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DESDE HACE 30 ANOS

Para el primer nimero del Boletin de Educacion
Bioquimica (BEB) que aparecié en marzo de 1982,
los editores me pidieron un escrito en relacién al
Taller de Actualizacién Bioquimica del que yo era
responsable. Dado que mi experiencia editorial se
habia iniciado 4 afos antes al ser la editora prin-
cipal del “Mensaje Bioquimico” que, desde 1978
reune anualmente los contenidos de las platicas
o conferencias impartidas durante los Talleres de
Actualizacién Bioquimica. El Dr. Enrique Pifia, pro-
motor y responsable de la ediciéon del BEB me pidio,
una vez que ya estuvo impreso el primer nimero,
gue lo revisara, y a partir de la cual, me integré
al equipo de trabajo como Coordinadora Editorial,
funcién que desempene desde junio de 1981 hasta
diciembre de 1992, en 1993 el Dr. Jestus Manuel
Leon Cazares asumio el cargo de Editor en Jefe, al
que le sucedié en 1997 el Dr. José Victor Calderon
Salinas con el mismo cargo. Posteriormente y hasta
la fecha he seguido participando en la Revista como
Editor, lo que me ha permitido mantenerme al dia
en el campo de la ciencia, asi como desarrollarme
en el de la redaccion.

Con mi primera insercién en el BEB inicié una
serie llamada “El Rincon del Taller”, en la que
trimestralmente daba parte a la comunidad bio-
quimica el avance en la organizacion, programa,
sitios en donde se habria de realizar el siguiente
Taller de Actualizacion Bioquimica, ademas de los
resultados de la evaluacién del evento realizada
por los asistentes; este material era muy util pues
con base en los resultados de las encuestas que
los profesores contestaban durante la semana de
trabajo, servian para planear contenidos, lugares,
fechas, etc. para el siguiente Taller

En el BEB, que a partir de su Volumen 21 en
2002 cambid su nombre por Revista de Educacion
Bioquimica (REB), ademas del Comité Editorial
actual, han participado diversos profesores e
investigadores: Guillermo Alvarez Llera, Alfon-
so Carabez Trejo, Guillermo Carvajal Sandoval,

Edmundo Chavez Cosio, Socorro Duran Vargas,
Leonor Fernandez Rivera-Rio, Alberto Hamabata
Nishimuta, J. Antonio Holguin Hueso, Alberto
Huberman Wajsman, Carlos Larralde Rangel, J.
Manuel Ledn Cazares, Federico Martinez Mon-
tes, Jaime Mas Oliva, Fernando Montiel Aguirre
Rafael Moreno Sanchez, Rosario Munoz Clares,
Enrique Pifia Garza, Joel Reyes Méndez, Manuel
Robert, Emilio Rojas del Castillo, Sergio Sanchez
Esquivel, Saul Villa Trevifio y Alejandro Zentella
Dehesa.

El trabajo de los editores fundadores fue muy
significativo, pues con su participacién se iniciaron
algunas pautas que han marcado hasta ahora la
ruta de la Revista; en este texto haré mencién del
trabajo de dos de los editores fundadores que en
mi opinidén marcaron, con su trabajo, esos prime-
ros afios de la Revista, uno es el Dr. Enrique Pifia,
que siendo Jefe del Departamento de Bioquimica
en la Facultad de Medicina de la UNAM, escuchd
la peticion de los profesores asistentes a los Ta-
lleres de Actualizacién Bioquimica -organizados
por el mismo Departamento- que le solicitaron un
dérgano de comunicacién entre los interesados en
la docencia de la Bioquimica, lo que se concreto
cuando convoco a profesores de diversas institu-
ciones para iniciar el trabajo de edicion del Boletin
de Educaciéon Bioquimica y el otro caso es el Dr.
Guillermo Carvajal el que a lo largo de su parti-
cipacién como editor de 1982 a 1994 contribuyd
con una coleccion de al menos de 46 comentarios,
de uno o dos parrafos que nos acercaba a algunos
de los articulos de mas reciente publicacion en las
revistas cientificas.

Los que hemos acompafiado a la Revista, hemos
sido testigos de logros y problemas, pero unos y
otros nos han servido de estimulo o acicate para
no desmayar y es asi que a sus 30 afios la REB es
conocida y leida y de acuerdo con un proceso de
evolucidn natural desde 2003 se lee en papel y en
linea y a partir del 2010 sélo en linea.
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Fue en 2003 cuando gracias al Dr. Jaime Mas
Oliva, Director del Programa Universitario de In-
vestigacion en Salud (PUIS), UNAM, se establecid
el convenio para que la Revista pudiera estar en
linea, lo que permitié que fuera accesible a un
mayor numero de lectores y asi se tiene que de
marzo de 2003 a marzo de 2011 se han registrado
poco mas de 31,000 aperturas de la Revista inde-
pendientemente de si se consulta sélo un articulo
o la Revista entera. Es importante mencionar que
a partir de este archivo en linea la Revista se pue-
de consultar en la pagina del Departamento de
Bioquimica, en la de la Facultad de Medicina de la
UNAM, en la Universidad de Ciudad Juarez y en la
Red de Revistas Cientificas de América Latina y el
Caribe, Espafia y Portugal (REDALYC) que la tiene
indexada en su base de datos desde 2007 y a la fe-
cha reporta un promedio mensual de 2,463 visitas
a sus articulos, y en total tiene contabilizadas un
un total de 110,968 visitas hasta finales de mayo
de 2011.

Con el trabajo conjunto de autores, revisores
invitados, editores e instituciones que nos han apo-
yado constantemente, como es el Departamento
de Bioquimica de la Facultad de Medicina, la propia
Facultad de Medicina, UNAM y la Asociacién Mexi-
cana de Profesores de Bioquimica, A. C. de la cual
el BEB y la REB han sido su 6rgano de comunica-

Yolanda Saldaha Balmori

cion que sumado con el apoyo temporal que otras
instituciones y dependencias universitarias nos han
brindado (CONACYT, Coordinacion de Investigacion
Cientifica de la UNAM; Sistema de Universidad
Abierta, UNAM; Secretaria General de Rectoria,
UNAM, PUIS, UNAM vy la Sociedad Mexicana de
Bioguimica, A. C.) se ha logrado una Revista que
por 30 anos ininterrumpidos ha servido mas alla de
nuestras fronteras para comunicarle a estudiantes,
profesores, investigadores y al publico interesado
el contenido de los proyectos desarrollados por in-
vestigadores del area y presentados como articulos
de revision, ademas de que antes en el BEB, antes
y ahora en REB se comunican eventos relevantes,
se publican convocatorias a congresos, talleres y
seminarios, se han comentado libros de reciente
publicacidon, asi como la publicacién regular desde
hace 12 afos de crucigramas y su solucion, aunado
a que ha habido una seccion en la que se han plan-
teado problemas bioquimicos y sus respuestas. De
este modo, con la Revista de Educacion Bioquimica
se pretende contribuir a la difusidon de una ciencia
que es pilar para el desarrollo de otras.

Dra. Yolanda Saldafia Balmori
Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, UNAM
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TRANSGLICOSILASAS LITICAS ASOCIADAS A LOS
SISTEMAS DE SECRECION EN BACTERIAS GRAM

NEGATIVAS*

Elizabeth Garcia-Gomez y Bertha Gonzalez-Pedrajo

Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México. Ap. Postal 70-243. Ciudad Universitaria, México D. F. 04510
Tel. (55) 56-22-59-65. egarcia@ifc.unam.mx, bpedrajo@ifc.unam.mx

RESUMEN

Las bacterias Gram negativas utilizan distintos sistemas de secrecién de proteinas
para numerosos aspectos de su ciclo de vida. El ensamblaje de estos sistemas de
secrecion se lleva a cabo a través de las membranas interna y externa, asi como el
espacio periplasmico y la pared celular o capa de peptidoglicano. Para atravesar la
pared celular, dichos sistemas requieren de la actividad de enzimas especializadas,
denominadas transglicosilasas liticas (TLs) de transporte. Se han identificado TLs
asociadas con diversos sistemas de secrecion y se ha propuesto que estas enzimas
son capaces de hacer huecos en el peptidoglicano de una forma espacial y tempo-
ralmente controlada, permitiendo asi la insercion de complejos multiproteicos en la
envoltura celular.

