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T T u L o 

Dadme lo que no tuve, 
y es mió, 

Dadme mi propia frénte, mi propia altdra, 
que todavía busco. 

Dadme mi orgullo. Y dadme mi muerte 

Miguel Angel Fernández. 
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~as palabras no necesitan razones, 
no necesitan arreos, deja los 
arreos con las bestias esclavas. 
Cuando sea preciso, dí tu l'alabra 
Tu Palabr~ es tu carne y tu alma 
tu Palabra es tu arma .... 

Mi<Juel Angel Fernández 
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I w T R o D u e e I o N 

The Microbe is so very small 
You ca.nnot make him out at all 
But many sanguine people hope 
To.see him through a microscope 
His Jointed tongue that lies beneath 
A btllldred curious rows of' teeth,. 
His seven turted tails with lots 
0-J: lovely pink uncl purpl.e spots 
On each of' which n pattern stands, 
Composed ar rorty sepnrate bands; 
His cyebrows of a. tender green-
All thesc have nevcr yet been seen. 
But scientisi..s ·~:ho ou,,~ht. to knc·w, 
Assure us thn.'t. th~y must be so, 
Oh, lct. us ne ver, never doubt 
'ULat nooc..d;v ír.> r;ur..:: ti.lJ.:...iü.t. 

Hile..ire Bel.loe 
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Numerosos bioquímicos durante el curso de su trabajo, llega

ron a interesarse en el papel de los iones metálicos en pro

cesos biológicos. En 1950, los químicos inorgánicos empeza -

ron a considerar la aplicación de la Química Inorgánica a 

los sistemas biológicos [3•]. 

Las Oltimas dicadas han atestiguado un incremento explosivo 

en el conocimiento de los elementos químicos que son esenci~ 

les para todos los sistemas vivientes [•1], dicho conocimie~ 

to se encuentra comprendido en la Química Bioinorg&.;;1ca [31 , 

37 , 5 .,110], la cual se dedica a estudiar la química de las 

reacciones que involucran a los metales esenciales y otros -

elementos traza en sistemas in vivo [34']. Aunque es una rama 

embrionaria de las Ciencias Naturales rapidamente va ganando 

terreno hacia un fascinante y excitante futuro [•4'j. La histQ_ 

ria de la materia se remonta a los orígenes de la vidd sobre 

la tierra, cuando la supervivencia de las especies primiti -

vas consideraron las v~ntajas que ofrecían los elementos di~ 

ponibles sobre .la superficie de la tierra y sus propiedades 

respectivas [• .. ·]. 

Las bacterias como todo organismo viviente requieren de.cie~ 

tos nutrientes para llevar a cabo su crecimiento y sus fun -

cienes normales. Estos nutrientes deben contener los elemen

tos químicos que son constituyentes de los materiales celul~ 

res y aquillos que son necesarios pa~a la actividad de enzi

mas y sistemas de transporte, además deben proveer a los or-
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ganismos con materiales para la producción de energía biol6 

gicamente uti.lizable [•3 ,eo ,1,. ]. Estos requerimientos nu -

tricionales, de una especie, son aquellos materiales que la 

célula no puede sintetizar y que deben ser aportados por el 

medio ambiente [ 11 ,110]. Algunos de ellos son simples susta.!J. 

cías inorgánicas, otros son compuestos orgánicos 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 fósforo. 

Todos ellos están disueltos en forma de sales. A ésto ses~ 

man peque~as cantidades de manganeso, cobre, molibdeno y 

otros minerales necesarios en cantidades tan ínfimas como 

trazas. 

En la mayoría de los casos, el papel exacto de los elemen -

tos ·traza es aún desconocido, sin embargo, la gran mayoría 

de éstos sirven como componentes clave de proteínas que 11~ 

van a cabo funciones vitales. Diez de estos bioelementos y 

algunas de sus funciones se present.an en la tab.la l. El car 

bono, oxígeno, hidrógeno y nitrógeno son los constituyentes 

principales de compuestos orgánicos en los orqanismos. Los 

cuatro bioelementos restantes son iones metálicos que.se re 
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quieren como cofactores para la actividad enzimática y como 

componentes de complejos metálicos [•>]. 

Tabla 1 "Los 10 bioelementos principales, sus fuentes 

y algunas de sus funciones en microorganismos" [•3]. 

Elemento Fuente Función en el metabolismo 

e 

o 

H 

N 

s 

p 

K 

Mg 

compuestos orgánicos 
y coz. 
ºz• HzO, compuestos 
orgánicos, co2. 

Hz, Hz O, compuestos 
or9ánicos. 

+ -NH 4 , N0 3 , N2 , com -
puestos orgánicos. 

-2 o -2 so 4 , HS S , s2o3 
compuestos orgánicos 
sulfurados 

HP0- 2 
4 

Mg+-2 

constituyentes de mate 

rial celular. 

constituyente de Gis, 
Met, tiamina pirofosfa 
to, CoA, biotina v ácT 
do a lipoico. - -

constituyente de áci 
dos nucléicos, fosfolí 
pidos y nucleotidos. -

principal catión inor
oánico en la célula, 
cofactor de al~unas e~ 
zimas. 

cofactor de muchas enzi 
mas (p.e. cinasas); pre 
sente en paredes celula 
res, membranas y fosfo~ 
esteres. 



Cont. 

Elemento Fuente 

Ca 

Fe 
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Función en el metabolismo 

cofactor de enzimas, -
presente en exoenzimas 
(amilasas, proteasas): 
Ca-dipicolinato es un 
componente importante 
de endosporas. 
presente en citocromos 
ferredoxinas, y otras 
prote,nas az~fre-fie -
rro, cofactor de enzi
mas (algunas dehidrat~ 
sas). 

La tabla 2 enmarca los otros elementos que la bacteria re -

quiere ce pequenas c~ntidades y que arbitrariamente han si-

do agrupados como elementos traza o ultratraza, debido a su 

b3ja concentración y a su resistencia a la evaluación cuan-

titativa. La terminología empleada para su descripción ha -

implicado conjeturas concernientes a su papel biológico; en 

otras instancias se ha basado en los problemas asociados 

con su concentración, detección y localización dentro de m~ 

teriales biológicos, aumentando de este modo el interés pa-

ra su estudio. Las designaciones de oligoelemento, micronu

triente, microelemento, elemento raro y elemento menor han 

sido utilizadas alternativamente pero ninguna de ellas con~ 

tituye una elección adecuada [111]. 
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Zn 

Mn 

Na 
Cl 

Mo 

Se 

Co 

Cu 

11 

Ni 
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Tabla 2 "Elementos que la bacteria requie

re en pequeílas cantidades" ~a]. 

Fuente 

zn+ 2 

Mn+ 2 

Na 
+ 

C1 

Moo4 2 

-2 Se03 

Co +Z 

Cu+ 2 

¡.¡o- 2 
4 

Ni+Z 

Función en el metabolismo 

presente en la alcohol deshidrog~ 
nasa, fosfatasa alcalina, aldola
sa, RNA y DNA pcllmerasas. 
presente en SOD bacteriana, cofac 
tor de alaunas enzimas (recitrato 

·sintetasa). 

requeridos por bacterias halofíll 
cas. 

presente en la nitrato reductasa, 
nitrogenasa y formato deshidroge
nasa. 

presente en la glicina reductasa 
y formato deshidrogenasa. 

presente en la CoBl?.' contenida 
Pn enzimuS (giu~amato mutasa, me
tilmalonil-CoA mutasa). 

presente en citocromo oxidasa y -
oxigenasas. 

presente en algunas formato deshJ 
dro9enasas. 

orosente en ureasa; requeridas oa 
i-a el crecimiento autotrófico de
bacterias hidró9eno-oxidante. 
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La mayoría de les elementos considerados como traza son me-

tales de transición o bien una subdiv~sión de los grupos de 

la tabla periódica, corr.o lo demuestra la figura I 

Metales de nre-transici6n -

Li Be 

Na Mg Al meta.les de transición metales de post-transición. 

K Ca Se Ti .V Cr Mn F.e Co tl i Cu Zn .Ga 

Rb Sr y Zr flb Mo Te Ru Rh Pd Ar¿ Cd In Sn Sb 

Cs Ba Hf Ta H Re Os Ir Pt Au Hg Tl Pb B i 

Fr Ra 104 105 106 107 l 09 
----

La Ce Pr Nd Pm Sn Eu Gd Tb Oy Ha Er Tm 

Ac Th Pa u Np Pu Am Cm Bk Cf Es Fm Md 

Figura l. "Clasificación de los diferentes metales, basados 

en su relación a los metales de transición" [3e]. 

Los metales de pre-transición incluyen los metales alcali -

nos {grupo IA), los metales alcalino-terrees (grupo IIA) y 

los elementos del grupo III. Los ~rupos más prominentes de 

elementos traza se observan en lo~ metales de transición y 

de post-transición. Los metales de transición son aqu~llos 

cuyos subniveles d y/o f están incompletos, permitiendo una 

transición gradual en propiedades metálicas [>3 ,so,<>•]. Fo_r 

man complejos estables con azufre, nitrógeno, y oxígeno que 

son constituyentes dE: cadenas laterales de proteínas. El 

fierro, que no se considera come traza ocupa tJna posici611 -



-'17-

dominante entre los r.etales de transición [a1] como el metal 

de elección de numerosas enzimas en los organismos. Con 

excepción del titanio, toóos los metales de transición del 

primer período (V, Cr, Mn, Fe, Co) son considerados corno 

esenciales. Diversos metales de post-transición (Zn, Cu, Ni) 

son también elementos traza, ellos se caracterizan por tener 

sus subniveles d completamente llenos [a7,oo] los cuales no 

participa'fl en el enlace,.(20,so,ss,ooJ. 

Como ya se mencionó, hay un número importante de elementos -

traza, especialmente entre Jos iones metálicos de transición 

qui han demostrado servir como cofactores requeridos para el 

crecimiento bacteriano a concentraciones extremadamente ba -

jas. Se consideran esenciales porque sirven como grupos pro~ 

téticos en sitios activos y/o como coenzimas para metaloenzi 

mas o enzimas metal-activadas. En las metaloenzimas, un núm.f!_ 

ro fijo de átomos metllicos especificas (generalmente fierro 

zinc, cobre, manganeso, molibdeno, cobalto, níquel, etc.) 

están firmemente asociados con una proteína en particular, -

produciendo ambos una única función catalítica. Se ha estiml!_ 

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

mas conocidas requieren un ion metálico como participante 

funcional [•1, sa] y el los se involucran en un número de dif_g_ 

rentes tipcs de reacciones biológicas. 

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

1 azados a proteínas, los estudios sobre las prorieóades e iD. 
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teracción ion metálico proteína adquiere importancia. De e~ 

ta manera, es posible clasificar los sistemas metal-proteí_ 

na bajo dos grupos [s•, ••']: 

1) En un grupo, las metaloproteínas (incluyendo las metalo

enzimas), en donde el metal se combina con la proteína 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 químico extremo. La actividad de la -

metaloproteína, generalmente, se pierde si el metal se ree.m 

plaza por otro [s:o, 34']. La utilización de métodos físicos 

y químicos para aislar las proteínas purificadas y homoge -

neizadas han permitido investigar el contenido metálico por 

unidad de proteína [111]. Son ejemplos, las fierro-prote~ _ 

n~~. cobre-protefnas. ztnc-protefnas [e], ~angano-protefnas 

y mol1bdo-protefnas. 

2) Un segundo grupo, en el cual la proteína se combina re -

versiblemente con el ion metálico [s•,111,u·], está consti

tuido por las proteínas metal-activadas o complejos metal

proteína cuya unión con el metal es débil y diversos meta -

les pueden activar a la misma. enzima [••·]. 

Para las met~loproteínas (y metaloenzimas) la relación del 

metal a la proteína tiende a ser constante conforme la pur~ 

za del sistema se incrementa, finalmente, llegando a ser i~ 

dependiente de purificaciones posteriores. La relación est.!:!_ 

queométri ca del metal a la molécula de proteína puede 
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variar desde un mol de ion metálico por mol de proteína [s•]. 

El enlace de los metales en 1~ . .s met.alo.proteínas es una cues

tión difícil de resolver cor certeza, hay muchos sitios do -

nadares alternativos: los péptidos de cadenas laterales y 

los grupos -NH 2· y -COOH terminal es. Por 1 o tanto, es razona

ble suponer que ciertos grupos tendrán particularmente un a~ 

mento en las propiedades básicas 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. 

1 =~~-CH2 7H-COOH 

HN-......?N NH2 

Histidina Cisteina 

Hay muchos sitios donadores potenciales. pero el catión debe 

unirse bastante fuerte a sitios particulares y sólo debilmen 

te a otros sitios para evitar que se formen numerosos com 

puestos de coordinación [s•]. Diferentes iones metálicos no 

necesariamente se enlazan a los mismos grupos 1 igantes en la 

proteína. La tabla 3 explica esta cuestión. 



Metal 

Mi1+2 

Zn+ 2 

Mo+ 2 

Cu+ 

Cu+ 2 
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Tabla 3 "Preferencia de grupos 1 i

gantes por iones metálicos"[••]. 

Grupos l igantes 

carboxi 1 ato, fosfato, donadores de ni tr6g.§ 
no. 

-SH, -NH 2 carboxilato. 

carboxilato, tirosina, -NH 2 , porfirina 
(cuatro donadores fuertes de nitrógeno). 

imidazol, cisteína. 

-SH. 

-SH (ci steína). 

aminas ca rbox il atas. 

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

metal en los sistemas metal-proteína revelando que los 

iones metálicos pueden actuar de la siguiente manera[••]: 

a) Como disparadores y mecanisrr.o dE· control. 

b) Como un contexto estructural, incluyendo reacciones "tem 

pl a das'.'.• 

c) Como ácidos de Lewis. 

d) Como catalizadores redox. 

a) Disp·aradores y mecanismos de contro·l: 

Los cationes sodio, potasio, magnesio, y calcio están aso -

ciados a varios me·canismos disparadores y de control El 
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calcio es partí cularmente importante en el control de la 

permeabilidad de membranas, las que pasan a ser porosas en 

su ausencia. 

b) Influencia estructural. 

La formación de c:o.mpl ejos con iones metálicos puede estabi-

1 izar ciertas configuraciones proteicas y asl afectar las -

propiedades físicas y biológicas de la proteína. Los iones 

metálicos también afectan la estructura y función de los 

ácidos nucleicos y nucleótidos por estabilización de la es

tructura y por su papel en el enrollamiento y desenrrolla -

miento de la doble hélice. 

Los iones metálicos: calci.o, magnesio y manganeso pueden i.!l 

fluir en el equilibrio er.tre una proteína nativa y una re -

versiblemente desnaturalizada. La formación del complejo 

con un metal puede ser necesaria para mantener juntas cier

tas partes de la cadena proteica, las cuales podrían estar 

normalmente alejadas en la proteína libre y construir así -

un sitio activo. 

La función más simple de un ion metálico es servir de plan

tilla para el acoplamiento de los grupos reaccionantes en -

la orientación correcta para la reacción. En este caso, el 

metal puede ser enlazado por le. protelna y .. el sustrato, por 

1 a proteína ó sólo ~or el sustrato. El uso de iones metál i

cos como plantillas en la síntesis de ciertos complejos or

gánicos se ha demostrado. 
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Si los iones metálicos como cofactores en reacciones enzim~ 

ticas tienen este tipo de papel, entonces serían necesarios 

para comprender la especificidad del ion metálico en térmi

nos de la estequeometría de compuestos modelo no enzimáti -

cos y la fuerza de enlace de diferentes metales por ciertos 

grupos químicos. La semejanza entre el magnesio y el manga

neso, ambos activadores enzimáticos, puede ser comprendido 

sobre estas bases. 

c) Comportamiento como ácido de Lewis. 

Los iones metálicos pueden aceptar pares de electrones y 

reaccionar como ácidos de Lewis. Diferentes iones metálicos 

tienen varias fuerzas como ácidos de Lewis, las cuales pue

den incrementarse con la carga del metal y decrecer con el 

radio ionico. Para los metales de transición otros factores 

son también importantP.s, y así para una serie de iones div~ 

lentes 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 ácidos de Lewis ca

tal izados por iones metálicos, pero no se mantiene complet~ 

mente para los iones metálicos catalizadores de ciertas 

reacciones enzimáticas. 

El mecanismo de acción de los iones m~tálicos,· es el de ca

talizadores ácidos en general, pero difiere-de la catáljsis 

de protones en que: 1) el ion metálico puede coordinarse a 
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diversos ligantes simultáneamente y, 2) en que la catálisis 

por iones metllicos es posible en intervalos de pH donde la 

catllisis por protones no se llevaría a cabo. 

El zinc y el cabal to son buenos ejemplos de catalizadores -

como leidos fuertes de Lewis: en la hidr61isis de fosfatos 

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

que el cobre y el zinc están como grupos prostéticos de 

ciertos pigmentos, enzimfts oxidantes y otras sustancias. 

Por otra parte, el zinc es esencial en cantidades traza pa

ra el desarrollo normal de plantas, animales y microoraani~ 

mas. La moyol"i'u. del trabajo sobre microorganismos se ha he

cho con mohos y algas (especies ChLo~eLLa). En el moho, el 

zinc es esencial para el óptimo crecimiento de especies co

mo Phycomyce6 bLake6Eeeanu6, A6pe~9LLL«6 n¿ge4 y RhLzapa6 -

nLg11A.can6 [a1, 111). Valle y colaboradores [111], afirman 

que el zinc se encuentra en ciertas deshidrogenaias. Por 

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

catalizadores para sustancias que involucran centros bási -

cos débiles, tales como los pol ifosfatos [01, 111]. 

Los experimentos de Peterson y Ricker [e•J, concluyen que -

el manganeso estimula el desarrollo de Phy:tamono.6 .tumeóa 

ciena; y la velocidad de crecimiento de Lo.c.tabac~LLua co.aeL 

para este último, el crecimiento y la producción de ácido -

llegan a ser ccmpletas de 12 a 16 horas en presencia del 

manganeso, pero en ausencia del metal se requieren de 40 hg 
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ras de incubación para obtener los mismos resultados. Las -

sales de manganeso en pequeñas cantidades tienen un efecto 

benéfico sobre el proceso de amonificación y nitrificación 

en el suelo. Este elemento, también, estimula el crecimien

to y desarrollo de ciertas levaduras, producción de coni 

dias y la formación de color por algunas algas. La importa~ 

cia del manganeso en la nutrición de plantas y animales ha~ 

ta la fecha se sigue discutiendo [01]. 

Ahora bien, la oxidación bacteriana del manganeso ocurre 

tanto en el su el o como en el fondo del mar, donde la activj_ 

dad microbiana ha sido implicada en la formación de nódulos 

de ferromanganeso, Dicho elemento es esencial para la acti

vidad de muchas enzimas degradativas, un ejemplo prevale 

ciente, es el caso de ia son. 

d) Comportamiento redox. 

En las reacciones redox el cambio de valencia en el ion me

tálico cataliza los cambios en los sustratos, tal como en -

el ciclo del nitrógeno. Aquí la especificidad de la enzima 

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

de transición se involucran en una amplia gama de funciones 

catalíticas, Una característica de estas metaloenzimas re -

dox es la irregular estereoquímica asociada con el metal. -

Esto es muy importante para explicar su función. Los poten

ciales redox de los iones m2tálicos en estas metaloenzimas 

son de interés y pueden estar relacionados a la irre~ulari

ciad del entorno del metal. 
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Los metales m&s importantes en los procesos redox son el 

fierro, cobre, cobalto y el molibdeno involucrado en menor 

grado. Los procesos varían desde transportadores de electr~ 

nes hasta incorporadores de hidrógeno a átomos de oxígeno y 

a grupos hidroxilo. 

El cobre y el f;erro están involucrados en procesos respir~ 

torios. El fierro es un componente de varios citocromos, p~ 

roxidasas y catalasa {enzimas porfirínicas). La ferredoxina 

es una proteína con fierro no heme de considerable importa~ 

cía. Se ha encontrado que el aceptor inicial de electrones 

de la molicula de clorofila fotoactivada es este metal. Por 

otro lado, se ha confirmado que una deficiencia de fierro -

causa anemia en anímales, clorosis en plantas y un pobre 

crecimiento y metabolismo de muchos microorganismos. Como -

consecuencia de los e~tudios de Reed y Rice, se sabe que el 

fierro es Esencial para Auchas bacterias, ejemplo de ello -

son: Mycobac~en¿um ~ube4cuL04¿4, Phy~omonaa ~ume6ac¿en4 y -

Co4~nebac~e4¿um d¿ph~he4¿ae; Jhonson y Pappenheiner, notifi 

caron que la producción de toxina por este Gltimo es contrQ 

lada por la concentración de fierro en el medio de cultivo. 

Bacterias heterotróficas como: Eache4LchLa coLL, Ae4obac~en 

aenogenea, Ae~obac~en LndoLegenea y KLebaLeLLa pneumonLne 

[01] requieren una concentración de fierro aproximadamente 

de 0.02 a 0.03 p.p.m. Para su máximo crecimiento, Paeudo~o 

no nenuaLno6R reo11iere cuatro veces mis e~a cantidad y 
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Se1r.ñ.a.t-la ma1r.ce-0cen-0. requiere torlavia ma.Yor cantidad y la -

producci6n del pigmento está asociado con la concentraci6n -

de "fierro [01, 101]. 

Se ha observado par algunos investigadores nue tanto en 

E-0c.hetU.c.h-la. c.oJ!.-l como en. Ae1r.obac.te1t -lndo.toge11e-0, una defi 

ciencia de fierro en el medio de cultivo sunrime la activi 

dad de la CAT, peroxidasa, hidrogenilasa fórmica, dehidroge

nasa fórmica 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 crer.imientc y 'foi"liinción de esporas de 

A-0peltg-l.t.tu-0 n-lgelt y otros hongos. Algunos hongos formadores 

de ácido cítrico y ácido fumárico son estimulados oor sales 

d~ fierro. Varios comrlejos orgánicos de fierro, tales como 

hemin, CAT, y citocromos, también jue9an un parel imrortante 

en el metabolismo normal de bacterias .v otras células [01 , -

1 01]. 

Ahora bien, con respecto al cobre se sabe que ciertas canee~ 

traciones de sales de este metal alargan la fase log de Azo.::_ 

.toba.c..telt a.glL-l-0. E) desarrollo de levaduras parece ser sens! 

ble al cobre, inclusfve pequ.eñas cantidades disminuyen su 

crecimiento. Sin e¡r¡bargo, en A-0pe1r.g.¿,e.eu-0 nlge1r. pequeiias can

tidades de fierro influyen en el crecimiento y formación de 
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pigmento. De hecho el color de las esporas de este hon90, --

puede ser usado corno un indicador para probar la presencia -

de cobre en suelos y otras sustancias. Una pequeña cantidad 

de cobre tal como 0.66 119/ml de solución de nutriente permj_ 

te e 1 e o l o r norma 1 de 1 a es !1 ora [e 1 , 1o1 , 1 1 1 J • 

Por último el molibdeno se involucra en diferentes enzimas redox y su 

"función se asee·;¡¡ con la reducción del nitrato en el ciclo del 

nitró~eno. También se sabe que es necesario para la fijación 

de nitróneno en los nódulos de las raíces de plantas. 

De acuerdo a lo anterior para alqunos iones metálicos ya ha 

sido bien definida su función en procesos biológicos, lo 

cual se ilustra en la siguiente tabla.[53). 

Fe, 

Tabla 4 "Al~unos papeles de iones metá 

licos en procesos biológicos" [s3]. 

Ion metálico Papel Fu e rz a de unión 
l i ca. 

Zn + 2 Acido fuerte de Lewis 
en enzimas hidrolíti- fuerte 
cas. 

Co, Cu, Mo Catalizadores redox muy fuerte 

met!? 
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Debe enfatizarse que no se debe de intentar limitar el com -

portamiento de cualquier ion metllico a uno de estos papeles 

en una reacción enzimltica [111]. 

Ventajas asociadas con la presencia de un ion metllico de 

transición en las proteínas •. 

La presencia de un ion metllico de transición en una metalo

enzima, permite la aplicación de numerosas técnicas físicas. 

Así el zinc puede ser reemplazado por el cobalto y, el magn~ 

sio por el manganeso. En este caso, el nuevo ion metllico 

probablemente ocupe un sitio similar al del metal origin~l. 

La presencia de un metal de transición con orbitales d no 

llenos. permite que las técnicas estlndar de la química de -

los metales de transición puedan ser aplicadas al problema -

de la simetría del sitio y el tipo de grupos de enlace utill 

zados. Estas son las técnicas de magnetoquímica (RPE, RMH y 

esoectroscopfa de MBsbauer) y espectro electrónico, junto 

con otras técnicas espectroscópicas especializadas: la espe~ 

trofotometría, espectrografía, polarografía, o.o.r.. y o.e. 
Ademls, otras técnicas electroquímicas como los R-X, la sep~ 

ración por cromatoqrafía, el intercambio iónico y los méto -

dos de isótopos, incluyendo el anllisis de activación de ne~ 

trenes, son ejemplos de métodos comúnmente emoleados Y que -

se han desarrollado con un alto grado de perfección. 
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La espectroscopia de emisión toma un lugar especial, sin em 

bargo, sus principios y aplicaciones no han recibido la 

atención meritoria como una herramienta en el estudio de 

las proteínas [111]. 



jus°TIFctcAC ON 

El que canta canciones al corazón 
aflijido, 
Es como el que quita la ropa en -
tiemoo de frío, ó el que sobre el 
jabón ecna vinaare. 
Si el que te aborrece tu vi ere 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 que nos motivaron a la 

realización del presente ejercicio bi 

bliográfico, fué en principio, él desco

nocimiento de lo que es la Bioinorgánica 

sus perspectivas, proyectos, avances y -

fronteras. Si se considera que este des

conocimiento proviene de la falta de di

fusión de dicha área' en las Ciencias 

Químico Biológicas a nivel profesional y 

científico, es pues, la finalidad de es

te trabajo, introducir al 1 ector en esta 

disciplina en desarrollo, tratando uno -

de los múltiples aspectos que abarca la 

misma corno una herramienta más en las 

áreas de Microbiología y Bioqufmica, es 

decir, se recopilaron todos aqulllos da

tos que hasta ahora se conocen referen -

tes a la importancia e influencia de los 

iones metálicos en diversos caminos met~ 

b6licos de sistemas biológicos. 

La mayoría de los reportes en esta área 

se enfocan ampliamente hacia seres huma

nos y poco se conoce de ello en bacte 

rias donde se sabe su intervención tam 

bién es relevante e indispensable. 
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eonsiderando l~ anterior, el objetivo 

fundamental de esta revisión bibliográfi 

ca es el siguiente: 

Analizar la importancia de algunos iones 

metálicos en el metabolismo y crecimien

to bacteriano. 

Los puntos a desarrollar se plantean a -

continuación: 

l.- Mecanismos de transporte de iones 

fierro y manganeso como una necesidad de 

éstos para llevar a cabo procesos metab~ 

ltcos de interés. 

2.- interacción de iones fierro, mangan~ 

so, cobre y zinc en la superóxido dismu

tasa como un mecanismo de defensa de la 

bacteria contra la toxicidad del ion su

per6xido. 

3.- Importancia de-los iones manganeso y 

zinc en la fos~atasa alcalina de algunos 

microorganismos. 

4.- Importancia del ion fierro dentro de 

las ferredoxinas y citocromos, moléculas 

transportadoras de electrones. 
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5.- Interacción de los iones fierro y mo 

libdeno en la nitrogenasa de algunas ba~ 

terias fijadoras de N
2

• 

6.- Papel del zinc como i6n metá,ico in

trfnseco en la RNA-polimerasa-DNA-dirig~ 

da. 



CAPITULO 1. 

M E C A N 1 S M O S 

D E F I E R R O 

D E T R A N S P O R T E 

y M A N G A N E S O 

Time is the best appreciator or scie.f!. 

tific work, and I know that an indus

trial discov~ry rarely bears all its 

f'rui ts in the hands of' i ts fi rst, in

ventor. 

J,ouis Pasteur (1876). 
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I.l GENERALIDADES 

Todos los microorganismos poseen una barrera que conserva 

su integridad y 1 imita 1 a entrada y sal ida de so lutos. A 

esta barrera se 1 e denomina "barrera osm6tica" y reside en 

la membrana plasmática lipoproteíca. Sin embargo, esta me!]l 

brana no constituye la única 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 (c~psulas y ca-

pas mucosas) [• .... ] 

Una molécula de soluto sólo puede atravesar la membrana li 

poproteíca si se ejerce una fuerza impulsora sobre ella y 

si existe algún medio que le permita pasar a través de la 

membrana. La mayoría de solutos que atraviesan esta membr~ 

na microbianu lo hac.::n por 111etiio de mecanismos de transpo.r. 

te que se clasifican en la siguiente manera: 

1) Difusión facilitada: 

En este caso, las sustancias cruzan la membrana plasmática, 

el soluto se combina reversiblemente con una proteína de 

transporte específica en 1 a membrana 11 amada permeasa y el 

complejo soluto-portador oscila entre la superficie externa 

e interna de la misma, desprendiendo y 1 igando so lutos en 

ambos lados. 

2) Difusión pasiva o simple: 

fn este proceso el soluto cruza la membrana como resultado 
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de un movimiento al azar de las moléculas y no interactúa 

especificamente con algunas sustamcias moleculares en 1a 

mer.ibrana (ao]. 

3) Transporte activo: 

El salute se acumula frente a un gradiente osmótico o ele~ 

tromecánico a expensas de energía metab61 ica, 1 as molécu -

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

otro lado de la membrana [a•,ao]. 

4) Translocaci6n de grupos: 

Este transporte se diferencía de la difusión facilitada 

y del transporte activo en que el soluto se modifica quirni_ 

camente durante el. proceso de transporte. Las moléculas 

transportadoras se comportan como enzimas catalizando las 

reacciones de transferencia de grupos y utilizando el solQ 

to corno un sustrato [a•]. 

En realidad la mayoría de salutes como azúcares, a.a., pép_ 

tidos, iones y nuc1e6sidos, no penetran en la célula bacte_ 

riana por el mecanismo de difusión pa5iva, sino por el 

transporte activo que se localiza en la membrana plasmltica. 

