ferredoxi -
nas es su potencial de 6xido-reduccién muy bajo, el cual se
debe a la unidn del Fe a un grupo fuertemente reductor como

To es el azufre [2s1.

Otras propiedades generales de las ferredoxinas son su D.O.R
¥ Su espectyo de D.C. Los crombforos de éstas dan efectos -
dispersos en ambos, pero son compatibles con los cambios vis
tos en el medio ambiente del arupo croméforo ocurrido en 1la

reduccidn de la proteina, aunque la naturaleza de estos cam-
bios no ha sido elucidada. Los pequefivs efectcs de D.C.R., en
la regidén U,V, observados con ferredoxina:bacteriana pueden

reflejar un bajo arado de heliticidad en estas ‘protéinas, 1o
cual es compatible con su bajoc P.M. La tabla 5.5.a. muestra

el contenido de S y Fe, P.M. y otras propiedades de las fe -

rredoxinas bacterianas [3a].
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Tabla No. 5.5.a. "Algunas propiedades quimicas

de las ferredoxinas® [13].

. PR CLostAldAium Chhromatium Azotobacten
Propiedad quimica pasleusianun cepa N T ouvdnelandid
Color café cafée café
P.M. 6 000 10 000 20 000
Potencial redox
(mV a pH 7)) -390 -450 -390(7?)
Fierro
(dtomos/moléculad) 8 8 )
Azufre 1dbil
(dtomos/moléculal 8 8 6
Puntn Isoeléctrico 3.7

Electrones por mo-
1écula transyerida T e 2 16 2
an dxido-vreduccidn.
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5.6 PAPEL DE LA FERREDOXIMA EMN EL METABOLISMO FERMENTATIVO.

Las reacciones de las fermentaciones bacterianas y de la re

i

piracién emplean una aran variedad de cofactores. Entre é&s

tos se incluyen: la Co-A, para la transferencia de acilos;
el pirofosfato de tiamina, para la transferencia de grupos -
derivados de una cetona; la biotina, para la transferencia -

de CO el dcido lipoico, DPN, TPN, derivados de la ribofla-

2%
vina y citocromos, para la transferencia de hidrSgeno y elec

trones,

La presencia de estos factores no es suficiente para expli -
car las reacciones que se desarrollan a un potencial de 6xi-
do-reduccién muy bajc, ovor gjomple, ¢l deosprendimiento de -
qas H2 por ciertos anaerobios (clostridios) 6 la utilizacidn
de &ste combustible para la respiracién de otras bacterias -
(metabolismo autotr6fico). Estos procesos necesitan evidente
mente la catdlisis biol6gica de un cofactor que posee un po-
tencial redox muy bajo, semejante al del electrodo de hidr6-
geno. Esta condicién la reunen jas ferredoxinas [28], de tal
manera que hacen posible la transferéncia de electrones de -
donadores de bajo potencial a compuestos aceptores de elec -

trones, como los nuclebtidos de piridina {13].

E1l panel de la ferredoxina en la bacteria fermentativa sec¢ -
asocia, primero, con el desdoblamiento del piruvato, por una
serie de reacciones gue se presentan en 1as siquientes ecua-

ciores:



piruvato ———— €0, + C,-"acetaldehido® (1)

CZ—"aceta1detho" + Fdox + CoA e Fdred + actil-CoA (2)

2 * Fdg, (3)

Fd

e H

red

Suma: piruvato + COA ~—————u= acetil-CoA + Hy + CO2 (4)

La reaccidn geneval {ecuacidn 4), depende de la ferredoxina
sobre 1a pirdvico deshidrdogenasa, catalizando las reacciones

1y 2, mientras gue 12 hidrogenasa cataliza la reaccidn 3.

Ocurre con frecuencia que un ceto-dcido, como el &dcido pivi-
vico, sirva como un precursor de H2, ya que es un buen dona-
dor electronico. Se sabe que la hipoxantina, « -cetoglutara-
to, formato y acetaldehido, pueden ser también donadores -
electrdnicos en la formacidn de H2 [13,+10]. Como en el caso
del piruvato, ia formacidn de H2 per estos compuestos-requig
re de ferredoxinas y una hidrogenasa especifica que acopla -
1a oxidacidn de cada compuestd para la reduccidn de la ferrg

doxina [3a7].

Aparte de la formacidn de hidrdgeno, la ferredoxina reducida
puede donar electrones a caminos biosintéticos alternativos

en la bacteria fermentativa. La fervedoxina reducida puede -
servir como el donador de electrones para la reduccidon de -
NAD+, de hidroxilamina a NH3, para la asimilacidn de CO2 por

medio de varias carboxilaciones reductoras: actil-CoA a piru

vato, succinil -CoA a a-cetobutirato e isobutiril-CoA a ~



167-

w-cetoisovalerato. La ferredoxina reducida tambié&n cede

electrones para Ja reduccidén de sulfito a sulfuro v bicsul-

fito a tiosulfato. E1 papel de Tas ferredoxinas, en estas -~

reacciones, asi como on

—

as reacciones oxidativas de degra-
dacidn, discutidas arriba, se resumen en el siguiente esque
ma:

Piruvato ceto Purinas Formato Acetaldeh
d

glutarq&z\\\\\\\\

FERREDOXINA

NHZOH ——— NH

) =8
3 /// N2 - > NH3
|4

1
o

NAD(P) ———— NAD(P}H, Hsog e 5205
i 503 + S
Acil-CoA —?»—% -ceto acido
~
CG2
Esquema Ho. 5.6.a. "Papel de 1a ferredo-

xina en el metabolismo fermentativo" ["s].
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5.7 PAPEL DE LA FERREDOXINA EN LA FIJACION DE NITROGENO.

Experimentas realizados por HMortenson y colaboradores [7e],
demostraron que la ferredoxina aislada de CLostaidium pasteu
adanwin era esencial para la fijacidon de nitrdgeno por funcio

nar como transportador de electrones hacia la nitrogenasa.

E1 modo de accidn de la ferredoxina hacia el sistema nitroge
nasa se encuentra todavia bajo investigacidn, pero un meca -
nismo hipotético se muestre en la figura que se .seflala. a -

continuacidn:

<L N2

21

=

[ 4] -
FERREDOXIMA o > B

j5% )

o

. X2

s
Fiqura No. 5.7.a. "Esquema hipotético para

1a fijacién de nitrdgeno involucrando Ta -

ferredoxina y la Nz—reductasa" [110].
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cién de carga an el gentro de reaccién de ésta y al cargarse pesitivamen
ta:sirva coro trampa de electrones o como agente oxidante fuer-

te.

El electrdn, en este caso la fuente de energia, es-transferi
do a Ta ferredoxina; en seguida pasa sucesivamente a ubiqui-
nona, citocromo b y citocromo § y de este Gltimo vuelve a la

bacterioclorofila cargado positivamente.

Durante el paso entre el ¢itocromo b v el citocromo ¢, ocu -
rre la fosforilacidn con la generacidn de ATP a partir de -
ADP v Pi. Esencialmente, el electrdn ha hecho un recorridoc -
circular que empieza en la clorofila y retorna a &sta. EI -
proceso completo se 1lama fosforilacidn ciclica (ver figura)

80 Lu:z de
t 1. 0500)570(“‘"

i

Bactariocitofila

|-

Farrodoxing

o

e Ubiquinaonae

Citocromo b

ﬂ’: ADP+ P
ATP
Citoctomo

n

Fiqura Ho. 5.7.b.



CAPITULO VI.

All the nitromen in the world found in
different nitrogenouns compounds has its
origin in the atmousphere, and ... by faxr
the greater part of it has been formed -

through the activity of microorganisms.