ABSTRACT

Gram-negative bacteria use diverse protein secretion systems for numerous aspects
of their life cycle. During the assembly process these systems need to span the in-
ner and outer membranes, the periplasmic space and the cell wall or peptidoglycan
meshwork. In order to traverse the cell wall, secretion systems require specialized
enzymes named transport lytic transglycosylases (LTs). LTs have been identified
associated to several secretion systems and are proposed to make gaps in the pepti-
doglycan layer in a temporally and spatially controlled fashion, allowing the insertion
of multiprotein complexes in the cell envelope.

PALABRAS
CLAVE:
Bacterias Gram
negativas,
transglicosilasa
litica,
peptidoglicano,
sistemas de
secrecion

KEY WORDS:
Gram negative
bacteria,

lytic transgly-
cosylase,
peptidoglycan,
secretion sys-
tems

INTRODUCCION

La secrecidn de proteinas es un proceso que par-
ticipa en numerosos aspectos del ciclo de vida
bacteriano, incluyendo la biogénesis de organelos,
como el pilus y el flagelo, la adquisicién de nu-
trientes y la expresidon de factores de virulencia.
En las bacterias Gram negativas la exportacion
de proteinas a la superficie bacteriana o al exte-
rior celular involucra el transporte a través de la
membrana interna (MI), el periplasma (en donde
se localiza la pared celular) y la membrana externa
(ME); tarea que desempefian diferentes sistemas
de secrecion (1).

La pared celular es un biopolimero de car-
bohidratos y péptidos, esencial para mantener

la integridad bacteriana; sin embargo, también
constituye una barrera fisica para el ensamblaje de
los sistemas de secrecion, ya que sélo permite el
transporte de proteinas pequenas (menores a 50
kDa). Debido a esto, se ha propuesto que existen
enzimas especializadas que facilitan la apertura
controlada de la pared celular. Estas enzimas aso-
ciadas a los sistemas de secrecion se han denomi-
nado transglicosilasas liticas (TLs) de transporte
para distinguirlas de aquellas que participan en los
procesos de crecimiento y divisidn celular. Las TLs
necesitan actuar en el espacio y tiempo adecuados,
lo cual se logra a través de su acoplamiento con
el complejo de secrecion correspondiente. En este
sentido, se ha encontrado que existe una relacion
entre los reacomodos del peptidoglicano durante

*Recibido: 21 de febrero de 2011

Aceptado: 14 de junio de 2011
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la biogénesis de los sistemas de transporte y la
identificacion de TLs asociadas a éstos (2).

PARED CELULAR

En las bacterias Gram negativas, la pared celular
(también denominada capa de peptidoglicano o
capa de mureina) estd embebida en el espacio
peripldsmico ubicado entre la MI o membrana
citopldsmica y la ME. La pared celular envuelve
completamente a la membrana citoplasmica, de-
terminando la forma celular y protegiendo a la
bacteria del estrés mecanico y osmotico (3).

El peptidoglicano estd formado por unidades
repetidas del disacarido de N-acetilglucosamina
y acido N-acetilmuramico, unidas por enlaces gli-
cosidicos B-1,4 (Fig. 1A), dando lugar a cadenas
gue en promedio cuentan con 30 disacaridos. A las
cadenas de disacaridos se unen covalentemente
péptidos cortos, por medio del grupo lactilo del
acido N-acetilmuramico. La composicién comun de
los péptidos en Escherichia coli es L-Ala/D-Glu/aci-
do meso-diaminopimélico (m-A,pm)/D-Ala/D-Ala.
Los péptidos a su vez se entrecruzan uniendo a las
cadenas de disacaridos para formar la estructura de
red o esponja caracteristica del peptidoglicano. En
E. coli, el residuo m-A,pm, un aminoacido dibasico
y dicarboxilico (intermediario de la via de biosin-
tesis de lisina), permite la formacién del enlace

A)
GlcNAc MurNAc
CH,OH _g cuzor:c_"'o'“-u,\
HO o o
HO NHAC /° NHAC
CH,C-H
I
c=0
..+;..;.
NH
L-Ala  Hech,
c=0
.+.....
NH
HC-COOH
D-Glu CH,
CH,
2‘::0
.....+v-u-
W,
m-A,pm HC-(CH,);-CH-COOH
c=0
--44-+>--4|
NH
D-Ala H(:':-COOH
c=0
.....+.....
NH
D-Ala Hc::-cocm

CHy .o

Garcia-Gémez E y Gonzalez-Pedrajo B

peptidico entrecruzado. Este entrecruzamiento se
produce entre el grupo carboxilo de un residuo
de D-Ala (en el extremo carboxilo terminal de un
péptido), y el grupo amino € del m-A,pm de un
segundo péptido (3) (Fig. 1B). Las reacciones de
entrecruzamiento son catalizadas por el dominio
de transpeptidasa de las proteinas de unidn a pe-
nicilina (PBPs) (4).

En E. coli la capa de peptidoglicano tiene un
grosor de 2.5 nm en el 75%-80% de su superfi-
cie, mientras que en el 20-25% presenta hasta 7
nm de ancho. Entre algunas de las propiedades
de la pared celular estd su gran resistencia a la
presién osmoética, lo que le permite expandirse
hasta tres veces sin sufrir ruptura. Por otro lado,
se ha calculado que el didmetro de los huecos en
el peptidoglicano es de 2.06 nm, y que por lo tanto
soOlo proteinas de 20-24 kDa pueden penetrar esta
capa, sin embargo se ha determinado que protei-
nas globulares de hasta 50 kDa pueden atravesar
el peptidoglicano cuando éste esta expandido (4).
En cuanto a la orientacién de las cadenas de disa-
caridos respecto a la célula bacteriana existen dos
modelos; en el primero se postula que las cadenas
estan orientadas paralelamente a la superficie ce-
lular y en el segundo, se propone que las cadenas
estan orientadas perpendicularmente (modelo del
andamio). Sin embargo, existe un mayor ndmero
de evidencias que favorecen el primer modelo, y

B) D-Ala
|
m-A,pm
|
D-Glu

|
- L-Ala
- - = GlcNAc—MurNAc—GIcNAc—MurNAc—GIcNAc—MurNAc- -

|
L-Ala

|
D-(l'.illl CH,4
|
N [ P
m-Apm HCHCH,),-CH-COOH riu-i
(|3=O m-A,pm
D-Ala |
I D-Glu
_D-Ala |
L-Ala

I
=== GlcNAc—MurNAc—GIcNAc—MurNAc—GIcNAc- - -
|
L-Ala
|
D-Glu
|

m-A,pm

Figura 1. Peptidoglicano en E. coli. A) Composicion quimica del peptidoglicano. Se indican los residuos de N-acetil
glucosamina (GIcNAc) y acido N-acetilmuramico (MurNAc), asi como la composicion de los péptidos asociados al
MurNAc. B) Formacion del entrecruzamiento entre los péptidos de dos cadenas de disacaridos. El entrecruzamiento

se sefala con un recuadro. Modificada de (3).
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Figura 2. Enzimas TL D"f'“ D-(|3|u
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en el metabolismo L'T"a '-"I"'a
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.- GIcNAc—MurNAc—GIcNAc—MurINAc—GIcNAc—MurNAc ---

por otro lado, las cadenas de disacaridos son de-
masiado largas para acomodarse verticalmente,
de acuerdo con el grosor que se ha determinado
para la pared celular (4).

ENZIMAS LITICAS EN EL METABOLISMO DEL
PEPTIDOGLICANO

A pesar de constituir una barrera, la capa de pep-
tidoglicano no es una estructura rigida ni estatica,
ya que forma una red elastica capaz de expandirse
y que esta en continuo crecimiento, recambio y
reciclaje; ademas, puede presentar variaciones
en su composicion en respuesta a las condicio-
nes del medio ambiente. Durante el crecimiento
y la division celular, la capa de mureina necesita
alargarse y separarse para permitir la formacion
de dos células hijas, por lo que para que ocurran
estos procesos se requieren enzimas que sinte-
ticen y degraden el peptidoglicano de una forma
coordinada para evitar la lisis de la bacteria (3, 4).