[a,eo,aa] 
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I.2 SISTEMAS DE TRANSPORTE DE MANGANESO 

Investigaciones real izadas en 1970, afirman que el sistema 

de transporte de ~n en algunos microorganisnos tales como: 

E4che4¿ch¿a coL¿, Bac¿LLu4 6ub~¿L¿4, Bac¿Llu6 ~eAeu4, 

Rhado p~ eudamona c.ap6ula~a, S~aphyloc.oc.c.u4 auAcu-& y Euglena 

(JJtac.<..eJ.¡, es altamente especifico, ya que dicho sistema f! 

cilita 1~ entra-da del Mn [1, 8 , 80 ,oo]. Es decir el sistema de 

transporte de E./oc.heA¿ch¿a col¿ presenta alta afinidad y esp~ 

ci ficidad por el Mn, por lo tanto 1 a presencia de iones 

tales como: Mg+ 2 , Ca+ 2 , lli+ 2 , Cu+ 2 y Zn+ 2 no le afectan, de_ 

bido a que no son sustratos de alta afinidad para su tran~ 

porte. Por el contrario, el Fe+ 2 y el Co+ 2 son inhibidores 

competitivos de la captación del Mn, por lo que seguramente 

son sustratos para el mismo sistema (e, ao,oo] se sabe también 

que este sistema de transporte es dependiente de energía y 

se inhibe poi- desacoplantes como el dinitrofenol y CCCP. Así 

mismo el formaldehido es un agente que sella la superricie 

celular e inactiva el sistema de transporte, de tal manera 

que ya no puede haber un intercambio con Mn [,,. 9 ,,, 0 ). 

Pcr otro lado algunos investigadores demostraron la presen_ 

cia de sistemas de ce-transporte (citrato inducible) [Do] 

como: citrato-Mn el cual puede quelarse con la tetraciclina 

y de este modo ser una posible ruta para la acumulaci6n de 

Mn bacteriano. Para que se lleve a cabo la captación de 

este dntibi6tico se requiere la ~resencia de cationes tales 

como el Mg+ 2 e inclusive el mismo Mn [•o]. 
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I .3 REGULACION DEL TRANSPORTE DEL MANGANESO rn Bac.i . .f • .tu.& &u.b:U..t.i.-0 

En un estudio enfocado al sistema que regula el transporte 

del Mn en Bac~.t.tu.& &u.b~~.t~& ·se observó que la captación de 

este ion es dependiente de la temperatura y no se afecta en 

presencia de Mg+ 2 Y Ca+ 2 [a,oo,oo]. 

se La velocidad máxima dei transporte de Mn+ 2 intracelular, 

incrementa durante el requerimiento de éste sin que haya 

algún cambio en la Km, lo cual se debe al transporte adici_Q 

nal del Mn extracelular a la membrana como se demuestra en 

el siguiente esquema (I.3.a.): 

Baja velocldad Incremento d• lo volocldod 

t Volocldod canlfanto 

1 ............. , ...... . 

lnacti'IOCIÓn de transporte Slnte-sls de prohÍl'la lnhlbldora 

Esquema I.3.a. "Modelo para la regulación del transoórte de 

Mn+ 2 , durante el ciclo de requerimiento del Mn+ 2 seguido de 

una adici6n del Mn extracelular" [•o]. 
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De acuerdo al esquema anterior, se llegaron a proponer las 

siguientes posibilidades para la relación entre el sistema 

de captación y salida del Mn+ 2 : 

1) Probablemente la captación del Mn+ 2 y la sal ida de éste 

ocurre por sistemas fisicamente diferentes. 

2) Si el mismo sistema está funcionando en ambas direccio_ 

nes, y si la velocidad m5x1ma disminuye en proporci6n al 

cambio de la velocidad de entrada, entonces la Km de sali 

da debe reducirse para dar valores constantes en un ciclo 

regulador. 

3) La última posibilidad, es que sea un simple sistema ope_ 

rativo en ambas direcciones por lo cual se propone la pre_ 

sencia de una prote,na que regule la entrada del Mn+ 2 , lo 

cual implica una disminución en la velocidad máxima para la 

captación durante el ciclo regulador. 

Por otra parte se observó que, tanto los inhibidores de s,~ 

tesis de RNA, como de prote,nas, impidieron la reducción en 

la velocidad máxima para el transporte del Mn+ 2 ya que éstos 

fueron agregados durante el ciclo de acumulación y liber~ 

ción del mismo, dando como consecuencia el bloqueo total 

del Mn+ 2 intracelular [es,so] también hay un ~nhibidor e~ 

pec,fico de la prote,na para la traslación del Mn+ 2 , para 

lo cual se proponen dos alternativas: 

1) Puede ser que éste se una a la proteasa, destruyendo pa~ 

te del sistema de transpcrte del Mn+ 2 . 

2) También se propone, que el inhibidor específico se pudi~ 
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ra unir al sistema de transporte de Mn+ 2 en relación 1:1 

de tal manera que se logre inactivar la función del trans -

porte. 

Estudios recientes de Clark y Scribner [so] indicaron que 

existe un estimulador para el transporte del Mn+ 2 , cuyas ca 

racter,sticas se enlistan a. continuación: 

A) Polipéptido 

B) P.M. aproximadamente de 1500 D. 

C) Altamente especHico para el Mn+ 2 

D) Termoestable 

E) Se sintetiza bajo condiciones tanto 

esporulantes como no esporulantes. 
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I.4 VESICULAS DE MEMBRANA SUBCELULARES 

Se idearon técnicas sencillas para la obtención de vesículas 

de membrana de las bacterias quedando éstas desprovistas de 

los constituyentes citoplásmicos de la célula intacta y sus 

actividades metabólicas restringidas a las que proporcio _ 

nan enzimas de membrana [e,,ao]. Ahora bien, en estos estu 

dios se encontró que la energía requerida para la acumula _ 

ción del Mn+ 2 ·por vesículas de E•ehe~¿eh¿a eoL¿ y BaelLlu~ 

~u.b;t¿Ll~ ne la proporciona n·i el ATP ni el proceso de fas_ 

forilación oxidativa, sino que dicha energía la reciben por 

medio del ascorbato, O-lactato, fenazinmetasulfato y NADH+ 

[1, a, •o, oo] suponiendo entonces que esta energía es necesa 

ria para que se lleven a cabo tanto los procesos de acumul~ 

ción como los de captación del Mn+ 2 . En el primer caso, el 

Mn+ 2 que se acumula se puede liberar de las ve,ículas por 

agentes lipoactivos (p. ej. tolueno) y por lo tanto ocurre 

un intercambio con el Mn+ 2 extracelular [ 1]. Este proceso 

se inhibe por la acción de algunos venenos como son: Dinitr~ 

fenal, CCCP, nigericina y val inomicina. En cuanto a la cap 

tación del MJr.J+ 2 y para c;ue el sistema sea más específico se 

requiere de la presencia del Ca+ 2 y Mg+ 2 [1,s,00] ya que 

estos iones acttfan como estabilizadores en las vesículas, 

sin embargo, dicho sistema se' inhibe por la acción del CN-, 

CCCP, p-hidroximercurilbenzoato y algunos antibióticos como 

la valinomicina y gramicidina. 
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I • 5 ANTI B IOTI COS CON ACC ION INH I B IDOP.A 

Se aislaron e identificaron un gran número de sustancias antibióticas 

que son capaces de inducir el paso de iones especfficos a través de las 

membranas [•o]. Una de las primeras en las que se reconoció esta pro_ 

piedad fue la gramicidina, que impulsa el transporte de K+, Na+ y otros 

iones monovalentes a truvés de las membranas y bicapas fosfolipídicas 

sintéticas, otro caso fue el de la valinomicina, que muestra un alto 

grado de especificidad para inducir el transporte de K+ a través de 

1 as membranas. Como muchos otros i onóforos, este antibiótico es un com_ 

puesto anular, con un gran anillo cerrado, que posee un exterior hidro_ 

fóbico y un interior hidrofíl ico en el que se encaja precisamente el 

ion K+ mediante enlaces coordinados. El exterior hidrofóbico de la val_!_ 

nomicina permite que el complejo val inonmicina-K+ se disuelva y pase a 

través del estrato hidrocarbonado no polar de la estructura de la mem_ 

brana. De ~.hí el ncmb:-c ivnüíoru que se da a estos antibióticos [••, 10] 

Otro ionóforo específico para el K+ es la nigericina, que difiere de la 

valinomicina en que posee~_sóla carga negativa; el compuesto niger_f_ 

cina-K+ no posee ca-rgá'4Íéctrica neta alguna. La nigericina indica el 

intercambio de K+ por el H+ mientras que la val ino1nicina promueve el 

paso de K+ sólo. 

Otros ionóforos tales como el polipéptido de gramicidina, son molécu_ 

la,,; lineales y se cree que envuelven al catión monovalente formando 

una estructura anular semejante a la de la val inomicina. P.lgunos ionó_ 

foros son muy activos er. el transporte de cationes diva 1 entes es pe _ 

cialmente del Ca+Z [•o]. 
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Una gran desventaja que presentaron estos ionóforos frente a estudios 

que se real izaron en E~chv1,i.elúa. ca.U. y BaúUu.6 ~ub:tUM fue que inhi 

bieron tanto la captación como la acumulación del Mn+2 y de acuerdo a 

lo anterior y a las conclusiones que se obtuvieron en aquéllos estu _ 

dios fue que la valinomicina, nigericina· y gramicidina tuvieron su 

acción alterando la permeabilidad de la membrana por la presencia de 

los iones H+, K+ y Na+ o bien ejercieron su efecto sobre las vesícu 

las de membrana por un incremento de protones [>,•]. 
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I. 6 TRANSPORTE DE FIERRO 

Hace mucho tiempo los microorganismos procarióticos se desarrollaban, 

bajo una atmósfera reducida, en donde el ion fierro se €ncontraba en 

estado ferroso. Los iones ferrosos libres son relativamente de baja S.2. 

lubilidad; se sabe que la utilización de este metal se basaba en la di~ 

ponibilidad del ion Fierro en su estado ferroso. Ahora bien la presen_ 

cía de o2 libre cambia al ion fierro a su estado férrico y origina una 

rápida remoción de aquél del medio ambiente y por lo tanto el metal 

presenta una respuesta evasiva. 

De acuerdo a las alteraciones del ion fierro por el oxígeno libre y co_!! 

siderando €1 metabolismo del fierro se propusieron tres posibilidades 

en relación a la sobrevivencia de las células: 

1) Las células podrían continuar su existencia en el nicho anaeróbico 

(existen en ie actu~1idad ñnaerobios estrictos) 

2) Las células podrían evitar sus requerimientos del ion fierro usando 

otros cofactores para estas reacciones. 

3) Las células podrían desarrollar un medio eficiente para solubilizar 

y transportar el fierro en estado férrico causando un aumento en el fl~ 

jo del mismo dentro de las células [•o]. 

Por otro lado las investigaciones acerca del transporte del ion fierro 

microbiano, revelaron que la evolución produjo un sistema de transpor_ 

te en el cual las células liberan ion férrico de alta afinidad uniendo_ 

se a moléculas formando quelatos, los que posteriormente cruzan el 11_ 

mite 1ipoproteíco por sistemas de transporte específicos unidos a la 

membrana y así el ion fierro se elimina del quelato para el uso metabo_ 

lico de enzimas especiales. 
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I. 7 TRANSPORTE DE FIERRO MJCROBIANO. SIDEROCROMOS [oo] 

El ion fierro se encuentra en células microbianas en combinación con ··· 

ciertos átomos donadores electronegativos tal es como el ox ígenc, ni 1»-:Q 

geno y azufre. Los compuestos que fungen como cofactores en el trans 

porte de fierro comunmente son ligantes con el oxígeno, en los cuales 

el ion fierro se coordina a través de un átomo de oxígeno; el hecho de 

que estos compuestos quelen selectivamente al ion fierro en estado fé_ 

rrico no es asombroso, ya que se sabe que los micrcorg.:inismos produ 

cen por lo menos dos tipos de ligantes químicos con el oxígeno: los 

ácidos hidroxámicos y los ácidos fenólic~s (derivados del 2,3-dihidroxj_ 

benzoico) hay evidencias de que ambas categorias químicas participen 

directamente en el transporte de fierro. Neilands propusn r¡11e el tér:rJ_ 

no siderocromo incluya los cofactores de transporte de fierro ta:es c_Q 

mo hidroxarnatos y fenolatos. 

A) HIDROXAMATOS 

La química aenera 1 de los ácidos h·idroxámi cos fue revisada por Emery y 

UeHanrls, la propiedad más sobresaliente de estos compuestos, radica en 

su capacidad de quelar Fe+3 (el Fe+2 se liga .debilmente). Esto presenta 

una importante propiedad química, en ténninos de remover el Fe del que_ 

lato por una posible reducción enzimática, una vez que el transporte 

del quelato férrico al interior de la bacteria se ha l°levado a cabo. El 

Hidroxama.to forma un an-illo estable de cinco miembros con un átomo de 

Fe. A pH neutro tres ligantes de hidroxamato se unen con Fe trivalente 

para producir un quelato neutro. 

Los ácidos hidroxámicos contienen tres grupos h idroxamato/mol écul a, 
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creando un quelato marcaciamente estable, 

Un brevE estudio de las diversas familias de hidroxamatos 

microbianos con la estructura representativa de cada una de 

ellas 3e plantea a continuación. 

1) Tipos de ferricromos: Están consitituidos por una serie 

de h1droxamatos con estructura relacionada. Se han aislado 

dE' diversas especies de- hongos. La estructura de ferricromo 

se muestra en la siguiente figura. 

H,. 7 o 
\ -c-11 

O /N 1 C"-. /H 
~e tc

1
H,h N....._ 

H / N, _ '\ ,....H 
·-.e / *º e 

I '-H H3C-C ICH,( \ 
H-N ~o... "o-=-rÍ c= 0 

( .?o .. · "o=é, ) 
..--::C H,C-C •b- CH N-H 

o:::-- . \ / 3 / 
\ ,.....H 

,....,. e N-ICH2 ),---e, 
H '\_N / H 

/--......_ H _...,.C 
H .. -e l N_..,... ~ 

··/f -e-\ o 
O f H 

H 

Figura No.1.7.a. "Estructura del FerricrQ 

mo (Diferri}" los sitios de GUelación 

están indicados con un aster7sto [go]. 
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L a m o l é e u l. a d € fer r i c r ó me-• e o n t i e ne t re s res i d u o s <;! e N - h i ct r_g_ 

xi-L-ornitina que le confiere el carácter básico a la estruE 

tura. La acetilación dc- 1 os tres grupos hidroxiarñino produ....:. 

cen la función del ácido hidroxámico; la molécula está cons_ 

tituida rara producir un anillo de estructura estable, en el-

cual tres ligantes hidroxámicos se pueden orientar alrededor 

de un átomo de Fe en estado férrico (véase figura 1.7.a.). 

La albomicina es un antibiótico, que se incluye en la fami 

l ia de los ferricromos mc•tivo pcr el cual noi tiene una cplj_ 

cación cllnica contra b1cterias G{+) y G(-). Su actividad -

puede antagonizarse por la presercia de otros siderocromos. 

2) Tipos de Ferriox.amina: En contraste a la c.la,.e de los f_!'?_ 

rricromos de ácidos trihidroxámicos. las clases de comoues 

tos de ferrioxamina, contienen tres grupos hidrcxamato insu

tados e~ un~ cadena. Un ejemplo tfpico es la ferrioxamina B 

que se muestra er la siguient~ figura. 

Figura rlo. 1.7.b. "Ferrioxa!l'ira B" [<>o] 
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Las ferrio~aminas se idertificaron er algun1s especies de 

S.t1t.e.p.t<;>m!Jc.e.-0 y 1-:oc.a.r.d-i.a.. Los nueve átOlf·OS que separan los 

grup~s hidroxamatos er la ferrioxamina E permiten facilmente 

que la molécula se doble alre~edor de un átomo de fierro acQ 

modln<lose para la quelaci6n. 

Diversos hidroxamatos (relacionados estructuralmente a las 

ferrioxaminas) con actividad de antibiótico compiten con 

ciertos sidErocromos para el transp0rte. Muchas mutartes 

resistentes a la actividad óe estos antibióticc:•s tienen dañ2_ 

do~ sus mecarismos de transporte. 

2) De·rivados de citrato: Estos compi,estos se identificaron 

~e bacterias tales como: Ae1t.cbac.te1t. a.enoge.~ea, A1t..th1t.oha.c.te1t. 

pa.6ce.na y Bac¿LLu6 mega..te.n¿um. La estructura dE dichos der1 

vados s~ muc~tra ~r la siguiEnte figura. 

* * * «" 4 
O OH COOH OH O 
11 1 1 1 ll 

CH 3 C-NlCH 2 l 3N H COCH 2 COHCH 2 CONHCCH 2 J3N- CCH 3 

Figura No. 1.7.c. "Derivados de citrato" [eo]. 
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Pu.esto c¡ue 1 as. moléculas con ti ene-n sc1 aniente dc;os grupos hidrg_ 

xamato, el COOH central libre y los grupas OH de citrato 

pueden participar en la formación dEl quelato férrico. 

4) Micobactinas: Una serie de compuestos de ¿ihidroxamatos 

se aislaron d~ las micobacterias. La estructura general de 

las rr.icobactinas se muestra en la siguiente figura. 

Figura No. 1.7.d. "Micobactinas" [oo]. 

Una dE· las propiedac'es más si!)nific<tivas de dichas micoba_f: 

tinas es su soluti1 idad en lípidos (en contraste con la ma.)l.Q_ 

ría de 1 o~- h i d ro x a m '' to¡) y 9 r a n se 1 e e t. i v i da el p c r e 1 i o n f i _g 

rro er. su estaóo férrico. 
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5) Acido rhodotorúl ico:. Se 1-·a identifica9o er. varia' 1evadt• 

ras y su estructura se muestra en la siguiente figura. 

.. .. 
O OH 
11 1 

CH.-C -N-lCH.l.XNXO 
O""'°'N CCHl-N-C-CH 

• 3 1 " 3 

OH O 
" " 

Figur<l. No. 1.7.e. "Acido Rt:odotorúlico" [so]. 

Este ácido es un dip€ptido clclico de N-actil-N-hidr~xiorn! 

tina'.(que constituye una subunidad de ferricromo); las dos 

.funciones ~idroxamato de este compuesto no pueder. quelar el 

·mismo átomo de·Fe; por razones estéricas. El ácido rhodoto_ 

rúl ice forma complejos polinucleares cor: el metal. 

B) ACIDOS FENOL!COS 

La segunda· categoría ~ulmica de lig2ntes totales de oxigene 

que se utiliza roro como cofactores del trarspcrte de Fe por 
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microorganismos, son los ~.a .. con~ufiados d€·1 2,3-ácid.o 

dihidroxibenzc•íco. El tri éster cíe] ice. del 2,3-dihidroxibE·.!l 

zoi'lserina.,(enterobactina o «nteroe¡uelina) SE ais16 de AeJt.oba.s,_ 

:t:.efl. a.e'1oge.neó, E.óclteJt..i.c.h.i.cr. cof,i. y alqunas especies_de sa..e.mc 

ne.e..e.a eccontrándose que cada molécula de enteroGuelina foL 

m< corr·pl ejo con un átomo de fierro en estado férricc.. Un CO.!!! 

plejc hexadentado se forma entre el átomo férrico y los seis 

g:·upc.s h idroxifenól icos de enteroe¡uel ina esta eE.tructura se 

muestra en la figura 1.7.f. 

Figura No.1.7.f. "Enteroq~elina" [eo]. 

En cultiv~s de Kleba.i.e.tla y EacheJt.LchLa. ce.e..<., se haJló una 

Tre conjugad2 del ácido ?,3-dihidroxiberzoíco. La 2,3-dihi 

droxibenzoilglicina se ais·ló de cultivos c!f' Ba.c . .i.llua ,¡,ub;(Ll.i. . .6 
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si~ Em~argo, a causa de su estructura este a.a. conjugedo 

no p~ede formar un tri§ster cfclico análogo a la enteroque_ 

lina. Por Oltimo ur conjusado del ácido difen~ollco ¿e Lis 

se descubrió en ctiltivcs de Azo~obac~e4 v~neLa~d~L bajos en 

concentraciór de Fe. 
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C) BIOSINTESIS 

Los esfuerzos para definir la biosíntesis de los ácidos 

hidroxárnicos son numerosos, particularmente, la función 

del hidroxarnato. Las evidencias sugieren que antes de la 

incorporación del a.a. a péptidos o ésteres, ocurre la 

la formación enzimática del grupo hidroxiamino a nivel 

de dicho a.a. La biosíntesis del hidroxamato se controla 

por la cantidad de Fe presente en la célula, su deficien 

cia conduce a una exagerada producción de hidroxa~atos; 

algunos autores sugieren que la síntesis de éstos solamen_ 

te ocurre cuando los organismos estan deficientes en Fe. 

Sin embargo Boc¿Ltu6 mega~e~¿um sintetiza bajos niveles de 

hidroxamato schizokinen a pesar de la gran cantidad de Fe 

presente en ei medio U~ cultivo. Se zabe que prohablemente 

la síntesis del hidroxamato ocurre casi continuamente, y 

que el agotamiento del Fe celular almacenado, conduce a la 

completa liberación de los mecanismos de control que go 

biernan la síntesis de hidroxamatos. Las enzimas involu 

eradas con la biosíntesis de los hidroxamatos aún no han 

sido purificadas. Se desconoce como el Fe reprime la s1nt~ 

sis de una o más de las enzimas que intervienen en las r~ 

tas biosintéticas, o si el metal ejerce una inhibición por 

retroalimentación en uno de los dos pasos. 

La biosíntesis de los ferolatos y el camino que conlleva 

al 2,3-dihidroxibenzoato, se estudiaron cuidadosamente y 
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estln bien establecidos. La síntesis de este Gltimo en 

ciertos microorganismos como: Aenobac.~en aenogene¿, 

E.6c.heJr.-i.clüa e.a.e.,¿ y Bad.LLu-!. -!.ub~-i..l.ü representa una rami 

ficación del ácido corismico. 

La enteroquel ina fue s ·intetizada a ~a rti r del 2 ,3-d ih idrQ 

xibenzoato y L-serina por estractos celulares de E-!.ehen:f 

c.h-i.a c.oLL, Se identificaron tres protefnas y tres enzimas 

que se involucran en la ruta biosintética ya mencionada. 

Los genes que codifican para las enzimas de la enteroquell 

na se agrupan juntos en el cromosoma de E-!.c.hen-i.c.h-la c.oLL a 

su vez evidencias sugieren que éste funciona como un operón. 

Se sabe que la síntesis de los fenoles es similar a la de 

los hidrox11matos, ya 'l"P Fist11 sp regulñ por el Fe. El cr~ 

cimiento de los organismos en medios de cultivo con gran 

cantidad de Fe permite la represión de la sfntesis de las 

enzimas que se involucran en la producción de la enteroqu~ 

lina. Del mismo modo las enzimas que convierten el leido 

corísmico a 2,3-dihidroxibenzoato en Bac.LLLu~ -0ub~LLL~ se 

reprimen por concentraciones elevadas de Fe er. un medio de 

cultivo. Por último, algur.as investigaciones aseguran que 

la naturaleza 

[1i,vo]. 

de los ca-represores se desconoce aún. 
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I.8 MECANISMOS DE TRANSPORTE 

En esta sección se van a revisar algunas investigaciones i~ 

portantes que se hicieron con varios microorganismos que 

tienen establecido 11n papel directo para los siderocromos 

en el transporte de Fe. El procese de transporte se desarrQ 

lla como un mecanismo de multietapas que involucran mis de 

un producto genético. Se sabe también que cualquier rricro_ 

organismo puede ser capaz de usar no sólo su propio siderQ 

cromo producido endefgenamente, sino que.también puede usar 

el de otros microor9anismos. Varios siderocromos pueden 

transportarse por sistemas independientes dentro de una 

bacteria sencilla. Ello es interesante, pues un microorga_ 

nismo deberia µoseer 1a cap~cidad para utilizar siderocro_ 

mos de otras bacterias removiendo y transportando el Fe 

de esos siderocromos exógepos. La conservación de esta cap~ 

cidad debe ser una ventaja de sobrevida. 

La' historia del transporte para los siderocromos aún no es 

completa y las diferentes moléculas presentes dentro de la 

membrana celular y dentro del citopla5ma responsable del 

movimiento de los quelatos y la liberación subsecuente de 

Fe están aún siendo estudiadas. 

En la siguierite sección, se resume el transporte de Fe para 

ias especies de B~c¿lLua fundamentado por Neilands. 
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A) Bac. . .U . .tu& mega..ten.lum 

Ba.c.U . .e.u& mega..ten.lum, produce un hidroxamato secundario al 

que se le denomina "schizokinen" (véase figura 1.7.c. ). Por 

otro 1 ado Arcenaux y Lankford [so], aislaron una serie de m.!:!_ 

tantes incapaces de producir "schizokinen" pero que conservan 

sus capacidades normales de transporte de siderocromos aun 

que la utilización de otros de ellos como el desferal es de 

fectuosa, lo cual se corroboró con estudios de transporte y 

asimilación de Fe. Se sabe que la pérdida de la capacidad 

para producir "schizokinen" no elimina la captación de Fe del 

medio de cultivo en las cepas mutantes de Bac.l.tlu& mega.te!C..lum 

(SK-11 y SK-300). En estas dos cepas se observó una capta_ 

ción rápida de Fe tónico ( 59 FeC1 3 ); sin embargo, la ausencia 

de la síntesis de "schizokinen" previno a la cepa SK-11 de 

la competencia del Fe por sistemas que tienden a precipitar 

Más adelante se hicieron estdios con concentraciones de 

aluminio, de tal manera que la adición de bajas concentra 

clones de éste bloquean la captación de Fe radiactivo 

c59 FeC1 3 ) en .la cepa SK-11. La evidencia sugiere que el 

alunii nio inhibe 1 a captación de Fe iónico por medio de la 

formación de complejos externos con metal removiéndolo 

del sistema. La quelación del Fe radiactivo por "schizoki 

nen" (Fe-schizokinen) previno la inhibición de la capta_ 

cióndel Fe por el aluminio, estimulando cerca de cuatro 

vece.s la captación total de Fe en la cepa SK-11. El trans 
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porte de1 complejo fué rápido, logrando la saturaci6n aprQ 

ximadamente en dos n:inutos. En ausencia de "schizokinen", 

tanLo la capa SK-11 cerno la cepa SK-300 no presentan un 

proceso ensamblador de Fe de suficiente afinidad para la 

adqui:;ición ciei metal compleja::fo por otros sistemas. Estos 

resultados revelan la importancia de la producción de sid~ 

rocromos en situaciones naturaies, aunque la cepa SK-11 

puede crecer In vltro en un medio simple que contiene sólo 

Fe como única fuente de éste. De manera interesante la ed_i 

ción de aluminio a cultivos de Pac.l~~uó mega~~n¿um (ATCC 

12213), productor de hidroxamatos, causa un incremento en 

la sfntesis de "schizoklnen". 

Claremente el "sci1izokinen" P.s esencial para ei transporte 

de Fe en Boc.l~~uó mega.te4lum. Sin embargo, se cuestiona si 

el "schlzok lnen" funciona simplemente para solubil izar Fe 

externo y 1 o entrega a un sitio de la merrbrana o si el que 

lato "schizokinen"-Fe ¡::enetra a través de ésta. Para reso_l 

ver esta pregunta se empleó el transporte simultlneo de H3 

y Fe 59 en un quelato doblemente marcado. H
3
-"schizokinen"

Fe59 en Bac..<..V'.uó mego . .te4lum. Los resultados cinéticos demo2_ 

traron que a bajas concentraciones del quelato doblemente 

marcado los plcomoles de Fe radiactivo transportado fueron 

casi equivalentes a los picomoles de "schizokinen 11 -H 3 cap_ 

tado por las células. Estos resultados se e>:perarfañ si el 

quelato se trasladara como una unidad intacta. Cuando se 

probaron altas concentaciones, la captación de ambos com 
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ponentes del queiato fué rápida. Sin embargo, la libera_ 

ción de "schizokinen"-H 3 de las células después de trei 

ta segundos de la captación fue evidente. La captación to 

tal de Fe radiactivo durante un periódo de exposición de 

diez minutos del "schizokinen°-H 3 excedió la captación de 

éste cerca de tres veces. Estos resultados se interpreta_ 

ron pensando que el quelato cruzó la membrana celular co_ 

mo unidad simple, pero el Fe se 1 i beró rapidamente del 

complejo y el "schizokinen"-H 3 resultante se descargó de 

la célula. Las porciones del quelato doblemente marcado 

pueden perm~necer como un almacén de Fe ~isponible. La l~ 

beraci ón de "schizokinen" radiactivo fué un proceso depen_ 

diente de la temperatura, sugiriendo una enzima mediadora 

para 1 a el iminar:ión rt~l F~ rl~l <11.!elato. L-3.S pruebo.s crom.E_ 

tográficas del material marcado con H3 se liberó de las c~ 

1 ul as durante 1 os 2 primeros minutos del ensayo, e indicaron 

que éste era todavía "schizo.kinen", por ·¡o tanto, el l i 

gante orgánico no se hidrolizó durante el proceso y remQ 

ción del Fe. 

La evidencia para un sistema de transporte específico para 

"schizokinen", se obtuvo en Ba.c..i..t.e.tL6 mega..te1t..i.um que al 

igual que otros microorganismos, es capaz de usar no sol~ 

mente su hidroxamato sino algunos otros hidroxamatos produ 

cidos por otros microorganismos dentro de los cualej se 

encuentra el desfera 1 (la forma de Fe 1 ibre de la ferr i o 

xamina B). Sin embai-go, cultivos de Ba.c..i..tf.u.6 mega..te1t..i.wn 
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SK-11 constituyen una excepción ya que no pueden-u ti 1 izar 

la aerobactina que es un hidroxamato producido por Aeno 

bae~en ae~ogeneb. 

La determinación de la cinética de transporte en BacLlLua 

mega~e~Lum SK-11 a diferentes concentraciones de Fe manj 

fiesta que la velocidad de transporte del metal aumenta a 

medida que la concentración de "schizokinen"-Fe59 se incr!!_ 

menta. Estudios similares que se llevaron a cabo con el 

quelato desferal-Fe demostraron una diferencia en la res 

puesta de captación para esta fuente de Fe. Concentracio 

nes altas de desfera1-Fe 59 liberaron unicamente alrededor 

de 1/5 del nivel máximo de Fe transportado en forma de 

"schizokinen"-Fe 59 , así BacLLlua mega~enLum SK-11 parece 

tener un reconocimiento en la capacidad para el transporte 

y utilización de hidroxamatos basado en la estructura qui_ 

mica de su molécula ésto probablemente se deba a la afini 

dad· ~e un sistema de transporte simple de hidroxamato, o 

bien a un sistema de transporte que separa a diferentes hl 
droxamatos secundarios. 

