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INTRODUCCION

Debido a 1a complejidad de los sistemas biol6gicos, &stos

tienen que ser descritos mediante una serie de modelos, donde --
cada uno de ellos describe al sistema desde un nivel de abstraccién
diferente. Estos niveles de descripcién dependen de la dimensién -
molecular del sistemal (fig. 1) la cual tiene relacién con los fens-
menos observables desde el nivel atémico, hasta el de los seres --
vivos y afinen sociedades de los mismos.

Es importante hacer notar que al pasar de una dimensién --
molecular a otra mayor surgen nuevas propiedades que aunque no -
estan en contradiccién con las leyes que describen a la primera, --
no necesariamente son deducibles de ella pues son un resultado de -
la mayor complejidad de los sistemas con mayor dimensif;n molecu
lar, &sto hace necesaria la descripcién en todos los niveles.

A cada uno de esos niveles de descripci6n le corresponde --
un campo bien delimitado. Por ejemplo la descripcién microscépica
de las moléculas se hace rréediante la Mecénica Cuéntica y los fend-

menos de autoorganizacién aparecen en sistemas de un gran ntime-

ro de moléculas que son descritos termodindmicamente.
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En la actualidad se ha tratado de explicar algunos fendmenos
biolégicos, a diferentes niveles, mediante la aplicacién de conceptos
fisicoqufmicos. A continuacidén se describe, brevemente, el uso de
la Fisicoqufmica en la descripci6n a dos niveles distintos de algunos

fenbmenos biolbgicos.
1. - Bioqufmica Cuéintica.

Todas las propiedades biol6gicas de las moléculas que
estin dentro de una célula, se deben a su capacidad de reaccionar
con otras moléculas dentro de la misma célula. Las reacciones
intermoleculares que controlan la biosintesis, catabolismo, alma-
cenamiento, etc., en la célula son interacciones electrénicas que
obedecen las leyes de la Mecénica Cuéintica y por tanto son suscep-
tibles de ser caracterizadas y estudiadas mediante esta teorfa.

La aplicacibn de las ideas generales y los métodos
de la Mecénica Cufintica al estudio de la estructura electrbnica de
las moléculas biol6gicas en relacién a su comportamiento como
sustratos de la vida y a su participacién en los procesos bioqufmi-
cos y bioffsicos en los seres vivos es lo que se conoce como Bio-
qufmica Cuéntica.

La aplicacién de los métodos cufinticos al estudio de

la estructura electrdnica o a la investigaci6én de problemas bioquf-



micos o bioffsicos tiene varias ventajas:
1.- El carfcter general de los métodos cufinticos y su apli-

cabilidad ilimitada, es decir, la solucién de la ecuacién de onda da

una serie de resultados que, en principio, son la informacién com-
pleta acerca de todas las propiedades estructurales del sistema ---
atdmico o molecular que se estudia. Sin embargo, en el caso préc-
tico lo que se hace es resolver con aproximaciones esa ecuacién de
onda, y por lo tanto la informacién esaproximada y parcial aunque
abarque una amplia variedad de aspectos del problema estudiado.

2,- Otra ventaja es la posibilidad de que estos estudios pue-
den preceder a la experimentacién en algunos campos donde ésta sea
dfficil de realizar. Asf, los célculos cufinticos permiten determinar
los valores de algunas propiedades fisicoqufmicas de los sistemas -

moleculares que actualmente son diffciles de medir experimental--
mente. Algunas de estas propiedades son por ejemplo: momentos di-
polares, potenciales de ionizacién, afinidades electr®nicas, energfas
de resonancia, etc. El célculo de &stas cantidades permite, con fre-
cuencia, la discugi6n y prediccién de nuevas correlaciones entre --
estructura y comportamiento de las biomolé&culas,

3. - Por dltimo, aunque es probable que en la mayorfa de los-
fendmenos bioldgicos las reacciones quimicas sean en el estado fun-
damental, existen algunos procesos bioquimicos, fundamentalmente

aquellos en donde hay participacién de la radiacién, en los cuales exis-



ten estados excitados que sblo pue den ser estudiado s mediante méto-
dos cuénticos.

Los métodos fundamentales para encontrar soluciones apro-
ximadas a la ecuacidn de Schroedinger de las moléculas son el mé-
todo de enlace valencia y el método de orbitales moleculares.

El método de enlace valencia presenta grandes dificultades
matematicas y por lo tanto su uso cuantita tivo se ha restringido a
moléculas muy simples. El método de o rbitales mo leculares ha si
do usado extensivamente en el cilculo de moléculas complejas y es
el método més usado en Bioqufmica Cufntica.

Afin dentro del método de orbitales moleculares existen va-
rios procedimientos mecanico cuénticos se glin su nivel de aproxima
cién (ab initio, semirigurosos, semiemp fricos y empfricos) usados
para calcular las estructuras electrdnicas de las biomoléculas y - -
sus interacciones. Esos procedimientos han sido amplamente descri

tos en la literatura.



2. - Comportamiento Dindmico celular y subcelular.

AGn en las células més simples, las funciones metabbdlicas invo-
luctan varios miles de reacciones quimicas acopladas que requieren me-
canismos complejos para su coordinacién y regulacién.

El desarrollo de la Biologfa Molecular ha permitido obtener un --
conocimiento detallado de los mecanismos quimicos de las vias metabd--
licas. Existe una relacién muy grande entre esos mecanismos quimicos-
y la estructura espacio-temporal determinada por las propiedades mate-
maéticas de las ecuaciones cinéticas de esos mecanismosz’ - Fl’ es decir-
el acoplamiento de la.'difusién y el cambio quimico aumentan las posibili
dades para generar la estructura y autoorganizacién de los sistemas --
bioqufmicos.

Las principales dificultades que se presentan en el analfsis de -
un sistema bioquimico complejo son:

1.- Dificultades experimentales para obtener los datos necesarios
para caracterizar algunas reacciones.

2. - Dificultades en la descripcién de la forma de las ecuaciones

cinéticas y.



3. - Dificultades en el an4lisis matemético de las ecuaciones
cinéticas , las cuales pueden resolverse mediante aproximaciones -
no lineales, linealizacién y simulacién en computadora.

Los primeros dos tipos de problemas son abordados median-
te estudios de cinética qufmica enzimética y el tercero que es una --
consecuencia de la no linealidad de las ecuaciones diferenciales pue--
de ser abordado mediante tres diferentes aproximaciones: solucién--
ntimerica de las ecuaciones (simulacién en computadora) linealizacién
y aproximacién no lineal.

Algunos d4.=:5 los sistemas, biologicamente importantes que han -
sido estudiadosz’ » desde el punto de vista anterior son:

A nivel subcelular se ha estudiado procesos regulatorios que -
generan fendmenos oscilatorios, como son las oscilaciones glicolfticas
la sintesis periddica del AMP ciclico y algunas reacciones de enzimas
unidas a membranas.