A. I. Virtanen (19h47)
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6.1 GENERALIDADES.

E1 nitrdgeno es un constituyente de muchos compuestos natura
les; experimenta transformaciones bioldgicas que indican una
serie de cambios quimicos efectuados por diversos organismos
para formar asi un patrdn ciclico. E1 "ciclo del nitrdgeno”
representa Jla transformacidn del N2 inoradnico a N2 organico

En este ciclo lTas sales de amonio se convierten en nitratos

(NDE) via un nimero de intermediarios por accidén de los mi -

croorganismos en el proceso de la nitrificacidn, en el cual

el NO; se asimila por las plantas para construir moléculas

orgé@nicas. Les especies superiores se alimentan de estas

plantas y convierten tales molé&culas en compuestos mids com -

plejos. Dentro de este ciclo ocurre también el proceso de
desnitrificacidn cuandu los Nu§ se reducen por accidn de 1os
microorganismos, asi cierta cantidad de N2 se pierde en la -

atmésfera y cuando reqresa se fija y se convierte en amonia-

co por la accidén de varias bacterias.

ET “ciclo del nitrdageno" es de vital importancia en Ta agri-
cy]tura para el suministro de NOE solubles. Aunque el N2 se

puede fijar industrialmente por numerosas vias (de las cua -
Tes el procieso Haber es é1 més importante), es de gran inte~-
N,
procesas co -

rés investigar el mecanismo de la fijacion bioldgica del

en parte con la esperanza de establecer nuevos

mercialmente viables y tambi&n para aumentar el conocimiento
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de 1os procesos quimicos y bioguimicos fundamentales que in-

volucra [sa].

Cabe mencionar que los estudios sobre el proceso de la fija-
cion del nitrdgeno se iniciaron cuando la enzima bacteriana
nitrogenasa se extrajo en forma activa y el primer complejo,

dinitrogeno-metal de transicidn fué aislado y caracterizado

[18].
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Figura €.1.a. "Ciclo del Nitrégeno" [e1]
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6.2 MITROBIOLOGIA DEL SUELO.

Pocos ambientes tieren una gran varieded-''de microorganismos
come a1 suelo, ya que es uhé mezcla microscépica formada por
miles de millornes de bacterias, hongos, algas, protozoos y -
virus en cada gramo de suelo, Las tablas €.2.a. y 6.2.b.

ejemplificar 1a diversidad de la microbiota en el suelo.

Tabia No. 6.2.a. "Poklacidén micrcocbiana en -

un suelo agricola fértil” [so].

Tipo Nimero/gr.
Bacteria

Cuenta directa . "2 566 GO0 000

Cuerta en place por

dilucidn 15 000 GocC
Actinomicetos 700 000
Hongos 400 GO0
Algas 5¢ 00cC
Protozoos 30 000
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Tabla Mo, 6.2.b. "Grupos fisioldgicos de bacte -
rias en varios tipos de suelo (nGmero de bacterias
por gramo de suelo)" [so].

Tipo de suelo

Jardin Campo Pradera
Bacterias metabol izadoras
de urea 37 000 8 500 5 200
Bacterias desnitrificantes 830 400 850
Bacterias netabolizadoras
de pectina 535 000 70 000 235 000
Bacterias anaerobias
dcido butiricas 368 000 50 300 83 500
Bacterias anaerobias meta-
bolizadoras de proteinas. 35 000 22 0GO 36 800
Bacterias anaerobias meta-
bolizadoras de celulosa 367 350 367
Bacterias anaerobias fija- ’
doras de nitrdgeno 5 500 700 370 000
Bacterias aercbias fijado-
ras de nitrdceno 2 350 1 885 18
Bacterias nitrificantes 880 1700 37

fartin Beijerinck y Seraio Hinoaqradsky, microbidlogos del -

suelo, dirigieron sus investicaciones a los procesos natura-

les; el Hltimo. descubriG. el tico autotrifico de vida entre

Tas bacterias y dilucidé el papel de éstas como transformado

ras de los compuestos nitrogenados y azufrados que hay en el

suelo, mientras cue Beijerinck aislé bacterias de los nddu -
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los de las leguminosas'y demostrd que eilas eran capaces de-
producir éstos,-é1 1lam6-a estas bacterias Bacillus radicola

actualmente se les conoce como especies de Riizobium [8o].

Los microorganismos fijadores de nitrbgeno se clasifican en
dos grupos principales:

(1) Bacterias libres (asimbiéticas).

Un ejemplo bien conocido es Azoieobacter, pero ésta es atipi
ca, en el sentido de que es un microorganismo aerébico y -~
por 1o tanto requiere de oxigeno. Hay una gran variedad de
especies anaerobias que fijan NE en ausencia de 02, entre -
Tas que se incluye Clostraidium pasteurianum, en la que se -
realizaron los primeros estudios de fijacidn de NZ' Un ter-
cer tipo de bacterias pertenecientes a este grupo, 1o cons-
tituyen las facultativas, que sdlo fijan N2 cuando crecen -
en ausencia de 02, asi que la bioquimica de este grupo de -
penderd de estas condiciones. La dependencia general de 1a
ausencia de 02 parece intuitivamente razonable, ya que el -
proceso es altamente reductor.

(2) Microorganismos simbidticos.

Estos fijan N2 en asociacidén con plantas; por ejemplo, Rhd-
zobium se asocia con los ndédulos que se encuentran sobre -
las rafces de plantas leguminosas. En este-caso, las bacte-
rias invaden las raices v estihu]an en las mismas la forma-
cién de nddulos, que son una especie de tumor beniqgno (fiou

ra 6.2.a).
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Figura Mo. 6.2.a. "Raices de
soja con nddulos formados por

b.acterias fijadoras .de Nz"

La combinacid6n de 1as células de la leguminosa y las bacte -
rias puede fijar el nitrdgeno atmosférico {(cosa que no puede
ser realizada por ninguno de los dos componentes aislados).
Los 1iquenes constituyen otro ejemplio, ya que hay una combi-
nacién de un hongo y una alga azul-verde fijadora de NZ' En
general, se tienen menos progresos en este proceso con bacte
rias simbidticas. Una caracterfstica comiin de estos sistemas
de nddulos radiculares es la presencia de una proteina que -
se denomina teghemoglobina (es parecida a la hemoglobina y -
posee un dtomo de Fe+2/m01). Parece ague hay una correlacidn
entre la presencia de ésta ¥ las propiedades fijadoras de N2
-se cree que su funcibén es atrapar cualauier molécula de O2 -

que se encuentre presente en el medio, v de ese modo, prote-



ge a la nitrégenasa, 1a cual
02. Por otra parte, permite tener una reserva de 0,
que se realice Ta respiracidén y se suministre energia

gue continlde el

La siguiente tabla resume algunos sistemas bioldaicos
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res de N2.

Tabla No. 6.2.c.

fijadores de H2“ [sa].

no puede operar en presencia de

a fin de

para -

procesc de fijacion [ss].

fijado

"Algunos sistemas bioldgicos

Asimbidticos

Simbib6ticas

(a)

(b)

(c)

Anaergbicas

C. pasteurianwm
Chromatium
Cheornobium (fotosintética)
Methanobacterium

Desul fovibrnio sp.
Aerdbicos

Azotobacten

Anabena (fotosintética)
Azotomonas
Nocardia
Pseudomonas
Facultativas
Keebsiella sp., B. polymyxa
Rhodospwinilium

(fotosintética)

(b)

(c)

(d)

fiéduios radicuiares
Teauminosas, Rhilzou-
bium y leguminosas.
Microorganismos y dar-
boles o arbustos.
Nodulos de hojas
bacterias y hojas de
Psvchotria emetica.
Liquenes
Anabena, Tolypothrix
Yy hongos.

Micorriza de pinos,

honcos y Adrboles.




~-182-

6.3 FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO.

La fijacidn bioldgica del dinitrdgeno corresponde a una re -~

duccidn bioldgica del mismo; se itrata especificamente de 1a

.

conversion del “2 a ZNH3. E1 catalizador biolfgico de la -

7 se conoce como nitrogenasa [o,14,15 .15 431 ,36, 51,52,

[«

reacci
53,59,680,66,67275:108s100 J Y 1a evolucidn de este proceso se
concibe como una respuesta bioldgica a una necesidad para el

reciclaje biosférico del M, lat ],
“

Los conocimientos actuales sobre Jjas mitrogenasas de diver -
sos orfgenes, nermite la siauiente definicidn ageneral:

“Las nitrogenasas son complejos de proteinas Fe-Mo v Fe cu -
yas ‘sintesis se renrimen nor la presencia de N2 fijado y sus

+ 3 - -~ R
ividades z2coplan 13 hidrol

5is del ATP & ia transferencia

W
a
+

de electrones para Ta reduccidn del N,, siendo el H, un inhi
bidor competitivo para la reaccidn de este Gltimo y el CO un
inhibidor de todas las demds reducciones exepto l1a del H30+”
[31]. La siguiente figura muestra las diversas reacciones ca
‘talizadas por la enzima. E1 ATP es un requerimiento absoluto

para 1a reduccidn y éste se hidroliza a ADP y PPi.