Estudios cuidadosos del transporte de desferal-Fe en 

BaeLLLua mega~enLum, indicó ur sistema de difusión facili 

tada, sugiriendo que los hidroxamatos férricos no se tran~ 

portan activamente. Estos aspectos' de transporte de hidro_ 

xamato férrico, se incluyen en un modelo tentativo (véase 

figura 1.3.a.) 



.::;" 
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Las vesículas de membrana preparadas por ruptura osm~ti_ 

ca de los protoplastos de BacLLLu~ megat:e4Lum acumularon 

hidroxamatos férricos tanto de "schizokinen" como de des 

feral. Esta acumulación no dependió de la temperatura y no 

cambid por l~ adición dE varias fuentes de energia. Esto 

puede representar solamente la unión para pcsibles recep_ 

tares de hidroxamatos férricos sobre la~ membranas. Tal 

unión fue rápida y dependiente de la concentración. Estu 

dios de la capacidad de un número de diferentes hidroxa 

matos férricos naturales para causar disociación de la 

unión de "schizokinen"-Fe o desferal-Fe de las membranas 

asi como el cálculo de constantes de unión-afinidad y 

capacidad de unión máxima, revelaron qt:e los dos quela_ 

tos probablemente se unieron por sitios especificas ind~ 

pendientes. Los receptores "schizokinen"-Fe pueden expli_ 

car el increr11er1Lu er1 ld veluciJal¡ J~ la captaci6n de Fe 

de este quelato a altas concentraciones.Bac:LL.tu'6 megat:e4Lum 

puede tener procesos de transporte independientes para 

esos dos hidroxamatos férricos y para otros que también 

puede usar. 

Receptores no específicos para aerobactina-Fe se identifj_ 

caron en esas vesículas, implicando que no hay sistemas de 

transporte para este quelato, explicando así la carencia 

de utilización de aerobactina por BacLLLu,t, megat:e4Lam. 

Además los estudios de la interacción entre vesículas de 

membrana de BacLLLu,t, megat:e11.i.um y "schizokinen"-Fe 59 reve_ 
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laron la presencia de una sustancia de union para el com 

plejo marcado presente en el interior de 1 a membrana, esta 

sustancia aün no se identifica quimicamente, sin embargo 

su P.M. está alrededor de 50 000- 60 000 D y no hay evideB 

eta directa del enlace de esta sustancia con el transpor _ 

te del q~elato, aunque este componente pue¿e ser parte de 

un sitio receptor o servir para la unión subsecuente del 

quelato receptor. 

La captación del desferal se examinó en una cepa mutante 

ardl que es incapaz de crecer en presencia de desferal, 

esta cepa se aisló sobre las bases de su resistencia al an_ 

tibiótico del tipo de ferrioxamina A 22765. Un trabajo 

con S.ta.pltyf.oc.oc.c.u<1 a.u1r.eu<1 indicó que mutantPs resistente:; 

al antibiótico A 22765 tenfan danado el transporte de Fe 

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

desferal-Fe 59 por los protoplastos de Ba.c.lf.f.u<1 mega.te1r.¿um 

ardl se observó que el quelato intacto se localiza en la 

fracción citoplasmática y no hay transferencia de Fe 59 a 

componentes macrornoleculares. Los experimentos de control 

utilizando "schizokinen"-Fe revelaron que en treinta segun_ 

dos de ensayo una cantidad significativa de Fe 59 se trans 

fiere a especies macromoleculares presentes en la fracción 

citoplasrnática indicando la remoción del metal del "schizo 

kinen". Asf la cepa ardl de Ba.c.¿.f..tu<1 mega..te.Jt-éum parece ser 

capaz de transportar desferal-Fe e incapaz de remover 

el, Fe del guelato para su use metabólico subsecuente. 
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Bac¿~~u& &ub~.i~.i&, un productor de fenolato, también es 

útil 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-dihidr~ 

xibenzoilglicina; en presencia del segundo compuesto se o~ 

servó un incremento en la captación total de Fe, proceso 

que fu.: sensible. a la temperatura. Cuando las células se 

trataron con azida de sodio la ca~tación de Fe se redujo 

totalmente, este resultado sugiere que el transporte es un 

proceso que consume energía más no se comprobó que el movi 

miento del quelato a través de la membrana sea termodinánd 

camente activo. Todavía no es claro como es que la 2,3-di_ 

hidroxibenzoilgl1cina puede aumentar el transporte de Fe 

en Bac¿¿¿u-0 &ub~¿¿¿;¡_ 

Se rer¡uicrcn ti-abajus adicionales para esclarecer la partí 

cipación del fenolato en el tfansporte de Fe en Bac¿¿zu-0 

&ub~¿z¿-0, se sabe que los dos hidroxamatos férricos; el 

desferal-Fe y "schizokinen"-Fe aumentan la captación del 

ion metálico, la bacteria y el siderocromo también puede 

ser un cofa c to r fu n c i o na 1 en e 1 t r a ns porte de 1 m·e ta 1 • Por 

último, se concluye que Bac.{L¿u4 -0ub~¿¿,¿;¡ al igual que 

BacLl¿u-0 mega~e4ium son capaces de utilizar diferentes si_ 

derocromos. 



CAPITULO 1 I. 

S U P E R O X I D O D I S M U T A S A 

The pt1st, the inf'inlte ,~rci:1tness of' 
the past ! 
For what is the present, af'ter all, 
but 8: growth out of'_ .the pant? 

Wa.l t Whi tman. 
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2.1 GENERALIDADES. 

Durante el proceso de transporte de electrones al oxigeno m_Q 

lecular a través cte la cadena respirátoria mitocondrial de -

organismos eucarióticos y la membrana citoplasmltica de las 

bacterias, asf como en diversas reacciones de hidroxilación 

y de oxiqenaci6n se pueden formar productos tóxicos en la 

reducción parcial del oxígeno, probablemente como intermedi.!!. 

rios sobre los centros activos de algunas enzimas que se in

volucran en esas reacciones. Los intermediarios m~s importan 

tes son: el º2 y el H2 o 2 , a!'lbos son altamente rea e ti vos y C.!!. 

paces de lesionar irreversiblemente a diversas blo.meléculas 

de mamfferos y bacterias de resniraci6n aeróbica [10]. 

Además, ciertos microorganismos son protegidos de la toxicl-

dad del oxigeno de c~lu1as fagocitica~ µor su ~1d~111dad para 

sintetizar la SOD y CAT [24 ,•e]. La primera funciona como 

una defensa primaria contra la citotoxicidad potencial del -

Di cuya formación es un evento coman en sistemas biológicos. 

[:s,10,11,22,24,21,39,4s,•r,•a,•o,so,a7 ,ee,110] .. La se!Junda, 

una homoenzima que descompone el H2D2 (en una molécula de 

oxígeno y otra de agua) que se forma durante la reacción que 

cataliza la sao. 
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2.2 CARACTERISTICAS DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA. 

Hallazgos en bacterias, plantas y animales suponen que la 

sao juega un papel importante en la protección de las célu

las contra los efectos destructivos del ºz· Su importancia -

radica en su caracter esencial para la supervivencia de las 

células aeróbicas. Su sustrato es un radical inestable (Ozl 

que se presenta en cantidades minúsculas en cual~uier momen

to, procediendo la reacción a una velocidad ránida. La SOD 

elimina catalíticamente al º2 mediante la Si!luiente reac 

ción [05,u]. 

+ 

Las enzimas observadas para catalizar la dismutación del 02 
se clasifican de acuerdo a la naturaleza de los iones metál_i_ 

cos contenidos en su molécula, éstas son: SOD-Fe, SOD-Mft y -

por último la SOD-Cu-zn. La. primera de ellas se encuentra en 

el espacio peri plásmico [oa ,u, 47]. Aunque i nvesti·gaciones -

recientes afirr.;an que esta enzima en E~c.1te.1c-left-í..a c.o.t-í.. no se 

localiza en ese espacio, sino que su SOD se encuentra en la 

matriz [10]. La se~unda, denominada manganoenzima, cuya loe~ 

lización ha sido bien definida en la matriz [oa ,••,•>,011]. -

La tercera y última, generalmente se .halla en el citosol de 

las células eucarióticas [a7,11•] .v su estructura molecular 

difiere totalmente de las otras dos aue ya se mencionaron 

[••]. Cabe mencionar que la SOD-Cu-Zn también se ha encontr~ 
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do en Pha.taL>ac..te1L-i.um luagna:th-i., sin embargo, muy poco se -

sabe acerca de ella [3s]. 

Ahora bien, otros investigadores han hecho hincapié en que 

especies aerotolerantes [3] y anaerobios facultativos como 

E.6c.ltetic.lt-i.a c.aLi. (0,10,23,21, .. 0,•o] contienen SOD mientras .. 

que los anaerobios obligados carecen de ella, un ejemplo de 

ésto se demuestra en la tabla 2.2.a. [ea,e.]. 

Irwin Fridovich en 1973, había demostrado que Eac.lte1L-i.c.lt-i.a 

e.ali. tipo B, contenía dos formas de SOD electroforéticamen

te ideñtificadas, ambas diferían con respecto a su localiz~ 

ción dentro de la célula, en la naturaleza d~ sus metales, 

en su respuesta a cambios de p0 2 , en su P.M. y en el número 

de las subunidadesque las componían [4•]. Se trataba de una 

ferroenzima y una manQanoenzima, que guardaban una estrecha 

relación er., la secuencia de a.a. [23,•s]. 

Posteriormente, Fridovich y otros investigadores demostra ~ 

ron al estudiar una gran variedad de microorganismos entre 

1 os cuales se encontraban E-0c.he.1L.lc.h-i.a c.a.l'.-i. K-12 y E.6c.lte1L-i. -

c.h-i.a e.ali. B, que estas dos ceras específicamente contenían 

tres SOD diferentes [10, 2•]. Las enzimas fueron purificadas 

y se detectó que una de ellas es constitutiva encontrándose 

presente cuando las células crecen en condiciones de an~ero 

b.i os is, tratiindose de una SOD-Fe. Lils otras dos aparecen so 

lamente durante el crecimiento aeróbico, siendo una de 
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Tabla No. 2.2.a. "Contenido de SOl'.l 

y CAT en diferentes microorqa~ismos" 

IMicrodrganismo 

Aerobios y anaerobios 
facultativos: 

E.6 c.ltetúc.h-la c.o.e..l 
S a.e.m o n e.t.e.a .t y p h.lm u.l!..l u.m 
Hd~obac..tel!.-lu.m ~a.e..lnaJt.u.m 

Rh-lzob-lu.m japon.lc.u.m 
M-lc.Jt.o e.o c.c.u..6 Jt.ad-lo du.l!.a nó 
Sac.c.ltaJt.omyc.e..6 c.el!.e.v.l.6ae 

Myc.obc..te.Jt.-lu.m .6p. 
P.6e.u.domona óp. 

Anaerobios estrictos: 

V-lone.t.ta a.e.c.aee.;,c.e.n6 
C.to.6.ttúd-lu.m pa.6:teu.l!..lanu.m 

S.t-lc.k.tand-l-l .e. en:to pu.t.Jt.e.6 c.e.n.6 
ce.e..tob-lopal!.um baJt.ke.l!.-l 
C.lo.6.ttúd.lum ac.e:tobu:t!f.lc.um 
C.lo.6.t.Jt.-ld.lu.m .6p. 

.Bu.tyJt.-lbJt..lo á-lbJt..l.60.f.venó 

Anaerobio aerotolerante: 

Bu.tyJt.-l.tbac.:teJt.-lu.m Jt.e:t.tgeJt..l 
S.t.Jt.ep:toc.oc.c.u.6 óaec.a.l.l.6 
S.t.Jt.ep:toc.oc.c.u.6 mu..tanó 
S.t.Jt.e.p.toc.oc.c.u..6 bov-ló 
S.t.Jt.e.p:toc.oc.c.uó m.l.t-ló 
S.t.Jt.ep.toc.oc.c.uó .tac..t.l;, 
Lac..to bac.-l.t.lu.6 p.tant:aJt.um 

SOD 
(U/mg) 

~. 8 

1 .4 

2. 1 

2.6 
7.0 

3. 7 

2.9 
2.0 

a 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

1 . G 

0.8 
0.5 
0.3 

0.2 
l. 4· 

o 

CAT 
(U/mq) 

6. l 
2.4 

3.4 

0.7 

289.0 
13. 5 

2.7 

22.5 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
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ellas una SOO-"nueva", que al parecer estl compuesta de una 

subunidad de cada una de las otras dos [10], Jo que hace 

pensar que se trat~ de una enzima hfbrida llam•da Ferrope -

róxido dismutasa hibrida [27]. 

lnvestic:¡aciones previas reportaron que La.c.toba.c¿.e..e.u-0 ptan.t~ 

Jtum c a re e e de u n a SO D v e r d a d e r a y 1 a de fe ns a e o n t r a e 1 O 2 -
la obtiene del Mn+ 2 intracelular, de hecho el c:¡énero La.c.to

bac.i.e.t.iae. exhibe un al to requerimiento por el Mn+ 2 . En un -

experimento real izado con buffer de pi rofosfato a pH 7 .8, -

el o¡; oxidó al Mn+ 2 ooc~niéndose un complejo estable de 

Hn+ 3 ~pirofosfato y en u~.encia de queladores estabilizantes 

el producto fué MnO~. por esta razón parece probable que l~ 

eliminación del Pi por ei Mn•2 depende de la reducción rlal 

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

reacción como lo sugiere eT experimento [•]. 

También se han llegado a realizar investigaciones en algu -

nos microorganismos con respecto a su conducta frente al 0 2 
y al contenido de la SOO, por e,iemplo V.ibJt.lo pa.1ta.he.mo.e..i.t.l -

cu~ 27519 y otros vibrios halofílicos poseen dos SOD's dif~ 

rentes que se presentan a bajos niveles en condiciones ana~ 

robias y aparecen a niveles elevados en condiciones aeróbi

cas, ésto suqiere que bajo dichas condiciones a los vibrios 

les es permitido sobrevivir en tejidos aeróbicos el tiempo 

suficiente para reducir el medio y crear así focos de infef_ 
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ci6n, incrementando de esta manera su virulencia [2•]. 

Estudios realizados con cepas bacterianas indican que exis

te una diferencia en el contenido de SOD's rresentes en las 

bacterias G (+) y G (-), es claro que no existe una regla -

que confirme esta distinción debido a la rapidez con la 

cual los microorganismos pueden evolucionar; sin embargo, -

en estudios realizados por Larry Briton y colaboradores 

[11], se demostró que las bacterias G (-) tendieron a cont~ 

ner SOO-Fe y que más de la mitad de las bacterias G (+} co~ 

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

En su oportunidad se tratarán con más detalle las caracte -

rísticas correspondientes a cada una de las variantes de 

1as SOD's. 
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Tabla ~o. 2.2.b. "Contenido de SOD en bacterias 

G (+)y G (-)" [11]. 

!3acterias C::ram SOD 
(U/mg) 

s. 6aec.al-<.6 + 8.0 

s. pyogene6 + 11 .9 

s. pneumoa-<.ae + l. 3 

s. R.ac..t.-<.6 + 33.3 

s. acur.eu6 + lo.- 5 

s. ep-<.de1<.m-<.d-i_6 + 8.7 

tkc.1<.oc.oc.c.u6 <:u:teu6 + 3. 3 

M. Jtad-<.o du1La11.6 + 18.9 

B. c.eJteu.6 + 58.8 

B. mega.t.e1<.,{_um + 21 . 1 

B. 6ub.t.-i_R..l6 + 5.2 
L-i_-0.t.e1L-i_a monoc.y.t.ogene.-& + ~n n 

'"'V• U 

c. d-i_p.t.heJLeae + 4.2 

N. óaJtc..i.n-i.c.a + 8.4 

E. "- oR.-<. 21.4 

E. c.R.oac.ae 25. 6 

s. 111a1tc.e.-0c.en-!i 9. 1 

A. 6aec.a.f'.-i_6 20.0 

r. vuR.g af<.,{_,t, 13. 6 

P6 eudomona aeJr.ug,{_110-0 a 15.7 

s. .t.y ph-i_muJr.-<.um 32.0 

K. pneumon-<.ae 27.0 

N. -0ub6-f.ava 13.7 
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2.3 ANION SUPEROXIDO. 

El º2 es un intermediario común en la reducción parcial del 

o2 . l.os radicales libres suoeróxido se generan en el curso -

de la interacción con el oxíoeno molecular de varios consti-

t11y<>ntes cclulai·es, incluyendo flavinas reducidas, flavopro

teínas, quinonas, tioles, leucoflavinas, catecolaminas, te -

trahidropteridinas, ferrerloxinas, rubredoxinas y hemoproteí

nas [so). El º2 también se forma durante la acción ca tal íti

ca de las si<]uientes enzimas: xantino-oxidasa, aldehído-oxi 

dasa, dihidro-orótico-dehidrogenasa y un grupo de flavopro -

teínas deshidrogenasas. Se sabe además, que hay varias hidrQ 

xi lasas .Y oxidasas que se inhiben por la SOD, lo cual sugi e

re que el D2 es un intermediario en sus ciclos catalíticos.

f,quéllá> inc·1uyen hidroxilasas solubles de Aópe.Jz..q.U'...1'.uó n.l " 

9 elt, t r i p to fa no - di o x i 9 en as a y 9 al actos a o x i el a s a . 

Los 9ranulocitos intactos rroducen también 02 durante el ac

to de faaocitosis [30 ). Independientemente del procesa de i~ 

qe:;tión, ocurre el estallido respiratorio de los neutrófj]os 

(primera linea de defensa del .sistema inmunológico) con cual_ 

quier perturbación de su membrana celular, este evento se 

11 eva a cabo con la formación de H2 o2 y º2. El mecanismo del 

estallido se desarrolla como se demuestra en el esquema 

2.3.a. [ao ,•o). 
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2.4 TOXICIDAD DEL ANION SUPEeOXJDD. 

El mecanismo de la toxicidad del o; oerrnanece sin ser eluci

dado hasta el momento. sin embar00, se han riropuesto dos me

canismos que no son del todo satisfactorios [ o7]. 

El más comunmente aceptado es 1 a llamada reacción "metal ca

talizada de Haber Weiss": 

M+n + e-
2 - H ( n- 1 ) + º2 

M ( n-1 )+ + H202 - M+n + OH- + HO" 

º2 + H202 - º2 + OH- + HO 

En el primer paso de este esquema el D2 reacciona con los 

iones metálicos (M), tales como Cu+ 2 6 Fe+ 3 , presentes en 

la cllula en cantidades traza, para formar los correspondie~ 

tes iones metá1 it..05 ¡-c;ducido~. El c;P~undo paso de la reac 

ci6n es la reducción del H2o2 por el ion metálico reducido -

M(n-l)+ para dar el ion hidróxido ) y el radical hidroxi 

1 o ( ) . El es deficiente en electrones y consecuente -

mente un poderoso oxidante sin disLinción a5í como un inici_!!_ 

dor de reacciones de radicales libres. Cierta~1ente, la forma 

ci6n de este radical en una cllula debe evitarse de alguna -

manera. Este mecanismo no explica satisfactoriamente la tox! 

cidad del o;; ya que el paoel que jueqa en este mecanismo es 

el de actuar como un aqente reductor de iones 1:1etálicos tra-

za. El interior de la célula es de oor sí un medio altamente 
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reductor. El o; no parece tener alguna propiedad esrecial o 

inusual como anente reductor cuando se compara con otros 

agentes de este tipo que generalmente están presentes dentro 

de la célula (p.e. el ascorbato) por lo tanto, se especula -

rta que otros agentes bioló~icos reducidos dentro de la célu 

la también serían altamente tóxicos porque ellos se substi -

tui rtan por el º2 en el esquema de la reacción. Entonces, 

las SOD's no serían de util idac! en la protección contra la -

formación del en este mecanismo de reacción. 

Otra posibilidad es que el º2 se protone de al9una manera, y 

que las especies no cargadas de 110 2 di su el tas en la membrana 

actden como un promotor en la peroxidaci6n de lfpidos. El 

02 podría causar daño por este mecanismo, sin embargo, algu

nas SOD's son citosólicas (disueltas en la porción acuosa de 

la célula) y por lo tanto, el Onico camino que ellas proteg~ 

rían contra tales reacciones sería eliminando el 02 antes de 

que éste se introduzca a la membrana. Dado que el 02 es la -

base conjugada del H0 2 cuyo pKa es 4.8, muy pequeño en comp~ 

ración al pKa del º2 que se protona a pH fisioló(lico, r>or lo 

tanto este mecanismo no explica la toxicidad del º2· 

Seguramente puede haber otros mecanismos por los cunles el -

D2 ejerza un efecto tóxico. Por ejemplo, seda difícil desc.l!_ 

brir si el o; se enlaza a un sitio espectfico de al~una enzi 

ma esencial .v de este modo inhibir su acción. 
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2.5 SUPEROXIDO DISMUTASA CONTEN!EílDO FIERRO. 

La SOD-Fe tiene un P.M. de aproximadamente 38 700 D. Está 

compuesta de dos subunidades de igual tamaño, 1 as cual es no 

se unen covalentemente [23 ,zr] y puede ser removida por cho-

ques osmóticos [10,3e,4a]. Gene·r""almentc, 1e. mayorírt de las -

ferroenzimas son dí1nE·ros. pero Me.:t:hanobae:te.Jt.{.u.J.> bJtljan;t.{.,¿ 

constituiría una excepción va oue se ha demostrado que su 

SOD-Fe tiene la estructura de un tetrámero [••]. 

La estructura de la SOD-fc de E5chen.{.chla coL.{. se determinó 
o 

a una resolución de 3.1 A. tn la molécula dimérica el -NH 2 -

terminal se compone de dos hélices que se superponen antipa-

ralelamE:nte y el -COOH terminal es una estructura de triple 

Estrato Lara~teriz~d~ pcr una mezcl~ de estructur·as rr y~ 

secundarias [9o]. El átomo de Fe+ 3 se une a cuatro residuos 

de a.a., el primer 1 igante, es la His 26 situada en el do -

blez de la hélice 'A; el segundo de ellos se ori~ina de la 

.hélice B; el tercero, viene del final del tercer fi1al!lent.o -

de la lámina- f3 -ple')ada, el cuarto y último viene del final 

del tercer ligante, tal como se demuestra en la finura 2.5.a 

[ 95 J. 

Estudios que se realizaron con bacierias que c~ecen bajo con 

diciones de ahaerobiosis demostraron que los niveles enzimá-

tic.os de 1 a SCD-Fe se e'I evctn en compa1·ación con ios Jl'iveles 

de· la SOO-'Nri cuyos niveles pe1·manecen bajos en estas mismas 
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condiciones [•e]. 

Figura !'lo. 2.5.a. "Estructura tridimencional de una 

subunidad de la SOD-Fe de E-0chenlchla coLl" [os]. 

Qe acuerdo a su localizaci6n en el espacio peripl~smico de 

las células bacterianas, la SOD-Fe juega un papel importante 

en 1 a defensa contra el Oz exór,eno [•e, .. ]. 

Esta ferrosuperóxido dismutñsa, ha sido ourificada y aislada 

de diversas fuentes bacterianas, entre las cuales se inclu -

yen: E-0clten,{.ch,{.a coL,{. (10,23,21,0,47,so], Bac.i..P.Lu-0 -0.:teano -

.:thenmophlLu-0 [110], P-0eudomona ovaL,{.-0 [•• ,110], PLec.:tonema 

boni¡anum, Pfto.:to bac.:ten.fo.m f.e.i.o cp1a.:th,{. ." Pho.:to bac.:te.nlum -0 e.p.i.a -

[a]. En todas estas bacterias el estado de oxidación del 
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fierro contenido en la SOD es +3 [e•]. 

Electroforéticamente se observaron tres SOD's diferentes en 

P.6e.udomona ova.t-l.&. Se había reportado que una de ellas, la -

SO D - Fe , c o n ten í a d os á t o m os d e l me t a l p o r r.10 l d e l a e n z i 1:1 a -

en estado natural, parecía que uno de los dos fierros era r_g 

movido fácilmente, pero el otro permanecía unido firmemente 

a la molécula de la enzima [39]. Posteríormente, este dato -

se confirma encontrándose además que se podía tratar de un -

dímero de dos subunidades idénticas, con un P.I~. total de 

c"erca de 44 000 O. Su contenido de fierro varía, con un l ím_i 

te superior a un átomo de fierro por subunidad [110]. 
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2.6 SUPrnOXJDO D!St·~UTASA cornc·HENDO 111'.tlGANESO. 

La SOD-Mn tiene un P.f1. aproximadamente de 40 000 D. Se tra

ta de un dfmero con subunidades de i~ual medida. Estudios de 

RMN demostraron nue el ion Hn contenido en la enzima de 

E é c. h e.Jtl. c. ft_¿ a c. o Ll es t r i v a 1 e n te [ 3 a J . L o m a 11 g a no e 11 z i m a no s e 

solubiliza por choque osmótico como la ferroenzima, aquélla 

sólo se libera por rompimiento sónico [10,•s,40] .Y se encue.!:'_ 

tra en ~rancies cantidades en las células bacterianas cuando 

éstas crecen en elevadas presiones de o 2 , presentando ademls 

resistencia a lu influencia de la estrertoni9rina [•• ,•1 ,••] 

La acción protectora de la man~anoenzima depende sobre todo 

de su disponibilidad para eliminar totalmente el 02 endó~eno 

[•s] ya que su localización en la matriz de las cilulas bac

terianas asf lo ha su~erido. 

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

tanto en células eucarióticas como en procarióticas, un eje~ 

plo de esta asever~ción lo constituyen Tlte.Jtmu& ~lte.JtmopltLLu6-

HB-8 y The.Jtmu6 aqua~Lc.u6 Yt-1 [••], procariotas que contie -

nen una man~anoenzima con estructura tetramérica. Sin embar

go, otros estudios revelaron que las célulos eucarióticas 

generalmente contienen esta enzima en forma de un tetrlmero 

y las células procarióticas en forma de un dfmero, situación 

que no siempre se confirma. 
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La estructura cristalina de la SOD-Mn tetramérica de Tluur.mll,~ 

~he4moph¿Lu~ HB-8 se determinó a una resolución de 4.4 ~ por 

mapas de densidad electrónica, las posiciones ele los metales 

son equivalentes a las di" l~ estrnctura ele la SOD-Fc y los -

mapas indican que los 1 iriantes contribuyen al cruce de las -

hélices -NH 2 y -COOH termi ni\ 1 es como se muestra en la si 

guientefigura (2.6.a.). 

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

densidad electrónica de una molécula de SOD-Mn" [uo]. 
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2.7 SUPEROXIDO DISMUTASA C0WTENIENDO COBRE Y ZINC. 

La SOD-Cu,Zn es una metaloproteína abundante en casi todas 

las células eucarióticas cnn un P.r.~. aproximadamente de 

32 000 D [e•]. es relativamente fácil de aislar, rresenta al 

ta solubilidad v en1a7a a los iones Cu+ 2 y Zn+ 2 en una inte

resante confi9uración (véase fi~iura 2.7.b.). Puede aceptar -

otros ioneo; metálicos en lu0ar de aquéllos que la conforman. 

Estos iones metálicos no nativos actúan como pruebas espec -

troscópicas de la re9ión de "unión metálica" [••]. 

Richardson y colaboradores [e•], determinaron la estructura 

cristalina de la SOD-Cu,Zn en forma ox·idada por difracción 

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

tos de bovino). Se cree que 1 as SOD 's-C11 ,Zn do otras o;·íge -

nes eucarióticos tienen esenci11lmente la misma estructura, -

.va que la secuencia de a.a. se conserva esrecialmente en la 

región de la "unión metálica" y las propiedades espectroscó

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

son diméricas. Los estudios de difracción de R-X demuestran 

que la_ enzima consiste de dos subunidades idénticas, unidas 

por inte~acciones hidrofóbicas. Cada subunidad ·consiste de -

un barri 1 cilíndrico aplanado de láminas- /l -plegadas que se 

constituyen de ocho cadenas antiparalelas de las cuales se -

extienden tres lazos externos de estructura irregular. Un di 

bu.jo esquemático ele ésta se da en la fiqura 2.7.a. 



Fi~urü tia. 2.7.n. "Re¡'resentació~ esquemática de una subuni

dad de SOD-Cu,Zn. Los ~-filomentos se muestran corno flechas 

el puente di sulfuro coi;10 u~ ziri-zaoº [01~. 
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La SOD-Cu,Zn, se reportó ~or primera vez en 1933, por Nann y 

Keillin, quienes la observaron durante el fraccionamiento 

de preparaciones de glóbulos ro~os de bovino. El color azul-

verde pálido de la enzima facilitó su purificación y sugirió 

que esta enzima contenía Cu+ 2 {la presencia de los iones 

Zn+ 2 incoloros no fui descubierta sino hasta 1970). Anos más 

tarde, ~c.Card y Fridovtch reportaron el descubrimiento de -

la acéividad enzimática para la SOD-Cu,Zn (entonces llamada 

eritrocupreína) que al igual que las otras SOD's, sirve como 

agente protector contra los efectos tóxicos del º2· 

La fiqura 2.7.b. es una representación es~uemática de los si 

tios de unión Cu+ 2 ~ Zn+ 2 . El ión Cu+ 2 se coordina a cuatro 

fttomos de nitrógeno de los imidazoles oue vienen de las His 

~'!, 45, 61 y 11D, aJ~1ud!:> u11a moiécuia cie ~ 2 u se coordina al 

Cu+ 2 para darle a este ion una geometría cuadrado oiramidal 

distorcionada. El Zn+ 2 se coordina a los nitróger.os de los -

imidazoles de las His 61, 69 y 78, asf como al grupo -COOH 

de la Asp 81 en una ~eometría tetrahédrica. Los iones Cu+ 2 y 

zn+ 2 particinan de un liqante común, el anillo imidazol de -

la His 61, el cual está en forma de anión imidazolato desprE_ 

tonado enlazando a los dos iones y alejándolos uno del otro a 

una distancia de 6.3 ¡ . 
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No hay evidencia de alguna posición de coordinación accesi -

ble sobre el zn+ 2 y se cree que este i 6n ju epa un papel pre

dorni nantemente estructural en la ,..roteina; el ion Cu+ 2 por -

el contrario, se une a una variedad de liriantes, casi todos 

ellos son peouenos aniones corno CM-, Ni, o bien haluros. Las 

cadenas laterales positivas so~re la nroteina aparentemente 

juegan un papel importante para facilitar el enlace de los -

iones o..u+ 2 y zn+Z a la proteína .Y también para la orienta 

ción del sustrato aniónico suoeróxido hacia el sitio cu+ 2 • 

Los estudios de difracción de R-X indican que en las cadenas 

laterales cargadas positivamente, la Arp 141, Lis 120 y Lis 
o 

134, se localizan a una distancia de 5, 12 y 13 A, respecti-

vamente del ion Cu+ 2 . Aunaue la Arg 141 na se coordina dire~ 
-'-? 

tamente con el ion cu·~ s<: 1ocaliza riás cerca de él, que cíel 

ion Zn+ 2 y su H+ se une a los aniones incluyendo al O~ cuan

do éstos se coordinan al ion cu+ 2 . 