También a nivel celular se ha estudiado el control de la sintesis
de protefnas, en donde se presentan procesos de retroalimentacién po-
sitiva (induccién) y negativa (represi6én) cuya combinacién puede origi-
nar oscilacionessostenidasdel tipo de ciclo-1imite llamadas oscilacio--

nes epigenéticas.



En fendmenos a nivel de células que interactian se ha visto
como la comunicacién celular puede generar patrones espaciales-
y a la vez controlar el tiempo y la localizacién de los diferentes -
procesos involucrados en la formacifn y mantenimiento de e sos-
patrones, Una ilustracién de este fenSmeno es el desarrollo embrio-
nario, este problema es muy complicado ya que es un proceso -
espacio-temporal que implica la regulacién precisa de procesos
tales como: a) diferenciacién celular, crecimiento y mitosis, b)

movimientos celulares, c) movimientos colectivos de células .-
Una descripcif6n detallada que considere de manera cuantitativa-
todos los aspectos del problema es dfficil, y por tanto se propo-
ne modelos simplificados cuyo anélisis hace posible correlacio-
nar los aspectos moleculares y los macroscépicos de la morfo-

génesis,
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ESTUDIO QUIMICO CUANTICO DE ALGUNOS ALUCINOGENOS
INDOLICOS

INTRODUCCION

Las propiedades de las drogas se deben a la capacidad de
éstas de interactuar con otras moléculas dentro de las células.
Un a specto importante que debe ser estudiado es la relacién entre
la estructura y estereoqu fmica de las drogas con su actividad.
Varios investiga dores han estudiado un tipo de drogas llamadas
alucinégen as o psicomiméticas, que tienen efecto sobre el sistema
nervioso central y han tr atado de establecer similitudes entre ellas.

Snyd er! hizo un estudio de los factores estéricos que
pueden sér importante s para la actividad psicotrépica de algunos
derivados del &4cido lisérgico, de la triptamina y de la fenetilamina
con el cual propone que una caracteristica importante de todos
estos compuesto s es que pueden adoptar una con formacién que

origine una estructura semejante al LSD.
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Kang y Green 2 hicieron un estudio de las caracteristicas
estéricas y electrénicas de algunos compuestos alucinége nos: LSD,
indolalquilamina s y anfetamina s metoxiladas, y bas&ndose en sus
efectos y la tolerancia cruzada de esos compues tos proponen que
los sitios o centros con los cuales esas moléculas inte racttian con el
rece ptor son: el benceno y el nitr6geno alifitico equivalente al N
(6) del LSD, ademés proponen que el mecanismo de interacci6n
droga-receptor es la formacién de un complejo de transferencia de
carga. Sin embargo, existen datos experimentales obtenidos por
Aghajanian y Haighler3 segtn los cuales el LSD y la mezcalina no
tienen el mismo mecanismo de accién. Lo cuél hace suponer que
los grupos del LSD y las indolalquila minas que inte ractuan con el
receptor no necesariamente son los propuestos por Kang y Gre en?.

Kaufman? calculé las propiedade s electrénicas de la
bufotenina y la N, N di-metiltriptamina; en su for ma bisica, en su
forma protonada sobre el Nitrégeno alifatico, en su forma protonada
sobr e el Nitr 6geno Indélico y protonadas sob re ambos grupos,
usando las conformaciones de las moléculas en los crisales.

Sin embargo, no se propone cuales son las especies posiblemente
activas, ni los posibles mecanismos de interaccién. Por otro lado

hay con siderables evidencias farmacol6gicas y electrofisio logicas
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(5,6,7) que sugieren que el LSD y algunas indolalguilaminas pue-
den producir sus efectos sobre un receptor si éste es también --
receptor de la 5-hidroxitriptamina (serotonina).

E1 conocer las conformaciones més estables de los com-
puestos puede dar informacién acerca de la topograffa del recep-
tor sobre el cual actfian, aunque es posible que en el sitio en don
de lo hacen no presenten la conformaci6n calcula da debido al e--
fecto del disolvente y de otras moléculas a hf presentes. En adi-
cién, el conocimiento de las propiedades electrénicas puede in--
dicar cual es el posible tipo de la interaccién entre la droga y el
receptor.

En el presente trabajo se hizb el estudio teérico de la - -
serotonina y de algunos derivados ind6licos que tienen actividad-
alucindgena con el objetivo de obtener informacién adicional so--
bre las posibles caracteristicas del receptor y las posibles cau--
sas de la actividad biol6gica de esas moléculas.,

Para calcular las energfas de cada una de las conforma--
ciones se usd el método PC]LOS, el cual es apropiado para ané--
lisis conformacional y se ha encontrado frecuentemente que sus -
resultados concuerdan satisfactoriamente con datos experimenta-

9,10,11
les ademés de ser un método bastante répido. Para el cél-
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12
culo de las propiedades electrénicas se us6 el método CNDQO/2

que di estimaciones confiables de algunos parametros electréni-

13
cos . Los datos de distancias y &ngulos interatdmicos fueron to-

14,15,16
mados de otros autore s . Para las distancias y ngulos no

encontrados se usaron valores estandar.

RESULTADOS

Las conformaciones més estables segfin el criterio de --
minirna energfa fueron calculadas con el método PC]LOS.

Esas conformaciones de mfnima energfa se encontraron-
girando los sustituyentes que estén sobre el indol. Los atomos -
que determinan los fngulos diedros y los valores de &stos para-
la conformacién de minima energfa estén en la tabla I.

Algunos de los compuestos estudiados (serotonina, bufo--
tenina, N, N-dimetiltriptamina, dihidroxitriptamina, gramina) -
tienen grupos bésicos. Se ha encontrado experimentalmente pa-
ra la serotonina que el valor del pKa del nitrégeno ind6lico es -
4,9 y el pKa del grupo amino alifitico es 9.8, ademé4s puede --
considerarse que los pKas correspondiente s a los mismos gru-
pos de los otros compues tos calculados son muy cercanos a ---
los de la serotonina; de lo anterior se podrfa proponer que, al -

pH fisiol6gico el eqiiilibrio 4 cido-base origina una cantidad pre-
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dominante de moléculas con el grupo amino alifitico protonado,
por lo tanto se calculdla conformacién de la base libre y del --
fcido conjugado.

Habiendo encontrado la conformacién de mfnima energfa,
se calculb la distancia entre el nitr6geno indélico y el nitrégeno
alifatico de la serotonina, Bufotenina, N,N-dimetiltriptamina y -
gramina; tambien se calculd la distancia entre los grupos citados
y el OH en posicién 5 de la serotonina, bufotenina y 5-6-dihidroxi-
triptamina, Tambien se calculd la distancia entre los nitrfgenos--
de la coharmina y del me dmain. Todos estos resultados estéin en-
la tabla II.

A la conformacién de mfnima energfa de todos los compuestos
se calculd sus propiedades electrénicas con el mé&todo CNDO/?IZ.
Las dlensidades electrénicas estan en la figura 1.