Las enzimas que degradan el peptidoglicano
participan en una gran variedad de procesos fisio-
l6gicos. Ademas de su papel en el recambio del
peptidoglicano durante el crecimiento celular y la
separacion de las células hijas en la division celular,
participan en procesos de autdlisis, esporulacion,
germinacion de esporas, formacion de biopeliculas y

L-Ala

I
D-Glu

m-A,pm

patogénesis (5, 6). Entre estas enzimas se encuen-
tran endopeptidasas (que hidrolizan los entrecruza-
mientos peptidicos), carboxipeptidasas (cortan los
enlaces peptidicos a partir del extremo C-terminal
del péptido), glucosaminidasas (hidrolizan el enlace
glicosidico entre la N-acetilglucosamina y el N-ace-
tilmuramico), amidasas (hidrolizan el enlace amida
entre el acido N-acetilmuramico y L-Ala) y TLs (cor-
tan el enlace glicosidico entre el N-acetilmuramico y
la N-acetilglucosamina); es decir, existe una enzima
para romper cada enlace covalente presente en el
peptidoglicano (5, 7) (Fig. 2).

TRANGLICOSILASAS LITICAS (TLs)

Las TLs son enzimas que, como la lisozima, degra-
dan el peptidoglicano rompiendo el enlace glicosi-
dico B, 1-4 entre los residuos N-acetilmuramico y
N-acetilglucosamina. Sin embargo, a diferencia de
la lisozima, las TLs rompen el sustrato sin hidroli-
zarlo en una reaccién en la que se forma un anillo
intramolecular entre el carbono 1 y el carbono 6
del acido N-acetilmuramico, para dar lugar a un
residuo 1,6 anhidromuramico (7) (Fig. 3). De esta
forma, en E. coli y otras bacterias Gram negativas
los extremos de las cadenas de disacaridos poseen
residuos de 1,6-anhidromuramico, originados por
la actividad de las TLs (3).
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El mecanismo de reaccion propuesto para
las TLs estd basado en anédlisis mutacionales,
estructurales y bioquimicos, que incluyen el
uso de inhibidores como bulgecina A, hexa-N-
acetilquitohexosa y N-acetilglucosamin-tiazolina
(NAG-tiazolina); los que han demostrado que
un residuo de glutamato altamente conserva-
do desempeia un papel central. Inicialmente
el residuo glutamato catalitico actia como un
acido, donando un proton al oxigeno del enlace
glicosidico entre los residuos N-acetilmuramico
y N-acetilglucosamina. En el proceso de ruptura
de dicho enlace, se forma un intermediario oxo-
carbanidn que se estabiliza por medio del grupo
N-acetilo del residuo muramico. Posteriormente,
el residuo catalitico desprotonado actlia ahora
como base, abstrayendo un protdn del hidroxilo del
carbono 6 del N-acetilmuradmico, promoviéndose
un ataque nucleofilico intramolecular al carbono
1, que colapsa el producto intermediario y resulta

en la formacion del residuo 1,6-anhidromuramico
(6).

Por otra parte, las TLs se han agrupado en
cuatro familias de acuerdo a la comparaciéon de
sus secuencias. La familia 1 representa a las TLs
solubles (Familia Slt: soluble lytic transglycosyla-
ses), que presentan tres motivos consenso alta-
mente conservados y que incluyen al glutamato
catalitico (ES-GLMQ-AYNAG). Las familias 2 y 3
agrupan a las TLs asociadas a membrana (Mlt:
membrane-bound transglycosylases) y la familia
4 estd integrada principalmente por enzimas de
bacterioéfagos (8). Se ha determinado la estructura
tridimensional de algunas TLs, por ejemplo SIt70
y SIt35 de E. coli (familia 1), MItA de E. coli y
de Neisseria gonorrhoeae (familia 2), MItB de E.
coli y Pseudomonas aeruginosa (familia 3) y la
TL del fago lambda (familia 4) (6); y se observa
que presentan un plegamiento similar al de la
lisozima GEWL.
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SISTEMAS DE SECRECION EN BACTERIAS
GRAM NEGATIVAS

En general, los sistemas de secrecién de protei-
nas en bacterias Gram negativas pueden dividirse
en dos grupos principales: Sec-dependientes y
Sec-independientes (Fig. 4). En los sistemas Sec-
dependientes, las proteinas utilizan a la translo-
casa Sec para atravesar la MI, la cual reconoce
una secuencia sefial hidrofdbica o péptido lider en
el extremo amino de la proteina a secretarse (de
aproximadamente 30 aminoacidos). Una vez en el
espacio periplasmico, el péptido lider es procesado
por peptidasas peripldsmicas asociadas a la MI,
liberdndose la proteina madura para su posterior
transporte a través de la ME. Dentro de las vias
Sec-dependientes se incluyen los sistemas de se-
crecion tipo II (SST2) y los autotransportadores o
sistema tipo V (SST5) (9).

Tipo | Tipo lll Tipo VI

El SST2 es un sistema ampliamente conservado
en bacterias Gram negativas, tanto en patégenos
de plantas (Pseudomonas fluorescens, Erwinia spp,
Xanthomonas spp.) como de animales (Aeromonas
hydrophila) y de humanos (Klebsiella oxytoca, P.
aeruginosa, Legionella pneumophila). Este sistema
esta formado por una estructura tipo pilus en el
periplasma que secreta toxinas y enzimas hidroliti-
cas, como celulasas, elastasas amilasas, proteasas,
fosfatasas, nucleasas, lipasas, etc. (9).

El SST5 o autotransportador, es un sistema
presente en una gran variedad de bacterias Gram
negativas y es utilizado principalmente para la se-
crecion de proteinas de virulencia, como enzimas
extracelulares y toxinas (Neisseria spp., Bordetella
spp., Haemophilus influenzae, Yersinia spp., Mo-
raxella catharralis). Las proteinas transportadas
por este sistema son capaces de insertar su region
carboxilo en la ME formando un poro, a través
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Figura 4. Representacion de los sistemas de secrecion de proteinas en bacterias Gram negativas. Se muestran
los sistemas clasificados como Sec-independientes (Tipo I, I1I, VI y 1V) y Sec-dependientes (Tipo V y II). La se-
crecion de la toxina pertussis a través del sistema tipo IV ocurre de forma Sec-dependiente. MH: membrana de
la célula hospedera, ME: membrana externa bacteriana, P: periplasma, MI: membrana interna o citoplasmica. C:

citoplasma. Tomada de (9).
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del cual puede secretarse el dominio pasajero o
funcional de la proteina, el que puede a su vez
permanecer en la superficie bacteriana, o liberarse
al medio a través de un procesamiento adicional
(9).

Por otro lado, en las vias Sec-independientes
las proteinas a secretarse no presentan un péptido
lider en el amino terminal y se transportan desde el
citoplasma hasta el medio extracelular en un solo
paso, sin que existan intermediarios periplasmicos
(Fig. 4). En éstas se incluye a los sistemas de se-
crecion tipo I (SST1), tipo III (SST3, de virulencia 'y
flagelar), el SST4 en algunas especies bacterianas
y el sistema de secrecioén tipo VI (SST6) (9).

El SST1, también conocido como transportador
ABC (ATP-binding cassette) se utiliza para la se-
crecion de diferentes tipos de moléculas al medio
extracelular, desde iones hasta toxinas, proteasas,
hemoforos, lipasas, B-glicanos y polisacaridos.
Se encuentra por ejemplo en E. coli, Pasteurella
haemolytica, P. aeruginosa, P. fluorescens, E.
chrysanthemi y Serratia marcescens (9).

El SST3 se utiliza para el ensamblaje de dos
estructuras: el flagelo (organelo responsable de
la movilidad) y el denominado inyectisoma que se
encarga de secretar proteinas efectoras de virulen-
cia. El inyectisoma es un complejo macromolecular
de secrecion que estd compuesto por mas de 25
proteinas diferentes. Entre éstas, existen 8 pro-
teinas que estan altamente conservadas entre los
diferentes SST3 y que comparten similitud con los
componentes del aparato de exportacion flagelar.
El inyectisoma se encuentra tanto en patdgenos
de animales y plantas como en algunas bacterias
simbiontes (E. coli enteropatdgena [EPEC por sus
siglas en inglés], P. aeruginosa, Shigella spp.,
Salmonella spp., Yersinia spp, Xhantomonas spp.,
Erwinia spp., Rhizobium spp., entre otras) y se
utiliza para la translocacién de proteinas efectoras
directamente al citoplasma del hospedero. Las pro-
teinas translocadas interactian con componentes
de la célula hospedera alterando diferentes vias
de sefializacién. Los genes que codifican los com-
ponentes estructurales del SST3 y las proteinas
efectoras que se transportan a través de éste, estan
generalmente agrupados en islas de patogenicidad
plasmidicas o cromosomales (10).