Las resultados estructurales a partir de la difracción de 

R-X descritos, son únicamente para la proteína en for~a oxi

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

tan te en el mecanismo ca tal íti co de ·1a eliminación del o;, 
pero desafortunadamente, lo~ resultados estructurales de R-X 

no son disponibles r.ara esta forma. 
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2.3 MECAHISHO DE ACCIOíl DE LA SOD-Cu,Zn [••]. 

El mecanismo de eliminación del o;; para la SOD-Cu,Zn i111plica 

una alternativa entre los estados de oxidaci6n del Cu+l y 

del Cu+ 2 de la protc,na; la reducción de la prote,na oxidada 

por a0entes reductores diferentes al o; se acampana de la 

captación de un protón por cada subunidact. Existen eviden 

cias de que el enlace imidazol¡¡to es el sitio de rrotonación 
-? 

ya que el anión peróxido (0 2 -1 riue se forma durante la reac-

ción del Cu+l de la enzima con el o;; es extremada~1ente bási

co y debe adquirir un protón antes de ~u~ 9ueda disociarse 

de la vecindad del ion Cu+ 2 : 

+ -----z::-- e u+ 2 + 

~= ha proriuesto que el puente imidazol de 1 a Hi s 61 en forr.la 

oxidada, es el orí9en de ese protón. 

La reacción que ejemplifica lo anterior se demuestra en el -

siguiente esquema: 
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¡{ 
CuOlH-N ... N-ZnUll +o; 

1 ~ 1 

r=< 
Cu(l)H-N ,,,N-ZnUll 

1 -....p 1 
+o; __ .., 

r=< 
Cullll-N.-.N-Zn!Jll + 
1 ~ 1 

Fsri11<>ma Mo. 2.3.a. "r.1ec<1nismo de reacción propue~ 

to para la desprotonación del imidazol" [e7]. 

Lil elucidación de este mecanisMo y la coflsideración de la 

cercana proximidad del ion Zn+ 2 al sitio del Cu+ 2 conduce a 

suponer que el Zn+ 2 jue0a un par.el importante en la enzima. 

Sin embargo, la separación del Zn+ 2 da un derivado con casi 

todos los sitios activos. De aquí que el Zn+ 2 funge como un 

estabilizador de la estructura proteica más oue como un age~ 

te catalítico de la enzima. 

Una variedad de met<1les complejos también pueden actuar como 

les SOD's. Se hAn rro~uesto otros dos ~ecAnismos para este -

tipo de re<1cciones. El primero de ellos se aser.eje. ill meca -
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nismo que opera en el caso de la SOD-Cu,Zn; por ejemplo, la 

reducción de un electrón de un ion metálico por el 02 segui

do por la reoxidación de un ion también metálico pero reduci 

do por otro o;;. 

M(n-1 }+ + 02 

El otro mecan i smc• involucra 1 a formación de un complejo su 

peróxido que se reduce por el otro º2· formando H202; 

M+n + o;; ,_.. M+n_ º2 
M+n_ º2 + o; M+n + º2 + H202 

Si un complejo metllico se reduce por el o; en una cantidad 

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

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

ble que el cc·mpl ejo actúe como una SOD para el primer meca -

nismo que se describe arriba. Existe un número de complejos 

metálicos que quizá caen dentro de esta categoría, especial

mente el ion acuoso Cu+2 • El segundo mecanismo, opera en el 

caso de diversos iones metálicos activos no redox, como el -

Zn+ 2 . 

-



CAPITULO I I I , 

F G S F A T A S A ALCALIMf'. 

Sólo con el ccrazón se puede 
vr .- bien, lo esencial es in
visible para los ojos. 

Antaine de Saint Exupery. 





93-

3.1 GENERALIDADES 

Uno de los atributos más sobresalientes de las enzimas es su 

especificidad de reaccionar, de manera que ten :;ólo e ier 

tos sustratos experimentan su acción y unicamente tiene lu 

gar un tipo de reacción sin q~e se produzcan reacciones lat~ 

rales o subproductos. Sin embargo, su grado de especifici _ 

dad puede ser muy variado. Algunas poseen una especificidad 

absoluta respecto a un sustrato determinado y no atacarán a 

moléculas aunque estén muy relacionadas estructuralmente, 

mientras que otra~ enzimas atacan a toda una clase de molé_ 

culas con un común denomi nadar estructural aunque 1 o hagan 

a Vélocidades ampliamente diferencierjas [re]. 

Por otro lado,, se. sabe que muchos microorganismos producen 

F.A. entre los cuales se incluyen: Bac..U'..f.u,¡ -OLLÓ.t-i..f'..i.6, A.ipe._'.!: 

9.i..f'..f'.u~ n-i.ge.Jr., Ba.c..<..e.eu-0 .f.-i.c.he.11.l60Jr.m-i.-0 [>t , u], E-0c.he1t.i<'l1.(r1 

e.o.e.<. [ .. • ,100], Ba.c..<..e.eu-0 -0.p. 

[•2]. En Bac.-i..f'..f'.u-6 <1.p. se ha 

[a• ,102], Rh.lzob.lum .eeg«m-<:no.iaJr.wn 

asociado Ja producción de F.A. 

con el proceso de esporulación observándose que ninguno de 

estos eventos ocurre en ausencia del Mn [102] sin embargo, 

se vi6 que la actividad de la enzima, se incrementa durante 

el periodo de desarrollo de esporas de este microorganismo 

[•• • 93 J. 
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3.2 CARACTERJSTJCAS DE LA FOSFATASA ALCALINA 

La F.A. cuyo nombre químico es ortofosf6rico monoéster 

fosfoh i drol asa [•, 'º" J, es una enzima que se emplea en 1 abo_ 

ratorios clínicos en el análisis de la secuencia de a.a. y 

experimentos en la clonación de genes [•, 1os]. Su P.M. en 

RhLzobLum le9umLno~anum WU 235 es de 78 500 D y por subuni 

dad es de 39 400 D aproximadamente. En la tabla 3.2.a. se 

enl is tan otras propiedades con más detall e de la F.A. de 

dicho mic1·001·ganismo [•2]. 

Tabla 3.2.a. "Propiedades de la Fosfatasa A leal ina de RhLzob.i.um legum.i11~ 

6CcJl.Wn WLJ 235" 

1. Po.so rn.oloculor sobro !lofodex 
G·l50. ' 

2. Peso molecular/ subLlnldod 
sobro geles SOS 

3. Punto lsoe1Jctrtco 

4. Km. poro p·nltrofenil fosfato 

~-Utilización do sustrato 

p-nltrofenil fosfato 

Adenoain monofo!'Jfoto 

Adenosln dlfosfofo 

Adoenosln trlfosfoto 

3-Ciclo odenosln monofosf'ato 

Cltldlna trlfosfoto 

Pir idoxomrno fosfato 

Piridoxcl fosfato 

Glucosa 6- fosfato 

Fructuoso 1,e difo5foto 

6- fosfogloconato 

Pírotosfoto 

. 78 "ºº 
39 400 
pH 5.8 

4.& K 10
5

M 

fosfornonoeste roso 
no especifico 

100 

78 

56 

29 

o 

8 

67 

62 

56 

36 

60 

20 



3.3 LOCALIZACION 

En Eachetr.LehLa colL la desrepresi6n de las c§lulas para la 

s'ntesis de la f.A. resulta por la acumulaci6n de cantidades 

sustanciales de la enzima en el espacio pcripl<lsmico, dicho 

espacio se demostr6 por el tratamiento de las células con 

lizosima, choques osm6ticos, remoción y dano a la membrana 

exterior, sin embargo, la membrana plasmática permanece in 

tacta por lo que resulta, la 1 iberaci6n de la F.A. al medio 

[•• ,., ] . Métodos inmunológicos más sofisticados también se 

emplearon para la localizaci6n de la enzima que parece estar 

uniformemente distribuida a lo largo del borde de las· células 

y no está presente en el citoplasma. En los microorganismos 

se une a la membrana [102]. Estudios in-vivo en SalmonelLa 

.t:LphLmutr.-í..um y P-1>eudomona aetr.ugLnoaa indican que 1 a F .A. de 

estas especies se asocia con el lipopolisacárido de la 

membrana externa [31]. 
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3.4 BIOSiflTESIS 

El mecanismo inicialmente propuesto para la síntesis de f.A. 

bacteriana puede explicarse debido a la transferencia de 

proteínas pcr transmembrana como ocurre en las células euc~ 

rióticas. La F.A. se sintetiza en el citoplasma como monóm~ 

ro inactivo que cruza la membrana interna para formar un dí 

mero en el espacio periplásmico y dar así origen a la enzi 

ma activa por el mecanismo que se sugiere a continuación 

[ • ]: El péptido "señal" es un residuo de a.a. NH 2-terminal, 

predominantemente hidrofóbico, el cual efectúa la interacción 

de la proteína con la membrana. Las interacciones con pro_ 

teínas de membrana pueden generar un poro de transmembrana 

que pe1·111ite la penatraci6n directa de la protP~n~ naciente 

desde el citoplasma. Siguiendo el pasaje a través de la mem 

brana el péptido "señal" se separa de la forma de pre-enzima 

elongada en la proteína madre por una proteasa. El aislamie_r:i_ 

to de una proteína cuyas propiedades corresponden d las cara.f_ 

terísticas que se postulan para una pre-enzima in-vitro sy 

gieren fuertemente que el gene estructural responsable de 

la síntesis de F.A. es el pho A, que se localiza en el mapa 

de unión 8' de E<1che.1Li.clti.a ca.e..¿ [01] cuyo producto sólo se 

sintetiza en células bajo condiciones limitantes de fosfato. 

La regulación de esta biosíntesis es compleja y ~ún no bien 

esclarecida, pero se sabe que intervinen dos genes regulad~ 

res positivos pho By pho M y un terce_ro, el pho R, que ta_l!l 
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bién es regulador, ejerciendo un control tanto positivo 

como negativo sobre la expresión del gene pho A de acuerdo 

a la concentración de fosfato disponible en el medio de cr~ 

cimiento. Otros genes que también se involucran en el tran~ 

porte de pi son pho S, pho T, pho U y pst ejercí endo un con 

trol negativo indirecto sobre la síntesis de F.A. [~,31 ,S?]. 

La existencia del péptido "señal" proporciona las liases PE.. 

ra la integración coherente de una variedad de observacio_ 

nes experimentales relacionadas a la biosíntesis de F.A. 

La secresi6n de la enzima dentro del espacio periplásmico 

depende del estado físico de la membrana. La secuencia de 

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

1a dimerizaci6n y E1 subsecuer1te ~eLue&Lr·o d~l i0n met~lico 

para que aquélla aparezca en el espacio periplasmico, todavía 

no se definen [31]. 

La F.A. se forma solamente ¿uando la concentración de Pi 

es limitante en el medio (10 mM Pi/mol o menos)' [1os ]. Este 

es de gran importancia porque es el punto preciso (también 

llamada señal precisa) para que la enzima empie1:e a sintetj_ 

zarse en cantidades sustanciales a una velocidad máxima. 

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_ 

rp1e en algunos microorganismos como Ba.c..i..t.eu.-0 -0u.b.t.U.-l-0 esta 

enzima si se produce en el proceso de formación de esporas 



-98-

a pesar de la presencia de Pi [••]. 

Por otra parte, su síntesis en BacLLLu6 6.p se inhibe tata} 

mente por la ¡:resencia de Pi, glucosa [ 10•] y ortofosfato 

[os] y para BacLLLu6 6ub~¿¿¿6 la privación de Pi en el medio 

de crecimiento deprime la síntesis de esta enzima [s•]. 

Se sugiere que el metabolismo de los CHOs regulan 1 a sí n 

tesis de F.A., ya que· esta enzima tiene entre otras, algunas 

funciones sign.ificativas en el metabolismo de aquél los en las 

bacterias E6cheJúch¿a coLL y Bad.LLu6 6ub~LLL6. El efecto que 

ejercen las fuentes de carbono en la síntesis de esta enzima 

es específico. Según resultados experimentales indican que 

el iactato causa una represión sobre la F.A. y la giucosa 

conduce a la depresión de la síntesis de ésta. 

Investigaciones recientes, sugieren que la enzima no se pro_ 

duce en ausencia del ion manganeso y tampoco el proceso 

de esporulación [es], sin embargo, si al medio de cultivo 

después de 24 horas de la inoculación se le adiciona Mn sólo 

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

La secuencia de a.a. del monómero de la F.A., todavía no se 

esclarece totalmente, por lo tanto dicha secuencia y compQ 

sición de a.a. muestra que cada mon6mero contiene a~roxima_ 

damente 425 residuos. El P.M. que se calculó para esta se 

cuencia es aproximadamente de 40 000 a 43 000 D por lo que 

el P.M./dímero fluctúa en un intervalo de 30 000 a 36 000 D 

[•>].La composición de a.a. de la enzima se determinó de la 

siguiente manera: Gl i y Al a, corresponden aproximadamente al 

251.. de los 425 residuos de a.a. de la subunidad. La fracción 

de residuos acídicos esta compuesta por Asp y Glu. Estos cu~ 

tro residuos de a.a. (Asp, Glu, Ala y Gli} constituyen el 

40~é de los a.a. de la erzima. También se demostró que el n_Q 

mero. de residuos de Pro es de 20/subunidad. Los tres "·"· que 

se localizan en las vueltas ¡; : Pro, l\sp y Gl i, constituyen 

el 30~<: de la secuencia dE la F.A .. La subunidad contiene cu~ 

tro residuos de Cis, que forman dos intrasubunidades entre 

lazadas y así contribuyen a mantener la estructura terciaria. 

El Trp 4, la Tir 1 y la His 8 son residuos que se emplean 

como pruebas espectroscópicas de RMN de la enzima. 

La estructura secundaria de la enzima, basada en el análisis 

del espectro de o.e. de la F.A. nativa, corresponde a una 

gran estructura /l con poca contribución de componentes " 

helicoidales (10~) paces elementos de la estructura secunc'a 

ria pueden detectarse en el mapa de densidad electrónica más 
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o 

reciente c'e la enz irnc a una resolución de· 3 1\ como se mue·E_ 

tra en la siguiente figura 

Figura 3.5.a. "Mapa de densidEd elctrórica de la fosfatasa 

alcalina a 3 ;. Las secciores mostradas son ~erpendic~lares 

al dc-b1ez de 1u ;~otac.-iú11 dxial (o) y aproximcdamente par~ 

lelo a la longitud ax i al de l a es t r u c tura el i p so i d a·1 . 

El cor.torno dél ma-pa rruestra el enlace rrolecular a su 

mlximE extensión er dos dimensiores en ur plano ~undido 

q~'edandc justamente abajo las posiciones del Zn+ 2 [22]. 
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La estructura no está eficientemente determinada para permi 

tir un cambio continuo en el esqueleto del polipéptido. La 

e~tructura cristalina sugiere que la enzima se compone de 

bandas y regiones "irregulares". 

No ha sido 1Josible determinar completamente la estructura de 

la vuelta f3 de la proteína en el o.e .. El elemento tetra_ 

péptido de 1 a vuelta ¡; se conoce como el principal contri_ 

buyente de la estructura secundaria del promedio de protei_ 

nas. 

La elevada proporción de a .a. en la F.A. conduce a adoptar 

la conformación de la vuelta f3 Es posible que los compo _ 

nentes estructurales ordenados estén presentes en las canti 

dades estimadas, pero no los continuos estiramientos a-hg 

licoidrlles o ,{!-1amin¡i¡-es. S1 los e1ementos estructurales se 

interrumpen periódicamente por las vueltas /3 o por remiendos 

de la estructura irregular, el mapa de densidad electrónica 

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

El dímero de F .A. en estadc nativo es elipsoidal con dimen 

siones moleculares aproximadas a 50 ~ por 60 R por 100 R 
La cri stJ.1 cgrufía de R-X de la enz in1n a resol uci enes de 3 y 

6 R indican que las sutunidades de las enzimas no ligadas 

est§n dispuestas simétricamente en una doble rotación axial 

lo que indica que en el dimero, los monómer6s son idénticos 

química y topológicamente. 

La es true tura ter c i a r i a que se ex ami n ó por D . e . de l a región 

aromitica es relativamente insensible a cambios en la caneen 

tración de iones hidrógeno, sufriendo sólo perturbaciones mi 

nimas a pH de 4.0 y 9.0. Abajo de pH 4.0 el dímero de la en_ 

zima se disocia y se desdobla adootando una conformación en 

rrollada al azar. La disociación del dime,ro parece requerir 

la liberación de iones metil icos indicando que estos iones 

juegan un papel importante en la conservación de la integri_ 

dad de la estructura cuaternaria. La remoción de los iones 

metllicos a pH neutro no altera mayormente la estructura te~ 

ciaria de la enzima. 
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3. 7 FUNCION 

Es una fosfomonoesterasa ne especifica con actividad de pir~ 

fosfatnsa ["l. la fun.:ión de la F.A. es suministrar a las 

célu 1 as Pi 1 iberado a partir de la hidrólisis de compues 

tos orgánicos fosforil ados disponibles bajo condiciones 

de esca ses de fosfato [ •]. 

3.8 PROPIEDADES Y SITIOS DE UNION DEL ION METALICO EN LA FDSFATA 

SA ALCALiflA 

la F.A. es una metaloenzima q1·e se cnca;·ga úe transferir gr_!! 

pos fosfato y en su estructura molecular contiene un ion 

metálico (Zn+ 2 ) el cual se une estrchamente a ella. El núme_ 

ro de iones que se unen a la enzima na·trva parece variar en_ 

tre 2 y 4/dímero; sir. embargo, se sabe que sólo dos iones 

Zn+ 2 se involucran en la actividad catalftica de la enzima. 

Aunque a pH neutro y !JO r arriba de éste, la enzima pu e.de 

unir hasta 6 iones Zn +2¡ dímero [31,92]- Por otro lado se sabe 

que 1 os iones metál icos por lo regular se disocian y si se 

excluyen rigurosamente de la preparación de la enzima, su 

actividad cesa. Sin embargo, esta enzima puede restaurarse 

por la readición del ion metálico [J1 J. 

A través de estudios estructurales cic la enzima se vió que 

los sitios de unión Zn+ 2 pueden ser reemplazados por iones 

metálicos divalentes dF.l c¡rupo JI B (Cd+Z y Hg+ 2 ), TI A 
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( M g + 2 y e a+ 2 ) y por ú 1 timo 1 os iones d i va l en r. e·,, de l a p r imt:_ 

ra fila de transición en los que se inc·luyen: Co+ 2 , Ni+ 2 , -

Cu+ 2 y Mn+ 2 (principalmente) [31 ,n3]. Por evidencias estruc 

turales) se r.ree que tanto el M'J+ 2 como el Ca+ 2 esttin invo_ 

lucrados en su función biológica, sin embargo, las enzimas 

muestran una variación en su respuesta a los iones metálicos, 

pues a menudo el Mg+ 2 proporciona una actividad mayor y el 

Mn+ 2 se puede sustituir facilmente en algunos niveles de ac __ 

tividad mis bajos, pero también se confirmó que bajo estas 

condiciones el Ca+ 2 puede inhibir la actividad y si éste en 

algunos casos puede llegar a activarla, entonces el Mg+ 2 la 

inhibe. En cualquier caso los requerimientos del ion metálico 

es apto Pn cualquier di~turbio. 

Por otro lado, la influencia de los iones metllicos sobre 

la actividad puede ser enmascarada por interacciones con el s1i.§. 

trato o con las impurezas en la preparación de la enzima o 

con si ti os de unión secundarios sobre 1 a misma enzima, ge.._ 

neralmente hay una concentración óptima después de la cual 

los iones metálicos tienen un efeito inhibitorio y éste es 

diferente para diversos iones metálicos [>•, •>]. 

Los iones Zn+ 2 [22] pueden ser removidos con agentes quela_ 

tantes entre los cuales podemos mencionar: resina, CHELEX, 

EDT/\, 1,10-fenantrina, 8-hidroxiquinolina, ácido sulf6nico 

y nitrilotriacetico. La acción de dichos agentes van a generar 

a la apoenzima, la cual por dete~minaciones estructurales se 
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v i 6 que puede un i r· un a se r i e de i o ne s d i va 1 entes ta 1 es como : 

Mn+ 2 ~ Co+ 2 , Hi+ 2 , cu+ 2 y Hg+ 2 la fuerza de unión del ion me 

tál ico hacia los sitios más lábiles decrecen en el siguiente 

orden: Cd+ 2 ~ Mn+2 )zn+ 2 )co+ 2 >rn+2 _ 

Ahora bien la F.A. presenta algunas propiedades tales como 

su estabilidad, la cual se refiere a la capacidad de la pro_ 

teína para mantener la estructura tridimensional nativa sobre 

perturbaciones físicas o químicas [01 J- Otra de sus propied2. 

des es la resistencia a la desnaturalización química ya que 

a altas concentraciones de sulfato de dodecil de souio no se 

observa pirdida de la actividad y no hay evidencia de una a! 

teración estructural. Por último es resistente al calor puesto 

que soporta hasta BOºC durante 5C mi~uLus. 

Por otra parte, tambiin se observó que los iones metdlicos 

Zn+ 2 y Mg+ 2 contribuyen a la estabilidad de la F.A. y se s~ 

giere que el Mg+ 2 retarda la pérdida de la acti\,idad a tem_ 

perdturas altas y que el Zn+ 2 estabiliza a la proteina de 

la desnaturalización qulmica. El mayor grado de estabiliza_ 

ción en este caso se debe a las dos uniones catalíticas de 

los iones Zn+ 2 . 
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3.9 ESPORULACION Y FOSFATASA ALC/\LP'A, PAPEL DEL IO!l Mn 

Reporte previos, de estudios de RMN indican que cantidades 

traza de ciertos iones metál ices son indispensables para la 

esporulación de varias bacterias formadoras de esporas [111]. 

Por ejemplo, el Fe+ 2 y el Zn+ 2 incrementan la esporulación de 

CacLfLu~ coagulan-O variedad :thenmoaeLdunan6 [••], mientras 

que el Mn+ 2 tiene c!os funciones importantes tanto en el ere_ 

cimiento como en el proceso de esporulación. Durante el ere_ 

cimiento logarltmico, GacLflu-0 6ub:til-i.6 mantiene un conteni 

do relativamente constante de Mn+ 2 intracelular que está en 

función de la concentración de Mn+ 2 extracelular; una segun_ 

da fase de la acumulación de este ion metálico, empieza casi 

Rl mismo tiempo que oe inicia Ja esporulación [•2] de varios 

microorganismos ta 1 es como: Bae.U'.lu-0 lLehe.it-i.6 onmL-O, Bae.Llluó 

-0ub:t..i..-f.-i..!> [32 ,3•, ••, 10], Bae.¿.e.eu.6 man.i.nu.-0 SG-1 [••, ••], 

6aréf.fu6 ~-P RK-11 [102], Baeie.lu-0 -0.p [••], Bae.i.llu6 eaag-'=' 

l«116, oac.; . .<:.tu-6 6a6:t.i.d.éo6116 y BacLllu6 me.ga:ten.lum [2,.,, ••]. 

Las tres Dltimas especies requieren mayor cantidad de Mn+ 2 

para producir esporas muy resistentes al calor [2,es]. Aun_ 

que en un estudio se realizó con Baeillu-0 maninu-0 SG-1 se 

demostró que dicho microorganismo, puede formar esporas en 

ausencia dE·l ion metálico (Mn+ 2 ) [••]y sólo se lleva a 

cabo este proceso cuando se encuentra en contacto con super __ 

fieles sólidas como arcilla y sílica [••].Todas las demás 

especies requieren mJs Mn+ 2 para el proceso de esporulación 

oue para el crecimiento vegetativo [••]. Además durante la 
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esporulación el Mn+ 2 intrac~lular se une de ·tal manera que 

no S>e libera ni por la acción de tolueno ni por la J;sozima 

(agentes qu fmicos). 

Por otra parte, Kelly y colaboradores (03 , .. ] demostraron 

recientemente que la producción de F.A. de Bo.c.-L.el.u,,s -6.p 

RK-11, se asocia con el proceso de esporulación y que nin 

guno de esos eventos ocurren en ausencia del Mn+ 2 , aunque 

la rroducción de F.A. y esporulación no siimpre es directa, 

se cree que los tres factores: ( acumulación del Mn, produs_ 

ción de F.A. y esporulación) gene1·almente se unen. Sin emba.r 

go, la regulación de la producción de la F.A. es mu.Y comple_ 

ja y i.odavía no se establece si esta enzima se requiere para 

el proceso de esporulación o si es un subproducto del mismo 

[so"º']. 



CAPITULO IV, 

e I T o e R o M o s 

"C~eo en Dios cerno el ciego 
cree en el sol, no porque lo ve -
sino porque lo siente" 

Hellen Keller. 
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Flavoprorelna mediadora 

C. CITO CROMO - INDIRECTO 

Nlcotinamido 
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J 1 Flavln mediador j ~ 
-, --C~fl~o-er_o_m_o_s __ 

o otro• 
aceptares de HidtÓgeno 
dentro de lo célula 

~ 
Oxidoso 1 
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4.1 GENERALIDADES 

Las reacciones de óxido-reducción son de las más caracterís 

tic as del mctubolismo. Muchos de los cambios de estructura 

molecular necesari 05 para la formación de materiales celula 

res tienen lugar al oxidarse y reducirse enzirnáticamente 

los compuestos de que se nutre la célula o los productos de 

su metabolismo intermediario [••]. 

Todas las oxidaciones biológicas consisten fundamentalmente 

en una pérdida de dos electrones y de dos protones simul_ 

táneamente por parte del sustrato, y la reducción de un 

compuesto orgánico en la adición de dos Ple~trones y de do~ 

protones· (es decir, dos átomos de hidrógeno). Así las óxido

reducciones biológicas son de hecho reacciones acopladas de 

hidrogenación-deshidrogenación en las que el sustrato oxida_ 

ble es el donador de hidrógeno y el asente oxidante es el 

aceptar de éste [••,ea]. 

Los organismos aerobios y araerobios fac~ltativos tienen su 

principal fuente de energía en la respiración, desarrollan_ 

do un sistema completo de transporte de electrones; para el 

primer caso, aquéllos circulan desde el DPNH (o directamente 

desde algunos sustratos tales como el lactato o succinato) a 

una flavoproteína y de aquí, a través de algunos citocromos, 

se dirigen al oxígeno molecular (0 2 ), que quioda reducido y 

se convierte en agua. En el segundo caso, el aceptar final 

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

r i o r s e r.; u es t ,. a en l a s i g u i e r te f i g u r a [•a ] . 

SUSTRATO 

1 
".1º"2 

FLAYOPROTE ll/A 

1 
1 

C OEllZ 1 MA Q 

/ \ 
e; lb556 e i trsso 

e~~- e: Clt.o 

j ¡ 
º2 º2 

(bJ (a) 

SUSTRATO 

l 
NADll 2 

l 
FLAYOPROTE !NA 

¡ 
C DEtlZ l MA 

l 
Cit.b 

l 
Ci t.c 

"f' 
ºz 

Pn..<rncoccu.& 
de1i-ltA.l6..ica1t4 

Q 

SUSTRATO 

¡ 
NAOH 2 ¡ 

FLAYQPROTE 11/A 

i 
M ENAQU ltlONA 

j 
e it.b 

l 
1 

Ci t.c 

/ ~ 
clªJ 

r 
ºz 

Al(c1¡oc:ocr.11& 
.t.y.so1le.ilL-CicUJ 

Cit.o 

¡ 
º2 

Figura ilo. 4.1.a. "Componentes de la cadena respiratoria de 

tres bacterias. la cadena de E-1;chek-i.clt.¿a coJ'.,f_ se ramifica para 

esta bacteria cuando: (a) crece en condiciones aeróbicas y 

(b) bajo condiciones limitadas de o
2 "las cadenas de Paka 

contienen 

cltocrornos del tipo a, /1 y e [ 43 ] • 
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Los sistemas de transporte de electrones tienen dos funcio 

ne: básicas: 

' .. _aceptar e 1 e et rones de 1 donadcr y :ransferirlos al aceptar 

2. Conservar parte de la enerpTa que se libera durante la 

transferencia electr6nica realizando la s,ntesis de ATP. 

Los corn~onentes fundamentales de estos sisteras son las fla 

voproteínas y los citocromcs que actüan como transportadores 

de protones y electrones respectivamente. Las flavoproteí 

nas son prote,nas que contienen un derivado de la ribofla 

~i~a; la pcrci6n flavfnica! que está unida a una prote~na, 

es el grupo ·pros~~tico, que queda alternativamente reducido 

al aceptar electrones y cxiaado cuando los cedP. Los cito 

crorros son anillos de porfirina con fierro unidos a protei 

nas, sufren oxidación y reducción a trav€s de la p§rdida o 

ganancia de un electrón por átomo de fierro que se situa en 

el centro del citocromo [12]. 

El traspaso de electrones a lo largo de la cadena de cito_ 

cromos ser,a un proceso innecesariamente complicado si se 

tratara solamente de permitir su aceptación final por el 

o2 , por el contrario sirve a otra función en donde esta tran2 

ferencia está acoplada o ligada con la producción de enla 

ces fosfato de alta energ,a, de lo que resulta la fosforil~ 

ción oxidativa [e4]. 