En la tabla IIl,se dan los valores de la energfa del orbital
més alto ocupado (E ), observandose que todos los compues-

HOMO
tos tienen valores de E altos, El valor de E se ha re-
HOMO HOMO 17
lacionado con la propiedad electrodonadora de un compuesto y -
para ciertas series de compuestos alucindgenos se ha encontrado-
una cor relacién entre potencia y E :

HOMO
Los momentos dipolares se dan en la tabla IV,
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DISCUSION

Para que los derivados ind6licos que tienen actividad alu-
cin6gena puedan actuar sobre los receptores que son normalmente
activados por la serotoninas’ % deberéin tener caracteristicas --
semejantes a ella,

Se observa que como consecuencia de las conformaciones -
de minima energfa, obtenidas con el método PCILO (tabla I), la --
distancia entre algunos grupos funcionales (tabla II) casi no varfa-
de un compuesto a otro.

Se aprecia de la tabla I que los compuestos estudiados, po-
seen como 4tomos comunes el nitrégeno indblicoy el nitrégeno ali
fatico, la distancia entre ellos varfa entre 4.2 y 4.6 angstron (ta--
bla II) tanto para las bases libres como para los fcidos conjugados
excepto en la coharmina y el medmain,

Si se analiza el caso de la 10 metoxi-harmalina (coharmi--
na) y del 5 dimetil-amino 3 etil 2 metil-indol (medmain), compues-
tos considerados psicomiméticosla, se observa que la distancia --
entre sus nitrdgenos no es equivalente a la encontrada para los -
otros compuestos, Ademés esa distancia es fija debido a la rigidez

de las molé&culas,

Es posible proponer que la presencia de los grupos citados
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anteriormente y la distancia adecuada entre ellos son caracte-
risticas e structurales que influyen notablemente en la activi-
dad farmacolb6gica de las moléculas estudiadas, ya sea que las
formas activas sean las bases libres o las bases protonadas.

No obstante, debido a la diferencia que existe en la dis-
tancia entre los grupos cons iderados como importantes para -
la actividad alucinégena, se debe esperar diferente poder aluci-
nante entre los distintos compuestos calculados.

La posible explicacién tedrica de lo anterior es que se-
gln la distribucién de Boltzman, la diferencia de energfa entre-
la conformaci6én més estable y la conforma cién congruente con-
el receptor originaré diferentes cantidades de confSrmeros a--
propiados para la interaccién con el receptor y, por tanto, se -
tendré distintas potencias alucinégenas par a los distintos com-
puestos.

La hipétesis anterior permite explicar, la baja actividad
alucinbgena del rnedmainls, en comparacién con los otros com-
puestos, que debido a su estructura rigida no puede adoptar una
conformacién que originé una distancia apropiada entre sus ni-
trégenos para la interaccién con el receptor. Sin embargo, es-
te resultado no concuerda con la a ctividad alucinfgena de la --

coharmina, la cual probable mente podrfa explicarse suponien-
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do que no es la coharmina, sino uno de los productos de su metabo-
lismo el que tiene actividad alucindgena como sucede con otros com-
puesmslg. Las densidades electrnicas calculadas coinciden esen--
cialmente con las calculadas por Kaufman4. De los valores de den-
gidad electrénica (fig. 1) sobre los grupos funcionales anteriormen -
te citados , es posible suponer el tipo de interac ciones que se esta-
blecen con el receptor.
: 20,21

Aunque existen estudios experimentales de RMNy ---
fluorescentia sobre la interaccién de derivados de la triptamina --
con macromoléculas biolégicas en los cuales se propone que la prin
cipal interaccién es de tipo i6nico entre el grupo amino alifatico --
protonado de las triptaminas con un sitio negativo o muy polar de la
macromolécula, y aungue tamb ién se ha hecho estudios para iden--
tificar y caracterizar a los receptores cerebralesw, 22(:11.13 la sero--
tonina y de algunos alucinégenos, en la actualidad no se conoce con-
certeza si las molé culas protonadas o las bases libres son las res-
ponsables de la actividad alucinfgena ni tampoco sobre cuales ma--
cromoléculas re accionan, por lo tanto se propone los probables --
tipos de interacci6n tanto para las bases libres como para sus 4ci-
dos conjugados con el posible receptor:

a) Si consideramos que las formas activas son las bases --

libres y basfndose en que el nitrégeno de la cadena alifética tiene-



g

una alta densidad electrfnica, se puede suponer que la interac-
cidn nucleofflica de ese nitrogeno debe llev arse a efecto con un
centro electrofflico del receptor. También se observa que el --
hidrdgeno unido al nitrégeno inddlico es electrodeficiente, lo --
que nos haca sugerir que puede interactuar como electrofflico
con un sitio del receptor.

b) Si las formas activas fueran las bases protonadas, los
mecanismos de interaccibn posibles ser fan: una interaccién de
tipo electrofflico del hidr6geno unido al nitrdgeno in ddlico con
un sitio del receptor y una interaccién del grupo amino protona
do, que tiene una carga positiva neta distribufda sobre los &--
tomos unidos al nitr6geno, con un sitio del receptor.

Debe hacerse notar que existe una correlacién general
entre la actividad aluciné gena y el alto valor de Egomo (tabla
III) para los compuestos estudiados. Se observa que las bases
libres tienen valores més altos que los compuestos protonados,
por tanto si en la interaccién con’el receptor hubiese la forma-
cién de un complejo de transferencia de carga, como han pro--
puesto algunos autoreszs, entonces los compuestos no protona--
dos, .que son més electrodonadores, formarfan complejos méas

estables y serfan los més activos.
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Se observa de la tabla IV, que los compuestos protonados
tienen momentos dipolares mayores que las base s libres. El mo-
mento dipolar es un dato importante pues s e sabe que los compu-
estos muy polares no atraviesan la barrera hematoencefilica y --
por tanto no pueden llegar hasta los receptores cerebrales. Aqul
se debe considerar otra vez el equilibrio 4cido base de los com-
puestos . Los compuestos no protonados atravesarfn preferente-

mente la barrera hematoencefs lica a unque debemos considerar-

que el paso de una molécula a través de esa barrera es esencial-:c-

mente un sistema fuera del equilibrio.

Si se hace un anilisis de la estructura de los compuestos
estudiados y se pretende dar una explicacién de porque la sero--
tonina es el neurotransmisor normal y todos los dem&s compues-
tos producen alucinaciones, se puede proponer que ade més de los
nitrégenos inddlico y alifitico, es también necesaria la presencia
del oxidrilo en la posici6én 5 y que la ausencia de cualquiera de -
esos grupos o la presencia de sustituyentes sobre los mis mos es
lo que origina la neurotransmisién anormal y por tanto la confu-
sién perceptiva producida por los alucinfgenos. De los compues-
tos estudiados los que tienen, ademé s de la serotonina, los tres

centros citados anteriormente son la bufotenina que tiene 2 meti-

[3
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los en el nitrégeno alifatico que probablemente sean la causa de
que sea alucindgeno y la 5, 6-dihidroxitriptamina que difie re de
la serotonina por el oxihidrilo en la posici6én 6, en este compues-
to se establece una interaccidn entre los oxihidrilos del tipo pu-
ente de hidrégeno lo que origina que el OH(S) no esté disponible-
para interactuar con el receptor.