El SST4 esta involucrado en la translocacion de
complejos nucleoprotéicos y ADN tumoral, tanto en
bacterias Gram negativas como Gram positivas y en
el dominio Archaea. Los sistemas de este tipo mejor
estudiados son los de Brucella suis, Agrobacterium
tumefaciens y Helicobacter pylori. Esta via esta
relacionada con los sistemas de conjugaciéon que
facilitan la transferencia de ADN entre especies, y
se utiliza para la adquisicion y secrecion de acidos
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nucléicos, asi como de complejos nucleoprotéicos,
y para la translocacion de proteinas efectoras du-
rante procesos infecciosos. En el caso de A. tumefa-
ciens el SST4 esta integrado por componentes que
forman un canal de translocacién y una estructura
extracelular denominada pilus, la cual participa en
el contacto con el hospedero y en la translocacion
de los sustratos. Aunque la secrecion de la mayoria
los sustratos a través de este sistema ocurre en una
forma Sec-independiente, la excepcion es la toxina
pertussis (Bordetella pertussis), cuyas subunidades
utilizan la translocasa Sec para transportarse al pe-
riplasma, en donde se ensamblan como holotoxina
para después secretarse al medio extracelular via
SST4 (11).

El SST6, recientemente descubierto, secreta
proteinas que estan involucradas en la interaccion
con células eucariontes, aunque se desconoce si
participan en virulencia o en simbiosis; sin em-
bargo a las proteinas efectoras se les atribuyen
las capacidades de adhesién e invasion a la célula
hospedero, asi como la induccién de crecimiento
y la sobrevivencia intracelular en macréfagos.
Este sistema se ha encontrado por ejemplo en L.
pneumophila, Vibrio cholerae, Rhizobium legumi-
nosarum, Salmonella enterica y P. aeruginosa (9).

TRANSGLICOSILASAS LI,iITICAS ASOCIADAS A
SISTEMAS DE SECRECION

Las TLs especializadas de los sistemas de trans-
porte son proteinas pequenas, generalmente de
150 a 250 residuos, que son prescindibles para el
crecimiento y la divisién celular, pero necesarias
para el correcto ensamblaje de los sistemas de se-
creciéon macromoleculares. Su permanencia como
parte de diferentes sistemas de secrecién a lo largo
de la evolucién refuerza su importancia (2). En la
siguiente seccion se hace énfasis principalmente
en las TLs especializadas acopladas tanto al SST3
(de virulencia y flagelar) como al SST4.

Transglicosilasas liticas asociadas al SST3 de
virulencia

El ensamblaje del inyectisoma, cuyo didmetro es de
aproximadamente 10 nm en su parte periplasmica,
claramente requiere de una degradacién localizada
de la pared celular. Como ya se menciond, esta lisis
se lleva a cabo por TLs especializadas. De acuerdo
con esto, las islas de patogenicidad que albergan
a los genes del SST3 generalmente codifican una
proteina que contiene el dominio de TL (2). Re-
cientemente se determind que la proteina IpgF
codificada por el plasmido de virulencia pWR100
de Shigella flexneri presenta actividad de degra-
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dacion del peptidoglicano. Ademas se comprobd la
importancia del glutamato catalitico para esta acti-
vidad, ya que una mutante en este aminoacido no
presenta actividad enzimatica. A su vez, se observo
que la proteina IagB de la isla de patogenicidad
SPI-1 de S. enterica presenta actividad litica sobre
peptidoglicano (12).

Otro ejemplo de una proteina con similitud a
TLs asociada al SST3 es Hpa2 del fitopatégeno X.
oryzae, que presenta actividad litica in vitro sobre
paredes celulares de distintas especies bacterianas.
Una mutante en hpa2 afecta la proliferacién de la
bacteria en el hospedero y reduce su patogenicidad,
lo que sugiere que la proteina Hpa2 contribuye al
ensamblaje del SST3 (13).

En Pseudomonas syringae se han identificado
tres proteinas con dominio de TLs asociadas al
SST3: HrpH, HopP1 y HopAll, de las cuales, las
dos primeras son transportadas hacia el periplasma
via el SST3. La sobreproduccién de HrpH en E. coli
es capaz de inhibir el crecimiento, mientras que
una mutante en el glutamato catalitico no tiene
este efecto. Mutaciones simples o combinadas en
los genes que codifican dichas proteinas provocan
una reduccién en la translocacion de efectores y en
la virulencia. Los resultados obtenidos indican que
estas tres TLs contribuyen al funcionamiento del
SST3 durante el proceso de infeccidn, actuando de
forma coordinada. Ademas de la actividad de TL,
HrpH y HopP1 pueden tener funciones adicionales
involucradas en patogénesis, ya que ambas son
translocadas a las células vegetales y contienen
dominios que son capaces de suprimir el sistema
inmune del hospedero e inducir muerte celular (14).

En el SST3 de EPEC (cepa E2348/69 0127:H6),
que es una bacteria asociada con diarrea infantil en
paises en vias de desarrollo (15), encontramos que
el gen etgA, localizado dentro del la isla de patoge-
nicidad LEE (locus de esfacelamiento enterocitico),
codifica una proteina que presenta similitud con
transglicosilasas liticas. En nuestro grupo de tra-
bajo hicimos la caracterizacion bioquimica de EtgA,
determinando que tiene actividad de muramidasa
y que el glutamato catalitico es esencial para di-
cha actividad enzimatica. A su vez, demostramos
que EtgA se transporta al periplasma de EPEC de
forma Sec-dependiente y que su sobreproduccién
provoca inhibicion del crecimiento bacteriano y
lisis celular dependiente de la actividad de TL. Me-
diante la generacién de una mutante nula en etgA,
determinamos que esta enzima es necesaria para
que se lleve a cabo un ensamblaje eficiente del
inyectisoma de EPEC, aunque no es indispensable
para que ocurra dicho proceso. Lo anterior nos ha
llevado a proponer un modelo de la participacion
de EtgA durante la biogénesis del SST3, en el que

EtgA se transporta al periplasma por medio de la
translocasa Sec, se dirige al sitio de formacion del
sistema por medio de su interaccién con proteinas
peripldsmicas del SST3 y genera un hueco en la
capa de peptidoglicano que facilita el ensamblaje
del inyectisoma (Fig. 5) (16).

Transglicosilasas liticas asociadas al SST3
flagelar

El flagelo bacteriano es un organelo utilizado para
la propulsién celular que le permite a la bacteria
moverse en su ambiente. Esta formado por tres
componentes principales: cuerpo basal, gancho
y filamento. El cuerpo basal consiste de un anillo
de MI, un anillo asociado con la capa de PG, un
anillo de ME, un eje peripldsmico y un aparato de
exportacién formado por proteinas integrales de
MI y asociadas a ésta (17). El eje es la primera
estructura en atravesar la capa de peptidoglicano
y ya que ésta constituye una barrera, se ha pro-
puesto que la ruptura de la pared celular es un
prerrequisito para la formacién del eje (18).

Se ha demostrado que la muramidasa FIgJ] juega
un papel importante en la biosintesis del sistema
flagelar de S. enterica. Esta muramidasa se secreta
a través del sistema tipo III de exportacion flagelar
y presenta su actividad enzimatica en el extremo C-
terminal. Este dominio es el responsable de formar
un hueco en la capa de peptidoglicano, permitiendo
de esta forma la penetracién del eje a través del
espacio periplasmico para que puedan posterior-
mente ensamblarse el gancho y el filamento en
el espacio extracelular (18). Sin embargo, se ha
observado que una mutante en flgJ es capaz de
nadar después de tiempos de incubacién prolonga-
dos, indicando que la actividad de muramidasa no
es absolutamente requerida para la formacion del
flagelo. Se propone que esto pudiera deberse a que
el eje flagelar es capaz de ensamblarse a través de
los huecos que se forman normalmente durante la
biogénesis y el recambio del peptidoglicano (19).