Se preiurne que un catalizador, asociado con el sistema 
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transportador de electrones, se fosforila y transfiere el 

grupo fosfato a ADP. El catalizador, as'f renovado, puede el! 

tonces reaccionar nuevamente con el Pi. Este mecanismo sería 

análogo al de la fosfori1ación a nivel de sustrato, como pu~ 

de verse en el siguiente esquema: 

Catalizador 
red u e ido 

ADP A TP 

sus trato 
oxidado y 
fosforilado 

~ 

.<\DP ATP 
'\. / 

sus trato 
oxidado 

catalizador a ~ catalizaoor a 
oxidado y fosfo oxidado 
rilado -

Catalizador b catalizador b oxidado __ .,..._ ______ reducido 

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

a nivel de sustrato y catalizador" [s•]. 
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Se sabe que algunos de los sistemas de transporte que inte~ 

vienen en la oxidación del OPNH por el oxígeno molecular 

puede producir tres moles de ATP/ cada par de electrones 

transferidos [••]. 

4.2 MECANISMOS DE LA TRANSFEREílCIA DE ELECTRONES EN PROCARIOTAS 

En primer lugar, la oxidación del sustrato se lleva a cabo 

por medio de una enzima llamada deshidrogenasa que contie _ 

ne a la coenzima OPN o NAO la cual se reduce a DPNH o NADIL 

El DPNH se reoxida por la acción de una flavoproteína que 

contiene el grupo prostético FAO, que puede oxidarse y re_ 

ducii-sc r:::vers iulemente. El FAD de la flavoproteína se red.!!_ 

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

ecuación: 

DPllH + + F.1\0 + 

El FADH 2 de la flavoproteína se reoxida al transferir sus 

electrones al sistema de los citocromos. Un tipo de citocr_Q 

mes acepta, uno a uno, los electrones del FAD reducido. Co_ 

me la oxidación del FADH
2 

es una deshidrogenación, la tran2. 

ferencia de cada electrón se acorr•paña de la 1 iberación de un 

ion hidrógeno: 

+ 
+' 

2 Fe "' ------- FAD + + 2 Fe+ 2 
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Los electrone~ se transfieren posteriormente de este cito_ 

cromo a los componentes siguientes de la cadena, hasta que 

el ültimo de ello!, la enzima especial llamada citocrom0 

oxidasa, los cerle al oxígeno. El ion Fe+ 2 de e!ta enzima se 

reoxida por el oxígeno mol ec~lar, que se reduce durante el 

proceso de acuerdo a la siguiente ecuación: 

4 Fe+ 2 + -----lD>-- 4 Fe+ 3 + 2 o~ 

Los átomos de oxígeno reducido reaccionan con los protones 

(H+) para formar agua: 

o + 

La figura 4.2.a. muestra esquematicamente el funcionamiento 

de un sistema de transporte de electrones. 

sus1anciVAoH2 ........ A__ 
s;esd~ºc:~~:a NAO 

ADP+Pi ATP 

FAO 

Flovoprololna Coenzlm~YCyf.b 
FMN~oOH2 Fe

3
' 

FMNH2 CoQ~fe2 • 
FADHz H• 

ATP ADP+P 

AOP+ PI 

ATP 
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4.3 ESTRUCTURA Y PROPIEDADES 

El sistema de citocromos está compuesto por una serie de pr_Q 

teínas conjugadas, cada una del as cuales tiene firmemente 

unido un arupo ferro-porfirina llamado hemo y que constitu_ 

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

Figura 4.3.a. "Estructura del gru~o hemo" [••]. 

El estado de oxidación del fierro puede ser +2 6 +3 pudien_ 

do oxida1~se o reducirse; reversibl er.iente si se pierde o ace_e 

ta el l~Ctrones [ 1 ~, 4:J, s s], como se ohsP.rva en 1 rt s i~u iente 
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reacción: 

+e 

-e 

de aquí que la importancia de los citocromos radica en su 

capacidad para actuar como intermediarios redox en la tran~ 

ferencia electrónica. 

En el grupo hemo los cuatro 1 i~antes de la porfirina forman 

un complejo de cuadrado plano con el fierro como se demues 

tra en la siguiente figura: 

X 
1 

/"'l:.// 
N_/,~j 

X 

Figura 4.3.b. [7o]. 

Si las posiciones quinta y sexta de coordinación del metal 

perpendiculares al plano de1 anillo de porf·irina se encuen 

tran ocupadas por restos de a.a. esrecíficos de la~ porfi_ 
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rinas, la estructura resultante es un citocromo, lo cual 

se d~muestra COP la sig~ie~te figura. 

COOH 
1 

CHz 
Hcrno (:Ui'Hl porfirlnoJJH 

2 

N-hfstidrna -- - -

H 
H3C"-.f 

- - - -N-hlstldlna 

,......... jº '"• ,,/º\ 
~ S·c~tolna 

~minoÓeido ----Am 1 no Ó e Ido/ 

:=igura No. 4.3.c. "Estructura del grupo pro:.tético (porfir1 

na) hemo del citocrorno-c, indicandc el rnodc· en que se cc·nef. 

ta el grupo pr-nstético a la apoproteína" [12]. 

Y por lo tanto este tipo de citocrornos no pueden unirse a 

1igantes tales como el oxfgi;;no, CO o Ctl-; sin err·bargo, una 

excepción a ésto lo constituyen los citocrornos a 3 de Bacl_ 

llua 6ubtll¿~; a 1 de AcetDbactcA pa6teunlanum, a 2 de PAoteu~ 

vulgaA¿6, c 3 de Vc6ul6o~lbnlo de•ul6uAlcane y/o Acetobac~en 

<>ubox.ldavó que dEbidc a su furción tiológica se unen norma! 

nwnte al ox1gero [10 ,ee,,1•]. 
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David Ke11 in en 1930 trabajar,do con levaduras ["] y cqn 

músculos intactos de insectos [10 ,,,a], descubrió espectro.?_ 

cópica~ente que los citocrornos estaban constituidos por 

tres componentes diferentes a los cuales designó como a, b 

y c. [12 ,aa,,o3,tta] de acuE·rdc-. a sus bandas de máxima absor 

ción. Así el citocromo a. absorbe a una longitud de onda m:iyor· 

y el citocromo c. a una menor [10]. Cada tipo de citocromo 

en estado reducido exhibe tres bandas de absorción caract~ 

rísticas en el espectro visible:"', /l, y p, también llama 

das band~s de Sóret, ello da ldgar a una serie de diferen 

cias en el espectro de absorción, que se identificaron en 

forma erbitraria corno a.1 , a. 2 ; etc., lo cual se ejemplifica 

en la tabla 4.3.a. o también según su punto máximo de abso~ 

ción por ejemplo c. 551 [zs]. 
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Tabla ll .. 3.a .. 11 Algunos _ci.tocr.omo..:; d'2 bacteriJs" 

~ -~--·-

C ITOC ROMO ORIGEN M.~XJMOS REDUCIOOS 

DE ABSOQ.C TON 

"' ¡; ,. 
1 º-1 

E 6 C'.hen-<.ch.la. e.o.U. 590 ... . . -

a.2 l\zo.tobae.te.h v-lne.tand-i.. 652 629 460 
P.6eudomona.o 

bl Eóc.l:.c.h.éc.11.i_a e.o.e.,¿ 560 530 426 
Azo.to bac..te.Jz.. 

ú562 E ó c/1c.h.i_c.f1.i_a. c.o.f..i_ 562 532 427 

o Eóc.ltc.h.i_eltü< c.o.f..i_ 568 . - . ... 
Ac.c..tobac..te.h 

"-2 Rhodoóp.i_h.i_.f..C.tLm hubh.um 550 521 416 

C.3 Ve.óu.C.{:ov.i_b1¡_.i_o ri e.~ :..:.f. hu<..Lc.a1u, J 552 522 41D 

"-4 Azo.tobac..tc.h 551 522 413 

"-5 Azo.to bac..te.h 555 5?.4 1\ 12 

"-551 P.s eu.cf.omona..& 551 521 41G 

C.552 ChJt.oma:t.i.um 552 523 41G 

Ci.;tOc_J¡_Qmo.[de. 
c. J7.hodo.sp.l1r.-<..f..tum JtubJium 56!) ... 424 

C.i_.toc.komo.i.dc. 
c. Cli1to111a:t..i...um 565 ... 426 

b4 Hc.moplt.i_.C.lló liJ-Í.C.lf..DC.OC.C.LUl 354 521 413 



-121-

Aparte de sus espectros, se conoce poco acerca de 1 as pro_ 

piedades de la mayor parte de los citocromos bacterianos, ya 

que hasta la fecha algunos citocromos del tipo e y a se 

han logrado obtener con suficiente grado de pureza para po_ 

der determinar su potencial de óxido-reducción (véase tabla 

4.3.b.). Se conocen varios citocromos que difieren en sus 

potenciales como lo muc~tra la siguiente figura : 

·0,32 NA~O 

~ 
-0,IZ 

:>:. 
.¡¡ 

l t 0.12 
~ 
.: . + 0.22 

Flovoprotelna f"lal/opr•t•lnn. 

······~··•••! 

.....---....... 
/ "\ 

Clt b Clt b 
C r•du~ldO) to..tdadol 

Cltc.~ltc 
t o.wldodo» (reducido) 

o. i'0,29 
~ 

Cdll Cita 

'"e_;}"' 
~ 

+o.sz o t\, o 
Figura 4.3.d. "El sistema integrado de citocromos que con~~ 

ce a la oxidación del NADH por el ºz· Lo=:. electrones son p~ 

sacios de los componentes más electronegativos a los menos 

electronegativos, quedando cada uno sucesivamente reducido al 

aceptar electrones y oxidado al pasarlos al componente siguie.!J. 

te. [12] 
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Tabla 4.3,b. '.'Propiedades de los c1tocromos bacterianos" 

Citocromos Organismos E' º 
(V) 

a. B ac..lllu-0 -O u b:t.ll.l.6 + o. 23 (?) 

ª1 Ac.e;to bac..;teJt pa-0;teuJL.la11um ? 
PJto.;teu.6 V u..t9 CllL.l-0 , etc. 

ª2 PJto;teu.6 vu..tg a.Jt.l-O ? 
E-0 c.heJt.lc.li.la c.ol.l 
AeJtoba.c.:teJt aeJto g en.e.6 , etc. 

ª3 Bac..ll.tu..6 -0ub;t-lLU. - 0.3 (?) 
Sa.Jtc.ú1a lu.;tea. 

b Th.lo ba.c.LC.lu.-0 -Op. ? 

bl M.i.c.Jto c.oc.c.u..6 de11.l;tJL.l 6 .lc.an.6 ? 
P1.>eu.domo11a..6 d e.11.l:l:Jt.l 6 .i.c.an-0 

b4 Bac.;teJL.la.-0 ha.to.to .tena.11.<.e-0 ? 

c. P-0eu.domona. a. eJtu.g .ln a -0 a. + 0.25 

c. C hJto m at.lu.m V + 0.01 

C:1 P -O eu.domo na. a.eJtu.g .lno -0 a + 0.23 

C.2 Rho da -O p.lJL.ll.tu.m 1tu.b1tu.m + o. 32 

C.3 Ve-0 u..t 6 o v.l bJL.la de.-0 u..t 6 u.Jt.lc.an.6 - 0.21 

C.4 Azo;to ba.c.;te.Jt vü1 eland.l.l + Q.32 

C.5 Azo.;to ba.c.;te1t vü1 eland.l.l + Q.30 

o Ac.e;to ba.c.:tc.Jt -011.bo x.yda.11-0 ? 
M.lc.1to e.o e.e.u-O pyo gene'-> 
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Un citocromo puede transferir electrones a otro que tiene 

mayor potencial de óxido-reducción, y puede aceptar el ectr.Q 

nes de un citocromo más reducido [12], por ejemplo Haeir·ophl, 

lu~ pa~aln~euenccae tiene varios citocromos que actaan 

como una cadena de transporte ce electrones en virtud de sus 

diferencius de potercial ["']. 

Los sistemas ci tocrómicos ée las bacterias son de una dive_r:: 

sidad extraordinaria; comprenden tanto citocromos semejantes 

a los de las eucariotas como citocromos tipicamente bacteri~ 

nos, los cuales pueden incluirse en los tres grupos clásicos 

(a.. b y e); dichcs sistemas se asocian formando una gran v~ 

riedad de combinaciones, como se demuestra_ en la tabla 4.3.c. 

[ss]. 
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Tabla 4.3. c. "Citocro1~os bacterianos" [ea) 

Bacterias Componentes citocrómicos 

l. Aerobias estrictas o facultativas 

Bac.iltu~ &ub.t.i.l¿4 

Sa1tc.J...11a .tu.:te:: a 

~l.i.C.ll.Ol'OC.C.lt-6 pyog e.He-.'i 

,\f..r~c 1io e o c. e.ti t. d e.11.i_ .t1c..i.. 6 -le. a.no 

Ace:touac.teJt .6uuoxudcuL~ 

t\ce.:toúnc.-tell pa..6.teuJ: tanum 

Ac e..:toúac..-tcA pe.1to x yda.;i.~ 

Azo:tol1a.c.t:.r1L v-lnc.l2a11d..i...i. 

Ac.11obae.teJt acuwgenu. 

f: .'icl1e.1I.~c f1J...n c.ot.L 

Pó eudomana ~.[u.o.1c. 6 c.e11-.'i 

Th.iobae.iP C.tt& de11.<..:t1L.Ló.ic.cu1~ 

TÍt.iuhac..(..f.Lu.~ X 

N.i. t1ro úa.c:t. ~_,..~ 

N.L;t1Lo-0omona-0 eu1wpe.a 

f(yd1t.u9 enomo11a.t. cu;t.'toplia 

z ymomo HQ-0 mo o.¿f..Ló 
S.tlU!.pA':oeoccu.!i 1íac..Q e.dé'. .é .'i 

11. Anaerobias estrictas 

a, a 3' 6, c., e_ 1 

"· ª3' l>, e 

a, b, e' o 

61, e 

6, e, e_ 1. o 

ª1' b, c., c.1 

ª1 1 ª2 1 ª4 161 c., el 

ª1 1 ª2 16 1 1 c.4,c.5, o 

"1 • ª2· b J. o 
ª1' ª2 1 6 1, (J 

º1' ª2 1 ól, c., c.l 

ª2 • e 

ó, "-sso• "ss3• 0 557 
a., e 

ú, e_ 

11 2 , b, e 

nada de citocromos 

Ve.4ul6ov.ib1i.lo deJu.<'.óll'r.iC-"UI·~ c. 3 
C f:Jr.oma.t.i.um V e_ 

Cli.f.oJr.ob.ium t.lm.¿c_o.f.a c. 
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proteínas que tienen pequeñas similitudes además de uno o 

más grupos prostéticos hemo covalentemente unidos. 

A través de métodos crsitalográficos de alta resolución, los 

citocromos se limitan a una subclase de moléculas que gene_ 

ralmente se clasifican como: 

a) las que consisten de una s61a cadena polipeptídica dE 85 

a 135 residuos conteniendo un grupo prostético hemo covale~ 

temente unido cerca del NH 2 terminal. 

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

axial. 

c) Las que poseen potenciales relativamente altos de óxido

reducción en el rango de+ 150 a+ 380 mV [••]. 

La tabla 4.5.a. mue5t.-o. 1u.: propiP.dades de los citoc;omos 

tipos e bacterianos que caen dentro de estas tres clasific~ 

;:iones. El potencial tiene un intervalo de + 0.38 a - 0.22 V. 

y hay marcadas diferencias en las posiciones de las caract~ 

r 'is t.i e as de 1 os máximos de 1 a banda { " ) . A 1 g un as de 1 as p r~ 

paraciones de los citocromos tinen r-untos isoeléctricos ácj 

dos o neutros y otros son básicos. Los P.M. se encuentran en 

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

tienen un sólo grupo hemo, pero algunas contienen 2 ó 3 

hemos y en diversos casos también haY un grupo flavín pre 

sente. Todos los citocromos del tipo e absorben a una longi 

tud de onda en un intervalo de 550 a 560 nm (•1]. 
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4.4 1DEFINICION_, fUNCION '("LOCALIZACION. 

Los citocromos son un conjunto de compuestos que se distri_ 

buyen ampliamente en las cllulas que consumen oxígeno y su 

fur.ción es la de transportar el ectror:es [ 10> J. Todas las b~ 

terias aerobias estrictas y anaerobias facultativas poseen 

cadenas respiratorias de citocromos que aseguran la reoxi 

dación de las enzimas flavínicas y piridínicas por el oxí_ 

geno. En los procariotes el sistema de transporte de electrQ 

nes está unido a la membrana o bien son una parte integral 

de ella. ya que cuando se aislan membranas completas, todos 

los citocrom:1s se encuentran en esta fracción [12 ,ae]. Sin 

embargo, recientemerte se demostró la presencia de tres ci 

tocromos en el espacio peripl ásmico de Pa..rc.a.coccll-!. de11-i..t1Z.-i.6.:{; 

c.a.n-!. [so] • 

4. 5 'TI.POS DE CITOCROMOS. 

4.5.1. CITOCROMO e. 

Un citocromo tipo e. se define como una r-roteina que tiene 

uno o más grupos prostlticos protohemo IX covalentemente uni 

dos a la cadena polipeptídica por ligantes tiolter resultado 

de la condensación de los grupos vinílicos heme con los gr_!! 

pos sulfhidrílo polipeptídicos de la Cis. Estudios extensi 

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

procarióticos muestran que hay algunas subclases de estas 
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Tabla No. 4.5.a. "'Propiedades de algunos citocromos e de Procariotes" [31] 

Cito cromo Fuente P.H. pi ma.x.nm No.gpo~. E~/7 (v) 
hemo 

e N.ltJtobac..tvi 550 0.28 

'R.hodoAp.lJt.i.Uurn 10 000 9.4 550 O.JB 
niol.l..s c.11.la.nUM 

C2 R:hodo.ap1.JtLt.l.um IJ 000 6 .1-6 .4 550 O.J2 
l!.UbJt.UM 

R:hodop4eudornon.a.4 lJ ººº 7.9 550 O.J5 
..Aphe1to.i.du 
Rhodop..se.uda111ona.6 20 000 9.0 552 0.35 

· ,:alull.t°A.i.4 

Rhado.6 p.i.11.illum 13 400 9 .4 550 0.29 
mr-l..l6 ch.· a.num 

Vl1odo4p.l1til.l.um 7 .o 550 O.JO 
va.n11.i.e.tU 

CJ Vuu..l.6ov.il•tio 13 000 7 .2 552-553 -0.20 
duuL(.ull..i.ca.nA 
Ouu.t6ov.<bJt.1.o 5.2 55J -0.22 
giga.~ 

Ouul.6ov.lbtio 13 000 10.0 552-55J ~ 
\"Ul9a../t....f· • .6 

Ouul 60\.·,Lbn.lo 14 000 10.8 552 -0.21 
4a.l.e.x.l9e.ne.a 

C4 :...z.u-l.uó'1c..\:-:Jc. g 000 ~-5 551 2 O.JO 
v.lne.l.and.U. 

C.550 8a.c..i..l.-l.u1i 4ub.t.i..L<.6 12 500 8. 65 550 0.21 

$µ.búUum .l.·.tc.'L!on,U. . ll 000 9 .86 550 0.30 

C551 P~e.udomcna. 000 4.7 551 0.29 
a.Vtug.lno.so. 

Cl:l OltO b.lum 45 000- 6.0 551 0.14 
.t/W>•u!.óah>ph.Uwn 60 000 

C552 P.s~udomona.~ 8 400 4.0-6.6 552 0.28 
.!..tu.tz1t.l lll 
P4 eudomMtcll- 20 000 4.0-E.6 552 ~ o. 28 
4..tu.t:zll' . .i 1111 
E.scltc11...lcl1..( a 12 000 4 .1-4. 7 552 -0.2 
ccl.l 

e lutoma.t .lum 72 000 5 .1 552 0.01 

C553 Cl1lo1'.ob..(um 50 ooc 6. 7 553 0.10 
.tlU.oou.l na.t.opl;.Uum 

P.ó c.udomcna 45 000 553 -0.10 
de:nUl'r...i.6.ic.an.6 

P4eudomona. 25 000 55J 0.12 
1i,:l1e.11.c.lde.1i 

C554 Bac.i..t..lu1i 14 000 4. 4 554 -0.08 
1iub.t.ll..i..6 

Azo.to t.ac..tc.Jt 24 000 4.3 554 0.32 
'"'.Üte . .t..ard.U. 

C555 Clito1trb.i.um 10 coo 10.5 555 0.14 
.tlt.io~u.t~a.tC'pli..(.tun. 

C11..i,.tli.i.düt 12 000 o. 9 555 0.28 
6a-6c.-ic.u(a.ta 

c.550-553 Cllll.Oma...tiu.m JJ 000 4 :Ja 550-553 0.33 

css2-ssa P.t. c.udomonal- 70 000 
-6..tu..t:zc.Jtl 

e' Rhodcp1ieudomo11a. 20 000 9. o 550-560 0.10 
pc.lu..6..t..-'t.Ü 

ce' R,..odC'.6p..i.Jt1..Uum 27 000 5. 5 550-560 o.oo 
l:ubl'fum 

C,.ltorr.a.t.i.um 27 000 5. 5 550-560 o.oo 
P1i e.ucfomcna. 28 000 550-560 0.12 
de.n.i. . .t:ILi.6.ica.n.6 
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4.5.2. CITOCRQMO c 2 
Los P.M. son del orden de 13 000 D, el punto isOE·léctrico 

varía considerablemente y los valores de potencial son apr_g 

ciablemente altos [31]. Estudios extensivos acerca del ci 

tocromo c. 2 de Rhodo.~po1t,leCw11 1tub1wm afirman ~ue el Fe del 

grupo hemo forma uniones coordinadas axialmente con dos fueL 

tes campos liaantc~: Un nit/ó·geno del irnidazol de la His. y 

un s- de la Met resultando un complejo de fierro hemo de b~ 

jo spin que permc.nece plano tanto en estado oxidado como r_g 

ducido (véase figura 4.5.b.). 

!lay una serie de interacciones covalentes y de enlaces hidr.Q 

geno que sirven para impedir la rigidez del hemo cuando un 

extremo hidrofóbico se expone al disolvente; algunas de 

estas interacciones son notables ya que las secuencias de 

a. a. que se invnlucran sen !;imi1ares entt't! los citocromos 

c. Para Rhodo&po1tlllum 1tub1tum ésto incluye dos uniones de 

hidrógeno que se forman entre el trp 62 y la tir 48, y el 

propionato del hemo con un enlace de hidrógeno que se forma 

entre el quinto ligante hemo del imidazol de la His y el e~ 

queleto carbonílico de la Pro 30, lo cual se ilustra en la 

figura 4.5 .. a. 
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Fipura No. 4.5.a. 

El enlace hidrógeno que se forma entre el dltimo propionato 

del heme y el Trp G2 son de fmportancia particular en el mart..§. 

nin:iento de la inte9ridad de la esti·uctura molecu1ar oxidada 

ya que estudios en la modificación química, indican que la 

interacción estructural de este residuo se acompa~a de la 

pérdida dEl liC]ante de la Met del grupo heme .. ~demás de las 

interacciones hen10 covalentes que ya se mencionaron, hay un 
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gran número de interacciones hemo hidrofóbicas no unidas 

que surgen de la serie de cadenas laterales dE· a.a. alif-ª. 

ticos y aromáticos internos. Los residuos aromáticos que 

se muestran en la figura 4.5.b. corresponden ¡¡ Rhodo.6poJr..l~ 

LLum nubnum Fen 20, Tir 46, 48, 60 y 107 Trp 62 y 93 y con 

servan su aromaticidad en todos los citocromos e de secueE_ 

cia conocida. En contraste, ·1a Tir 52 es única para citocr~ 

mo c. de Rhodo.6pon-iLl'.um nubnum esta posición secuencial la 

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

Figura No.4.5.b."Citocromo c. de Rhodo-t.pE_ 
nLLlum nubnum" [as]. 
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La serie de a .a. aromáticos y a1 ifáticos al lado de las ca 

denas adyacentes al heme son un medio muy hidrofóbico. Esta 

condición, junto con la naturaleza c!el ligante de fierro pr.Q_ 

bablemente expliquE el alto potencial de óxido-reducción del 

citocromo c. Se cree que estos potenciales reflejan la dif~ 

cultad del acomodo de una carga positiva en el heme del f!!_ 

rricitocromo el cual consecuentemente tiende a incrementar 

su afinidad por un electrón reducido [sa]. 
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4.5.3. ~ITyCROMQ C3• 

Postgate en 1954 encontró en Oel>uR.óovJ..b11..i.o de4ulóu11..i.can4, 

Ve<1u.liíov-i.b1t-i.o vulga.11.J..L> y VeL>u.enov-<'.bll..i.o .&0R..lx.l9ene<1 ( bacte_ 

rias sulfatoreductoras) un citocromo al que denornin6 c3 , ei 

cual se reoxid¡¡ riipidamente por el a1re y cuyo potencial es 

sumamente electronegativo. Este citocromo posee tres gru 

pos hemo/ molécula de apoproteína (31 , a a]. El P.M. es del 

orden de 13 000 a 14 000 O y sus máximos de la t·anda (a) 

están •ntre 552-553 nm. a pH neutro . Los estudios de Ambler 

demostraron que la sec~encia de a.a. de las proteínas de 

Ve<1uR.óov.i.b11..i.o vu.e9a.11..l<1 contienen solamente dos regiones CQ 

rrespondientes a aquéllas que comúnmente proveen los puen_ 

tes de Cis y los residuos de His coc>rdin.:;,do~ de los citocrQ 

mos e: C1s-A-B-Cis-His-; sin embargo, también hay dos regi_Q 

nes del tipo -Cis-A-B-C-0-Cis-His- en la cadena. Estudios de 

o.e. de esta proteína así como de las moléculas de Ve<1ul{¡ovi 

bJt..lo de4ulóu1t..lc.a.a<1 y Ve-5u.l6ov.lb1t..lo <1a..e.i.x.i.ge11e<1, sugieren qLe 

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 lateral de His unida al átQ 

mo de Fe, -pero poco se sabe acerca de la naturaleza del 

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

óxido-reducción bajos, este ligante podría ser diferente a 

un grupo tioéter y en efecto, se encontró que al menos uno 

de los citocromos c. 3 no tiene residuos de Met presentes. PQ 

siblemente el complejo corresr.onda al arreglo -His-hemo-His 

[ 31 J . 
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4.5.4. CITOcROM(• c.' y e.e'. 

Algt:nas de las proteínas de tipo c. más atípicas, son aqué_ 

llas designadas como e' y e.e' dichas moléculas tienen gru_ 

pos hemo unidos covalentemente, pero carecen de las propied~ 

des del hemocro~o familiar de los citocromos c.. 

Mucho de lo que se conoce acerca de este sistema vien~ del 

trabajo de Kanen y Horio. Los citocromos c.' son ~rotefnas 

de una sóla cadena con un grupo hemo/mol écula [•~ 1- La prep~ 

ración de Rhodop.H.u.domona pa.tu.-0;t:Jt.i..~, la cual se examinó e25_ 

tensivamente, tiene un P.M. de menos de 20 000, un punto is_Q. 
1 

eléctrico alcalino y un valor de Eo= 0.1 V. 

Los citocromos ce.' son también proteínas de cadena simple, 

pero contienen des grupos hemo cada uno. El los tienen un P.M. 

entre 27 000 y 30 000 O.; puntos iso€léctricos cercanos a pH 
' 5.5 y valores d€ Ea 7 de aproximadamente O a 0.1 V. Los est~ 

dios de la secuencia de un péptido dihemo de 27 residuos del 

citocromo e.e.' de Ch~oma~¿u.m, sugiere que los grupcs hemo se 

upen a 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 posición 5-g de~ péptido. El otro puede invo_ 

lucrar la secuencia -Lis-Cis-His- en las posiciones 19-21: 

Ningún otro residuo de Cis está disponible, y se sugiere 

que el se~undo grupo hemo puede unirse al péptido a través 

de una unión simple tioéter o quiza un puente tioéter y 

una unión éter involucrando a la cadena lateral de la Tre 
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Es claro que 1a localizaci6n de los ~rupos heme en térmi_ 

nos de posiciones de secuencia no implicar necesariamente 

proximidad espacial. En efecto los estudios de o.e. y D.O.R. 

no dan evidencia de interacci6n hemo-hemo. 

Los citocromos e' y ce' difie~en en muchQ de sus propieda_ 

des, pero exhiben una absorción similar en los espectros 

D,C. y D.O.R •. las curvas de absorci6n de las formas reduci 

das carecen de carácter hernocromo y tienen una banda que se 

~ivide en la regi6n de Soret. Las especies oxidadas dan es 

pectros indicativos de un carácter JT:ixfo de alto y bajo spin. 

El carácter de alto spin de los ferricitocromos e.e' disminy 

ye con el incremento de la ternepartura. Los resultados de 

la espectroscopia de Mosbauer sugieren que los dos grupos 

hemo de Jos citocromos e.e.' de ChJtoma..t-i.um y Rhodo-6po.1t.i..f..f.um 

//.ubJtum, están cada uno de ellos sujetos a efectos 1 igantes 

similares y que las especies oxidadas de alto spin tienen 

una configuraci6n electrónica altamente distorciona~a [~1]. 

Un estudio reciente sobre la unión de CO al ferricitocrQ 

mo c.' .de Cf;Jtoma.t-i.um c·-i.n.o-0um, por medio de métodos de eqt:ili 

brio de alta precisi6n demostraron que estas propiedades de 

~nión son diferentes a las que exhibe el citocromo c.' ele 

Rhodo-ópoJt.i..f.lum mo.f.i4hian.um [12]. 
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4.5.5. CITOCROMO c.!0 50 , c5Sl' c.552' C.555 

Pa~ac.oc.c.uó denl~~l&lcanó cuando crece sobre metanol o metil 

amina sintetiza tres citicromos tipo e solubles periplás_ 

micos: c 550 , c 55 li' c. 553 i [sa]. Las proriedades físicas de 

estos tres se resumen en la tabla 4.5.b. 

Tabla rJc,. 4.5.b. "PropiecadE·s de los citocrorr,os tipo e 

periplaEmicos" [•o]. 