En resumen, se puede proponer la hip6tesis de que para una
transmisién normal, como la de la serotonina, es necesaria la -
presencia de los grupos citados anteriormente y que si algin com-
puesto posee algunas caracteristicas estéricasy/o electrénicas -
diferentes a las de la serotonina puede interactuar con los recep*

tores serotoninérgicos y causar las alucinaciones.
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CONCLUSIONES

Es posible suponer que las caracteristicas importantes para
la actividad alucin6gena de los compues tos estudiados son: segun el
valor alto de EHOMO, el caricter electrodonador que tienen y la
presencia de los grupos citados en la discusién adoptando una
conformaci6én adecuada para la interaccién. Aunque en la actualidad
se sabe que los efectos de los alucinfgenos son complejos y que
existen diferencias y similitudes entre los diferentes tipos, la
hipétesis propue sta da informacién acerca de los r equer imientos
geométricos y estructura les de los r eceptore s sobre los cuales

acttian los alucinégenos.
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TABLA I. CONFORMACIONES MAS ESTABLES DE ALGUNOS DERI-
VADOS INDOLICOS.

Compuesto

1. Serotonina

2. Bufotenina

3. N, N dimetil-
triptamina

4. 5,6-Dihidroxi-
triptamina.

C, —Cy —Cy
€3 —Cp —Cy
cID _cll ‘le

A) Bases Libres
Formula

Rl=*CH2 -CH,y —NH2
R2='OH

R,=-H

i g -N

RI CH2 CH2 1\(CI‘]3)2
R2='OH

R3="H
R1=“CH2*CH2'N—(CHB)2
R2=-H

R3=‘H
Rl='CH2‘CH2'NH2
R2=‘OH

R_=-OH
3

a) Angulo diedro del par electrdnico libre.

Ry
R,
=Cy
=N
-X*
6 By B3

288°  300° 60°

-110°  60°  300°

-110° 70°  300°

-100°  60°  300°
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TABLA I. CONFORMACIONES MAS ESTABLES DE ALGUNOS DERIVADOS

INDOLICOS.
(Continuacién)
Compuesto Formula By [P B3
" - o o -] 0
5. Gramina Rl CH2 N (CHs)2 180 40
Ryt
R =
3 H
6. Medmain 0° 185° 180°

7. Coharmina B/ 180°  180° 60°
B
B,y 0T N,
=
|
N N\
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TABLA I. CONFORMACIONES MAS ESTABLES DE ALGUNOS
DERIVADOS INDOLICOS.

(Continuacién)

B) Compuestos protonados sobre el N de la cadena alifitica

5, G, B
1. Serotonina -126° 10° 300°
2. Bufotenina -130° 40° 300°
3. N, N dimetiltriptamina -130° 42° 300°
4, Dihidroxitriptamina -120° 10° 300°

5. Gramina -125° 300°
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TABLA II. DISTANCIA ENTRE EL N INDOLICO, EL N ALIFATICO Y
EL OH EN POSICION 5 DE LLOS DERIVADOS INDOLICOS

Bases Libres

D1 D2
1. Serotonina 4,56 A° 6.49 A°
2. 5,6 Dihidroxitriptamina 4.52 6.70
3. Bufotenina 4.57 6.52
4. N, N dimetiltriptamina 4,33
5. Gramina 4,23
Distancia entre los Nitrégenos
6. Medmain 5.45
7. Coharmina S dd

Bases Protonadas

1. Serotonina 4,34 4,82
2. 5, 6 Dihidroxitriptamina 4,36 4.80
3. Bufotenina 4,48 5.40
4. N, N dimetiltriptamina 4.49

5. Gramina 4,56
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TABLA III. ENERGIAS DEL ORBITAL MAS
ALTO OCUPADO (Eyome) DE
ALGUNQS DERIVADOS INDOLICOS.
Bases Libres
Compuesto = EH OMOu, a.
1. Serotonina 0.382
2. 5,6 Dihidroxitriptamina 0.375
3. Bufotenina 0.382
4, N, N dimetiltriptamina 0.384
5. Gramina 0.385
6. Coharmina 0.373
7. Medmain 0.374
Bases Protonadas
1. Serotonina 0.540
2. 5,6 Dihidroxitriptamina 0.508
3. Bufotenina 0.521
4. N, N dimetiltriptamina 0.520
S, Gramina 0.540
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TABLA IV. MOMENTOS DIPOLARES DE ALGUNOS
DERIVADOS INDOLICOS.

Bases Libres,

Compuesto Mom. Dipolar(Debye)
1. -Serotonina 2.5

2. -5, 6 dihidroxitriptamina 4,11

3. -Bufotenina 2.56
4,-Gramina 1:15

5.-N,N dimetiltriptamina 1.43

6. -Coharmina 4.21
7.-Medmain 2.82

*
Bases Protonadas.

1. -Serotonina 11.24
2.-5, 6 dihidroxitriptamina 11.37
3. -Bufotenina 13.11
4.-Gramina 12.39
5.-N, N dimetiltriptamina 13.74

Momento dipolar referido al centro de masa.
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FIG. | DENSIDADES ELECTRONICAS CALCULADAS CON EL METODO CNDO/2.
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ESTUDIO MECANICO CUANTICO DE LAS
INTERACCIONES DEL ADN UTILIZANDO

UN MODELO DE FORMAMIDA.
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ESTUDIO MECANICO CUANTICO DE LAS INTERACCIONES ENTRE
LAS BASES DEL ADN UTILIZANDO UN MODELO DE FORMAMIDA.

Se ha aceptado comunmente el que la estabilidad del Acido
Desoxirribonucleico (ADN) se debe a la contribucién dominante de
todos los pares de bases, por la interaccion establecida en el plano
que los contiene. Esta se origina por la formacidn de enlaces de
Hidrﬁgenol. Este punto de vista, que se confirma con el hecho
experimental de encontrar s6lo pares coplanares en solventes
orginicos, parece cuestionarse con el hecho de que en soluciones
acuosas se presentan solo asociados sobrepuestos2.

La posible estabilizacién en solucién acuosa de las bases
asociadas origina la interrogante del grado de participacién de las
fuerzas de interaccibn entre las bases sobrepuestas, en la
estabilizacion del ADN.