De una amplia gama de agentes fijadores de H, en Ta naturale
za, los organismos mds fuertemente investigados a nivel molg
cular son: Clostnidium pasteurndanum [si1,s21 y Azotobactlen v4i
nefandii [14,r9]; ambos reoresentan los extremos aerdbico v

anaerdbico y por 16 tanto proveen una fuente de informaciftn
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importante acerca de esta enzima.

Estudios con otros microorganismos aerobios como Micobacte-
rium fLavuwm; anaerobios facultativos como Kfebsiellfa pnecumg
niae [se, 60 , 108,109 ] y Eschenichia coli {[es,e7]; bacterias
fotosintéticas como Chaomatium y Rhodospdinillum nubrum y ul
timamente algas azul-verde (Anabaena cylindrica) ofrecen un

gran apoyo a las investigaciones que se realizan.
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6.4 CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA NITROGEMASA.

La enzima es un complejo de dos proteinas no hemo diferentes
f18], una de ellas contiene Mo y Fe v la otra Fe v S. En su
estructura comp1eta hay dos dtomos de Mo, de 30 a 3z atomos

de Fe y un nimero apréximadamente icual de iagnes s-? [+4].

La proteina Mo-Fe, componente I 0 dinitogenasa como también

se le conoce, [59,108], contiene el cofactor fierro-molibde-
no (FeMo-co) [s51,5e,108]. Es 1a mds grande va que su P.M., de
220 000-245 €00 D as7 1o demuestra. Posee una estructura -
uvas subunidades son liceramente diferentes en tama

o2 Bz CW
-fio [18,237]. E1 FeMo-co es un arupo que contiene 1 dtomo de -

Mo, 1 &tomo de Fe v 6 atomos de S [14,38,54,78] vy Se propane
como el sitio activo para la reduccidn del “2 [15,53,59}. E1
cofactor es capaz de activar extractos crudos de células mu-
tantes UN45.de Azotobacter vinelandic. La RPE y la espectro-

fotometria de HOssbauer indican aue el FeMo-co es idéntico -

en todos 1os microorganismos que fijan M, [+e1.
[

La Fe-proteina, componente I! & dinitrdageno reductasa [1e0a],
tiene un P.M. de 60 000 a &7 000 D [18;3a]. Contiene dos sub
unidades y un arupo Fe4—S4 acomodado cibicamente semejando -
una jaula; actda como un acarreador especifico de electrones

asT como en el almacenamiento de ellos para la reduccidn.

Tanto el componente I, como el componente 11 son extremada
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mente sensibles al 0,, especialmente la mds pequefia ¥ junto
con el Mq-ATP (sal de monormannesio de ATP) son necesarias pa
ra la actividad de la nitroaenasa. E1 pH para la actividad

mdxima varia, aunque ageneralmente es de 6 a 8.

i la Felo-proteina ni la Fe-proteina poseen por si solas -
actividad bioldeica. La contribucidn de ambas proteinas con
fieren actividad a la nitrogenasa, aquélla se calcula a par
tir de la reaccidn en la que una de las proteinas es Timi -
tante v la otra se salura; asi la actividad especifica se -
expresa como la actividad del complejo de la nitrogenasa/

min.mg. de proteina. Las actividades especificas de las ni-
trogenasas de Azotobacten vinelandidi v clostridiales son de
225 y 175-225 mmoles de H2 reducido/min.mg. de nroteina res

pectivamente [a1].

En los resultados que se obtuvieron por el estudijo de Ta es
tructura fina por absorcién de R-X de la proteina Fe-Ho sus
tituida, se considera aue el Ifo se rodea de 3 a 4 dtomos de
S a una distancia de 2.35 K, probablemente 1 6 2 6 mds S a

2.49 R vy tal vez 2 dtomos de Fe alecjades del Mo a una dis -
tancia de 2.72 K. E1 dato de EXAFS revel6 ademds -de que no

Hay una interaccién to0=0 en la enzima activa [ra,7e], La si

auiente ficura demuestra el acomodamiento del tio entre tos

dtomos de Fe y S..
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Figura Ho. 6.4.a. "Posicidon del Molib-

deno en la

proteina Fe-HMo"
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MOLIBDENO, MOLIBDOEMNZIMAS Y SUS CARACTERISTICAS.

Numerosos estudios bioquimicos v genéticos [14,66] estable -
cen que las molibdoenzimas contienen el metal Mo fuertemente
asociado. E1l Mo idénico, ya sea como catidn o como molibdato,
no exhibe o promueve alguna actividad catalitica o regulado-
ra a los niveles en gue se encuentyra en las células [sa]. Un
listado de Tas molibdoenzimas que hasta hoy se conocen y las
reacciones que elias catalizan se presentan en 1a tabla -

6.5.a.

De éstas, la xantino deshidrogenasa, aldehido oxidasa, puri-=
na hidroxilasa y piridoxal oxidasa se consideran molibdohi -
droxilasas [se]. Ellas se caracterizan por contener un cofac
tor molibdeno [s1], que difiere del FeMo-co de la nitrogena-
sa [ee]l la cual expresa propiedades cataliticas y fisicas di
férentes a 1os Mo-cofactores de l1as otras molibdoenzimas -

[er].

Se reconoce en el campo de ta aaricultura la importancia big
Tdéagica del Mo, ya que trazas de este metal son necesarias pa
ra 1a fijacidn del N2 inorganico en las plantas. Especifica-

mente las enzimas responsables para el primer paso.

De ta "fijacion del nitrégeno” y asimilaci6n de nitratos", -
contienen dtomos de Mo como parte de sus sitios activos [--,

18]. Huchos animales suneriores dependen de cantidades ftr  a
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de Mo formando parte intrinseca de metaloenzimas que catali-
zan conversiones metabdlicas importantes [1s5,73]. Normalmen~
te, su concentracidn es baja v en el humano se encuentra en
concentraciones relativamente altas tanto en higado como en

rifnén.

En las molibdoenzimas el metal estd presente en una asocia -
¢idon no directa con la proteina, pero si forma parte de una
estructura compleja que contiene ademds otros componentes.
La nitrogenasa es 1a dnica entre este tipo de enzimas donde
el Mo se localiza formando parte de un complejo agrupamiento
metalico cue contiene también Fe y S como ya se menciond. En

las demds molibdoenzimas que se conocen, sea el que fuere el

-y

origen, el mctal se presenta como parte del universo del co-

factor Ho.

E1 Mo se encuentra en estas enzimas como parte de cofactores
de bajo P.M. Los dos cofactores diferentes que contienen es-
te metal se describen como: [15,80, 109]

(a) Cofactor fierro-molibdeno (FeMo-co), el cual se encuen -
tra solamente en la nitrogenasa y,

(b) Cofactor Molibdeno (Mo-co), que se encuentra en otras mo
libdoenzimas. Aqui el Mo se une a un pteridin sustituido que

no contiene Fe [s+].

E1 molibdato (Moogz) puede emplearse por las bacterias como

origen de o para la sintesis de estos cofactores. Poco se -
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conoce acerca de las reacciones ocue se requieren para la -

transformacidén del 1‘100:12 dentro de un cofactor activo [ 1e9e].