Citocromo P.M. pI Amax. unión ro 

fom1a reducida forma oxidada 

nm (mM cm 

e 550 15 ººº 4.5 550(30.2) 410(122.4) No 
521 ( 17. 7) 

415(148.4) 

C55li 22 000 3.5 551(23.3) 409(102.0) No 
521(15.3) 
416(138.2) 

c553i 30 000 3.8 553(22.2) 413( 116.0) Si 
523( 15. 7) 

418(134.0) 

La estructura molecular del citocromo C55Q de esta bacteria 

es muy similar a 1 a de Rhodo.i poJrl.C.R.um Aub'1um(véase figura 
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4. 5. b. J. 

Por otra parte, el citocromo c. 550 q~e SE aisló de Th¿ocap-0a 

1t.o;,eope1t.-0¿c¿na; se caracteriza pe>r ser termoestable y redu 

cir al s~lfuro a temperaturas de BOºC a lOOºC. El citocromo 

c 552 aislado de The1t.mu-0 ;the1t.mcph¿Lu-0 es también termoestable 

[ 5 J. 

Estudios cristalográficcs de baja resolución y anllisis bas~ 

dos en la secuencia de a.a. pnra el citocromo c 551 de las 

P;,eudomona..6 y citocromo c. 555 de Ch.toJt.cf:.¿um ;th-i.0-0,d'.pha.;topl:-i._ 

,e_;,m, revelaron que estas moléculas estln compuestas dE una 

cadena polipeptfdica con estructura SE.cundar-ia ( ") hel icoj_ 

dal que involucra al grupo prostéticc hewo. Una comparación 

total de la sEcuencia entre estos citocromos e se da en la 

fig1.1rrt 4.5.a .. 

4.5.6. CITOCGOMO b. 

Los citocromos b se caracterizBn por: 

A) Un grupo prostético protohemo (figura 4.5.c.) el cual no 

se une covalentemente a la protefna vfa cadenas laterales de 

porfirina. 

B) Presenta un máximo en la banda a en 556-558nm cuando €·1 

espectro de la forma reducida se determina en presencia de 

piridina a un pH alcalino. Los miembros de este grupo se 

distribuyen ampliam~nte y, en el caso de bacterias, varfan 

en estructura y propiedades. Muchos de ellos se encuentran 
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CH~ C!-l=CH 2 

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

firmemente unido! y son dificiles de disolve~ en medios aCUQ 

sos. [•• ]. 

4.5.7. CITOCROMO b 562 . 

La fracción soluble que se ottiene c'e las célulaE respiratQ 

rias de E•che~¿ch¿a ccl¿, contiene al citocromo &562 el cual 

tiene un potencial de óxido-red~cción de 0.11 V. a pH 7.0 

cuyc valor es má~ el evac'o qt•e 1 a mayoría del grupo b. !:as pQ 

siciones de las bandas de absorción en las regiones de Soret 

y visible se indican en la tabla 4.5.c. 
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T::lb1a ;.4~·. 4~5.c. 1 'M~xi1;1i?.. absr_¿rc·i6n C:.é alQLirQs ci.tQc.rQmo~ b" 

[ 01 J. 

Citocromo .l 

Forma redlcida Fot·ma oxicac'a 

visible soret visible sor et 

562 532 429 538 418 

562 531 427 531 418 

f.56 526 423 530 413 

555 528 424 530 414 

!056 !::·28 424 530-560 413 

El grupo prGst!tico puede remo\erse por medio de un proce_ 

c!iiniento acetona-ácida y cuanc'.o el protohemo se vuelve agr_g 

gar a J¡¡ apoµrot<eína en una prGporción 1:1 se obtiene un prei_ 

dueto con propiedades similares a aqufillas de la molficula 

b 562 original. 

La secuencia de· a.a. se muestra en ia figura 4.5.d.son 

similares a las de la ~emoglobina y mioslobina. Especial_ 

me,nte en 1 a vecindad de 1 os residuos de· His del citocromo 

y se sugiere que ellos pueden ser los grupoE cocrdinados 

al átomo de:· fierre en el grupc hemo [31]. 
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4.5.8. CITPCP.OMV OXIDAS/\. 

Dentro de los citocrorros oxidasa bacteria~os que hasta hºY 

se corocen se encuentran el et, ct 2 , ct 3 , cta. 3 , d y o; éstos les 

sintetizan las becterias dF acuerdo a las diferertes candi 

riones de crecin-:-=ento. Comer se ~abe· 3 e~tos citocrcmo! son 

los últimos rr.ierr.bros d« la cadE·na res~·iratoria e¡ue cedo1 ios 

electrones a ·1 Oz [20]. 

InvestigEciones recie~tes derrostraron la presencia dE dos 

complejos tipo b-d, que actúan también ccmo cxidasas tC:rmi_ 

nales. El primer- corr:plejo b 55.8 -d se local izó en El inte1·io1 

de la m~mbrana de Ebc~enlchLa ccLL y se ¿etermin6 ~cr m6to 

des crom;;tográficos, y el segunco complejo h~ 60 -d, se aisló 

de Pl7o~obac.te1¡,Ltw• phopl11ie.um y se caracteriz6 por electrofo_ 

resis [e•]. 

El citocromo oxidas a más ccmún en las bacterias. es el cito 

cromo o, éste tiene la propied¿d dE· co1r.binarse reversibleme_!l 

te con el CO. Sin embargo, no i:ertencce al grupc de los cit._Q_ 

cromos a, ya que posee ~n grupo prostitico protohEm,nico an! 

lago al de los citocromos c. • Los citocromos d y a transfi§. 

ren les electrones al o2 de una menera diferEnte al citocr_Q 

aa3 , ya que estu~ios de resonancia Raman confir~an Que los 

~· r i me r o s fe rm é1 n u n in t. e r me d i a r i o e s tal' l e e o n E l O;:· q u E· i m »i 

de que la· transferencia electrónica sEa tan rápida como sUC§. 

de con el citocromo cto. 3 qui§n ro forme ur intermecliario 

[2s,s4]; 
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Dllrante muchos años se creyó que los citocrom<;>s a Y a 3 con~ 

titu,án des unidades se~aradas, ya ~ue sus hemcs reaccionan 

de modo diferente con El CN y con el CO y pc.seE·n d'fere.!! 

tes espectros. Sin embargo, se tiene ya ror cierto, que los 

citocromos a y a 3 se hallan corrbinadcs en una gran molécula 

protefca oligcmérice cuyos hemos son quimlcamente idfinticos, 

pero difierer en su reactividad hacia ciertos ligantes. Este 

ccmplejo se canece como citocromo aa 3 .. su P.M. es de cerce 

de 200 coa y cortiene cierto número de subur.idades, de dif~ 

rente tamañc. mclecular. La enzin'i! posee dos moléculas de h~ 

mo A y dos átomos de cobre, se cree que estos dos átomos de 

cobre dan seHales de resonancia de espfn electr6nicc cara~ 

terísticos y experimentan transiciones de Cu+ 2 a Cu+l dura2:! 

te el transporte electr6nico; catalizan la transferencia de 

electrones desde ~l hemo n 3 al nxiaenn. En ccntr·aste se 11~ 

v o a cabo un ex peri mcn to con fa1u;.c.occ.u.~ de.11LtJL.i.ó.<.c.co•.~ cc·n el 

cual se confirmó la cusencia de Cu+ 2 er. el citocromo aa 3 y 

la necesidad del Mn+ 2 para la síntesis de éste [s4,•o]. 

Por úl time• se conocen varias sustar.cias qufmicas y antibi6t_i 

c0s que inhibe·n el transporte dE electrones entre las que se 

encuentran CO, Ni, CN-, antimicina ~y oligomicina, que rea~ 

clonan de la siguiente manera: 

- CO, se combina directamE:nte con el citocromo terminal o i_!!! 

pide la uni6n del oxfgeno. 

- CN y N3, se unen estt·echamente al fierro do-1 anillo pc0 rf_i 

rfnico de los citocromos e impiden su funci6n redox. 
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- A n t i nl'i e i na A , i n h i b E· el t r a r. s pe r te de e 1 e et rones en t re e 1 

citocromo b y e. 

- 01 igomicina, inhibe el transporte de electrones entr·e citQ 

cromos· espec'íficos r 12]. 



CAPITULO V. 

F E R R E D O X N A S 

Si tus proyectos son para un afio, siembra grano, 

Si son para diez B;t'íQs !l_I?;}.anta un. árbol,_ 

Si son par u cien af!os, ine-truye al pueblo. 

Sembrando grano une vez, rccogerú.n una vez 

Plantando uu árbol, recoserás diez veces 

Instruyendo a un pueblo, rccogerús cien vecen 

Kua.n r.r'nu. 
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5.1 GENERALIDADES. 

Las proteínas fierro-azufre están involucradas en una amplia 

gama de procesos biol6gicos, incluyendo transferencia de 

electrones en fotosíntesis, red~cción de nitritos, hidroxil~ 

cl6n de esteroides y fosforil~ción oxidativa en mitocondria. 

Se encuentran en bacterias, plantas y animales [so]. 

Estas protefnas han sido clasificadas en cuatro tipos: las -

rubredoxinas, las ferredoxinas "tipo planta", las ferredoxi

nas "tipo bacteriano" y las protefnas fierro dE alto poten -

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

Tabla 5.1.a. "Proteínas azufre-fierro" 

lrroteína 

Rubredoxina (1 Fe) 

Ferredoxina planta 
(2Fe-2S) 

Ferredoxina bacteriana 
(más de 2 átom. de Fe-S) 

HiPiP (8Fe-8S) 

Fuente 

e. pa-0.te.u.J¡.J..anum 

Espinaca 

e. pa-O;teu.Jt-i.anum 

Ve.6 u.e. 6 o v -i.bJt-i.o 9-i.ga.6 
ChJtoma;t-i.um 

Rhodo-0p-i.Jt.U . .e.um Jt ttbJtum 

Be e-i..t'..l'.u-0 

Pep;toeoeeu<I ae.ILog e.n e-0 

C!tJtoma;t.i.u.m 

P·,M •. 

6 ººº 
lo 600 

6 000 

6 000 
lo 000 

13 000 

6 000 

9 600 
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Las rubredoxinas son la clase más simple de estas proteínas, 

contienen un átomo de Fe/mol de proteína, éste se encuentra 

unido a cuatro átomos de Cis [s3]. 

A la ferredoxina "tipo planta", llamada así por el hecho de 

que este tipo de ferredoxina fué aislada originalmente de 

cloroplastos, pero su propiedad distintiva es la presencia -

de 2 átomos de Fe y 2 de S/molécula de proteína. 

Las ferredoxinas "tipo bacteriano" contienen más dE 2 átomos 

de Fe y S/molécula de proteína, así como az11fre lábil, el 

cual es inestable cuando el pH es ácido, dando H2s. 

Las proteínas fierro de alto potencial, también contienen 

azufre lábil, pero es un poco más estable que el de 1 as fe 

rredoxinas en presencia de ácido, un ejemplo de estas protef 

nas lo cor.stituye la HiPiP de Ch.'r.oma.U.um, que tiene un poten_ 

cial redox de +350 mV; es diamagnética cuando está reducida 

y paramagnética cuando está oxidada, teniendo un valor de 

g de aproximadamente 2 [e]. 
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5.2 CLASIFICACION Y NOMENCLATURA DE LAS FERREDOXIHAS. 

Buchanan y Arnon [13 ], proponen por analogía con los cito -

cromos, ·de1ignar a cada tipo de ferredoxina· con una letra.

modificada por un número subscrito para denotar propiedades 

distintas dentro de un tipo dado. 

Como se muestra en la tabla 5.2.a., la ferredoxina tipo 

clostridial, se designó como ferredoxina a. La ferredoxina 

de Ch~oma~Lum, una variante dentro de este tipo, se le con

sidera a 1 • La segunda clase de ferredoxinas son las de tipo 

cloroplasto, que se designaron ferredoxinas by la más re -

ciente adición, la del tipo Azo~obac~e~. la cual no está 

completamente caracterizada, podría denominarse ferredoxina 

e, ya que tiene diversas propiedades que _justifican que sea 

designada provisionalmente como un tercer tipo de ferreduxi 

na. Esta última, puede ser el tipo de ferredoxina presente 

en todos los aerobios fijadores de nitrógeno [t3]. 

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

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

Las propiedades que distinguen a las ferredoxinas de otras -

proteínas Fe-5 incluyen una composición y secuencia de a.a. 

característica, un F.M. bajo; un potencial de óxido-reduc 

ción cercano al del 9as hicrógeno, y el hecho de que pueden 

sustituir a los cloroplastos lavados en la función de foto -

reducir al tlADP. Esta habilidad es una prueba útil en la 

identificación de las ferredoxinas. Todas las ferredoxinas -

aisladas hasta ahora, exhiben estas propiedades [u]. 

Las ferredoxinas han sido identificadas en diversas bacte 

rías anaerobias que poseen una hidrogenasa y son capaces de 

desprender o ccnsumir H2 durante su metabolismo í1:::r'111t:ntativo. 

asl como en bacterias fotosintéticas y en bacterias aerobias 

o anaerobias fijadoras de nitrógeno [13,10"10, '"º]. Todas 

las ferredoxinas son paramagnéticas cuando están reducidas -

y dan una señal de RPE de g=l .94 a l .96, mientras que en la 

forma oxidada es diamagnética y el espectro de RPE..'es inactj_ 
....,/ 

va. Todas en la forma reducida, son agentes reductores de un 

electrón[•]. 

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

los compuestos biológicos aceptares de electrones conocidos 

hasta la fecha [•11]. 
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Son proteínas que se requieren para las reacciones de trans

porte de electrones. Entre los procesos en que participan 

ss encuentra la fotosíntesi$, fij<ición de nitrógeno y en 

ciertas fases del metabol ísmo fermentativo [ 13, 7o]. 
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5.4 ESTRUCTURA, COMPOSICION Y SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS 

FERREDOXINAS. 

Las ferredoxinas son oroteínas no hemo que contienen agrupa-

ciones de fierro y iones sulfuro en iqual rrororción. El su_l 

furo es cono¿ido también como azufre lábil y desi9nado s* p~ 

ra distinguirlo del Y-tiolato de la Cis unido covalentcmen-

te [••]. Las agrupaciones FeS constitu~en el centro activo -

de estas proteínas. Estos centros se unen a la proteína a 

través del ligante Cis para formar lo que se conoce como ar~ 

po cromóforo, ver fi\]ura 5.4.a. [••,s•~. 

El grupo cromóforo hallado en las ferredoxinas bacterianas -

* ~~ Fe 4 s4 -1Cis (ver tabla 5.~.a). Se sabe que ~~te transfiere 

sólo un electrón [••]. 

El ligante Cis que se une al metal en el grupo cromóforo, se 

expone parcialmente al medio y aodría proveer un camino para 

el acceso de electrones f••]. 

Estudios realizados en la ferredoxina de C,fo¿,:t.11.-i.d-ium !'a-0.t:eu-

11.-i.anum han aportado datos importantes sobre esta nroteína. 

Contiene 8 átomos gramo de Fe+ 3 , 8 átomos aramo de s*;mol de 

proteína; además contiene 8 residuos de Cis a~rupados en dos 

series de cuatro y cada residuo está separado por dos y tres 

residuos de a.a. en cada serie[••,••]. 
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Tabla 5.4.a. "Propiedades l"Oleculares de algu-

nas proteínas acarreadoras de electrones" [4s]. 

Proteína P. r·1. 

Citocromos 

e (eucariótico) 

º:. (eucariótico) 

13 000 
11-12 000 

Proteínas azul-cobre 

Estelacianina (árbol de laca) 
Plastocianina (espinaca) 

(haba francesa) 
Azurin (r-6e_ttdomona.-6, 

GoJtde.tee !'<l) 

Proteínas Fierro-Azufre 

Ferredoxina "tipo planta" 
Ad renox i n;i 

(adrenal complejo P450) 
Putidaredoxina 

(Paeudomona pu~¿d<l) 

Ferredoxinas bacterianas 
(Cloa~n¿d¿um µa6~eun¿anum) 

(Ve6ulSou¿bJt¿o n¿qa6) 

Hi Pi P ( clvz.oma.:C,01;;i 
( Cli1wma.t.l1m) 

Rubredoxina 
(M¿cJtococcu6 aenogc.nca) 

( P6 eudomonaa ole.ouo1ta116) 

14 000 

20 000 
21 000 
11 000 

16 000 

10 050 

13 090 

12 ººº 
G 000 
G 000 

9 600 

6 380 

19 ººº 

Cofactores 

hemo ú 

hemo b 

4 hemo b 

Cu 
2 Cu 

Cu 

Cu 

* Fe 2 S24Cis 

Fe 2 s;4Cis 

2 Fe 4 S;4Cis 
Fe 4 s*44Cis 

Fe4Cis 
2 Fe4Cis 
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Por otro lado, estudiGs realizvdos en la ferredoxina de 

Pe.p.tococ.cfl.~ ae.:woenc.~, iridican aue esta :ii-oteína. se caract_§_ 

rizd por su bajo potencial redox cerca de -0.4 V y por la -

* presencia de e átomos de Fe, G de S y 8 Cis/molficula [••]. 

Los resultados obtenidos de estudios de ~-X y de mapas dR -

densidad electrónica indicaron que esta ferredoxina muestra 
* o dos centros 4Fe-4S seaarados uno del otro por 12 A (ver 

siguiente figura). 

.. 

Figura No. 5.4.b. "Posiciones de los puntos Car 
bón O , az ufre-c i steína ® ; fierro 0 , y azu -
fre inorgánico O , mostrando aproximaJamente la 
doble simetria de la ferre¿oxina bacteriana" [e2]. 
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Los 8 átomos de cada centro se localizan, aproximadamente, -

* en las esquinas de un cubo, cada :-e se une con tres S conti 

guos; esta estructura aproximadamente cúbica se completa por 

un enlace entre cada átomo de Fe y s* de un residuo de Cis. 

* Así 1 a coordinación entre el Fe y el átomo de S es un tetr.!!_ 

hedro. La figura 5.4.c. demuestra esta relación. 

Figura No. 5.4.c. 

El tamaño pequeño y la rel~tiva facilidad de purificación y 

cristalización de las ferredoxinas hacen más adecuado el 

trabajo sobre la composición y secuencia de a.a. de estas 

proteínas. 

Muchas ferredoxinas bacterianas son similares en su conteni-

do de a.a. La composición de éstos para las ferredoxinas de 
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a la orilla de la suoerficie de la molécula, se sugiere que 

los qrupos R se puedan involucr<1r en la transferencia de 

0os electrones para este tipo de molécula [•2]_ 

Fi\iura No. 5.4.d. "Posiciones de los puntos del 

C "' , Fe y S en 1 a m o 1 é e u l a ci e fe 1· red o xi na de 

P. tte."-o!Je.ne..1; Fe, O; Azufre lábil,© ; Cis-S O 

.Y C"'@ [G2). 
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5,5 OTRAS PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LAS FERREDOXINAS. 

En el estado oxidado, todas las ferred@x1na§ son proteínas -

coloreadas. La figura 5.5.a., ~uestra el esnectro de absor -

ci6n U.V. y visible de las ferredoxtnas de CLo&tlt¿dlum paa -

.t:eu1t¿a11wn y e lt1t0111a.t.<.wn. 

Las ferredoxtnas de estas bacterias muestran un sólo pico en 

la regi6n visible a 390 ó 385 nm y un pico en la reqión U.V. 

cerca de 1 os 280 nm. Del mismo modo que 1 as 1'urradox1nns de 

las bacterias anaérobicas mencionadas arriba, la ferredoxtna 

de la bacteria aeróbica Azo.t:obactelt v¿neLand¿;_ muestra un 

máximo en la rcgi6n visible alrededor de 400 nm (figura 

5. 5. a). 

Las ferredoxtnas de cinco especies clostridiales tienen esen 

cialmente las mismas propiedades químicas y catalíticas in -

cluyendo un máximo de absorci6n a 390 nm como se muestra en 

la figur~ 5.5.b. 

El pico a 390 nm se anula cuando la forrndoxfna se reduce. -

Estas cinco ferredoxina:; clostridiales (C. p«~-tctutécrnw11 

C . .t:etanomoltphum, C. cyLl11d1toapo1turn, C. acldl-u1tlcl y C. bu 

tyJt¿cum) exhibieron distinta absorción específica de cada es 

pecie en las re!Jiones U.V. a 280 y 300 nrn (figura 5.5.b), lo 

cual indic6 ciertas diferencias estructurales en las ferrlldP

l!fnll§ de las diferentes especies· bacterianas [ 110]. 
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Una de las propiedades m5s sobresalientes de las ferredoxi 

nas es su potencial de óxido-reducción muy bajo, el cual se 

debe a la unión del Fe a un grupo fuertemente reductor como 

lo es el azufre [2s1. 

Otras propiedades generales de las ferredoxinas son su 0.0.R 

y ~u espectro de D.C. Los cromóforos de ~stas dan efectos 

dispersos en ambos, pero son compatibles con los cambios vis 

tos en el medio ambiente del grupo cromóforo ocurrido en la 

reducción de la proteina, aunque la naturaleza de estos cam

bios no ha sido elucidada. Los pequeílu~ ~r~~tas de D.D.R. en 

la región U.V. observados con ferredoxina~bacteriana pueden 

reflejar un bajo grado de h~liticidad en ·estas proté~na~. ·10 

cual es compatible con su bajo P.M. La tabla 5.5.a. muestra 

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

rrednxinas bacterianas [1•]. 
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Tabla No. 5.5.a. "Algunas propiedades qu,micas 

de las ferredoxinas" [1•]. 

Propiedad qu,mica 

Color 

P.M. 

Potencial redox 
(mV a pH 7) 

Fierro 
(itomos/moléculá) 

Azufre l ib; 1 
(átomos/molécula) 

Puntr> !soeléctrico 

Electrones por mo-
-lécttla transier··iJct 

CJ:o~-tli-ld-.é.um 
pa.6 :teu.tt,la.num 

café 

6 000 

-390 

El 

8 

3.7 

- 2 
er. óxido-reducción. 

e ltlL<J 1)1((,t.lur.i 
cepa f) 

café 

1 o 000 

-490 

8 

8 

' 

ó 2 

Azo:tobac.te1t 
v .lne.tand.l.l 

café 

20 000 

-390(?) 

ó 

6 
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5.5 PA~EL DE LA FERREDDXINA EN EL METABOLISHO FERMENTATIVO. 

Las reacciones de las fermentaciones bacterianas y de la re~ 

oiración emplean una oran variedad de cofactores. Entre és -

tos se incluyen: la Co-A, para la transferencia de acilos; -

el pirofosfato de tiamina, oara la transferencia de grupos -

derivados de una cetona; la biotina, para la transferencia -

de co 2 ; el ácido lipoico, DPN, TPN, derivados de la ribofla

vina y citocromos, para la transferencia de hidrógeno y ele~ 

trones. 

La presencia de estos factores no es suficiente para expli -

car las reacciones que se desarrollan a un potencial de óxi-

do-reducción muy b~jc, ncr ejemple, c1 dc~prendimientc de 

qas H2 por ciertos anaerobios (clostridios) ó la utilización 

de éste combustible para la respiración de otras bacterias -

(metabolismo autotrófico). Estos procesos necesitan evident~ 

mente la catálisis biológica de un cofactor que posee un po

tencial redox muy bajo, semejante al del electrodo de hidró

geno. Esta condición la reunen ías ferredoxinas [••], de tal 

manera que hacen oosible la transferencia de electrones de -

donadores de bajo potencial a compuestos aceptares de elec -

trones, como los nucleótidos de piridina [•>]. 

El papel de la ferredoxina en la bacteria fermentativa se 

asocia, primero, con el desdoblamiento del piruvato, por una 

serie de reacciones uue se oresentan en ]as ~iquiantes ecun-

ciares: 



pi ruvato 

c2-"acetaldehído" 

Suma: piruvato + 

+ Fd ox 

Fdred 

CoA 
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C02 + c2-"acetal dehido" ( 1) 

+ CoA ------ Fdred + actil -CoA (2) 

+ (3) 

--------- ------------------·--------
aceti 1-CoA + + (4) 

La reacción general (ecuación 4), depende de la ferredoxina 

sobre la pirdvico deshidrógenasa, catalizando las reacciones 

l y 2, 111ientras que l~ hirjro~en~sa cataliza la reacción 3. 

Ocurre con frecuencia que un ceto-ácido, como el ácido pifd

vico, sirva como un precursor de H2 , ya que es un buen dona

dor electrónico. Se sabe que la hipoxantina, <> -cetoqlutara

to, formato y acetaldehido, pueden ser también donadores 

electrónicos en la formación de H2 [13,,10]. Como en el caso 

del pi ruvato, 1 a fonnac i 6n de H2 por estos compuestos req ui~ 

re de ferredoxinas y una hidrogenasa específica que acopla -

la oxidación de cada compuesto para la reducción de la ferre 

doxina [13]. 

Aparte de la formación de hidrógeno, la ferredoxina reducida 

puede donar electrones a caminos biosintéticos alternativos 

en la bacteria fermentativa. La ferredoxina reducida puede -

servir como el donador de electrones para la reducción de 

NAO+, de hidroxilamina a NH 3 , para la asimilación de co 2 por 

medio de varias carboxilaciones reductoras: actil-CoA a pir~ 

vato, succinil -CoA a a-cetobutirato e isobutiri1-CoA a 
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n-cetoisovalerato. La ferredoKina reducida también cede 

electrones para la reducción de sulfito a sulfuro y biosul-

fito a tiosulfato. El papel de las ferredoxinas, en estas -

reacciones, asi co1no en las reacciones oxidativas de <legra-

dación, discutidas arriba, se resumen en el siguiente esqu~ 

ma: 

Pi ruvato Acetaldehí 
do 

FERREDOX !NA 

/ 
NAD(P) NAD(P)H

2 

so3 s 
Acil-CoA -r -ceto ácido 

co2 
Esquema Mo. 5.6.a. "Papel de la fcrredo-

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

Experimentos realizados por Mortenson y cola~oradores [jo], 

demostraron que la ferredoxina aislada de c.eo<1.:tJr.,i.d-lum pa<1.:tett 

/t.i.anum e¡~a esencial ¡;ctr'e:t lct fijación de nitrógeno por funcí.Q. 

nar como transportado1· de electrones hacia la nitrogenasa. 

El modo de ucción de la ferredoxina hacia el sistema nitrog~ 

nasa se encuentra todavía bajo investigación, pero un meca -

nismo hipotético se muestr~ en la figura que se .señala- a 

continuación: 

FERREDOXIMA 

Fir¡ura No. 5.7.a. "Esquema hirotético para 

la fijación de nitrógeno involucrando la -

ferredoxi na y la N2 -reductasa" [ 110]. 
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Ción· dE car'ga rui el centro de, rea'cc'i6n dE és.ta y ál cargarse positiVamen 

te:sirva coiro tram••<r de electrones o como agente oxidante fuer-

te. 

El electrón, en este caso 1 a fuente de energía, es-transferj_ 

do a la ferredoxina; en seguida pasa sucesivamente a ubiqui-

11ona, citocromo by citocromo ú y de este último vuelve a la 

bacterloclorofila cargado positivamente. 

Durante el paso entre el ci tac romo by el ci tocromo Ó• ocu -

rre la fosforilación con la generación de ATP a partir de 

ADP y Pi. Esencialmente, el electrón ha hecho un recorrido -

circular que empieza en la clorofila y retorna a ésta. El 

proceso completo se llama fosforilaci6n cíclica (ver figura) 

[oo]. 

.-

Figura No. 5.7.b. 

Lu?. de 
060a670nm 

1 
floc t orlocltof 11 o 

l ·· 
Fa rrodoxlna 

l·· 
Ublqu/nono 

l·· 
Citocronto b 

lo·c:AOP+P 

ATP 
Cltocromo f 



CAPITULO VI. 

N T R O G E N A S A 

All thc ni trorr.en in the world f'ounrl i.n 

dif'if'erent nitrogenounn compounds has it:::; 

origin in the ntmosphere, nnd .... by I'ar 

the greater part of :i.t has bccn I'ormcd -

through thc activity oí' microorp;unismG. 

A. I. Virtanen (19117) 
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6. l GENERALIDADES. 

El nitrógeno es un constituyente de muchos compuestos natur~ 

les; experimenta transformaciones biológicas que indican una 

serie d.~ cambios químicos efectuados por diversos organismos 

para formar así un r~tr6n cíclico. El "ciclo del nitró~eno" 

representa la transformación del N2 inorQ.ánico a N2 or9ánico 

En este ciclo las sales de amonio se convierten en nitratos 

(NOiJ vía un nómero de intermediarios por acción de los mi 

croorganismos en el proceso de la nitrificación, en el cual 

el NO; se asimila por las plantas para construir moléculas 

orgánicas. Las especies superiores se alimentan de estas 

plantas y convierten tales moléculas en compuestos más com -

plejos. Dentro de este ciclo ocurre también el proceso de 

desnitrifir;:!ció:-: cuaHUu 1 os No; se reducen por acción de los 

microorganismos, asi cierta cantidad de N2 se pierde en la 

atmósfera y cuando rer¡resa se fija y se convi.erte en antonia

co por la acción de varias bacterias. 

El ºciclo del n.itrq<1eno" es de vital importancia en la a~ri

cultura para el suministro de N03 solubles. Aunque el H2 se 

puede fijar industrialmente por numerosas vías (de las cua -

1 es el proceso Haber es él más importante), es de c¡ran i nte

rés investigar el mecanismo de la fijación biológica del N2 , 

en parte con la esperanza de establecer nuevos procesos ca -

mercialmente viables y también para aumentar el conocimiento 
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de los procesos químicos y bioquímicos fundamentales que in

volucra [••]. 

Cabe mencionar que los estudios sobre el proceso de la fija

ción del nitrógeno se iniciaron cuando la enzima bacteriana 

nitrogenasa se extrajo en forma activa y el primer complejo. 

dinitrógeno-metal de transición fué aislado y caracterizado 

[••]. 
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6.2 MI~ílOBroLOGIA DEL SUELO. 

Pocos ambientes tieren una gran variedBd·'de microorganismos 

como el suelo, ya que es una mezcla microscópica formada por 

miles de millones de bacterias, hongos, ilgas, protozoos y -

virus en cada gramo de suelo, Las tablas C.2.a. y 6.2.b. 

ejemplifican la diversidad de la microbiota en el suelo. 

Tabla No. 6.2.a. "Población ~icrobiana en 

un suelo agricola ffirtil" [so]. 