Otro ejemplo de muramidasa asociada al sis-
tema flagelar es el de la muramidasa SItF de la
bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides,
gue a diferencia de FIg] de S. enterica se transpor-
ta al periplasma por la via de la translocasa Sec,
y se demostrd que es capaz de generar un hueco
en la capa de peptidoglicano para la subsecuente
penetracion de la estructura flagelar en formacion
(20).

En el caso de la bacteria acuatica Caulobacter
crescentus se ha demostrado que PleA, una enzima
homodloga a TLs, se requiere para la biogénesis fla-
gelar, ya que una mutante puntual en el sitio activo
de la enzima no forma flagelo. Ademas, PleA esta
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Figura 5. Modelo de la participacion de EtgA en el ensamblaje del SST3 de virulencia de EPEC. EtgA se transporta
al periplasma por la via general de secrecién (Sec), en donde se procesa su péptido lider (linea ondulada) por
medio de peptidasas de la secuencia sefial (SP) y se dirige hacia el SST3 en formacién. Por medio de interacciones
con componentes periplasmicos del SST3, EtgA degrada la capa de peptidoglicano de una forma localizada (evento
representado con tijeras), permitiendo la formacion de un hueco a través del cual puede ensamblarse el eje (Escl)
para que continue la biosintesis del resto del sistema. Se indican algunas de las proteinas que conforman el cuerpo
basal del inyectisoma. ME: membrana externa, PG: peptidoglicano, MI: membrana interna (16).

presente en la bacteria sélo durante un periodo
de tiempo corto, que coincide con el ensamblaje
flagelar, lo que indica su participacién durante la
formacion del flagelo en una forma temporalmente
controlada (21).

Transglicosilasas liticas en el SST4

El SST4 es utilizado por el patdogeno de plantas A.
tumefaciens para el transporte de complejos de
nucleoproteinas que contienen ADN tumoral (T-
ADN) (11). El operon virB en el plasmido Ti de este
microorganismo codifica la proteina VirB1, la que
se ha identificado como una TL relacionada con la
capacidad de formacién de tumores (22) . VirB1 es
una proteina con dos dominios: el de transglicosi-
lasa litica (TL) en el extremo amino y el dominio
VirB1* en la regidn carboxilo, y ambos participan
en la biogénesis del SST4 y en la virulencia (11).
La actividad muralitica de la proteina VirB1 se ha
demostrado tanto para la proteina de A. tumefa-
ciens como para la del patdogeno de animales B.
suis (12) y se propone que facilita el ensamblaje
del SST4, lisando en una forma localizada la pared
celular para permitir su insercidon. A su vez, el do-
minio VirB1* promueve dicho ensamblaje a través
de interacciones proteina-proteina con algunos de
los componentes periplasmicos del aparato secretor
y con las subunidades del pilus T (23).

Por otro lado, en el SST4 de N. gonorrhoeae
que secreta ADN para la transformacién natural
de gonococos, se identifico a la proteina AtlA como
TL, y se determind que la actividad de esta enzima
es importante para la secreciéon de ADN, ya que se
requiere para el ensamblaje del aparato secretor
realizando una apertura controlada del peptidogli-
cano (24).

Otro ejemplo de TL relacionada con el SST4 es
el de H. pylori, sistema para el que se ha demos-
trado la liberacion de muropéptidos. Estos muro-
péptidos son translocados hacia células epiteliales
a través del SST4, donde inducen la activacion
de la respuesta inmune via la estimulacion del
receptor NOD1, contribuyendo de esta forma a la
patogénesis. Los muropéptidos son generados por
la actividad de la TL SIt (HP0645) sobre la pared
celular durante el crecimiento bacteriano. Una mu-
tante en s/t presenta una reduccién en la liberaciéon
de muropéptidos y en la activacion de la respuesta
inmune con respecto a la cepa silvestre (25).

Hipotesis que explican el fenotipo parcial de
mutantes en transglicosilasas liticas

A pesar de la importancia bioldgica de las TLs, se
han encontrado evidencias que sugieren que no
son totalmente esenciales para los procesos en
que participan. Por ejemplo, en mutantes de E.
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coli carentes de algunas TLs no se afecta signifi-
cativamente el proceso de crecimiento o division
celular. Incluso, en una mutante de E. coli a la que
se le eliminaron 6 TLs, sélo se afect6 el proceso
de separacion celular, ya que se formaban cadenas
cortas de bacterias unidas entre si (26).

Adicionalmente, se ha observado que los sis-
temas de secrecidon pueden ensamblarse sin la
asistencia de su correspondiente TL especializada,
por lo que se ha propuesto que pudieran existir
proteinas redundantes que sustituyan su funcion.
Para el SST4, por ejemplo, se ha descrito que VirB1
no es completamente esencial para la transferencia
del T-ADN, ya que la delecién del gen virB1 resul-
ta solo en una atenuacién de la virulencia y de la
formacion de tumores, lo que podria indicar que
existen otras enzimas que cumplen su funcion. Esto
se ha sugerido también para la TL IagB del SST3
de S. enterica, ya que se reportd que una mutante
en iagB no tiene ningun efecto sobre la secrecion
de proteinas ni sobre la formacién del complejo
aguja. Algo similar sucede con una mutante en
ipgF, en la que no se encontrd un efecto sobre la
patogenicidad de S. flexneri. Asimismo, en el caso
de la TL codificada por el gen bfpH, presente en el
plasmido EAF de EPEC, se observo que una mutan-
te nula bfpH no afecta la biogénesis del pilus tipo
IV ni la adherencia, aunque se observo que dicha
mutante presenta una reduccidén en su capacidad
de autoagregacion. Para este caso se propuso que
la proteina EtgA de EPEC podria estar sustituyendo
la funcion de BfpH (2).

En acuerdo con la hipétesis de redundancia fun-
cional, se han reportado casos de complementacion
heterdloga entre TLs de distintos sistemas, como
sucede con IpgF de S. flexneriy TrbN del SST4 del
plasmido conjugativo RP4 que complementan una
mutante en la TL P19 del plasmido conjugativo
R1-16 (12). Algo similar sucede con LtgB de N. go-
norrhoeae, que puede reemplazar funcionalmente
a la TL del sistema de lisis del fago lambda (26),
lo que sugiere que algunas TLs pueden funcionar
para diferentes sistemas de secrecion (2).

Una segunda hipotesis para explicar la carencia
de fenotipos o los fenotipos débiles que presentan
las mutantes en genes de TLs, sugiere que la ac-
tividad litica de estas enzimas no es esencial para
la biogénesis de los sistemas de secrecion. En
este sentido, se ha sugerido que los sistemas de
secrecion pudieran ensamblarse fortuitamente a
través de los huecos que se forman naturalmente
en la pared celular debido al continuo recambio
que ocurre durante el metabolismo del PG. Esta
hipdtesis se ha sugerido para explicar el fenotipo
de mutantes en flgJ (19) y hrpH (14). Adicional-
mente, en nuestro grupo demostramos que la TL

BfpH, codificada en el plasmido de virulencia EAF
de EPEC, a pesar de tener un alto porcentaje de
similitud con EtgA y de expresarse en las mismas
condiciones, no es capaz de sustituir su funcion
(16). Estos datos contradicen la hipétesis de redun-
dancia funcional, y apoyan la posibilidad de que los
sistemas de secrecién pueden llegar a ensamblarse
sin la participaciéon de las TLs, aunque la actividad
de muramidasa de estas enzimas si contribuye a
la eficiencia de dicho proceso.

TRANSGLICOSILASAS LITICAS COMO BLAN-
COS TERAPEUTICOS PARA NUEVOS ANTIMI-
CROBIANOS

Durante mucho tiempo el ser humano ha utiliza-
do los antibidticos para tratar las enfermedades
provocadas por bacterias patdgenas, tanto en el
ambito clinico como en el agricola. Sin embargo,
el surgimiento de bacterias resistentes a multiples
antibidticos hace que estos farmacos sean cada
vez menos efectivos, lo que constituye un riesgo
importante para la salud publica. Otra desventaja
de los antibidticos es que no sélo atacan y eliminan
a la bacteria causante de la infeccién, sino a las
bacterias de la microbiota normal, lo que provoca
un desbalance que favorece el crecimiento de cepas
patdgenas. Lo anterior hace necesario el desarrollo
de nuevos agentes antibacterianos con modos de
accion diferentes a los de los antibioticos tradicio-
nales (27-29).