En la estructura reportada para el Acido Nuclé&ico con sus

bases sobrepuestas se tiene una distancia entre sus planos de 3. 36
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A° y un ingulo de 36° con respecto al centroide 6 eje de la fibra,
en tal forma que la estructura se repite después de cada diez
residuos en la cadena. Se ha reportado ademas que, por exposicién
del ADN a Bromuro de E'.tidio3, éste se intercala entre pares de bases
originando un ntievo &ngulo de 24° con respecto al eje de la fibra,

La eleccién de la Formamida, como modelo simple, para el
estudio de las interacciones entre las bases que forman el ADN,
se ha sugerido en el articulo de J. Ladik4, por permitir este modelo
apreciar las propiedades electrénicas del sistema, ademas de
economizar gran cantidad de tiempo de computadora. En este trabajo
se pretende analizar con el Método Mecinico-Cuéntico Semiempfrico
PCILO® (Perturbative Configuration Interaction Using Localized
Orbitals) el grado de participacién de las interacciones, entre las
bases sobrepuestas y las bases en el plano, utilizando como modelo

de interaccidn a dos moléculas de Formamida.

METODO DE CALCULO

Para el cilculo del mondmero se utilizé la geometria del medio
dfmero, determinada por cristalografia de rayos X6. Para el célculo
de la estabilidad de los puentes de Hidrégeno de las entidades enlazadas

se vari6 la distancia de separacifn de las moléculas de Formamida,
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colocadas en el mismo plano, conservando el centro de simetrfa,
hasta obtener el punto en que se encuentr a €l mfnimo de energfa.

Considerando que los enlaces de hidrégeno que se encuen
tran en los biopbdlimeros y particularmente en los &cidos nuclei--

7, se varib la distancia de los enlaces-

cos no son equidistantes
de hidrégeno considerando las siguientes dos posibilidades: el en
lace A 0.09 angstron mayor que el enlace By el enlace A 0.12 an
gstron mayor que B, ver figura 1.

Para encontrar la distancia de mfnima energfa p ara los -
los dos Gltimos casos considerados, se varié la distancia entre -
los dos enlaces de hidrégeno en forma similar al dfmero simétri
co. Con estos resultados se puede conocer la contribucién de la
asimetrfa a la disminucién de la estabilidad del dfmero. También
se calculd la energfa de la barrera de rotacién haciendo girar u--
na de las moléculas y tomando como angulo de giro los 4tomos--
N-H-0, con incremento s de 10°cada vez hasta completar el giro
de 180°

Finalmente, se calculd la interaccién que puede existir en
tre dos moléculas de formamida sobrepuestas, con la finalidad de
conocer su contribucién a la estabilidad del p6limero. Se colocaron
las dos moléculas de formamida sobrepuestas a una distancia de -
3.36 angstron entre ambos planos4, y se hizbd girar una de ellas al

rededor del centroide correspondiente a la forma plana; estos giros

se hicieron con
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incrementos de 12° cada vez, hasta completar el giro de 180°.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los estudios realizados por Dreyfus, Maigret y Pullman’ con
un método autoconsistente no empfrico, que incluye todos los electrones
y un conjunto de funciones base tipo Gaussiano (GTFE), se encontrd al
dfmero de Formamida 14 Kcal/mol més estable que el monémero,
indicando una energfa promedio para cada enlace de Hidr6geno de
7 Kcal/mol. Una comparacidn con el valor experimental de s8lidos

0

enlazados por puentes de Hiclri'."geno1 muestra que los resultados

obtenidos por estos investigadores son razonables.

Pullman y Berthod! !

, empleando el método semiempirico CNDO/2
encuentran una energfa de estabilizacidn, para el dimero de Formamida,
de 11.7 Kcal/mol, 6 sea, 5.8 Kcal/mol por enlace de Hidrégeno; la
energfa obtenida por enlace de Hidrégeno por dimeros lineales cis y
trans son 4.9 y 4.6 Kcal/mol respectivamente.

12 comparan los resultados obtenidos

Momany y colaboradores
con el método EHT y el método CNDO/2, La superficie de energfa
potencial, para el dfmero lineal, utilizando el método EHT, no muestra
ningin minimo; las energfas de dimerizaci6n para el dimero lineal y

el dimero cfclico usando el método CNDO/2 fueron de 9.6 Kcal/mol y
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de 11 Kcal/mol respectivamente por enlace de Hidrogeno formado.

Las curvas de energfa potencial calculadas en este trabajo para
el dfimero en forma plana simétrica y con una diferencia entre los
puentes de Hidr6geno de 0.09 A°y 0.12 A° se muestran en la figura 2,
Los valores obtenidos para la diferencia de energfa, cuando la curva
de energfa potencial tiende al infinito y el mfnimo de la curva, se
muestran en la Tabla 1,

Los valores de la energfa de estabilizacidn para los dimeros
asimétricos indican que el grado de asimetrfa va acompafiado por una
pérdida de estabilidad del dfmero. No obstante, como ya se indic6,
se seleccionaron estos dos grados de asimetrfa por ser los reportados

en la Literatura7' 8

para los pares de Bases Adenina-Timina., Es
conveniente notar de la figura 2 que las curvas de energfa potencial,
para los tres dimeros ciclicos de Formamida, muestran diferentes
distancias para el mfnimo de energfa, sin embargo, conforme se alejan
entre sf las moléculas de Formamida, las diferencias de energia son
menos perceptibles, Se considerd necesario, para asegurar que la
asfntota de la curva correspondfa a una interaccibén al infinito, hacer
un cilculo hasta una distancia intermolecular de 50 A° y se encontr

que la diferencia de energfa con el Gltimo valor indicado en la figura 2

era despreciable,



TABLA 1.

ENERGIA DE LOS PUENTES DE HIDROGENO Y
ENERGIA DE LA BARRERA DE ROTACION DE
CADA EJE DE GIRO PARA EL DIMERO DE FOR _
MAMIDA (KCAL/MOL)

DIMERO DE FORMAMIDA

ENERGIA DE ESTABILIZACION BARRERA ROTATORIA

SIMETRICO

ASIMETRICO 0.09 A°
ASIMETRICO 0.12 A°
ENERGIA DEL. MONOMERO

DEL DIMERO EJE B EJE A
§0.52 7.39
10.36 7.21 7.43
10.27 5,17 7.36

24,714.848KCAL/MOL

La designacién A,y B es con respecto a la figura 1.

8¢



39

Es conveniente hacer notar que con el método PCILO se obtiene
claramente un mfnimo para la curva de energfa potencial (figura 2);
con una energfa de estabilizacidn para el minimo alrededor de
10 Kcal/mol, valor ligeramente menor al reportado por Pullman y
Berthod'!, utilizando el método CNDO/2.

La energfa de la barrera de rotacién para el dimero, se estimb
tomando la diferencia de energfa, cuando la distancia entre las
moléculas de Formamida corresponden al mfnimo en las curvas de
energfa potencial (en los tres casos estudiados) y cuando se gird 180°
sobre uno de los puentes, en donde se supone que se ha logrado la
ruptura del enlace de Hidr6geno. Los valores obtenidos se muestran
en la Tabla 1 y las graficas obtenidas enh figura 3.

Los valores de energfa de la barrera rotacional encontrados \
para cada eje de rotacién, que pueden interpretarse como una medida
de la energfa del puente de hidr6geno, son valores intermedios a los
encontrados en la literatura para dfmeros lineales y ciclicos de

11,12,13’ pero estas diferencias se podrfan atribuir a que

Formamida
el ingulo Beta resultante, después de hacer el giro a 180° con respecto
al dfmero ciclico, es de 60° (figura 4).