Los dos cofactores !Mo-co y FeMo-co se distinguen por su caom
posicidén y por su comportamiento en sistemas especificos -
gue se basan en ensayos qgenéticos y bioquimicos. Los ensa -
yos para los dos cofactores implican mutantes que de otro -
modo, el "“tipo silvestre" de los microorganismos serian in-
capaces para metabolizar un sustrato particular de una mo -
libdoenzima. Ciertos mutantes poseen la habilidad para manu
facturar la apoenzima. El cofactor se aislta de cualquier -
origen bacteriano vy se inserta dentro de las apoenzimas de
los organismos mutantes, restableciendo asi el total de 1a
actividad quTmi;a. Esie proceso se Tiama “compiementacion”
y provee un axamen estricto para demostrar la presencia de
un cofactor en particular [1s]. Azofobacten vinefanddidl UWAS

fue el primer mutante carente de FeMo-co.

La técnica que se emplea con mas frecuencia para comprobar
los sitios Mo de las diversas enzimas es la RPE. Reciente -
mente, el andlisis de la estructura fina por absorcién de -
R-X (EXAFS) se aplica al estudio de Tas molibdoenzimas, con
siderando el ndmerc y la naturaleza quimica de los atomos -
Tigantes en el camno de coordinacidon de las diversas enzi -

~mas [1s,38].
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6.6 SINTESIS DEL COFACTOR FIERRO MOLIBDENO.

ta fijacidén del HZ en Keebaiellfa pneumoniae requiere de la -
expresidn coordinada de al menos 15 genes que se¢ disponen en
7 operones que constituren el qrupo nif. ET producto de 13

de estos genes ya se identificaron y su funcidn corresponde
a proteinas estructurales, reauiladoras, transportadoras de -
vrectrones y enzimas para el procesamiento de la nitrogenasa

[se].

Las dos subunidades del componente I son codificadas por los
genes nif K y nif D, los cuales comparten un onerdn con el -

gene del componente I1, el nid H.

Muy poco se conoce acerca dei camino biosintético del FeMo-
co ¥ su insercién dentro del componente I de 1a enzima [s9,
10d]. Tres qenes nid (nif B, nif N, ni§ E)[so, 108] se propo-
nen cCmo parte de este proceso, ya que extractos de cé&lulas -
mutantes (N{{ ) [ toe] con lesiones en estos cenes sintetizan
el componente I de 1a nitrogenasa sin cofactor, la cual pue-
de activarse in vitro por la adicién de FeMo-co purificado -

[s9, 108].

Por otra parte, estudios recientes [se,t108,1088 , proponen que -
el gene nif ¢ juega un papel en la fijacidn del N2 v que Ta
esencialidad de su funcidén depende de la concentracidn de lo

[s9]. tos mutantes ni4 Q° requieren grandes cantidades de -

MOOEI2 en el medio de cultivo para suprimir el fenotipo de la

mutacidn [ 1e8].
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6.7 ACUMULACION DE MOLIBDENO. .

La acumulacidn de Mo parece ser un fenfmeno regitado y su
control

se correlaciona con la expresidén de 1os genes que se
fnvolucran en el sistema fijador de NZ' t.as praopiedades de -

acumulacibén de Ma. de ClLostaidium pasteundianum y KlLebsiella -~

pneumondiac parece ser bastante diferente. Sin embarga, las -

cinéticas de acumulacifn de Mo y la sintesis de la nitrogena

sa en ambos microorganismos se correlacionan.

Se ha propuesto que Kfebsiella pneumondiac contiene los cua -
tro productos de 10$ qgenes nif necesarios vara la sintesis:-

del Gnico cofactor Fe-Mo de 1a nitrogenasa. En contraste, =

el proceso de acumulacidn del e en Azofobacter vinelandidi -

parece ser completamente no regulada. Aqui niveles altos de

Mo se acumulan ya sea que las cé&lulas crezcan sobre N2 )
bien NH

3- Este microoraanismo posee también una proteina que

almacena Mo (y W) que permite almacenar tanto metal como se

requiera para la sintesis de 1a nitropgenasa. Se propone gue

que esta proteina almacenadora de Mo en Azotobacter vinelan-

dii es el primer paso en el camino metabdélico del mismo y -
juega un papel requlador en la sintesis de la proteina Fe-Mo

de 1la nitrogenasa.

Recientemente se reportd [ s1] que el incremento de Ta acumu-

lacibn de Mo por Clostrnidium pasteunidanum bajo condiciones -
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fijadoras de NZ’ es el resultado de la incorporacion del me
tal dentro de seis molibdoproteinas. Des de ellas correspon
den a moiibdoenzimas, la FeMo-proteina (que contiene el -
Fello-co) y la formato-deshidronenasa {que contiene el Mo-cc)
LLas otras cuatro molibdoespec_ies son: la proteina que alma-
cena Mo unido (MoB-SP); a2 molibdoproteina de 30 Kilo-Dal -
ton (Mop-30KD); especies Mo de bajo P.M. vy especies Mo de -
elevado P.M. que se encuentran suspendidas en la membrana.

Se sospecha que cada una se relaciona con el procesamiento

del Mo [s31,s2] como Mooi2 para su eventual insercidn dentro

de las molibdoenzimas {nitrogenasa y formato-deshidrogenasad

La observacidn de aque el hacinamiento de Mo en Clostaldium

pasteunianum se incrementa antes de que se detecte la acti=
vidad de la nitrogenasa permite proponer la siquiente hipo-
tesis: "el procesamiento del Mo puede tener intermediarios

estables que posiblemente sean"molibdogroteinas" [s1]. Estu -
dios de este microorganismo durante el estado de crecimien-
to constante sobre MH3 indican que la bacteria acumula Ta -
mavor parte de Mo que proviene como M00;2 y lo distribuye -~
entre las molibdoespecies de bajo P.M. que se localizan en

la membrana. E1 aumento en la acumulacidn del Mo, probabie~
mente representa el inicio de la desrepresién de la nitroge

nasa. Los niveles de (0, reductasa (o formato-deshidrogena-

2
sa) se incrementan Jjusto antes de la desrepresién de la en-

zima, pero la razdn de su incremento se desconoce.
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Los resultados que ofrecen los procedimientos que emplean --

pulsos radiocactivos con la incorporacidn de 99M00;2

indica -
ron que el Mo se acumula durante 1a desrepresion de la nitrp
genasa y parece que se incorpora dentro de Tas molibdoprotel

nas en la sijouiente secuencia:

(1)
componentes de membrana (2)
que transportan el Mo » |tolibdo-especies de'bajf}
al interior de la célu- P.M.

la y es un paso gque re-
quiere enerqia.

(4 3
[Coz-reductasq - [MoB-SP(y)SOKD-How

l

(5)
FeMo-proteing

La segunda y tercera de estas proteinas son 1os candidatos -
m&s probables para invclucratrse en el procesamiento del Modf

para su eventual incorporacidén a las molibdoproteinas.

Por otra parte, bajo condiciones de crecimiento Timitante en
Mo, las células prefieren desviar el metal a la sintesis de-

la proteina FeMo a expensas de las otras molibdoproteinas.

Una vez aue se sintetiza aquélla, el Mo disponible determina

el nivel de las otras molibdoproteinas [sz2].
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Piruvato + CDASH aceti1-SCoA -———I

acetilo~P

|

ATP

F1d 6 Fd =e——r—c——— Nzasa.

Es lUnicamente en este sistema, en donde el piruvato es la -

fuente natural de transferencia de electrones para la fija

cidn del N2 que se ha definfdo hasta ahora, aunque también

el NADH funciona como tal [re].

La utilizacibn del ATP por la nitrogenasa depende do 14 -
transferencia eléctrénica [s1]. Las funciones para el ATP in
cluyen:

(1) Activacidn de electrones,

(2) Activacidn de Fd,

(3) cambio conformacional del sitio dinuclear de la nitroge~ _
nasa para aconiodarse a la molé&cula N-N,

(4) Deshidratacidén de un sitio nitrooenasa gque involucra una

reaccidn sensible al HZO'

E1l siguiente esquema muestra los pasos que probablemente se
involucran en ta actividad de la nitrogenasa, pero la secuen

cia aln no se estabiece con firmeza.
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Fierro proteina oxidada
' Na25204. o forra reducida de
F1d, Fd o colorante violdaeno.