El conocimiento de los factores de virulencia
y de la forma en que los patdégenos manipulan
los procesos celulares del hospedero se ha in-
crementado ampliamente en los ultimos anos,
constituyendo una informacion que puede ser
utilizada para la produccion de compuestos an-
tibacterianos. La inactivacion de los sistemas
de secrecidn involucrados en virulencia es una
alternativa distinta a la de induccién de la muer-
te bacteriana, lo que a su vez conduciria a la
atenuacion especifica del patdgeno, sin afectar a
la microbiota natural. Las proteinas conservadas
entre los diferentes sistemas de secrecién ofre-
cen diversos blancos para el disefio de farmacos
antimicrobianos; algunas de estas proteinas al
presentar actividad enzimatica pueden ser objeto
de inhibicion quimica. Esta inhibicién no tendria
un impacto en las funciones vitales de la bacteria
por lo que la presion de seleccidn seria baja, y por
consecuencia el desarrollo de resistencia seria un
proceso lento. En este caso, de producirse resis-
tencia a los agentes que bloquean la virulencia,
posiblemente ésta conduciria a la formacién de
sistemas de secrecidon no funcionales y por lo
tanto de bacterias no virulentas. (28-30).
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Dado que las TLs especializadas tienen un
mecanismo de reaccion Unico entre las enzimas
muraliticas, actlan sobre una estructura esencial
en las bacterias como es la pared celular y no tie-
nen equivalentes en el metabolismo humano, se
han considerado como blancos potenciales para la
produccion de nuevos farmacos. Lo anterior se ve
apoyado con el hallazgo de inhibidores especificos
de algunas TLs. Uno de estos inhibidores, la NAG-
tiazolina es un analogo del intermediario oxocar-
banién que se forma durante la actividad de estas
enzimas (6, 30). En consecuencia, la inhibicidn de
las TLs especializadas podria bloquear o retrasar el
ensamblaje de los sistemas de secrecion a través
de la envoltura celular, favoreciendo el “desarme”
de las bacterias patdgenas. A su vez, el uso de
compuestos inhibidores podria aportar mayores
beneficios si se combina con la aplicaciéon de nuevos
antibidticos (30).

CONCLUSION

El ensamblaje de complejos macromoleculares
como fimbrias, flagelos y sistemas de secrecion

Garcia-Gémez E y Gonzalez-Pedrajo B

a través del periplasma requiere de la apertura
localizada de huecos en la pared celular, tarea
gue es llevada a cabo por enzimas muraliticas
especializadas o TLs que se han encontrado
asociadas a dichos complejos. La presencia de
genes que codifican TLs especializadas en plas-
midos y en islas de patogenicidad relacionados
con diversos sistemas de secrecién, sugiere que
son importantes para el ensamblaje y funciona-
miento eficiente de estos sistemas de transporte.
Aunqgue las evidencias experimentales sugieren
que si bien la actividad de algunas TLs no es
esencial para el ensamblaje de los sistemas de
secrecion, si hace que dicho proceso sea mucho
mas eficiente, teniendo asi un papel importante
en la patogénesis bacteriana. Adicionalmente,
su conservacion a lo largo de la evolucion puede
ser el resultado de la adquisicion de funciones
adicionales que pueden ser importantes para
la patogénesis. Lo anterior las hace candidatas
ideales para blancos de nuevos antibacterianos,
contribuyendo a la inactivacién y eliminacion
del patdogeno sin favorecer la aparicidon de cepas

resistentes.
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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas, la esquizofrenia, el envejecimiento y la isque-
mia cerebral se asocian, en diferentes estadios de su desarrollo, con la existencia de
estrés oxidativo; los antioxidantes constituyen un eje de proteccién ante la producciéon
de especies reactivas, éstas incluyen las de tipo enzimatico y las no enzimaticas; el
glutation en su forma reducida es un tipo de defensa no enzimatica, y es una de las
primeras lineas de defensa ante el dafio oxidante. Las funciones bioldgicas del glutation
involucran su participacion como: antioxidante, neuromodulador, detoxificante, por lo
que su deficiencia es importante en la fisiopatogenia de las enfermedades anterior-
mente mencionadas, ya que en diferentes etapas de su desarrollo se encuentra una
disminucién importante en los niveles cerebrales de este metabolito. El conocimiento
del metabolismo del glutatién en el cerebro es necesario para comprender la progre-
sion e incluso el desarrollo de las enfermedades asociadas a la neurodegeneracion.

ABSTRACT

Neurodegenerative diseases, schizophrenia, aging and brain ischemia are associated,
at different stages of development, with the existence of oxidative stress. Antioxidants
constitute an axis of protection against the production of reactive species; these
include both enzyme and non-enzyme defenses. Glutathione, in its reduced form, is
a non-enzyme defense, and is one of the first lines of defense against oxidative da-
mage. The biological functions of glutathione involve its participation as: antioxidant,
neuromodulator, detoxifying, so its deficiency is important in the pathogenesis of the
diseases mentioned above, as at different stages of their development is a significant
decrease in brain levels of this metabolite. Knowledge of the glutathione metabolism
in the brain is necessary to understand the progression and even the development
of diseases associated with neurodegeneration.

PALABRAS
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dante,
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KEY WORDS:
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INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas consti-
tuyen un grupo heterogéneo de padecimientos
que representan mas del 50% de las consultas
en la especialidad de neurologia; tienen gran
repercusion en el ambito econdmico, social y
laboral. Ademas, provocan graves problemas e
incluso la muerte en la mayoria de las personas

que las padecen (1). Entre las enfermedades
neurodegenerativas encontramos la enfermedad
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la
esclerosis lateral amiotrofica, entre otras. La es-
quizofrenia, una enfermedad psiquiatrica; la isque-
mia cerebral, un desorden neuroldgico agudo v el
envejecimiento, un proceso fisioldgico, tienen en
comun con las enfermedades neurodegenerativas
el aumento de las especies reactivas de oxigeno
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Figura 1. Representacion de: A, glutation reducido (GSH) y B, glutation oxidado (GSSG). El GSH esta constituido
por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. En el caso del GSSG son dos moléculas unidas por un puente

disulfuro formado por las cisteinas.

y de nitrogeno (ERO y ERN, respectivamente),
con un consecuente dafio oxidante. El papel del
glutation en el desarrollo de estas enfermedades
ha sido controvertido, pero la evidencia reciente
ha mostrado que en etapas tempranas de estas
enfermedades ocurren alteraciones en el meta-
bolismo del glutation.

ESTRES OXIDANTE (EO)

Los radicales libres son definidos como moléculas
o fragmentos moleculares con uno o dos elec-
trones desapareados. Un electron desapareado
incrementa la reactividad quimica de un atomo o
molécula y busca complementar su ultimo orbital;
es por ello que los radicales libres tienen una vida
media muy corta (millonésimas de segundos) y
son altamente reactivos con otras moléculas (2).
El estrés oxidativo se origina por un desequilibrio
entre la produccién de ERO y ERN y la capacidad
antioxidante de la célula. Las ERO incluyen, entre
otras, el anién superdxido (O,"), los radicales hi-
droxilo (eOH) y el peréxido de hidrégeno (H,0.,); y
las ERN incluyen el 6xido nitrico (NO-), didxido de
nitrégeno (NO,") y el peroxinitrito (OONO-), entre
otras moléculas. El dano a los tejidos causado por
estrés oxidativo se ha relacionado con diversos
fendmenos bioldgicos, incluyendo envejecimiento,
carcinogénesis, aterosclerosis, neurodegeneracion
etcétera (3).

Los antioxidantes son moléculas que cuando
estan presentes en concentraciones mas bajas
respecto a las de un sustrato oxidable, retrasan o
inhiben la oxidacion de este sustrato; entre ellos
podemos mencionar los sistemas antioxidantes
enzimaticos, que incluyen a la catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (SOD), glutatiéon peroxi-
dasa (GPx) y los sistemas no enzimaticos como

las vitaminas A, C y E, flavonoides, carotenoides
y algunos metabolitos de bajo peso molecular
como el glutation en su forma reducida (GSH).