El esquema obtenido cuando se gira la molécula de Formamida

a intervélos de 12° con respecto al centro de giro se muestra en la
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figura 5. Y los valores de las diferencias de energfa, con respecto
a la posici6n inicial, para estos giros en planos para lelos a una dis_
tancia de 3.36 angstron (moléculas sobrepuestas) se muestran en la

Tabla 2.

TABLA 2. DIFERENCIAS DE ENERGIA PARA EL DIMERO EN PLA_
NOS PARALELOS SEPARADOS 3.36 A?

Angulo de giro (°) E (KCAL/MOL) Momento Dipolar
(DEBYE)
0 . 0.000 8.35
12 - 0.054 8.30
24 - 0.953 8.22
36 - 1.148 8.01
48 = 1:13 7.63
60 - 0.678 7.22
72 = 1,073 6.76
84 - 0.392 6.24
96 - 1.440 5.59
108 -1.618 4.90
120 - 1.954 4.21
132 -1.842 3.37
144 -1.938 2,54
156 -1.994 1.68
168 - 2.030 0.90
180 - 2,036 0.09

El &ngu lo de giro se refiere al centroide de la figura 1, que

representa el dfmero simétrico.
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La comparacibén de los datos de energfa para el dimero en el
plano (Tabla 1), con los valores obtenidos para el dfmero en planos
paralelos (Tabla 2), nos permite apreciar que la contribucién predo-
minante en la estabilidad del dimero son las interacciones en el plano
causadas por los enlaces de Hidrdgeno, y que la sobreposicién de
las moléculas de Formamida origina interacciones que desestabilizan
esta estructura.

Los resultados tedricos obtenidos dan origen a la conclusién de
una contribucién decisiva de los enlaces de Hidrbgeno a la estabilidad
de los asociados considerados, lo cufl esti de acuerdo con el hecho
experimental de descrubrir sblo pares coplanares en disolventes
orgénicos para nucledtidos, cuyo modelo de interaccién de la parte
polar se pretendio simular aquf. No obstante, se ha encontrado que
en soluciones acuosas solo se forman asociados sobrepuestoss. La
aparente contradiccifn entre estos resultados y los datos tebricos, se
debe a que en los cilculos de los dimeros, no se consideran las
interacciones del disolvente sobre los compuestos calculados.

Las consideraciones del efecto del disolvente, reportadas por
Kudritskaya y Danilov“, permiten sugerir que la formacién de los
asociados sobrepuestos se favorece por la existencia de interacciones

de tipo hidrof6bico, originando complejos cuya superficie de contacto



42

con el disolvente es minima, existiendo una contribucién decisiva en

la estabilizacién de las bases sobrepuestas en agua.

CONCLUSIONES

Los valores de energla obtenidos en este trabajo, en comparacifn
con datos encontrados en la bibliograffa, muestran que los resultados
obtenidos con el método PCILO son razonables. Los valores de energfa
de la barrera de rotaci6n, de 7 Kcal/mol, interpretada como una
medida de la energfa del puente de Hidrégeno coinciden con los valores
encontrados experimentalmentem.

Con base en los resultados obtenidos y datos en la Literatura,
es posible proponer que el factor principal de estabilizacidn en los
acidos nucléicos, se debe a la interacci6n enel plano, esto es, a la
formacién de puentes de Hidr6geno y que la estabilizacién existente

en solucién acuosa entre bases sobrepuestas, es posible atribuirla a

una interaccién de tipo hidrofbbico.
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.“ FIGURA- 5..ESQUEMA OBTENIDO CUANDO SE GIRA

LA MOLECULA DE FORMAMIDA A INTERVALOS
DE 12°, CON RESPECTO AL CENTRO DE GIRO.
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DESARROLLO DE NEUROSPORA CRASSA

LIMITADO POR AMONIO.



50

DESARROLLO DE Neurospora crassa LIMITADO POR NH 4+

La suposicién de que el paso limitante del desarrollo mic robiano
es una reaccién catalizada por enzimal, permite explicar la ecuaci6én de
Monod por medio de la cuil, con una cinética de Michaelis-Menten se
describe la utilizaci6én de un sustrato esencial para la nutricién de la
célula y por lo tanto, la rapidez especffica de desarrollo del micro-

organismo, mediante la siguiente ecuacién:

L N ovesis snaien mhams Tasae p:pmuxk—;%_g_

No obstante, es neces ario considerar que las via metabé licas
se cons tituye n por reacciones enziméticas en serie o paralelo,inc luso
varios circuitos de control, las cuales no siempre siguen una cinética
simple de Micha elis-Menten ya que aquellos efectos de retroaliméntaciﬁn
y/o la estructura de la enzima, pueden dar origen a mecanismos

complejos de reaccién.
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En muchos de los casos de reacciones catalizadas por enzimas,

la rapidez de desaparicién de un sustrato puede rep resentarse por la

L

E g BFEI
la cual adopta una forma sigmoidal en el ca l1:‘«3 que la enzima posea més

razbén de polinomios:

de un sitio de enlace y el sustrato 6 un metabolito de la via metab6lica
produzcan una activacién en la enzima. La respue sta alostérica, se
entiende usua Imente en términos de control metabélico y economfa

celular (por ejemplo inhibici6n por retroalimentacién de la primer a reaccién
por un producto final de la via metab6lica).

Sin embargo, otro tipo importante de regulacién metabélica no
genética, se debe al cambio de actividad de la enzima por reacciones
reversibles de asociacién-disociaci6n de la propia enzima, en la que
una de las formas olig6meras pos ee mayor actividad y, el cambio lento
en la polimerizacién por cambios en el nivel de sustrato origina un
sistema amortiguador dependiente del tlempo para la reaccién de algunos
metabolltosz.

Un mec anismo simple que representa el cambio en el gr ado de

oligomerizacién de una enzima puede mostrarse con el siguiente modelo:



N
2P+2Mé____ D+ 2P

Tke

2M+2S ¢ 3 2MS aDSg D+2S

En el que se ha representado al monomero 6 sea la forma de
la enzima con menor peso molecular como My al dimero como D.’
Se ha supuesto en el modelo, que ks es mucho menor que la constante
de velocidad especifica de formacién de los complejos enzima-sustrato
(MS, DS) que kz y k.o son muy pequefias y por ende el equilibr io
: D se alcanza muy lentamente y que ks y kg son iguales,
obteniendo la siguiente expresién de velocidad:

¢ ARk, o
—i+[2|1'z+K (S)]

2z

47 2Eo

WP W &
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en la que se definio :

Esta expresi6n cinética, muestra que la rapidez de reaccién
es una funcién asintStica de la concentracién de sustrato y describe ade-
més el comportamiento de un sistema, en el cuél hay un cambio lento
en el grado de oligomerizacién de la enzima, ante un cambio répido en
la concentracién de ligando; las enzimas que obedecen este comportamien-
to se denominan Histerésicasz.