Fierrn™ proteins MoFe-proteina

MgATP N,

transferencia de
electrones de
proteina a protefna

, Mo Fe” Erote?na,_yz__

Fe proteina, Mg {ATP}

ADP

repeticidn de Tos
pasos gque trans -
fieren electreones
+ 8HT,

Fe-protefna + MgADP + Pi '+ Mo Fe protefna .+ 2hH4 .+ H P
-{oxidada) : v

Esquema No. G.8.a. "Supuesto mecanijsmo de accibén de

la nitrogenasa” [a1].

La Fe-proteina reducida forma un complejo con Tla unidad FeMo
y la sal de monomacnesioc de ATP. La reduccidén del N2 que se
encuentra enlazado al sitio activo de la enzima, requiere de

seis electrones. Los componentes I y I1, probablemente se -~
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combinen en una relacidn 2:1 en la reaccidtn Tijadora de “2‘

as? los dos §tomos de Mo utilizando sus estados de oxidacion
+3/+6, podrian, en principio, suministrar l1os seis electreo -
nes rapidamente al N2 f21. Para cada electrdn que se trans -

fiere se reqguiere por 10 menos de una moldcula de ATP., De -

hecho, ya se demostrd experimentalmente que hacen falta dos

moléculas de ATP por cada ejectrdn transferido.
Finalmente, el MqgADP, e1 Pi, el amoniaco v el hidrdgeno se -~
producen mientras que las proteinas regeneran sus niveles de

oxidacidén originales [re]. Por 1o tanto, la reaccidn global

es Ta siguiente:

* 12ATP + 12H,0 ~———» 2MH, + 12ADP + 12P]

NZ + GH + fe .+

La regeneracidn de la Fd reductida tiene efecto gracias a Ta

enzima NADH-ferredoxina-reductasa.

+ +
"
NADH  + Fdox ———————3 NAD + Fdred + H

6 bien "por &1 sistema de la piruvato-deshidrogenasa.
£1 mecanismo de accidn para el centro FeMo-co en la nitroge-

nasa atin se investiga [34], sin embargo, se proponen modelos

.cinéticos que involucran la reduccidn del FeMo-co por trans-
ferencias sucesivas de electrones desde el grupo Fe-S5. Estas

“bombas de eleétrones® deben reducir al FeMo-co en un cierto

nivel antes de que se una al N2 ¥ proceda la reduccidn del -
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mismo [1s].

Se sugieren rutas tanto oxidativas como reductivas para la -
fijacidn bidlogica del N,. Algunos de ellos involucran un si
tio dinuclear con varios modos de enlace para el N, (figura

6.8.a). Los dtomos ligantes facilitan la transferencia de -
dtomos de hidrégeno a la molécula de N2, con Ta consecuente -

liberacién de amoniaco y la regeneracidn del sitio activo -

L1

C c N C c d::udar CH HC
M N M—N=N-—M M—N=N—-WM
o |
c c CH HC] ™ {c c
B ] e
M—NHNH M M—NH=NH-M L M—ANH==HN—M
M=metal; N=nitrbgeno; C=carbono; H=protones.

Figura No. 6.8.a. "Un esquema para la activi

dad de 1a nitrocenasa” [sa].

) ; .
So?dmente, dos mecanismos basicos, ambos reductores, se con-
sideran como probables. Una ruta involucra JTa reduccién bidlo
gica de Nz‘a'ﬂﬁ3'v7a;un nitruro.intermediario, mientras que
el otro involucra intermediarios hidrazina y/o diazina. Las
propuestas especificas para cada ruta se presentan a conti -

nuacidon [ 31]:
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(1) Nitrurox

ET mecanismo mds simple que se propone para la fijacién del
Nz asume nitruros met§1icos como intermediarios., En una va-
riante el Nz se coordina a un tdnico dtomo metdlico y seis -

electrones se introducen en este paso.

, . 3e . 2H20

M. + N, ———p M-NEN ———s NH + MEN " NH
2. axt 3 . 3

+

0

it

_ M~OH
3e + 3H

Otro mecanismo propuesto involucra seis electrones que son
suministrados simultdneamente a partir de dos &atomos metali

cas:

aM + N2 ——» M-NEN-M ——p 2M=N ——p 2NH3 +

0
I
+ %T-OH

[= 1Y
o
+
25
o

{2)'Diazina y/o hidrazina.

£l mecanismo propone los siguientes requerimientos para la -
nitrogenasa:

(a) Un sitio dinuciear en un medio acuocso,

(b) Dos dtomos metdlicos que puedan formar los dos enlaces -
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covdlentes o un Unico enlace covalente al nitrdgeno;

(c) Un medio de transferencia de &tomos de H al NZ;

{d) Un suministro de &tomos de H a un nivel de energia al -
menos iqual al del hidrdgeno,; v

(e) Proteccidn de la catdlisis contra el 02, CN™, €O, etc.
E1 mecanismo especifico propone dos qrupos prostéticos hi -
drogenasa mononucleares yuxtapuestos tedricos sobre la ni -

trogenasa, alejados a una distancid de 3-4 A.

c [+

E1 C y el M (metal) son d&tomos aproximadamente planares y -
paralelos a los grupos prostéticos. E1 metal es Co+2 6 Fe+2
Basdndose en la termodindmica de la quimioabsorcidn del N2

sobre el fFe, se sugiere la siaquiente reaccidén favorable:
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c C—
c o
N
Fe Fe Fe=N ~N=Fe
“2“"" Nzasc
2NHy
I'" tan
¢ ] ) C—=H H—C

Fe=aN~N=Fo

Fo ~NH~NH, -5
Ng aea

Ng w0

N )z

ilustra un mecanismo sugerido por cam
ATP.

£l siguiente esquema
bios en 1a configuracidn de la enzima por la accidn del

Se propone un sitio dinuclear otra vez, en este caso, invo -

lucrando dos &dtomos de Fe. E1 Mo tiene asiqnado el papel de

agente transferidur de electrones permitiendo la formacién -

de especies Fe+2.
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cCAMBIO ATP
CONFIGURACIONAL
1 Hz +
ATP S H
14
3 [{} 1]
ZNH + fe Mo Fe Fo
“{ VIA CICLOS DE
REDUCCION Y
PROTONACION )
6 3

Nz




CAPITULO VIT,

R.N. A-POLIMERASA-D. NA -DIFIGIDA

The pgene is like rething krown to the inorpganic
world., It possesses the unique property  of -
beinx able to direct the aynthesis of rerlicas of
itsell from & large nvray of bulldings blocke.

Tre message that is coded within it is capable of

s Bhai

[#}

being tianslated Into the complexr procoss
are development and tunetior... Tt is the ocecngio
nal mistakes that presumably occenr in the repliga
tlon «f pgenes thet provide the senclle varlalbild
ty froum which ulld ovganic eveolubion Li belicved

to eocme.

Gecrpe W. PBeadle (195%%).



AMIN O p\C‘lD

=

’I/



-207-

7.1 GENERALIDADES

Las enzimas y otras proteinss que participan en Ta replica_

cidén y en la transcripcidn cel DHA constituyen unos de los

catalizadcres bioldgicos mds notables hasta hoy ccnocidos.

La descripcidn completa de su accion explica no sd6to Ya for_

macif6r de los enlaces internucleotidices fosfodiéster sino

gue también explice la transmisidn exacta de la informaciodn

genética, desce la hetra patron hzsta 1a nueva hebra, ern

forma cde una secuencia nucleotidice exactamente complemer_

{aria. Pcr ofra parte, proporciora una explicacidén de loc

problemas gecmétricos, mecdnicos y cinétices, gue presenta

el desenrrollamierto del DNA duplex progeritor, indispen_

sable pira exponerlio ¢ las acciones de las enzimas de repli

cacibn y transcripcidén, 1a informacibn contenida en el c6di

go ce 1a secuencia de bases del dinterior del didplex. Estas

enzimas inigian y terminan sus scciones en puntos especifi_
ccs del cromesoma como respuesta a ciertas sefiales molecula
tes. En cortraste cor la mayoria de las otras enzimas resporsables de

la. neplicacidon del DNA, ejercen funciones muiy compleias

"[70]}. Los mecarismos enzimdticos por los gue <e produce la

replicacidén del DMA, descubiertos por Arthur Kornberg y co__

labcradores (1956), involucran una serie de enzimas denomi

nadas: DNA-polimerasa I, II y I1l. Ellas se involucran en el

proceso de la replicacidn; la primera tiene una furcidn re_

paradora del matervial genéticc ademds de tener propiedades

catalitices como la segunda; la tercera y Ultima, aparente_



mente injcia el crecimiento de una cadena de DHA. Ninguns
de lTas DMA polimerasss pueden utilizar al DNA de doble cade
na como patrén cebador y sin embargce, Ta replicacién en el
cromosaoma bacteriano de doble hebra en c@lulas intactas debe

1Tevarse a cabo.