El estrés oxidativo puede dafar a lipidos, protei-
nas y los acidos nucleicos, alterando las funciones
de estas moléculas (4). El cerebro posee un elevado
metabolismo oxidativo y un alto contenido de mo-
léculas susceptibles de ser dafnadas por especies
reactivas, aunado a una baja capacidad antioxidan-
te comparada con otros tejidos; por tanto, las espe-
cies de oxigeno y nitrégeno reactivas producidas en
cantidades abundantes en el cerebro, lo hacen mas
susceptible al dafno oxidativo. El estrés oxidativo ha
mostrado ser uno de los factores que predisponen
para la neurodegeneracion (3).

FUNCIONES Y METABOLISMO DEL GLUTATION

Sintesis del glutation

El tripéptido glutation (GSH, y-L-glutamil-L-
cisteinilglicina) (Fig. 1) es sintetizado en el cito-
plasma de las células por la accidon consecutiva
de dos enzimas: y-glutamil-cisteina (y-GluCys)
sintetasa (también conocida como glutamato
cisteina ligasa, GCL por sus siglas en inglés)
gue utiliza glutamato y cisteina como sustrato
para formar el dipéptido y-glutamilcisteina, el
cual es combinado con la glicina en una reac-
cién catalizada por la glutation sintetasa para
formar GSH. El trifosfato de adenosina (ATP) es
donador de energia para ambas enzimas. Las
concentraciones intracelulares de glutation son
reguladas por la inhibicion de la y-GluCys sin-
tetasa por el producto final, GSH. Asi, existe un
equilibrio celular entre la sintesis y el consumo
de este metabolito (5).
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Funciones del glutation

El glutation se encuentra en concentraciones pro-
medio de 12 mM en células de mamiferos. Tiene
importantes funciones como antioxidante, es parte
importante de la detoxificacion de xenobidticos,
es cofactor para las reacciones de isomerizacion y
también sirve como almacenamiento y transporte
de cisteina (5). Ademas, es esencial para la pro-
liferacion celular y tiene un papel importante en
la apoptosis, ya que la disminucién de la cantidad
de glutation es permisiva para la activacion de
caspasas Yy la progresion de los mecanismos de
apoptosis (6). Una funcién muy importante del glu-
tation es mantener el potencial de éxido-reduccion
de la célula, ya que mantiene en estado reducido
los grupos tiol de las proteinas y asi permite la
generacion de diversas cascadas de senalizacion
intracelular; un ejemplo es la proteina cinasa C,
que contiene varios residuos de tirosina en su
centro catalitico, que le confieren sensibilidad al
estado redox de la célula, lo que puede afectar la
sefializacion mediada por esta enzima (7).

Metabolismo del glutation

Durante la detoxificacion de las ERO, el glutation
esta involucrado en dos tipos de reacciones: la
interaccién no enzimatica con radicales como el
anion superoxido, oxido nitrico y radical hidroxilo;
otra forma es proporcionando un electrén para la
reduccion de perdxidos en la reaccion catalizada
por la GPx. El producto final de la oxidacion de GSH
es glutation oxidado (GSSG, constituido por dos
moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro,
Fig 1) que es regenerado por la glutation reductasa
(GR), esta enzima transfiere electrones del NADPH
al GSSG, reduciendo esta molécula. Durante las
reacciones catalizadas por la GPx y la GR el gluta-
tidn no es consumido, pero es reciclado y asi puede
de nuevo ser utilizado cuando se requiera. Por
otro lado, durante la generaciéon de conjugados-
S-glutation por las glutation-S-transferasas (GST)
o por la liberacién de GSH por las células, el nivel
total de GSH disminuye dentro de las células. Por
lo tanto, el glutation utilizado para esos procesos
tiene que ser remplazado por sintesis de novo. El
GSH extracelular y los conjugados-S-glutation son
sustratos para la ectoenzima y-glutamil transpep-
tidasa (y-GT), esta enzima cataliza la transferencia
del motivo y-glutamilo del GSH (o de los conjuga-
dos-S- glutation) a una molécula aceptora y por
lo tanto, generando el dipéptido cisteinilglicina (o
el conjugado-S-cisteinilglicina) y el y-glutamilo-
conjugado. El dipéptido cisteinilglicina puede ser
hidrolizado por ectopeptidasas a cisteina y glicina,

aminoacidos que posteriormente pueden ser trans-
portados por la célula a través de transportadores
especificos y participar en la sintesis de novo de
glutation (Fig. 2) (8).

Presencia de GSH en cerebro

La sintesis de glutation en cerebro sigue las mis-
mas vias que en otros tejidos. Las enzimas que
producen glutation muestran una gran actividad
en los plexos coroideos, aunque el glutation es una
molécula que se encuentra con homogeneidad en
todo el cerebro (concentracién de 1 a 3 mM), hay
regiones en las cuales este metabolito se encuentra
en mayores concentraciones y se ha documentado
la presencia de las enzimas que son responsables
de su sintesis en células gliales y en neuronas.
La concentracion de GSH en astrocitos en cultivo
parecen ser mayor que en neuronas en cultivo;
no obstante, cuando se co-incuban ambos tipos
celulares la concentracion de GSH es mayor en
las neuronas, indicando su interaccion (Fig. 3) (8).

Transporte del GSH hacia el cerebro

La homeostasis del glutation dentro del cerebro se
mantiene predominantemente por el reciclamiento
de sus constituyentes dentro del cerebro, pero en
condiciones en los cuales incrementa la demanda,
deben de obtenerse nuevos precursores a partir
del plasma, estos deben de ser transportados a
través de la barrera hematoencefalica (BHE), la
cual es altamente selectiva a diversas moléculas
y la Unica forma por la que pasan es a través de
transportadores especificos. Ademas del transporte
de los precursores, se ha descrito el transporte del
glutation hacia el cerebro desde el plasma, por un
transportador dependiente de sodio a través de los
capilares cerebrales (9).

Metabolismo de glutation en cerebro

Hay investigaciones que indican la presencia de
actividad de las enzimas que metabolizan glutatidon
en cerebro (GR y GPx), aunque son menores que
en otros tejidos como el rifidn e higado. Ademas,
en cortes histoldgicos, se ha encontrado inmuno-
reactividad para GPx en células de microglia de
cerebro de rata. También se han descrito neuronas
inmunoreactivas para GPx en la ldmina II de la cor-
teza cerebral, el giro dentado y el nucleo pontino
del ratén. En contraste, en cerebros humanos se ha
encontrado una imunoreactividad débil para GPx en
astrocitos y neuronas, pero un incremento signifi-
cativo se ha encontrado en los margenes de areas
cerebrales infartadas en cerebros humanos (10).
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Figura 2. Metabolismo de glutation en una célula de mamifero representativa. El glutamato y la cisteina se unen
para formar el dipéptido y-glutamilcisteina a través de la y-glutamilcisteina sintetasa, posteriormente se adiciona
glicina para formar GSH en una reaccion catalizada por la GSH sintetasa. Se forma una poza de GSH de la cual la
célula puede disponer de él, ya sea en reacciones redox o en otros procesos de detoxificacion al conjugarse con
ellos mediante la glutation-S-transferasa (GST) y asi ser transportados hacia el exterior de la célula. El glutation
reducido también puede salir de la célula mediante los transportadores MRP 1 y 2 (Multidrug-resistance protein),
proceso que requiere de energia en forma de ATP, y asi llegar al espacio extracelular en donde se metaboliza por la
y-glutamil transpeptidasa (y-GT) para generar cisteinilglicina, la cual puede ser fragmentada por dipeptidasas y as/
generar cisteina y glicina, que junto con la glutamato, pueden entrar de nuevo a la célula mediante cotransporta-
dores y comenzar de nuevo el ciclo. El glutation reducido, utilizado en los diversos organelos, es transportado en
forma de GSSG hacia el citosol donde puede iniciar de nuevo el ciclo de reduccion y asi regenerar el glutation re-
ducido. La relacion normal entre la concentracion de GSSG y GSH es de 1/10, variando la [GSH] entre 1 y 10 mM.