Es posible justificar que el desarrollo microbiano es funcién
-de la forma de la ecuacibn del paso limitante en la sintesis de un meta-
bolito de una via metabdlica (incluyendo en la via la entrada de sustrato
a la célula), si la consideramos como una serie de reacciones, con

inhibicién de un producto por retroalimentaci6n.

& 1
E E E
So—>50—2> 8§ —> Sp— = =S —> Sp—Sn41

las ecuaciones diferenciales que describen el comportamiento dindmico

del sistema son:
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Si suponemos que el crecimiento celular ha alcanzado un

estado estaciona rio:

(7 Deevosnns Vp=Vp=Vg= - - =Vp =V =V

6 sea que la velocidad de sintesis de cualquier metabélito en la via,
serd igual a la velocidad limite (V1) de algin metab6lito que regule
la vi'a6.

Por otro lado se tiene, que la velocidad de desar rollo de la
célula en un cultivo Batch, es proporcional a la velocidad de

utilizac ién de sustrato:

(8 Yurererrs L) o (_g_s__) N
L
( dt crec dt

Por lo que la forma de la ecuacién para Vi, nos expresari
el tipo de funcién que es posible esperar para el crecimiento del

microorganismo.



Edward3 ha public ado la velocidad del desarrollo mic robiano
como funci6n de la sintesis de un intermediario que actfia como limitante
en el desarrollo y tiene la forma para el caso de una inhibicién por

sustrato,

(9 Yawesnim ¢ Ue Vmax S
V= K +5)1457KD

En el caso de una enzima alostérical
n

W Yewrmon wnn Y Vmax srl
K+ S

que es una forma de la ecuacién de Hill.

Las expresiones (9 )y ( 10 ) son casos particulares de la

ecuacién (2 ).

Se ha encontrado4 para el crecimiento de Neurospora crassa,
en cultivos alimentados con NH, ' restringido, que el oligémero
predominante de la G.S, es el Tetrdmero; pero cuando se desarrolla
sin limitacién de NH4+, la forma predominante de la enzima es el
octémero; esto sugiere que el equilibrio entre la s dos formas posibles

de la enzima es lo que permite regular la sintesis de protefna y por lo
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tanto la velocidad de desarrollo de la N.C. Ademéis, estudios preliminares
cinéticos junto con estudios de separaci6n de las formas oligémeras en
gradientes de sacaros a, indican que la velocidad de inter cambio entre

las dos formas es muy lento con respecto a la velocidad de sintesis de
glutamina, lo cu 4l sugiere que un control para la biosinte sis de

glutamina puede deber se a la a sociacién lenta de las dos formas de la
enzima, por lo que es posible utilizar la ecuacién ( 3 ) para expresar la

velocidad Ifmite de la sintesis de proteina en la via metabdlica:
NH4+ + ALFA-CETO—>»GLUTAMICO —» D GLUTAMINA-->» PROTEINAS
Las ecuaciones par a expres ar el comportamiento de un cultivo

alirnenrados son:

Para el crecimiento del microor ganismo:

Para el sustrato:

EBES s <89 = —eypo [ _dX
crec



o7

Suponiendo que el crecimiento del microorganismo sigue

la usual cinética de desarrollo:

(13) .......... ( g¥ ) = px
Ccrec
y con la ecuacién ( 8 )
¢ 5 T N -y 4SS
e (di ) Y=g
crec

y ademé4s suponiendo vélida la ecuacién ( 3 ), es posible su sustitucién

en ( 14 ) obteniendo:

(15 Vo nimunina
47,E
ok Sae 2-0 (ad
Sy Lt It K s
LZ 222 L|
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Dado que la concentracién inicial de la enzima (E,), es

proporcional a la concentracién de células presentes:

[ R e Eg= KX

~

L
(4 tnapn 2 ‘

Crec

y comparando con ( 13 ) se tiene:

p = Ykgk'Fg

B = pmox Fg
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Al hacer uso de las ecuaciones (17 ) y (18 ) para sustituir

en las ecuaciones de cultivo alimentado ( 11 ) y ( 12 ) se obtiene:

dX
(55 L P—— _1 = - DX +1‘max X FS

ds _ '
(20 ) on nismmsms F = (SO—S)D—'T M max X FS

Estas ecuaciones se simularoh en una computadora Burroughs
6700 usando un programa llamado Dynamo. Para D, Xo.J-l max y So-
4

se usoO los valores experimentales .



RESULTADOS

Cuando se simula las ecuaciones ( 19 ) v ( 20 ) usando diferentes
valores para el rendimiento (Fig. 2), se observa que los valores de
crecimiento calculados, se acercan més a los valores exper imentales
(Fig. 1) con un r endimiento de 3.3, el cuél coincide con el v alor
experimen tal4.

Cuando se prob6 el efecto de variar los valores de la L (Fig. 3)
6 sea las constantes de disociacién enzima-sustrato, se obtuvo linealidad
para valores de Ly hasta de 0.005 manteniendo a L igual a 0.5 mM que
es la constante de Mic haelis para amonio reportada para G. S. de
Candida utilis, la cual por resultados de cinéticas preliminares efectuadas
en nues tro laboratorio parece ser del mismo orden a la constante de

Michaelis de G.S. de Neurospora crassa., Para valores de L, menores

a 0.001 se obtienen valores negativos en la concentracién de sustrato a
ciertos tiempos. Para valores de I3 L] se obtiene un crecimiento
exponencial hasta Lg < 1000 en el que se alcanza nuevamente un
desarrollo lineal.

Con el objetivo de probar que el modelo desarrollado no se
cumple Gnicamente por efecto de las condiciones de diluc16n7 se simulé

las ecuaciones de cultivo alimentado, usando la ecuaci6n 1 para expresar
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el desarrollo especifico. Se aprecia de la figura 4 que para los diferentes
valores de rendimiento, el tipo de crecimiento es exponencial 6 el valor

de la pendiente es menor al crecimiento experimental. El efecto de

variar K en esta ecuacibn se observa en la figura 5y se aprecia que
para valores de Kg mayores de 0.0l se obtiene un crecimiento exponencial.
En la figura 1 se compara el crecimiento experimental con los valores
tedricos obtenidos al usar la ecuacién de Histére sis y la de Monod con
Kgigual a 0.01,

La acumulacién de sustrato en el medio con el modelo de
asociaci6n de la enzima no altera las condiciones de desarrollo en
el inter valo de 86,4 x 1074 mg /1 (equivalente a 1 minuto de acumulacién)
hasta 86.4 x 1072 mg/1 (equivalente a 100 minutos de acumulacién).

Cuando se cambia la concentracién de cloruro de amonio en la
alimentaci6n, la velocidad de diluci6n y se permite un crecimiento de
hasta 52 horas se observa un cambio de pendiente en el desarrollo
experimental, al compar ar en la figura 6 los valores obtenidos con la
ecuacién de Histéresis, se obtiene una apr oximacién aceptable con los
valores experimentales.