El aislamientoc y purificacidn de Ta enzima RNA-polimerssa-
PNA dirigida reso]vié el enigma:; esta enzima participa en
Tla transcripcién y rep1icac1§n del DNA y del RNA, formando
un cebador de RNA y un RNA complementario respectivamente,
transcribiendo a partir del DNA duplex y reconociéndo los

puntos de iniciacidn especificos en el cromosoma.
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7.2 CARACTERISTICAS DE LA RMA-POLIMERASA-DNA-DIRIGIDA

Se cree que las bacetrias, a diferencia de las células euca
ridéticas, tienen una enzima Odnica péra la sintesis de todas
las clases de PMNA [20], ademds de que agquélla sirve como pa_
trén cebador para la sintesis de PNA, Esta RNA-polimerasa
(ccmo mejor se le conoce) se ha aislado de numerosos organis
mos entre los crales se encluentran Euglena gracildis, Sacha
romyces cerevdsdae [39), Esclheadchia ccld [ 19 ,20,21 ;233,a9,

71,91, o2,118] Lactobaciflus cunvatus [e1] v Bacillus subiilis.

Lé RNA-pclimerasa de Eschendchdia coldi se ha purificado y ais
lado ertensivamente y es la més conocida gracias a los traba
jos de R.R. Burges [70]. Al parecer las polimerasas de las
demds bacterias tienen una constitucidn semejante [84]. Se
trata de uné nuclectidil transferasa, enzima oligomérica
fee] con un P .M. total de 40 000 D, ce cempene ¢e cince sub
unidades: dos cadenas a, cada una con un P.M., de aproximaca
mente 41 000 D; una cadena f con un P.M. de 155 000 D, una
cadena B'de P.M. aproximado a 165 000 D y un polipéptido adi
cional 1lamado factor o, con un P.M. de 86 000 D [71]. Asi
la relacidén de las subunidedes presentes en 1a hcoloenzima
intacta es apfifpf'ec [19,91]. Contiene también dos &dtomos de Zn
pcr malécula de enzima. Uno de los dos iones se localiza en

la subunidad g, la cual contiene el sitio que enlaza al sus
trato, mientras que el otro, se encuventra en la subunidad

/s quién posee el sitio que se enlaza al templete [ o1 J.
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Figura 7.2.a. "Representacién diagramdti
ca de la estructura de la subunidad 4L¢€'

de la RMA-polimerasa y el factoro. {za].

Respecto a sus propiededes, los sustratcs scn ribonucledsi_
dos 5' trifosfatos (ATP,GTP,CTP,UTP) y no recuiere cde la pre
sencia de un cebzdor en €1 caso de Ta sintesis del RNA; ye&
que en la duplicacidn del material genéticc aquélla cataliza
la reaccidén para la formacibébn de un cebador. E! RNA cebadaor
que se produce es complemertario cel patrdn DNA. La enzima
también requiere de ijones metdlicos Mn+2 0 Mg+2 [41,70,71]
y produce ppi. Recientemente se reportd que Tos requerimien_
tos optimos del Mn+2 en esta reaccidén son 10 veces mds bajos

que los niveles de Mc+2, por ejemplo, la RNA-polimerass de
9

: . . +
Lactobaciflus curvatus funciora 6 veces mejor con Mn 2 y la

RXA-polimerasa de Eschenrichia cofi aumenta 3 veces su activi



N

dag especifica (on ﬁg+2 [«<+). A ja ferma activa se le conece
come core-enzima. In vitro, la RNA-polimerasa puede rvsar DNA
¢e doble filamerto ¢ de un filamento como templete, aunque. la
core-pclimerasa tiere ura aclividad débil hacia la primers
forma, prcbaklemente perque sc¢ enfrerta con muescas &1 azar
o discontinuidades que impiden tener puntos de iniciacidn,
dandc origen a un RNA de elevado P.M. que cespués se libera
del templete de DMA. En el caso de templetes de una sola he
bra, el prcducto inicial es un hibridc de tases apareades
DMA-RNA. E1 hecho de que el producto no se una covalentemer
te al polinucleftido pre-existente demuestra que no hay nece

sidad de 1a primera forma [71].

MECANISMO DE ACCION. SINTESIS DE CNA

Lta veplicacidn de crcmosomas bacterianos comierza en ur pun
to de crjgen especificc o punto de iniciacién del ONA. Se
requiere de una proteina iniciadora especifica para recono_
cer el punto de iniciaciébn y tal vez parea la sefial de parti
da 2 Ta RMA-polimerasa-DNA-divigida para que comincce a yeng
rar el cebador de las nuevas caderas de DMA. Se tienen da_
tos experimentales referentes a que el punto de iniciacidn
ectd anclado a 1a membrana celular. Este anclaje puede que
sea necessrio para ayuder g hacer frente a las fuevzas do
torcién cuando el crcmosoma se desenrrolla. Antes due Tas

enzimas replicedoras entren en accifn, las proteinss "desen
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rrolladoras" se unen a una hebra del cromosema y abren unia
zo, y forman una burbuja en el diplex, haciendo que gmbas he
bras resulten accesibles a 1a repliceacibn. En este purto se

formen hebras cebadoras de RNA gracias a la accién de Ta RNA-
pol imerasa-DNA-dirigida que utiliza rihonuc]eésidos—sketrifqﬁq_
to comca precursores c¢e los restos ribonuclteotidicecs. Las hé

bras cebtadarac de RNA son complementarias de Tas des hebras

del cromcsoma [70].

La RNA-polimerasa cataliza la siguierte reacccién:

+2
NTP o+ (NMP) o Mg » (NP),; + oppi

La hcloenzima es ceapaz de reccnocer v de unirse al DNA en
sitios de iniciacidén especificcs, que son estructuras de 10
0 mas restos, ricos en bases pirimidicas. Tales sitios de
iniciacidn estdnr muy serarados en el DNA patrén. Cuando la
polimerasa se une a su patrdn ocurre la separacién de hebras
del DNA y un cambio en la corformacidén de la boloenzima. E1
primer nucledsido-5'-trifosfato o rucledésido iniciadeor gene
ralmerte es el ATP o6 el GTP ¥y se fija a la pclimerasa para
formar el complejo de infciacidén., E1 primer enlace internu_
cleotidico se forrma después de Ta captacién c¢el segundo nuy
clefside-5'-trifosfato, que generalmente es un nucledsido
pirimidinico (UTP o CTF). Entonces se forma el primer erlace
fosfodiéster, por ataque nuclecfilico del grupc 3'-hidrorilo

de Ta purina-nruclebdsido-5'-trifosfato sobre ¢l &dtomo de f6s
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fore o del segunco nucledside trifosfato y se elimina ppi
procedente del segundo NTP. ET primer nucledsido-5'-trifos
fato retiene suvu grupo 5'-trifosfato atn después de que se
han incorporado el segundo y los subsecuentes restos nucleo
tidicos. Este grupo es precisamente el que permite recoro_
cer el extreme de jnicijacibn (o 5"~terminal) de 1a molécula
de RMNA cebadora. La siguiente reeccidn esquematiza lo arri_
ba expuesto.
e ¢ L o EZa 9 9 9 [A53]
O—P—O—P—O—P—O*CHQO

It I_ ]

O .