Tipo Nümero/gr. 

Bacteria 
cuenta directa 
Cuenta en place por 
dilución 

Actinomicetos 

Hongos 

Algas 

Protozoos 

2 566 ººº 
15 ººº 

700 

400 

se 

30 

ººº 
o oc 
000 

000 

ººº 
000 
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Tabla No. 6.2.b. "Gruoos fisiol6gicos de bacte -
rías en varios tioos de suelo (namero de bacterias 
por gramo de suelo)" [•al. 

----
T·i po de suelo 

Ja rd in Campo Pradera 

B'acte ri as meta bol i zadoras 
de u rea 37 000 8 500 5 200 

Bacterias desnitrificantes 830 400 850 

Bactc ria s i:1etdbol i zadoras 
de pectina 535 ººº 70 ººº 235 000 

Bacterias anaerobias 
ácido butíricas 368 000 50 300 83 500 

Bacterias anaerobias mP.ta-
bol iZaaóras De proteínas. 35 Oílíl 22 a~~ uu .:lb 800 

Bacterias anaerobias meta-
bol izadoras de celulosa 367 350 367 

Bacterias anaerobias fija-
doras de nitróqeno 5 500 700 370 000 

Bacteri ilS aerobias fija do-
ras de nitrógeno 2 350 1 885 18 

Bacterias ni tri fi cantes 880 1 701 37 

Martín Deijerinck y Sergio Winogradsky, microbiólogos del 

suelo, dirigieron sus investi~aciones a los procesos natura

le$; el ijltt~o. descub~ló.el ~ico autotr6fico de vida entre 

las bacterias y d_ilucid6 el papel de éstas corno transfor111ad_(l_ 

ras de los compuestos nitrogenados y azufrados que hay en el 

suelo, 111ientras C!Ue [Jei,ier·inck aisló bacterias de los nódu -
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1 os de 1 as 1 eaumi nosas·y demostró que el 1 as eran capaces de

produci r éstos, él 11 amó-a estas bacterias Bae-l.U'.u6 Jr.ad-leo.e.a 

actualmente se les conoce como especies de Rh-lzob-lum [•o]. 

Los microorganismos fijadores de nitróaeno se clasifican en 

dos arupos principales: 

(1) Bacterias libres (asimbióticas). 

Un ejemplo bien conocido es Azo~oóac.~eJr., pero ésta es atípl 

ca, en el sentido de que es un microorganismo aeróbico y 

por lo tanto requiere de oxí:¡eno. Hay una gran variedad de 

especies anaerobias que fijan N2 en ausencia de o2 , entre -

las que se incluye CLo6~Jr.-i.d-i.um pct6~eu1r.-i.anum, en la que se -

realizaron los primeros estudios de fijación de N
2

. Un ter

cer tipo de bacterias pertenecientes a este grupo, lo cons

tituyen las facultativas, que sólo fijan N2 cuando crecen -

en ausencia de o2 , así que la bioquímica de este grupo de 

pender& de estas condiciones. La dependencia general de la 

ausencia de o2 parece intuitivamente razonable, ya que el 

proceso es altamente reductor. 

(2) Microorganismos simbióticos. 

Estos fijan ri
2 

en asociación con plantas; por ejemplo, Rft-l

zob-lum se asocia con los nódulos que se encuentran sobre 

las raíces de plantas leguminosas. En este·caso, las bacte

rias invaden las raíces y estimulan en las mismas la forma

ción de nódulos, que son una especie de tumor beni~no (fi0~ 

ra 6.2.a). 
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Figura No. 6.2.a. "Ralees de 
soja con nódulos formados por 

b.acterias fija<l,oras .de N
2

11 

La combinación de las c§lulas de la lequminosa y las bacte -

rias puede fijar el nitróoeno atmosflrico (cosa que no puede 

ser realizada por ninguno de los dos componentes aislados). 

Los lfquenes constituyen otro ejemplo, ya que hay una combi

nación de un hongo y una alga azul-verde fijadora de N2 . En 

general, se tienen menos progresos en este proceso con bact~ 

rias simbióticas. Una caracterfstica comdn de estos sistemas 

de nódulos radiculares es la presencia de una proteína que -

se denomina leghemoglobina (es parecida a la hemoglobina y -

posee un átomo de Fe+ 2;mol). Parece que hay una correlación 

entre la oresencia de §sta y las propiedades fijadoras de N2 
se cree que su función es atrapar cualquier molécula de o2 -

aue se encuentre presente en el medio, y de ese modo, prote-
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ge a la nit:rcge'1li!il1Jll, la cual no puede operar en presencia de 

o2 • Por otra parte, perriite tener una reserva de o2 a fin de 

que se realice la respiración y se suministre ener9ía para -

que continOe el proceso de fijaci6n [~•]. 

La siguiente tabla resurie algunos sistemas biolóqicos fijad~ 

res de N2 . 

Tabla No. 6.2.c. "Al!]unos sistemas biológicos 

fijadores de M2 " [••] . 

. l\simbióticos 

(a) Anaeróbicas 

e. p<t.6.t:eiut-i.anum 

e hJ!.o m a..t:-i.um 

ChLoJ!.ob-i.um (fotosintltica) 

/.fe.t:ha.110 ba.c..t:eJ!.-<-um 

VeauL6ov-i.bJ1.lo ap. 

(b) Aeróbicos 

Azo.t:oba.c..t:eJ!. 

Anabena (fotosintltica) 

Az o.t:omo na.a 

Noc.a.Jl.d-i.a. 

Paeudomona.a 

(c) Facultativas 

KLebaLeLLa. ar., B. poLumyxa 

Rhodoap-i.J!.LL.f.um (foto sintética) 

Simbióticas 

(a) rl5Uulus radiculares 

le~uminosas. Rh-i.zu

b-<-um y le~uminosa~. 

Microorganismos y ár

boles o arbustos. 

(b) Nódulos de ho,ias 

bacterias y hojas de 

Psychotria emetica. 

{e) Líquenes 

Anabena, Tolypothrix 

y honr¡os. 

(d) Micorriza de pinos, 

honoos y árboles. 
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6.3 FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO. 

La fijación biológica del dinitrógeno corresponde a una re -

ducción biológica del mismo; se Lcata especificamente de la 

conversión del N2 a 2NH 3 . El catalizador biológico de la 

rcucción se conoce co1110 nitroqenasa [9,14,1s '.110 ,31 1 3s,s1,s2, 

sJ,so,ao,c.o,ü1,1s, 106 ,1 0 e] y la evolución de este proceso se 

concibe como una respuesta biológica a una necesidad para el 

reciclaje biosférico del N2 f31]. 

Los conocimientos actuales sobre las ~i~rogenasas de diver -

sos origenes, oermite la siauiente definición general: 

"Las nitrogenasaa son complejos de proteinas Fe-Mo y Fe cu -

yas ·síntesis se re¡¡rimen !'ºr 1 a presencia de N2 fijado y sus 

~ctividades accp1~n 1~ hid¡·alisis Je1 ATP a la transferencia 

de electrones para la reducción del N2 , siendo el H2 un inh! 

bidor competitivo para la reacción de este Oltimo y el CO un 

inhibidor de todas las dem!s reducciones exepto 

[•1]. La siguiente figura muestra las diversas reacciones c~ 

talizadas por la enzima. El ATr es un requerimiento absoluto 

para la reducción y éste se hidroliza a ADP y PPi. 

De una amplia qama de agentes fijadores de N2 en la natural~ 

za, los organismos m5s fuertemente investigados a nivel mol~ 

cular son: Cfo~~n¿~lum ua6~eunLanum [s 1,s2] y Azo~obae~en uL 

neCa11d¿<_ [••, ,g); ambos reoresentan los extremos aeróbico v 

anaeróbico y por lo tanto proveen una fuente de información 
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importante acerca de esta enzima. 

Estudios con otros microorganismos aerobios como Micabac~e

Jtium 6tavum; anaerobios facultativos como Klebaiella ~neumQ 

11.lae [su, oo,, 0 6 ,100] y EacheJtichia coli [00,07]; bacterias 

fotosintéticas como ChJtoma.tium y RhadoapLJtitlum JtttbJtum y ul 

timamente al aas azul -verde (Anabaena. C!flLndJt.lca) ofrecen un 

gran apoyo a las investigaciones que se realizan. 



F
ig

u
ra

 
N

G
. 

6
.3

.a
 

n
it

ro
 

· 
"R

e
:a

c
c
io

 
g

e
n

a
sa

,,
 

[ 
r.

es
 

3
1

,3
•
]
. 

nA
DP

 +
 

nP
i 

c
a
ta

l 
iz

a
d

e
s
 

p
e 

r 
1 

a 

+
2

e


+
6

e


+
G
,
8
,
l
O
e
~
 

+
 

N
H

3 

H
2

0
 

+
 

N
H

3 



-135 -

6.4 CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA NITROGENASA. 

La enzima es un complejo de dos proteínas no hemo diferentes 

[1 a], una de ellas contiene Mo y f'e y la otra Fe y S. En su 

estructura completa hay dos 5tomos de Mo, de 30 a 32 átomos 

de Fe y un número apróximadamente i']ual de iones s- 2 [1 o]. 

La protefna Mo-Fe, componente I ó dinitogenasa como también 

se le conoce, [s•, 1oe], contiene el cofactor fierro-molibde

no (FeMo-co) [s1,so,1oe]. Es 10! más grande ya que su P.!1. de 

220 000-245 000 D asf lo demuestra. Posee unil estructuro 

<>< 2 (2> 2 , cu,11as su bu ni dad es son 1 i neramente di fe rentes en tama 

ño [ 10, 37]. El FeMo-co es un cirupo que contiene átomo de -

Mo, 1 átomo de Fe~' 6 átomos de S [1•,30,s,,,aJ . .v se pronone 

como el sitio activo para la reducción del t! 2 [1 ~. sa. sg]. El 

cofactor es capaz de activar extractos crudos de células mu-

tantes UW45 de Azo~obac~e~ vLncLandLL. La ílPE .v la espectro-

fotometría de fHissbauer indican que el FeMo-co es idél'lticó -

en todos los microorganismos ~ue fijan N2 [1•]. 

La Fe-proteína, componente I! 6 dinitrógeno reductasa [100], 

tiene un P.M. de 60 000 a (,7 000 D [1e~3a]. Contiene dos sul' 

unidades y un arupo Fe
4
-s 4 acomodado cübicamente semejando -

una jaula; actüa como un acarreador específico de electrones 

así como en el almacenamiento de ellos para la reducción. 

Tanto el componente 1, como el componente 11 son extremada -
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mente sensibles al o2 , esoecialmente la m§s pequeíla y junto 

con el Mq-ATP (sal de monorna~nesio de ATP) son necesarias P.!!. 

ra la actividad de la nitrogcna§a. El pH para la actividad 

mixima var,a, aunque generalmente e5 de 6 a B. 

Ni la FeMo-rrotefna ni la Fe-protefna poseen por sf solas -

actividad biolópica. La contribución de ambas proteínas con 

fieren actividad a la nitro9enasa, aquélla se calcula a pa~ 

tir de la reacción en la que una de las protefnas es limi -

tante y la otra se satura; así la actividad específica se -

expresa como la actividad del complejo de la nitrogenasa/ 

min.m?. de proteind. Las actividades específicas de las ni-

tro9enasas de Azo.tobac..te1t v-lne.~_ancl.Ll y clostridiales son de 

225 y 175-225 mmoles de H2 reducido/min.mg. de ~roteina re~ 

pectivamente [•• 1. 

En los resultados que se obtuvieron por el estudio de la o~ 

tructura fina ror absorción de R-X de la proteína Fe-Ho su~ 

titulda, se considera aue el no se rodea de 3 a 4 &tomos de 
o 

S a una distancia de 2.3G A, probablemente 1 ó 2 ó más S a 
o 

2.49 A y tal vez 2 5tamos de Fe alejados del Moa una dis -
? 

tanci a de 2. 72 !'.. El dato de EXAFS revel 6 adern5s de que no 

ha v u na i n t era c c i ó n :~o= O en l a en z i rn a a c t i va [ ' • , 1 •] • L a s _:!__ 

g u i en t e f i (' u r a d e m1 es t r a e 1 a e o ~10 da m i e n to de 1 ll o e n t re 1 o s 

átomos de Fe y s .. 



s 
s 1 s / '\... /"-..,. 

Fe ivio Fe 

"'\... / "/ s s 

-187-

Fa S 

./I ./ 

' i jFe 

1 s-
.......... s- - -- - --- /Mº~s-

. Fe S 

Figura No. 6.4.a. "Posición del Molib

deno en la proteína Fe-Mo" 
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6.5 MOLIBDENO, MOLIBDOENZIMAS Y SUS CARACTERISTICAS. 

Numerosos estudios bioquímicos y <Jenéticos [1 •,6e] estable -

cen que 1 as mol i bdoenz im~.s contienen el metal t1o fuertemente 

asociado. El Mo iónico, ya sea como catión o como molibdato, 

no exhibe o promueve alquna actividad catalftica o regulado

ra " los ni veles en que se cnc11cnt1·a en las células [3 •]. Un 

listado de las molibdoenzi~as que hasta hoy se conocen y las 

reacciones que ellas ca tal izan se presentan en la tabla 

6. 5. a. 

De éstas, la xantino deshidroqenasa, aldehído oxidasa, puri-• 

na hidroxilasa y piridoxal oxidasa se consideran molibdohi 

droxilasas [3a]. Ellas se caracterizan ror contener un cofa~ 

tor molibdeno [~•J. que difiere del FeMo-co de la nitrogena

sa Í••l la cual expresa propiedades catalfticas y físicas di 

ferentes a los Mo-cofactores de las otras molibdoenzimas 

[. 1] • 

Se reconoce en el campo de la agricultura la importancia biQ 

169i ca del Mo, ya que trazas de este metal son necesarias PE. 

rala fijación del N2 inorqlnico en las plantas. Específica

mente las enzimas responsables para el primer paso. 

De la "fijación del nitrógeno" y asimilación de nitratos", -

contienen fitomos de Mo como parte de sus sitios activos [· 

·~· Huchos animales su~eriores dependen de cantidades tr a 



E
n

zi
m

a 

S
u

lf
it

o
 

o
x

id
a
sa

 

C
O

-d
e
sh

id
ro

g
e
n

a
sa

 

N
it

ra
to

-r
e
d

u
c
ta

s
a
 

a
s
im

il
a
to

ri
a
 

n
it

ra
to

-r
e
d

u
c
ta

s
a
 

re
s 

p
i 
ra

to
ri

 a
 

F
o

rm
a
to

-d
e
sh

id
ro


o

e
n

a
sa

. 

N
it

ro
9

e
n

a
sa

 

T
a
b

la
 

N
o

. 
6

.5
.a

. 
"E

n
ii

m
a
s 

d
e 

d
iv

e
rs

o
s 

o
ri

g
e
n

e
s 

-

q
u

e 
c
o

n
ti

e
n

e
n

 
m

o
li

b
d

e
n

o
" 

[
3

s
]
. 

O
ri

g
e
n

 

!>
.a

d:
er

i a
s 

:. a
ni

m
a 

1 
es

 .
 

.-
ba

ct
er

i.
as

 

m
ic

ro
or

ga
ni

sm
os

 

b
a
c
te

ri
a
s 

b
a
c
te

ri
a
s 

m
ic

ro
or

ga
ni

sm
os

 

R
e
a
c
c
ió

n
 

c
a
ta

fi
z
a
d

a
 

so
3

2 
+

 ;
H

;o
 ·

"
 

so
3
+

 2
e
-

+
 

2H
 

CO
 

+
f-

!2
0

 ~
c
o

2 
+

 
z
e
-

+
 

2H
 

·o
tr

o
s
 

g
ru

p
o

s 
p

ro
s
té

ti
c
o

s
 

"h
em

o 
,M

PT
 

FA
D

, 
F

e/
S

,M
P

T
 

F
A

D
,h

em
o,

M
P

T
 

F
e/

S
,M

P
T

 

S
e,

F
e/

S
,M

P
T

 .
 

F
e/

S
 



-190-

de 'lo formando parte intrínseca de metaloenzirnas que catali

zan conversiones metabólicas importantes [1s,1:.]. Normalmen

te, su concentración es baja y en el humano se encuentra en 

concentraciones relativamente altas tanto en higado como en 

riñón. 

En las molibdoenzimas el metal está presente en una asocia -

ción no directa con la protefna, pero si forma parte de una 

estructura compleja que contiene además otros componentes. 

La nitrogenasa es la ünicé entre este tipo de enzimas donde 

el Mo se localiza formando parte de un complejo agrupamiento 

metilico que contiene también Fe y S como ya se mencionó. En 

las demás mol ibdoenzimas que se conocen, sea el que fuere el 

o~~tgen, el metal se presenta ~orno parte del universo del co-

factor Mo. 

El 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: [1s,so, 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 m~ 

l i b do e n z i m a s . A q u í el !·1 o s e u ne a u n p t e r i d i n s u s ti tu í d o q u e 

no con ti ene Fe [s 1]. 

El molibdato (MoO;j 2 ) puede emplearse por las bacterias como 

orí~en de t~o rara la sintesi s de estos cofactores. Poco se -
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conoce acerca de las reacciones ~ue se requieren para la 

transformaci6n del Hoo; 2 dentro de un cofactor activo [•o~. 

los dos cofactores Ho-co y FeMo-co se distinguen por su com 

posici6n y por su comportamiento en sistemas específicos 

que se basan en ensayos genlticos y bioquímicos. Los ensa -

yos para los dos cofactores ~mplican mutantes que de otro -

modo, el "tipo silvestre" de los microorganismos serían in

capaces para metabolizar un sustrato rarticular de una mo -

libdoenzima. Ciertos mutantes poseen la habilidad para manu 

facturar la apoenzima. El cofactor se aisla de cualquier 

origen bacteriano y se inserta dentro de las apoenzimas de 

los organismos mutantes, restableciendo así el total de la 

actividad qui111i~a. EsLe proceso se 11ama 1¡compJementación 11 

y provee un axamen estricto para demostrar la presencia de 

un cofactor en particular [1s]. Azo~obac~e~ vLncLandLL UW45 

fue el primer mutante carente de FeMo-co. 

ba tlcnica que se emplea con mis frecuencia para comprobar 

los sitios Mo de las diversas enzimas es la RPE. Reciente -

mente, el anllisis de la estructura fina por absorción de -

R-X (EXAFS) se aplica al estudio de las molibdoenzimas, ca~ 

siderando el ndmero y la naturaleza química de los ltomos 

ligantes en el cam~o de coordinación de las diversas enzi -

.mas ¡:1a,3a]. 
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6.6 SINTESIS DEL COFACTOR FIERRO MOLIBDENO. 

La fijación del H2 en K.e.eb;.,,lelP..a. ¡me.u.man.La.e requiere de la -

expresión coordinada de al menos 15 qenes que se disponen en 

7 operones que constituyen el ~rupo n,l~. El producto de 13 

de estos genes ya se identificaron y su función corresponde 

a proteínas estructurales, re~uladoras, transportadoras de -

~•ectrones y enzimas para el procesamiento de la nitrogenasa 

[ 5 9] . 

Las dos subunidades del componente l son codificadas por los 

genes n).6 K y n,l6 O, los cuales comparten un onerón con el 

aene del componente l 1, el 11,lfi 11. 

Muy poco se conoce acerca dei camino biosintetico del FeMo

co y su inserción dentro del comrionente 1 de ·1a enzima [so, 

1 o•] . Tres gen es n,l 6 ( n-l tí B , n,l 6 N , 11,l ~ E )[ s o , 1 o o] se pro p o -

.nen cerno parte de este proceso, .va que extractos de células -

mutantes (N,ló-) [ 1oe] con lesiones en estos cenes sintetizan 

el componente 1 de la nitrogenasa sin cofactor, la cual pue

de activarse in vitro por la adición de FeMo-co purificado -

[•o, •o•]. 

Por otra parte, estudios -recientes [so, 1 0 8 ,100] , proponen que -

el nene 11-l.6 Q juega un papel en la fijación del N2 y que la 

esencialidad de su función depende de la concentración de Mo 

[so]. Los mutantes n,ltí Q- requieren <]randes cantidades de 

Mo0~ 2 en el medio de cultivo para suprimir el fenotipo de la 

mutación [100]. 
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6.7 ACUHULACION DE MOLIBDENO. 

La acumulación de Mo parece ser un fenómeno regülado y su 

control se correlaciona con la expresión de los genes que se 

involucran en el sistema fijador de N2 . Las propiedades de -

acumulación de Me de CLo6~4LdLum pa6~eu4Lanum y KLeb6LeLLa -

p»eumonLae parece ser bastante diferente. Sin embargo, las 

cinéticas de acumulación de Hoy la sfntesis de la nitrogen1 

sa en ambos microorganismos se correlacionan. 

Se ha propuesto que KLebaLeLLa rneumo»Lae contiene los cua 

tro productos de los genes nL6 necesarios oara la sfntesis·: 

del dnico cofactor Fe-Mo de la n1trogenasa. En contraste, 

el proceso de acumulación del Mü en A~o~nbac~e4 vLneLandLL -

parece ser completamente no regulada. Aquf niveles altos ds 

Hose acumulan ya sea que las cilulas crezcan sobre N
2 

o 

bien NH
3

• Este microoroanismo posee también una proteína que 

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

requiera para la sfntesis de la nJtronenasa. Se propone que 

que esta protefna almacenadora de Mo en Azo~obac~e4 v~»eLan

dLL es el primer paso en el camino metabólico del mismo y 

juega un papel requlador en la sfntesis de la protefna Fe-Mo 

de la n1trogenasa. 

Recientemente se reportó[••] ~ue el incremento de la acumu

lación de Mo por Cto6~4LdLum caa~euALanum bajo condiciones -
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fijadoras de M2 , es el resultado de la incorporación del me 

tal dentro de seis molibdoprotefnas. Dos de ellas correspo~ 

den a molibdoenzimas, la FeMo-protefna (que contiene el 

Fetlo-co) y la formato-deshi drogenasa (que contiene el Mo-cc) 

Las otras cuatro molibdoespecies son: la protefna que alma

cena Mo unido (MoB-SP); la molibdoprotefna de 30 Kilo-Dal -

ton (Mop-30KD); especies Mo de bajo P.M. y es~ecies Mo de -

elevado P.M. que se encuentran suspendidas en la membrana. 

Se sospechi!. que cada una se relaciona con el procesamiento 

del Mo [s1, ••] corno Moo4 2 para su eventual inserción dentro 

de las molibdoenzimas (nitrogenasa y formato-deshidro9enas~ 

La observación de oue el hacinamiento de Mo en ceo~~n¿J¿um 

pa~;teu.tianum se incrementa antes de que se detecte la acti-

viciad de la nitrogenasa permite proponer la siguiente hipo-

tesis: "el procesamiento del f·1o puede tener intermediarios 

estables que posiblemente sean"molibdo¡:rotefnas" [ •• J . Es tu -

dios de este microorganismo durante el estado d~ crecimien-

to constante sobre NH- indican aue la bacteria acumula la -
.j 

-2 parte de Mo que proviene como Moo 4 y lo distribuye -

entre las molibdoespecies de bajo P.M. que se localizan en 

la membrana. El aumento en la acumulación del Mo, probable

mente representa el inicio de la desrepresión de la nitrog_g 

nasa. Los niveles de co 2 reductasa (o formato-deshidrogena

sa) se incrementan justo antes de la desrepresión de la en

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

pulsos radioactivos con la incorporaci6n de 99Moo¡ 2 indica -

ron que el No se acumula durante la desrepresi6n de la nitro 

genasa y parece que se incorpora dentro de las molibdoprotef 

nas en la si~uiente secuencia: 

componentes e mem rana 
que transportan el Mo 
al interior de la célu
la y es un paso que re
quiere ener~ía. 

( 41 

l 
( 5) 

! FeMc .. protc:fna¡ 

2 
Mo ibdo-especies de· bajo 
p .M. 

l 
( 3) 

¡MoB-SP y 30KD-Mopj 

La segunda y tercera de estas proteínas son los candidatos -

más rrobables para involucrarse en el procesamiento del Moo-,f 

para su eventual incorporación a las molibdoproteínas. 

Por otra parte, bajo condiciones de crecimiento limitante en 

No, las células prefieren desviar el metal a la síntesis de

la proteína FeMo a expensas de las otras molibdoproteínas. 

Una vez aue se sintetiza aquélla, el Mo disponible determina 

el nivel de las otras molibdoproteínas [s2]. 
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P1ruvato + CoASH acet11-SCoA ¡ 
acetilo"'P 

1 
ATP 

Fld 6 Fd 

Es únicamente en este sis tema, en donde el pi ruvato es 1 a 

fuente natural de transferencia de electrones para la fija -

ción del N2 que se ha definido hasta ahora, aunque también -

el NADH funciona como tal [ro]. 

La utilización del ATP por la nitrogénasa depende de lu 

transferencia eléctrl.inica [.,]. Las funciones para el ATP i.!:'_ 

cluyen: 

(1) Activación de electrones, 

(2) Activación de Fd, 

(3) cambio conformacional del sitio dinuclear ·de la nitroge- _ 

nasa para aco~odarse a la ~ol6tula N-N, 

(4) Deshidratación de un sitio nitrogenasa que involucra una 

reacción sensible al H20. 

El siguiente esquema muestra los pasos que probablemente se 

involucran en la actividad .de la ni trogenasa, pero la secue.!:'. 

cía aún no se establece con firmeza. 



-1 98-

Fierro proteina oxidada 

)la2s2o4 • o foma reducida de 

Fld, Fd o color~nte violó,,eno. 

~roteína, 

MoFe-proteína ' 

transferencia de 
electrones de 
proteina a proteína 

Mg {ATP} , Mo Fe- proteína, N2 ADP - -

repetición de los 
pasos que trans -
fieren electreones 
+ SH+. 

Fe-prote'ina + MgAOP + Pi . + Mo Fé proteí~ .+ 2NH3 . + H z
. (oxidada} 

Esquema No. 6.8.a. "Supuesto mecanismo de acción de 

la nitrogenasa" [••]. 

La Fe-prot~fna reducida forma un complejo con la unidad FeMo 

y la sal de monomarnesio de ATP. La reducción del N2 que se 

encuentra enlazado al sitio activo de la enzima, requiere de 

seis electrones. Los componentes y Il, probablemente se 
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combinen en una relación 2:1 en la reacción fijadora de n
2

, 

así los dos átomos de Mo utilizando sus estados de oxidación 

+3/+6, podr'ían, en principio, suministrar los seis electt·o 

nes rápidamente al N2 [3], Para cada electrón que se trans -

tiere se requiere por lo menos de una molécula de ATP. De 

hecho, ya se demostró experimentalmente que hacen falta dos 

moléculas de ATP por cada electr6n transferido. 

Finalmente, el MgAOP, el Pi, el amoniaco y el hidró!Jeno se -

producen mientras que las proteínas regeneran sus niveles de 

oxidación originales [•a]. Por lo tanto, la reacción !Jlobal 

es la siguiente: 

Nz + GH+ + 6e . + 12ATP + + 12ADP + I2Pi 

la regeneración de la· Fd recfu~ida tiene efecto gracias a l·a 

enzima NAOH-ferredoxina-recfucta~~. 

llADH + Fdox 

ó bien:·por el sistema de la piruvato-deshidrogenasa. 

El mecanismo de acción para el centro FeMo-co en la nitroge

nasa aún se investiga [31), sin embargo, se proponen modelos 

ciniticos que involucran la reducción del FeMo-co por trans

ferencias sucesivas de electrones desde el grupo Fe-S. Estas 

"bombas de elettrones" deben reducir al FeHo-co en un cierto 

nivel antes de que se una al N2 y proceda la reducción del -
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mismo [1s]. 

Se sugieren rutas tanto oxidativas como reductivas para la -

fijación bi6logica del N2 . Algunos de ellos involucran un si 

tio dinuclear con varios modos de enlace para el N2 (figura 

6.8.a). Los átomos liqantes facilitan la transferencia de 

átomos de hidrógeno a la molécula de r1 2 , con la consecuente -

liberación de amoniaco y la receneración del sitio activo 

J. 

CN} -'2... f·c C} .~º"º'{CH HC} 
M-N=:N-M M-N=N-M 

1 

{e e} {CH HCJ•·•~••r {e e} 
M-NH2 NH2M - M-NH=!"JH-M - ~ M-NH=HN-M 

N=metal; N=nitr6geno; C=carbono; H=protones. 

Figura No. 6.8.a. "Un esquema para la activj_ 

dad de l~ nitro~enasa" [s3]. 

Solamente, dos mecanismos bisicos, ambos reductores, se con-

sideran como probables. Una ruta involucra la reducci6n biól~ 

gica de N2 ·a 'N.~H 3 ·vía; un nitruro;·intermediario, mientras que 

el otro involucra intermediarios hidrazina y/o diazina. Las 

propuestas específicas para cada ruta se presentan a conti -

nuación [ 3•): 
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(1) Nitruro. 

El mecanismo más simple que se rropone para la fijación del 

N
2 

asume nitruros metálicos como intermediarios. En una va

riante el N2 se coordina a un anico átomo metálico y seis -

electrones se introducen en este paso. 

3¡,,- 2H2o 
M + N2 - M-N"'N ~ NH3 + W=N ___,___. NH

3 3H ¡ + 

o 
JI 

M-OH 
3e + 3H 1 

Otro mecanismo propuesto involucra seis electrones que son 

suministrados simultáneamente a partir de dos átomos metáli 

cos: 

2M + N
2 
-- M-N=N-M _,.. 2M=N ----... 2NH3 · + 

r Ge 

(2)'Diazina y/o hidrazina. 

o 
11 

2M-OH 

El mecanismo propone Jos si~uientes requerimientos para la · 

nitrogenasa: 

{a) Un sitio dinuclear en un medio acuoso, 

(b} Dos átomos metálicos qué puedan formar los dos enlaces -
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covalentes o un anico enlace covalente ar nitrógeno; 

(c) Un medio de transferencia de átomos de H al N2 ; 

{d) Un suministro de átomos de H a un nivel de energia al -

menos iqual al del hidr6c¡eno; .v 
(e) Protecci6n de la catálisis contra el 0 2 , CN-, CO, etc. 

El mecanismo especifico propone dos qrupos prostéticos hi -

drogenasa mononucleares yuxtapuestos te6ricos sobre la ni -
o 

trogenasa, alejados a una distancia de 3-4 A. 