El efecto sobre la simulacién del crecimiento, con las ecuaciones

18 y 19, al variar la dilucién en el intervilo de 0.001h r ! hasta 0.0096 hr !
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se muestra en la figura 8 para simular estas curvas se emplearon los
mismos parimetros que para la gréfica correspondiente a la figura 1.

En la figura 9 se muestra el efecto de variar la concentracién
del sustrato mite ( So ) en el intervéilo de 50 mg/1 hasta 660 mg/1,
los parfmetros para la simulacién son los mismos que para el caso
anterior.,

En la figura 7 se muestra la simulacién cuando se supone un
desarrollo en el que la velocidad lfmite se da por medio de la ecuacién
de Hill (ecuaci6n 10) y en la que se ha variado "n" en el intervilo de

0.2-6.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos al simular el desarrollo de Neurospora
crassa con las ecuaciones de cultivo alimentado, usando para la tasa
de crecimiento especffico el modelo de oligomerizaci6n de la glutamino
sintetasa usando la ecuaci6n (3), parecen explicar el comportamiento
experimental observado al limitar la concentracién de anonio al medio de
cultivo.

El sustituir la ecuacién de Monod, por una ecuacidén que explique
en términos moleculares la velocidad especifica de desarrollo en
microorganismos, ya se ha sugerido previamente en la literaturals 3:
sin embargo ne se ha encontrado ninglin caso en el que el paso limitante
para el desarrollo es el equilibrio que se establece en la asociaci6n
entre dos formas activas de una enzima.

Estudios preliminares en la regulaci6én de biosintesis de
glutamina en Cindida utilis con inhibidores de la sintesis de protelnas,
condujeron a proponer que la inactivacién de la enzima es un proceso
irreversible y que la restauracién de la actividad catalftica requeria
nueva sintesis de la enzimas. Sin embargo en un trabajo posterior, Sims

y Colg, encontraron que la enzima G.S. de Candida utilis es una enzima

octaméra constituida por dos mitades débilmente enlazadas y que la
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inactivaci6n de la enzima "in vivo" involucraba inicialmente la disociacién
de G.S. en tetrdmeros, los cuales tienen una actividad biosintetica menor.
Estos tetrdmeros se podrfan reasociar "in vitro" para formar enzima con
actividad biosintética normal.

Los resultados obtenidos al simular el desarrollo de Neurospora
crassa, usando para la tasa de crecimiento especifico el modelo de
oligomerizacién de la glutamina sintetasa, parecen indicar que el
equilibrio entre las dos formas activas de la enzima, es un mecanismo
para el control fino de la actividad de la enzima, en el que el paso a la
forma de tetrdmero, permite un aumento en la actividad de la enzima.,
Estos resultados, que coinciden con los valores experimentales previa-

4, se diferencian de la regulacién similar reportada

9

mente reportados
para Candida utilis”, en que la forma de la enzima de menor peso
molecular resulta ser de menor actividad que el octdmero.

Previamente se ha encontrado4, que el desarrollo de la cepa
74-A en medio mfnimo, da origen Ginicamente a la forma octdméra de la
G.S. y que el crecimiento de la cepa AM-1, que carece de la actividad
biosintética de la Deshidrogenasa glutdmica, da origen en medio minimo
Ginicamente a la forma tetr&merica de la G.S. Cuando se desarrolla la

cepa 74-A en un medio con glutdmico como fuente de nitrégeno, la G.S.

se encuentra solo en forma de octdmero. En condiciones de limitacién de
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amonio se encontr64, después de 12 hrs de crecimiento, un incremento de
12 veces la concentracién intracelular de 4cido alfa-cetoglutdrico, mientras
que las concentraciones de glutamina disminufan 10 y 12 veces respectiva-
mente en comparacién con el desarrollo en exceso de sustrato.

Estos datos sugieren que el cambio lento en la oligomerizaci6n
de la enzima por cambios en el nivel de sustrato, se debe al &cido glutdmico,
el cuil actfia como un ligando regulador que promueve la asociacién de la
enzima.

La viabilidad del modelo se confirma al utilizar la ecuacibn de
Hill como velocidad 1Imite, la cuél, de acuerdo con la literaturalo
describe el efecto de la asociaci6n de una enzima, con una velocidad lenta
para el establecimiento del equilibrio, en comparacidn con la velocidad
enzimaética; esto corresponde a una cooperatividad cinética negativa con
respecto al sustrato y ésta es representativa de un modelo de oligomerizaci6n
en la que n (coeficiente de Hill) debe tener valores menores que la unidad.
De los resultados mostrados en la figura 9 se aprecia que la grifica que
mejor concuerda conlos valores experimentales es con n =0.5

De estos resultados es posible suponer que el paso limitante de
la sintesis de protefna en cultivos restringidos de NH 4+ de Neurospora
crassa, es la sintesis de glutamina, o que la regulacién no genética para

la sintesis de protefna, estf sujeta al grado de oligomerizacién de la
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enzima glutamino sintetasa, existiendo un equilibrio lento, comparado
con la velocidad de sintesis de glutamina entre las dos formas activas
de la enzima, una forma octdmera de menor actividad y una forma

tetrAmera de actividad mayor.
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CONCLUSIONES
El modelo matemético propuesto en el cuil se supone que la

velocidad de desarrollo de la Neurospora crassa, es funcién de la

velocidad que limita el crecimiento permite obtener en términos
moleculares las ecuaciones de ese crecimiento. Adaptando entonces

la ecuaci6n del desarrollo especifico a una forma dada por la cinética
enzimética que involucre el paso limitante con las suposiciones consideradas,
se evita la utilizacién de ecuaciones empfiricas provenientes del ajuste

de los datos experimentales.
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Fig. 2. Simulacién del crecimiento de Neurospora crassa en cultivo limitado de NH, ™

las diferentes curvas corresponden a diferentes rendimientos desde 1.5 hasta
con Lj=0.5mM y L,=0.01
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Fig. 3. Simulacién del crecimiento de Neurospora crassa en cultivo limitado de NH4"

las diferentes curvas corresponden a diferentes valores de Lo (constante de
disociaci6n del complejo tetrdmero-sustrato) en el intervalo de 0.01 hasta 5
manteniendo constante L1=0.5 mM y rendimiento de 3.3
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usando la ecuacién de Monod, con un rendimiento de 3.3 y variando el valor de
Ky enel intervalo de 0.01 hasta 0.8

oL



PROTEINA (mg/L)

130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10 |

A 1 1 L 1 1 L 1 1 1 I J

5 10 15 220 25 30 35 40 45 50 55 60
TIEMPO (hr)

Fig. 6. Crecimiento de Neurospora crassa en cultivo limitado de NH4+ con D = 0,00015
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Fig. 8. Simulacién del crecimiento de Neurospora crassa en cultivo limitado de NH4T;

las diferentes curvas corresponden a diferentes valores de D (diluci6n), en el
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