o OH

\

{ATP 6 GTP)

o 3
O == PO —P— ~0—CH
| P 1 # '\/ = °
0 0" o
OH  OH

De esta manera se siguren uniendc ribonycleﬁsidos hasta for
mar un RNA cetadcr de 50 2 100 restos. Urna vez ceonstruida

la hebra del RNA cebador, la DNA-polimerasa comienza a 1in.
cerporarle a su extremo 3‘unﬂhdesc@ desoxirribonucledtidos

formadas a partir de log descxirribonucledsidos-5'-trifos_



fatos. De;pués de qgue un tramo Targo de PHA se hea repiicadog
la pequena hebra cebadcra de RNA se escinde y se sepzra por
Ta accién de una exonucleasa. Okasski observé pequefios frag
mentos ce DNA generados durante la rep?icecién ce Eéchcni;‘
chkia coli, ellos contienen tramos ccrtos de RNA en sus ex;
un jndicio de que cade uno de los seg

del

tremos 5', 1o cusl es
mentos ccrtos que se producen en Ta sintesis por etapas
DNA comienza por un tsegmento de RNA. Por 1o tanto, la ini_.
ciacidon de 1a replicacidn del DNA sobre cebadores de RNA
tiene efecto nc solamente a2l cocmienze de una onda de repli_
cacion, sino también durante la formecidén repetida de los

segmentos cortos de Okasaki [70].

La RNA-polimerasa-DNA~dirigida, también es la enzima que
sintetiza RNA a partir de una piantilla de DNA; este proce_
so constituye la transcripcidn. Es la dUnica enzima en los
organismos procariotes que fabrica todas las clases de RNA
(rensajero, ribcsomal y de transferercia). La RNA-polimera_
sa central (appp ) utiliza el factor proteinico especificc

e que ayuda a la enzima central a reconocer la hebra correc
ta y @ Fijarse fuertemerte a la secuencia especifica de deso
xinucledsides de la regidén promotora (o sitio especificc de
unidn) [ 7z1]. Esta enzima u holoenzime (polimerasa central +
factor o) en presencia de los cuatro ribdnuc]eésidos trifos
fato {ATP.CTP,GTP,UTP) comienza el moviemiento a 1o largo
de Ta "tira con sentido” hacja su extremo de terminacidn 5'.

La enzima pclimeriza los ribonucledtidos en una secuencia
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especifica que dicta 1a "tira-plantiila" y de acuverdg & Tas
reglas de apareamiento de bases. En la reaccién tambiér se
libera ppi. Un ribcnucledtido plrinico es el primero que se

polimerize en Ta molécula de RNA.

El inicio de l1a formecibn ce la molécula de RNA en su extre
mo 5' se continda con la liberacidén del factor o, miertras
el alargemiento de la mcalécula de RNA desde el extremo 5% a
su extremo 3' continda antiparalelaimente a su plantilla. Le
terminacidr de la sintesis de la molécula de RiA s« sefiala
pcy una secuencia especifica er la "tira con sentido® de la
molécula de DNA, sefial que se reconoce por la Proteina de ter_

miriacion .

Hay dos tipcs de sefiales de terminaciodn

1. una secuenrcia terminal de poli A que lee 1a misma RNA=-po_

Timerasa.

2. Una secuencia palindrémica a la Ggue se le une la fFroteina
22N

Después de que termina ta sintesis de la molécula de RNA 1a

enzima central se separa de la plartilla de DNA. Con la ayu

da de otro factor la erzima central reconoce otro promotor

pera sintetizar otra nueva mclécula de RNA, (véase la si

guiénte figura)..



-216~

Eniscs de o = Ia polimorasa
o

-

Crocimiento de 2
cadena de ANA

Figura No. 7.3.b. "ET proceso de la sintesis de RNA. Comien
za er la porcidén superior jzquierda de la figura con Ta uni6n
de o a Ta polimerasa para forrar un ccmplejo que reconcce
el promotor para la trarscripcién. E1 proceso se completa
cuando 1a RNA transcriptasa se libera del gem y todcs los

compcnentes cataliticos estdn listos para reciclarse® [7a].
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7.4 PAPEL DEL anz COMO ION METALICC INTRINSECO DE LA RRA-POLI_

MERASA-DNA-DIRIGIDA DE Escherlehia cols.

Muche se especuia acerca del pepel del Zn+2 er 1a conforma_

cion de la enzima RNA-pclimerasa. La mayoria de Jos estudios

que se realizan se llevar a cabo con Eschenichia ccldi y con

la sustitucidon del ion metdlico por ctros iones cor propie

dades Opticas y magnéticas semejartes al anz [12]. Los meta

les que sustituyen a1l znt? decrecen er el siguierte orden:

Zn= Co= Mn > Ni > Cu
[19,21,01,92] en furcidn de sus actividade: enzimiAticas [19].
Los estudios se iniciarcn buscando 1a localizecion de los
- + . .
dtoros de zn*? en la suburidades de la holoerzima. Los resul

tadeos de la sustitucidn del ion metdlico por Cu+2 [19 ,20,91,
. . . . < +
118] ofrecieron fyertes €videncias de que los dtomos de Zn 2

que se unen fuertemente a la RNA-pclimerasa, juegar un papel

estructural y funciornal en la transcripcidn y replicacién

de gernes [118]. Por otra parte, los resultados de Ta susti_

tucién con co*? (Co-RNA-polimerasa) cemostraron que la en_

zima es tan activa como la erzima nativa, las propiecades

fisicas y bioguimices de ambas son muy similares (para ecta

Gltima, tienen especificidad sobre una gran variedad de tem

pletes), pero difieren en su espectro de atsorcién. La fun

cién precisa de los iones metdliccs intrinsecos er la ENA-

polimerasa adn ro se establece. Sin embargo, un nimerc de

. : . R . +2 .
funciores han podido visualizarse para los iones 2n 2 duran
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te la transcripcidn.

a) Un posible papel catalitice er el templete y el sustrate
ernlazado ¢ bién, en 1a formacién del enlace fosfodiéstersug
secuente

b) Un posible papel regulador en el recorocimiento del pro_
motor o iniciaciér especifica.

¢) Un parel estructural en el mantenimiento de la propia cen
formacibér. de la enzima qure ya se demaestrd por la remocidn y

. + . R . . .
readicidn de Zn‘z cen la cencomitante inactivacién y reacti

vacidn de la enzima [e1].

Las conclusiones anterijores se basan en nurerosos estudios

de sustitucidn metdlica, de los que quiza unc de los aspec_
tos mds interesantes de la Co~RNA-rolimerasa concierne al
proceso de la sintesis de RNA; hasta 1979 se sabia en fornma
indirecta que el ion intrinseco tenfa un papel er Ta cadena
¢e jniciacidén del RNA. Ya gue la Cc-RNA-polimerasa es menos
eficierte que la Zrn-RNA-polimerasa er captar GTP sobre un
DNA T7 como templete, se sugirié que el ion metdlicc intrin
seco se involucra en la iniciacibn especifica. Ademds, el Ha
1lazgo de que la Cu~-RNA-rolimerasa presenta dcs picos de ab_
scrcibn permitid saber que unc de los dos iones se Tocaliza
en el sitio en gue enlaza al sustrato, y el otro, en la re_
gién que es resporsatbtle cde unirse al templete de DNA, o sea

en la subunidad 5’ [92,118].