E ..... ~ 
El e y el M (metal) son átomos aproximadamente pTanares y -

paralelos a los grupos prostéticos. El metal es Co+ 2 6 Fe+2 

Basándose en la termodinámica de la quimioabsorci6n del N2 
sobre el Fe, se sugiere la sirruiente reacción favorable: 
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/ 
r{:;_¡_x_F:J, 
----N"eama 

El siguiente esquema ilustra un mecanismo sugerido por cam -

bios en la configuración de la enzima por la acción del ATP. 

Se propone un sitio dinuclear otra vez, en este caso, invo -

lucrando dos ~tomos de Fe. El Mo tiene asignado el papel de 

agente transferidur de electrones permitiendo la formaci6n -

de especies Fe+ 2 . 



204-

n~/'-.... 
l~onF~" F'!'I- t___r-

2NH 3 + 

( VIA CICLOS DE 
REDUCCION Y 

PROTONACION J 

1 

"i ~ '"u·· 
6 

H+ 

~~- F~'I - L___(-
2 

CAMBIO rATP CON FIGURACIONAL 'S! .. 
11 

L_J 
3 

N:zN 

4 

'" Fo 



CAPITULO VII • 

R. N. A.- P O L 1 M E R A S A - D. N. A. - D I P 1 G 1 D A 

rrlJe gene 15 like r:othine k1·m·m to t.h.P. inore:1-11~ic 

world. It po!::·-se~ser. the 11njquF:: pl'r~pcrLy c1f : -· 

beir.1,; able to tlirP.ct tl.fl .synLhe~•i~> nf' rr.?!'1Ü~ri.n ,,r• 

itsel.t' f'rom fi • .large nrruy of' bui.!dinp;r; b'lockr-. 

The mE-:::>s:-ige that. i3 cod1:·d 11 i tld n ji. is caprJble ot' 

bei11¿ t1anflatetl !nLo tl1~ ~omµJ.ex yrc1c:~!1so~ t11nL 

are devr;:lopmer:t ,_ir~tl 1'i.mct.Lrn: ••• It in tbe occnG:iE, 

nal mi :;t..ul,._cr:: thn.t pr:..:-;-;L!naL1y occ:u1 Jr1 i.,he rl!pl1Qa 

to cc·me. 

Gecr¡r,e w. Tlea<lh: (195'.)). 
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7.1 GENERALIDADES 

Las enzimas y otras proteínas que participan en la re~lica_ 

ción y en la transcripción c'el DNA constituyen uno&- de los 

catalizadcres biológicos mis notables hasta hoy ccnocidos. 

La descripción completa de· su acción explica no sólo 1 a for_ 

maciór de los enlaces internucleot1dicos fosfodiéster sino 

que también Explic~ la transmisión exacta de la información 

genética, desde la hetra patrón hasta la nueva hebra, en 

forma (e una secuencia nucleotidice exactam<0,nte conopl emer._ 

taria. Pcr otra parte, proporcio~a una explicación de los 

problemas gecmitricos, mecánicos~ cinéticos, que presenta 

el desenrrollamier.to del DNP. duplex proger.itor, indisp<0,n __ 

sable pé ra expeonerlo e las acciones de las enzimas de rEplj_ 

cación y trans~cipci6n, la información contenida en el cód! 

go ce la secuencia df· bases del interior de:·l dúplex. Estas 

enzimas inician ) terminan sus acciones en puntos especifi_ 

ces del cromosoma como respuesta a ciertas senales molecul~ 

res. En cor·trasti; cor la mayoría de las otras enzimas responsables de 

lL ~eplicac.ión del DNA •. ejerce:·n funcione,s muy complejas 

[•o]. Los mecanismos enzim&ticos por los GUe se produce la 

replicación del DhA, descubiertos por Arthur Kornberg y co_ 

1 abe ra(ores { 1956), involucran una = erie dE:, enzimas denor.ij_ 

nadas: DNA-polimerasa !, II y III. Ellas se involucran en el 

proceso dE. la replicación; la primera tienE ur.a furción re_ 

paradora del m~terial geniticc ademis de tener propiedades 

catalíticas como la segunda; la tercera y dltima, aparente_ 
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n.en'te inicia el crecimiento dE una cacjE·nil de OHA, Ninguna 

de 1 as DNA pol imerasas pued<·n ut.il izar al DNA de doble cad_g 

na como patrón cebador y sin embargo, la replicación en el 

cromosoma bacteriano de doble hebra ~n c61ulas intactas debe 

llevarse a cabo. 

El aislamiento y purificación de la en2ima RNA-polimerasa

DNA dirigida resolvió el enigma; esta enzima participa en 

la transcripción y replicaci6n del o~:A y del RNA, formando 

un cebador de RNA y un RNA complementario respectivamente, 

transcribiendo a partir del DNA duplex y reconociéndo 1 os 

puntos de iniciación espe·cificos en el cromosoma. 
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7.2 CARACTERISTICAS DE LA RMA-POLIHE~ASA-DNA-DIRIGJDA 

Se cree q~e las bacetrias, a diferencia de las células euc! 

rióticas, tienen una enzima única pera la síntesis de todas 

las clases de rNA [10], además de que aq~élla sirve como pa_ 

trón cebador para la síntesis de CN~. Esta RNA-polimerasa 

(ccmo mejor se le conoce) se ha alslac'o de numerosos organi_? 

mas entre 1 os ci:al es Sf encuentran Eug.C.ef!o. g1r.ac.l.C..l-1>, SacltE:; 

Jt.omycc& c.e.Jtet·.i-0-<ae [33], E~cl:e:ri...cft.i.a e.e.e..<. [1g,20,21 ,33,41, 

11, ••, <>>,1•a] Lac.tobac.l.C..C.uó cuJz.va.tuó [41] y Bac.l.C.f'.uó ~ub.t:.l.C..i.ó. 

Le RNJ,-pcl imerasa de E-1>clte.Jz..lclt.la co.t.l se ha purificado y ai~ 

lado extensiva111ent;; y es la más conocida gracias a los trab_! 

jos dt· R.R. Burg<·s [ro]. Al parecer las polimerasas de las 

demls bacterias tienen una constituci6n semejante[••]. Se 

trata de une nuclectidil transferasa, enzima ol igomérica 

["~] ccn un P.M. total de '!0 000 D. ~e ccmpc·ne de cinco su.2_ 

unidades: des cadenas u-, cada una con un P.M. d€ aproxima<:'._! 

mente 41 000 D; una cadena /l con un P.M. de 155 000 O, una 

cadena fJ' de P.M. aproximado a 165 000 O y un ~·Ol ipéptido ad_i 

cional llamado factor fT, con t;n P.M. de 86 000 D [" ]. Así 

la relación de las St;bunidEdes presentes en la holoeniima 

intacta es <»/l/l'<r [ •• ,••]. Contiene también dos átomos de Zn 

pcr molécula d<· en2 im< .. Uno de 1 os dos iones se local iza en 

la St;bunidad /l, la cual contiene el sitio que enlaza al su.?_ 

trato, mientras que el otro, se encL·entra en la subunidad 

/J', quién posee ül sitio que se enlaza al ter>J¡>let.e [ 01 ). 
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o 
Figura ·1.2.a. "Representacf6n diagramátj 

ca c!e 1a estructura de la !ubunidad .<,_P~' 

de la R~A-pol imerasa y el factor rr. [7a J. 

Respecto a sus propied~de!, los s~stratos sen ribonucleósi 

dos 5' trifosfatos (ATP,GTP,CTP,UTP) y no rec;uiere de la pr~ 

sencia de un cebador en el caso de la sfntesis del RNA; yB 

que en la duplicación del material genético ªG~élla cataliza 

la reacción para 1a formación de un cebador. El RNA cebador 

que se prcduce es complemertario ~e1 patrón DNA. La enzima 

t a m b i é n re q u i e· re de• i o ne s me t á 1 i e o!· M n + 2 o M g + 2 [ • 1 , 7 o , 11 ] 

y produce ppi. Recientemente se reportó que los reque•rimien_ 

tos óptimos ~el Mn+ 2 en esta reacción son 10 veces mis tajos 

que los niveles de M¡/ 2 , por ejemplo, la RNA-polimerasa de 

Lac~abacL~~u¿ cu~ua~u6 funciona 6 \eces mejor con Mn 12 y la 

R~A-polimerasa de E6chcnLchLa co~i aumanta 3 veces su activ1 
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dóC· i..~sf;í'.:'cífic.:, con i\~q· l- [.:.1 ]. p, \u f~rmc1 uct·i"!ª se le ClillQcc 

como core-enzima. In vitro, la RNA-polimerasa puede ~sar DN~ 

(:(' dotle filiimerto e de un filamento como templete, aunque_ la 

e o re - p o ·1 i me r a s a i: i e r e u r• a a e L i v i dad d f b i 1 h ll e i u 1 a p r i ni e r a 

forma, prcbablemente pcrque se enfrenta con muescas sl azar 

o discontinuidades que impiden tener p~ntos de Iniciación, 

dando or,gen a un RNA de elevado P.M. que c!espuis se libera 

del templete de Dt· A. En el ca;o de· temple tes de i:na ;.ola h~ 

bra, el prcduc:to inicial es un h,bridc· de tasE·s a¡:·aread<.s 

DNA-RNA. El hecho de que el producto no se una coval en temer_ 

te al polinucleótido pre-existente demuestra que no bay nec_s 

s i da e! de l a primer a forma [ 11 ] • 

7.3 M!:CANISMD DE ACCION. SINTESIS DE CNA 

La replicación de crcmosom~s bacterianos comierza en ur puD 

to de crígen espec,ficc o pünto de iniciación del DNA. Se 

requiere de una prote,na iniciadora espec,fica ~ara recono 

cer el pu11to de iniciación y tal vez para la señal de partj_ 

rar el cebador de las nuevas c<.der.as de DNA. Se t·ienEn da 

tos experimentales referentes a que el punto de iniciación 

estl anclac!o a la membrana celular. Este anclaje puede que 

sea necesario para ayudcr a hacer frente a las fue1·:a:: de 

torción cuando el crcmosoma se desEnrrolla. Antes que las 

enzimas repl icedoi·as entren en acción, las prote,nas "desen 
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rrol l acoras" se unen a una het:·ra c·el crQ1T•QsQm<1 y ·a'bren· UIJ l~~ 

zo, y forman tJna burt.uja en el dúplex, h¡¡·c.iend·o c;ue ~[Tlbas h_t 

bras resulten accesibles a la replicación. En este purto se 

forman hebras cebadoras de RN~ gracias a la acción de la RNA

pol imerasa-DNA- dirigida que u ti 1 iza ribo n ~ c 1 eó si d·o s - 5 ~- t r i f q $f<1_ 

to como precursores de los restos ribonucleot,diccs. Las h~ 

bras cebadoras de PNA son complementarias de las dos hebras 

d€·1 cromc•somé: [To]. 

La RNA-polimerasa cataliza la siguierte reaccción:. 

NTP + ( NM P) n + ppi 

La hcloenzima es capaz de reccnocer y de unirse al DNA en 

sitios de iniciación especfficcs, que son estructuras de 10 

o mis restos, ricos en bases pirimfdicas. Tales sitios de 

iniciación están muy se¡:arados en el DNA patrón. CLando la 

pol imE,rasa se une a su patrón ocurre 1 a se¡:aración de hebras 

del DNA y un cambio en la corformación de la roloenzimé •. El 

primer nucleósido-5'-trifosfato o rucleósido iniciador gen~ 

ralmerte es el ATP ó el GTP y se fija a la pc·l imerasa rara 

formar el complejo de iniciación. El primer enlace internu 

cleotldico se forrra después de la captación ~el segundo ny 

cleósidc-5'-trifosfato, que generalmente es un nucleósido 

¡:irimidlnico (UTP o CTF). Entonces se forma el primer erlace 

fosfodiéster, por ataque nuclecfllico del grupc 3'-hidroYilo 

de la purina-nucleósido-5'-trifosfato sobre el átomo d€ fó~ 
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foro fr del sesuneo nucle6sidc trifoEfato y se elim1na ppi 

procedE·nte del sesundo NTP. El primer nucjeósido-5'-trifo~ 

fato retiene su grupo 5'-trifosfato aún después de que se 

han incorporado el segundo y los subsecuentes restos nuclep 

t!dlccs. Este grupo es precisamente el que permite recono_ 

cer el extremo de iniciación (o s•-termina1) de la moléc~la 

de fUJA CE·bac!ora. La siguiente reacción esquematiza Jo arri 

ba exp~esto. 

. o- o o- . 
1 1 1~ 6 AcC 

O~P-O-P-O-P-0-CH2 o 
" 11 " o o- o . 

QH OH 

\ 
!ATP ó GTPI 

º º º I 1 11 1 Ao G 

o~~-o-~-o-¡.-o-c~H2 0 o o o 
o 

r tt 1 

IH2-:-r-~ º OH 

~ OH OH 
o- o o 
1 11 11 

0--r~o-¡P-Ovi°'O-rH~o'-T1 
o- o- o-w 

OH OH 
De esta manera se sig~en uniendc ribonucle6sidos hasta foL 

mar un RNA cebadcr de 50 e 100 restos. Una .vez construida 

la hebra del RtlA c<-bador, la DNA-pol ime,rasa comienza a in.:_ 

cc-rporarle a su extremo 3' unidades de de~•oxirribonucle6tidos 
formadas a partir de los descxirrlbonucle6sidos-5'-trifos 
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fa,to'.O. Después de que un trame• 1 argo (te DlJA se ha repI icado, 

la pequena hebra cebadora de RNA se escinde~ se sep~ra por 

la aGción de una exonucleasa. Ohasakf observó pequeHos fraB 

mentos de DNA generados durante la replicación ce E..ichc.Jt.i.:_ 

tramos ccrtos de RNA en sus ex_ 

tremas 5 ', 1 o cual e~: un indicio de que ca de uno de 1 os seB 

mentos ccrtos que se producen en la sfntesis por etapa$ del 

DNA comienza por un segmento de RNA. Por lo tanto, la ini_; 

ciaci6n de la replicación del DNA sobre cebadores de RNA 

tiene efecto ne solamente al comienzo de una onda de repli_ 

cación, sino también dt:rante la form«.ción repetida de los 

segmentos cortos de Okasaki [7oJ. 

Lé1 RNA-pol imeras.a-DNA-dirigida, también es la enzimét que 

sintetiza RtlA a partir de U11d plantilla de· DNA; este proce_ 

so constituye la tran;cripción. Es la única enzima en Jos 

organismos procariotes que fabrica todas las clases de RNA 

(wensajero, ribosomal y de transferercia). la RNA-polimera_ 

sa central (a2 µ¡r) utiliza el factor proteínico e,-pecíficc 

cr que ayuda a la enzima central a reconocer la hebra corre~ 

ta y a fijarse fuertemerte a l~ secuencia específica de deSQ 

xinucleósidcs de la región promotora (o sitio específi~c de 

unión) [ 71). Esta enzima u holoenzim< (polimerasa central + 

factor u-) en presencia de los cuatro ribonucleósidos trifo2_ 

fato {ATP,CTP,GTP,UTP) comienza e1 mc•viemiento a lo largo 

d€· ra· "tira con sentido" hacia su extremo de terminaciór. 5' 

la enzima pc1imeriza los ribonucle6tidos en una secuencia 
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específica que dicta la "tira-plantilla" y de acuerdq ;;· l'as 

reglas de apareamiento dE bases. En la reacción tambiér se 

libera ppi. Un ribcnucleótido ¡:úrinico es el primero que se 

¡:.al imeriza en la mc1l écul a de RNJl .. 

El inicio de la form<.ción ce la molécula de RNA en su ~xt.r_g 

mo 5' se continúa con la liberación del factor cr, miertras 

el alargamiento de la mcolécula de RN/\ desde E·l extremo 5'· a 

su extremo 3' continúa antiparalelalmente a su plantilla. LE 

terminaciór de la síntesis de la ll'oléci.:la c'e RilA 5" ser.ala 

pcr una secuencia específica 

molécula de DNA, señal que se 

mi nación 

en la "tira con sentido" de la 

reconoce por la proteína_ ele ter_ 

Hay dos tipcs de señales de terminaciór 

l. una secuencia terminal de poli A que lee la rnism~ RNA-po_ 

limerasa. 

2. Una secuencia pal indr6mica a la que !;e le une la Froteína 

(1 

Después de qve termina la síntesis de la molécula de RNA la 

enzima central se separa de la Flartilla c'e DNA. Con la ay~ 

da de otro factor la enzima central reconoce otro promotor 

pera sintetizar otra nueva melécula de RNA, (véase la si-· 

guiénte figura) .. 
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F·igura No. 7.3.b. "El proceso de la síntesis de PNA. Conde.!!_ 

za er. la ¡:-orción superior izqui-erda de la figura con la uni6n 

de va la polimerasa para forwar un ~cmplejo que reconcce 

el promotor para la trarscripci6n. El proceso se completa 

cuando la RNA tr·anscriptasa se libera del gen y tode>s los 

compcnentes catalfticos están listos para reciclarse" [73]. 
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7.4 PAPEL DEL zn+2 C0~0 ION METALICD INTRIN~ECO DE LA RNA-POLJ 

M"chc se espE·cula acerca d<-1 pcpel del zn+ 2 en la conforrr·a 

cl6n de la enzima RNA-pclimerasa. La mayorfa de los estudios 

que se realizan SE llevar a cabo con E~che~LchJa ccZL y con 

la sustitución del ion rretál ico por ctros iones cor. propi~ 

dades 6¡::ticas y magnitlcas semejantes al Zn~ 2 [10]. L0s met~ 

les que sustituyen al Zn+ 2 decrecen er el siguier.te orden: 

[10,21,01,02] enfurción de sus ac.tlvidade! enzimáticas [10]. 

Los estudios se Iniciaren buscando la localización de los 

áto~os de zn+ 2 en la subu~tdades de la holoenzima. Los resul 

tados de· la sustitución del Ion metálico por Cv+ 2 [10 ,20,s1, 

.11•] ofrecieron fuertes e·vldenc.ias de que los átomos de Zn+ 2 

que se unen fuErtemente a la RN/\-pcl lmerasa, juegan un papel 

estructural y funcior;al en la transcripción y repl lcación 

de· genes [11s]. Por otra parte, los rE'sultac'os de Ja susti 

tuci6n con Co~ 2 (Co-RNA-polimerasa) c:emc.stt'aron que la en 

zima es tan activa ct>mo la enzima nativa, las ¡::.ror.•iec'ade-.s 

fis icas y bioq~ imic2s de- amt.as son rr.uy simn ares ( pa r·a esta 

Qltim~. tienen especificidad sobre una gran variedad de tBru 

pletes), pero difieren en su espectro dE atsorcl6n. La fUQ 

ci6n precisa de los iones metáliccs intrínsecos er lar.NA-

polimerasa aan ro se establecE. '.:in embargo, un nú111ero de 

funciores han podido visualizarse para los iones Zn+ 2 duraQ 
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te la transcripción. 

a) Un posible ~ape:l catalfticQ eR el templete y el susttatQ 

er.lazado C· bién, en la forrr.ación del enlace fosfodiéster suJ?. 

secuente 

b) Un posible papel regulador en el reconocimiento del pro_ 

motor o iniciación especifica. 

c) Un papel estructural en el mantenimiento de la propia ccn 

forrración de la enzima q~e ya se demDstró por la remoción y 

r·eac'ición de Zn+ 2 cc.n la concomitante inactivaci6n y reacti 

vación de la enzima [01]. 

Las conclusiones anteriores se basan en nurrerosos estudios 

de sustitución metálica, de los qce quiza uno de los aspee_ 

tos rr.ás intere:antes de la C:o-RNA-rol imerasa concierne a1 

proceso ~e la sfntesis de RNA; hasta 1979 se sabfa e~ forrra 

indirecta qt1e el ion intrínseco tenía un pape·l er. ia cade·na 

de iniciación del Rl-iA. Ya que la Cc-RNA-pol ime,rasa e<. menos 

eficiente c;ue la Zri-RNA-pol imerasa er. captar GTP sobr·e un 

DNJl T7 come• terrplete, se sugirió qi.:e el ion metál ice ir.tri.!). 

seco se involucra en la iniciación e~.pecifica. Además, el H.!!, 

llazgo de q~·e la Cu-RNJl-rolimerasa presenta dc·s pico: de ab_ 

sorción permitió saber que une de los dos iones se localiza 

en el sitio c-n c;ue enlaza al sustrato, y el otro, en la re_ 

gión que es resporsat·le ce unirse al templete de DNA, o sea 

en la subunidad ¡¡• [ .. , 11a]. 

Solamente la sustitución selectiva de uno de lo: iones es 



necesaria para la asignación de un papel espec,ficc de la 

erzima, asf co~o para elucidar la relación espacial entre 

el sitio de enlace metálico y otros sitios activos de la e_!; 

zima. A pesar de la dificultad pera separar uno de los iones, 

y debido a que el Zn+ 2 se une fuertemente a la enzim~. se lQ 

gró que uno de ellos se reemplazara, obtenién~ose varias en 

zimas híbridas: Co-Zn, Mn-Zn, Ni-Zn y Cu-Zn-RfH, pcl imerasa. 

De aqui se desprenció que un ion Zn+Z se halla er la subunj_ 

dad~ [D1]. Hallazgos en Bae~~~u& &ub~¿~~& de que uno de los 

dos iones metálicos se localizan en la misma subunid&d con 

firmó que esta se invclucra directamente en la formación del 

erlace fosfodiéster [11a]. 

TarTJ bién se propuso que el Zn+ 2 puede participar di rectamer:_ 

te en la cat~lisis actu;;ndo como un lcidc de lewis que fac_i 

lita 1 a des¡:;rotona ción del gru¡:o 3 '-OH, que es el ataque n_!! 

cleofll ico necesario sobre el fósforo "' de los nucleósidos 

trifosfato que ingresan para formar el enlace fosfodiéster 

(véase reacción pagina No. 213). Sin embargo la RNA-polimer!!_ 

sa ne requiere de un primordio o sitios especfficos de unión 

en el caso de síntesis de RNA, por lo que se propuso que la 

exposición del Zn~ 2 al grupo 3'-CH de la cadena de RNA er 

crecimiento, funciona cataliticamente cerno otras nucleotidil 

transferasas [20, 11e]. Estudios de paramé1gr.etismo que real_i 

zaron Dipankcr y ~iu (1983) revé·laron que las C:istancias en_ 

tre el Cu+ 2 y el grupo 3'-0H podría ser de 7 A, de:·masiado 

lejar.o para que sea probable que el metal participe di.rec1=E_ 
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mente en la catálisis, 

Una característica muy particular de la Zn+ 2-RNA-pclimerasa 

es s~ espectro de absorción en la regi6~ del visible. Cuando 

se adiciona nucleósido trifcsfato o un templete análogo, 

d(pt} 10 , el espectro se perturba,sugieriendo que el ion met-ª_ 

lico intrfnseco (uno o ambcs) está invo]ucradQ en el ena]ce 

del sustrato e· en el enL;ce del templete hacía la enzima. 

Perm<necía la incégnita acerca c.'el papel del Zn+ 2 en la enzj_ 

ma; l El ion metálico ¡::articipa directamente en el enlac€· 

del sustrato o terr.plete ? o bien, el efecto es indirectQ: 

¿ LC·5 ca111i.Jios conforrracionales de la el".zima inducidcs pc;;rel 

sustrato o el templete a los sitios de enlace, ocurren lejos 

del ion metálico intrfnseco ?. Estudios anteriores )a habían 

cemostrado que la subunidad µ contiene el sitio de inicia 

ción [20], lo c1.:al se demostró por el descubrimiento de dos 

sitios enlazantes en la R~A-polimerasa de EachenLch~a coLL: 

el sitio de iniciaciór. y el sitio ce elongación. El primero, 

enlaza nucleótidos de ¡::urina (A o G) en ausencia de templ~ 

tes; el segt:ndc., requiere del catión Mg+ 2 para el enlace de 

un n u e 1 e ó ti d d ; el s i t i o de i n i c i a e i ó n no . El he ch c. de e; u e 1 a 

pe· r tu r b a c i ó n de l es¡; e c t r o v i s i b 1 e e e l a N i - R N Jl. - p o l i meras a se 

lleva acebo en ausencia de iones Mg+ 2 ext~ínsecos y de teK 

¡::letes de ONA es inidicetivo d~ que la sustitución necálica 

se lleve a cebo e·n el sitio de iniciaciór• [,.,za]. A,-í el 

i o n me· t á l i c o i n t r í ns e c C· l c ca l i za do en 1 a sub L ni dad ¡:-u e de ju __ 
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gar un papel re~ulador en el recooocimtento del nucle6tido 

de iniciación y ~uede orientar a1 nucle6tido en ana posición 

esterecespecffica para promever la reacción de iniciación 

[ 20]. 

El empleo ¿e la RMN y de la RPE deterir.inan las distancias 

entre el metal y el sustrato en los sitios de enlace de la 

enzimE. Las medidas de los efectos paramasnéticos de la 

Co-Zn-RNA-polimerasa sobre velocidades de relajación del H1 

y del P31 del núclec de PTP, indicaron que las distancias 

de 1 ion C o+ 2 in t rí ns E e o ó e 1 a sub un i dad /3 11 1 os &tomos H2 , Ha 

y H1 fueron: 4.1t 0.6~ 3.6: 0.5 y 6.8: 0.8 A respectivamente 

y para los átomos de r ª' '3. y ¡>:fueron: 10.s: 0.7, is.1: 1.1 

y 14.l~C.8 A respectivamente. Esta relación espacial di;mue~ 

tra que el ion Co+ 2 se coordina directamente a la mitad ce 

la base del ATP que se une al sitio de· iniciación ;y por lo 

tanto, el ATP se localiza en el interior de la esfera de 

coordinación, pcsiblemente a trav~s de electrone~ no apare~ 

dos del N7 y/o otros átomos de N cercancs o bi~n ~or forma_ 

ción de un complejo tipo n [•o,••]. La figura 7.4.a. ilustra 

lo anterior para una mayor ccmprensi6n de las distancias en 

tre el co+2 • protones y f6sforcs. 

Los·detalles de inferir.ación estructural acerca del complejo 

enzima-sustrato se mejorar,a ccn un estudio cristalográfico 

¿e R-X, pero en la actualidad es aún impcsible ¡;ara la RNll

polimerasa ya que se carece de ~na foma crfstalina adecua 
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'dª· !-lasta la fecha, 1a función d<·1 otro meta1 en la. sub~ni 

dad {3' se investiga [01], 

Figura 7.4.a. "Distancias de Co+ 2 intrlnseco a varios proto 

nes y fósforos del núcleo de ATP sobre la Ceo- Zn-RtlA-pol im~ 

rasa" [20]. 

Por otra parte, se encontró que existe una gran ciferencia 

en la relació.n espacial. entre €1 ion m11tál ico y c>l ATP ql!e se 

une al sitio de iniciación de la RNA-polimerasa en ausencia 

y presencia d<•l templete de CNA. Ur>a represer:tación esquPm! 

tica de estas diferencias se den en la figura 7.4.b. 
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Fig~ra 7.4.b. " Re~resentación esquemática del 

ATP unido al sitio de iniciación de la RNA-poll 

merasa de E-6c.heJ1..lc.h.la c.ol-l en prEsencia (----) 

y en ausencia (------) de DNA " [21]. 

los átomos Ha y Hz son Cu Si equidistantes a 1 metal 
o 

4.5 A respectivame:nte) en ausencia del DNA, se: po~t_!! 

un posible modo ée la coc·rdinac.ión dE· l metal a la mj_ 

tad de la base dél ATP se debe a la for~eción del complejo 

"entre el metal y la base del anillo. En presencia del 

DNA, aquellas distanciaE no son iguqles, El átomo H2 se mu~ 

ve lejos del metal (6.7 A) mientras que la proximidad del 

átomo H8 y el mr:tal permanece corstante (4 .1 A). De esta 111_1!_ 

nera es probable q~e la coordinación ocurra a través de los 

pares de electrones no compartidos del N7 y/o otros átomos 
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de· nitr6geno> ce:rcanos (p.ej.~ el grupo t\H 2 i;te ]a pqsiciq~6) 

y no por la formcoción de ccmplejos tipo,.. También los tres 
o 

ltomDs d~ fósforo se mueven aproximadamente 3 A m§s cerca 

del metal en el complejo 0nzima-DNA. Tales movimientos pue_ 

den ser los responsables del incremento en la afinidDd de] 

A T P p o r 1 a en 2 i m <• e n ~·re s en e i a e' e D NA [ 2 1 ] • 



·CONCLUSIONES. 
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Con base a la revisión biblio~ráfica se concluye lo siguien

te: 

(1) Los iones metálicos aunque en cantidades traza, son re -

queridos como cofactores o coenzimas activando los si.ste 

mas enzimáticos para el logro del ciclo vital de difere~ 

tes microorganismos. 

(2) El fierro, el metal de transición más abundante y proba

blemente el más estudiado en los sistemas procari6ticos, 

no se considera un elemento traza. 

(3) Todos los iones, al igual que otros solutos, penetran a 

la célula bacteriana ror medio de transporte activo, CQ 

rno 1 os P.iecani smos de t;~an::.porte desarrol 1 a dos por bacte 

rías para los iones fierro y manganeso. 

(4) Entre los iones metálicos traza se encuentran el mangan~ 

so, molibdeno .Y zinc. El papel del primero en relación a 

a la SOD, aún no ha sido dilucidado. Para el segundo, su 

papel dentro de las molibdoenzimas, es el de actuar como 

catalizador redox. El último de ellos, el zinc, funciona 

como ion metálico intrfnseco en la RNA-polimerasa-DNA-di 

rígida, para mantener la confori~ación estructural de la 

misma. 

(5) Finalmente, se desprende la estrecha relación que guarda 

la Qufmica Inor~ánica con la Microbiologfa y la Bioqufm1 

ca dados los asrectos tratados en el presente trabajo. 
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Se espera que esta tesis sea un cimiento para posteriores -

proyectos bibliográficos o de investigación y con ésto pro

fundizar en aspectos relacionados con la Bfoinorgánica. 



B I B L I O G R A F I A. 

Yo no puedo tenerte ni dejarte, 
ni sé por qué, al dejarte o al tenerte, 

·se encuentra un DO sé qué para quererte 
y muchos si sé qué para olvidarte .... 

Sor Juana Inés de la Cruz. 
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