Solamente la sustitucién selectiva de uro de los jones es
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necesaria para la asignacién de un papel especificc de la
erzima, asi como para eltucider 18 relacifr espacial entre
el sitio de enlace metdlico y otros sitios activos de la en
zima. A pesar de la dificultad pera separar uno de los iones,
y debido a que el Zn+2 se une fuertemente a Ta enzima, se 1o
grdé que uno de ellos se reemplazara, obteniéncose varias ern
zimas hibridas: Co-Zn, Mn-Zn, Ni-Zn y Cu-Zn-RNAL pclimerasa.
2

De agui se desprencid que un jon Zn+ se halla en la subuni

dad £ [e1]. Hallazgos en Baciflus subiilis de que uno de los
dos iones metdlicos <ce Tocalizan ern la misma subunided con

firmé que esta se invclucra directamenrnte en la formacidn del

erlace fosfodiéster [r1e].

n se propuso que el zn*¢ puede participar directamer_

o

Tambi
te en la catalisis actuinde como un &cide de lewis que faci
1ita la desprotonacidn del gruro 3'-0H, que es el ataque nu
cleofilico necesario sobre el fosfeoro # de los nucledsidos
trifocfato gue ingresan para formar el enlace fosfodiéster
(véase reaccién pagina No.213). Sin embargo la RNA-polimera

sa nc requiere cde un primordio ¢ sitios especificos de unién
en el caso de sintesis de RNA, por 1o que se propuso que 1la

exposiciér del Zn"2 al grupo 2'-CH de la cadena cde RNA en
crecimiento, funciona cataliticamente ccmo otras nucleotidil
trarsferasas [20 ,118]. Estudios de paramagretismo que reé]i
zaron Dipankear y Wu (1983) revelaron que las cistancias en_
tre e} Cu+2 vy el grupo 3'~-0H pocdria ser de 7 E, demasiado

lejaro para que sea probtable que el metal participe directa
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mente en la catdlisis.

Una caracteristica muy particular de la Zn+2-RNAepc]imerasa
es su espectro de absorci@n en la regidr del visible. Cuanéo
se adiciona nucledsido trifecsfato o un templete andloge,

d(pt)lo, el espectro se perturba,sugieriendo que el ion metd
lico intrinseco {(uno o ambcs) estd invojucrado en el enalce

del sustrato ¢ en el enlzce del templete hacia Tla enzima.

Permenecia la incégnita acerca del papel del zn*? en la en;i‘
ma; ¢ E1 ion metdlico fparticipa directamenrte en'el enlace
del sustrato ¢ templete 7 o bign, el efecto es indirecto:

{ Los cambios conformacionales de la erzima inducidcs por el
sustrato o el templete a los sitios de enlace, ocurren lejos
del ion metdlico intrinseco ?. Estudios antericores ya hebfan
demostradc que la subunidad g contﬁene el sitio de inicia_
cidn [20], 1o cual se demostrdé pcr el descubrimiento dé dos
sitios enlazantes en la RMNA-polimerasa de Eschexnichia coli:
el sitio de iniciaciér y el sitio cde elongacidn. E1 primero,
enlaza nucledtidos de purina (A e G) en ausencia de temple
tes: el segundc, requiere del catibn Mg+2 para el enlace de
un nucledtidd; el sitio de iniciacidn no. E1 hechc de que la
perturbacidn del espectro visible ce la Ni-RNA-polimerasa se

2 extirinsecos y de tenm

1leva acebo en ausencia de iones Mg+
Fletes de DNA es inidicetivo de que Tla sustitucidn netdlica
se lleve a cebo en el sitio ce iniciaciér [1e ,20]. Asi el

ion metdlico intrinsecc lccalizado en la subunidad puede ju_
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gar un papel requliador en el reconocimiente del nuclebtido
de iniciacién y puede orientar al nucle6tido en dna posicidn
esterecespecifica para promever la reaccibn de iniciacidn

[20].

El empleo cde la RMN y de 1a RPE determinan las distancias
entre el metal y el sustrato ern 1os sitios de enlace ce la
enzime. Las medidas de l1os efectos paramagnéticos de la
Co-Zn-RNA-po11merasa sobre velocidedes de re]aJaciﬁn del n!
y del P31 del niclec de ATP, indicaron que las distancias
del ion co*? intrinseco ce 1a sutunidad B a los &tomos Hy, Hg

y Hy fueron: 4.1% 0.6% 3.67 0.5 y 6.87 0.8 & respectivamente
y para los dtomes de P o, 3 , y p fuerom: 10.5f 0.7, 15.1f 1.1
y 14.1f0.8 K respectivamente. Esta relacibn espacial demues

tra gue €1 ion Co+2

se coordina directamente a la mitad de
la base del ATP que se une al sitio de iniciacién y por 1o
tante, el ATP se localiza en el interior de ]a esfera de
coordinacidn, pcsiblemente a través de electrones no aparea
dos detl N7 y/o ctros dtomos de N cercancs o bién por forma_
cidn de un complejo‘tipo n [20,2v], La figura 7.4.a. ilustra
1o anterior para una mayor ccmprensidn de las distancias en

tre el Co+2. protones y f6sforcs.

Los-.detalles de informacién estructural acerca del complejo
enzima-sustrato se mejoraria ccn un estudio cristalogré&fico
ce R-X, pero en la actualidad es ain impcsible para la RNA-

polimerasa ya que se carece de una formra cristalina adecua_



-222-~

da. Fasta la fecha, la funcifn QGI otro metal en la subuni_

dad § se investiga [e1],

Figura 7.4.a. "Distancias de co*? intrinseco a varios proto

nes y fosforos del nicleo de ATP sobre Ta Co=- Zn-RMA-polime

rasa" [20].

Por otra parte, se encontrd que existe una gran ciferencia
en la relacidn espacial. entre €l jon metdlico y el ATP que se
une al sitio de injciacidén de la RNA-pclimerasa en avsencia
y Eresencia del templete de CNA. Urna represertacidn esquemd

tica de estas diferencias se den er la figura 7.4.b.
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Figura 7.4.b. " Representacidon esquemdtica del
ATP unidc al sitio de iniciacidon de la RNA-poli

merasa de Eschenich.ia cofi er. presencia (-———)

y en ausencia (------ ) de DNA * [217.

Ya que los dtomns H8 Y H2 son casi equidistantes al metal
(4.0 y 4.5 E respectivamente) er ausencia del DNA, se postu
16 que un posibie moedo cde la cocrdinacidn del metal a 1avmi
tad de la base dél ATP se dete a la formacidn del complejo
7 entre el metal y 1la base del anililo. En presencia del
DNA., aquelias distancias no son iguales, el atomoa H2 se mue
ve lejos del metal (6.7 5) mientras que la proximidad del
atomo H8 y €1 metal permarnece corstante (4.1 3). De esta ma
nera es probable gre la cocrdinacidn ocurra a través de l10s

rares de electrones no compartidos del N7 y/o otros dtomos
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de nitrdgenoy cercancs (p.ej.: el grupo NH, de la posici@ns)
y no por la formacion de ccmplejos tipo x. También los tres
dtomos de Fésforo se mueven aproximadamente 3 E mds cerca
del metal en ei complejo enzima-DNA. Tales moVimientos Fue_

den ser losc responsables del incremento er la afinidad del

ATP por la enzima en presencia cde DNA [21].



" CONCLUSIONES
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base a la revisidén biblionrdfica se concluye 1o siquien-

Los jones metdlicos aunque en cantidades traza, son re -
queridos como cofactores o coenzimas activando los siste
mas enzimdticos para el logro del ciclo vital de diferen

tes microorganismos.

El fierro, el metal de transicidén mds abundante y proba-
blemente el mds estudiado en los sistemas procaridéticos,

no se considera un elemento traza.

Todos T1os jones, al igual que otros solutos, penetran a
1a céluta bacteriana nor medio de transporte activo, cg
mo los mecanismos de transporte desarroliados por bacte
rias para Tos iones fierro y manganeso.

Entre Tos iones metdlicos traza se encuentran el mangane
so, molibdeno y zinc. E1 papel del primero en relacidn a
a ta SO0D, adn no ha sido dilucidado, Para el seaundo, su
papel dentro de las molibdoenzimas, es el de actuar como
catalizador redox. ET Gltimo de ellos, el zinc, funciona
como jon metdlico intrinseco en la RNA-polimerasa-DNA-di
rigida, para mantener la conformacidn estructural de Ta

misma.

Finalmente, se desprende Ta estrecha relacidn que guarda
Ta Quimica Inoragdnica con la tiicrobiologia y la Bioquimi

ca dados 10s asnhectos tratados en el presente trabajo.
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Se espera que esta tesis sea un cimiento para posterioves -
proyvectos biblicar&ficos o de investigacidn vy con &ste pro-

fundizar en aspectos rejacionados con la Bioinorgdnica.
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