La GR ha sido purificada del cerebro de rata
como un dimero con subunidades idénticas, ésta
tiene valores de Km del orden micromolar para sus
sustratos (NADPH y GSSG). La imnunoreactividad
hacia esta enzima, en rebanadas de cerebro de
borrego, ha sido localizada en neuronas; no obs-
tante, en células gliales la reactividad es variable.
Asi, en células en cultivo se encuentra poca imu-
noreactividad en astrocitos y elevada en neuronas,
microglia y oligodendrocitos, esto podria indicar
la importancia de esta enzima en los mecanismos
antioxidantes, ya que generaria mayor glutatiéon

reducido a través de su ciclo de reduccion. Los
procesos bioquimicos que consumen glutation en
reacciones no oxido-reductoras, también se han
descrito en cerebro; por ejemplo, se han reportado
gran variedad de isoenzimas de GST expresadas
en cerebro, de las tres clases de GST (a, uwy m)
la clase a es expresada en astrocitos, neuronas
y células ependimales; la clase u en neuronas y
astrocitos; la clase = en oligodendrocitos (8).

Las interacciones entre los astrocitos y las neu-
ronas son de gran importancia para el metabolismo
del GSH, ya que los precursores que llegan via BHE
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ingresan a los astrocitos, y en estos se lleva a cabo
la sintesis de GSH, el cual se transporta hacia el
espacio extracelular donde es metabolizado por la
y-GT, generando cisteinilglicina que puede ingre-
sar a las neuronas para integrarse a la formacion
de nuevo GSH. El transporte de GSH, como tal, a
través de transportadores especificos entre astro-
citos y neuronas es un proceso poco estudiado y
requiere mayor investigacion (Fig. 3).

Funciones del glutatiéon en el cerebro

En la actualidad se ha hecho énfasis en las fun-
ciones especiales del glutatién en cerebro. Se

considera que funciona como una neurohormona
(o neuromodulador), debido a que: 1) se ha de-
tectado glutation en el espacio extracelular, 2) su
liberacién se estimula en cortes cerebrales, 3) se
une especificamente a receptores extracelulares
gue generan cascadas de senalizacion en astrocitos
y 4) promueve la induccion de corrientes de sodio
en la neocorteza (11).

El glutatién extracelular tiene funciones de-
toxificantes, por ejemplo en la isquemia cerebral
experimental se metaboliza por medio de la y-GT
para generar compuestos menos toxicos (Fig. 3),
entre ellos encontramos el y-glutamil glutamato
gue se forma por la combinacion con glutamato, un
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Figura 3. Metabolismo de glutation en células del sistema nervioso central. Esquema propuesto para las inter-
acciones metabdlicas entre los astrocitos y las neuronas en el metabolismo del glutatiéon. Los astrocitos toman
diferentes precursores que provienen del torrente sanguineo e ingresan a través de la barrera hematoencefalica,
y sintetizan GSH. El GSH liberado por los astrocitos al medio extracelular es sustrato de la y-GT de membrana
plasmatica del astrocito; la cisteinilglicina generada en esta reaccion sirve como sustrato para la sintesis de glu-
tation por la neurona. Ademas, la glutamina liberada por los astrocitos es usada por las neuronas para generar
glutamato, necesario para la sintesis de glutation. El transporte del glutation desde la barrera hematoencefalica
y desde el liquido cerebroespinal hacia las neuronas y su ingreso hacia las neuronas via el transportador es un
proceso poco conocido. (1) y-glutamilcisteina sintetasa; (2) GSH sintetasa; (3) gamma glutamil transpeptidasa
(vy-GT); GS-R, conjugado-S-glutation; R-CysGly, conjugado-S-cistinilglicina; X, sustrato aceptor de glutamato;
yGlu-X, sustrato glutamilado por ejemplo glutail-glutamato. (Figura adaptada de las referencias 8 y 14).
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componente que en condiciones de isquemia se in-
crementa (el glutamato) y genera muerte neuronal
por excitotoxicidad. Otro ejemplo de detoxificacion
por el GSH es el asociado a los metabolitos oxida-
dos de las catecolaminas (o-quinonas), ya que se
ha observado que la deficiencia en la actividad de
la enzima GST se asocia a dafio y menor sobrevida
de las neuronas dopaminérgicas. Otra de las fun-
ciones del GSH es participar indirectamente con el
metabolismo de los leucotrienos. Asi, el leucotrieno
C4 (LTC4, un conjugado S-glutation) es producto de
la transferencia del GSH al leucotrieno A4 (LTA4),
mediante la enzima GST; el leucotrieno D4 (LTD4,
un conjugado-S-cisteinilglicina) es generado a par-
tir del LTC4 en una reaccion catalizada por la y-GT.
Ambos lipidos estan relacionados con funciones
neuroendocrinas y excitatorias (8).

Deficiencia de glutation y neurodegeneracion

El balance entre la producciéon de ERO y los me-
canismos antioxidantes se encuentran alterados
en el envejecimiento y en diversas enfermedades
neurodegenerativas (3, 12), hay bastantes repor-
tes de la literatura que relacionan el decremento
o alteraciones en el metabolismo del glutation con
diversas enfermedades neurodegenerativas, entre
las cuales se encuentran las siguientes:

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) esta caracte-
rizada por una degeneracién progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra
pars compacta del mesencéfalo. La etiologia de la
enfermedad es todavia desconocida y se menciona
una interaccion de factores genéticos, ambienta-
les y actualmente la inflamacién subclinica como
mecanismo principal. Se han sugerido varios pro-
cesos en la degeneracion de las neuronas dopa-
minérgicas, entre los que se encuentran el estrés
oxidativo, la inhibicion del complejo I mitocondrial,
la disfuncion de los proteasomas, acumulacion de
la proteina a-sinucleina y la inflamacion. Analisis
bioquimicos de encéfalos postmortem han pro-
porcionado evidencia de la generacion de estrés
oxidativo en la sustancia nigra durante el curso de
la enfermedad, ya que el contenido de glutation
total en esta regidon se encuentra disminuido en
40-50% comparado con controles. Ademas, en esta
region se han encontrado niveles incrementados
de lipoperoxidacion. El valor elevado de la relacion
GSSG/GSH (normalmente 1:10) es consistente
con el concepto de estrés oxidativo como parte
importante en la patogénesis de la EP. Por otro
lado, las concentraciones bajas de GSH, parecen

ser el primer indicador de estrés oxidativo durante
la progresion de la EP. Ademas de los niveles bajos
de este metabolito, se ha observado que la enzi-
ma y-GT esta incrementada selectivamente en la
sustancia nigra, este incremento podria reflejar el
intento para conservar localmente la disponibilidad
de los precursores del glutation (cisteinilglicina,
Fig. 3) para prevenir una disminucién en los nive-
les del glutation de las neuronas dopaminérgicas.
Aunque la disminucion de GSH por si sola no es la
responsable de la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas, la disminucién de GSH podria vol-
ver a las neuronas susceptibles a otros estimulos
estresantes y contribuir al dafio neuronal. Se ha
descrito que el GSH protege del estrés nitrosativo al
complejo I de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, ya que se forma el S-nitrosoglutation.
Cuando este complejo incrementa su contenido
de grupos nitrotirosina y nitrosotiol, en respuesta
al estrés nitrosativo, se inhibe su actividad y, en
consecuencia la formacion de ATP, lo que conduce a
degeneracion neuronal y la muerte de las neuronas
dopaminérgicas (8, 13, 14).

También las células gliales contribuyen a la
generacion de ERO en la EP, la vulnerabilidad se-
lectiva de las neuronas dopaminérgicas podria ser
en parte debido a la activad de las células gliales
que rodean a estas neuronas, ya que estas células
gliales también estan implicadas directamente en
los niveles de GSH. El compromiso del sistema del
glutation en células astrogliales podria contribuir
a la disminucion de defensas antioxidantes y por
lo tanto incrementar la susceptibilidad de estas
células y en consecuencia, una deficiente defensa
glial podria contribuir al dafno neuronal existente
(15).

Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer esta caracterizada por
alteraciones en la funcion de la memoria y cogni-
cion progresiva, representa la forma mas comun
de demencia en la vejez, su etiologia se desconoce,
pero se han relacionado factores genéticos como
las mutaciones en los genes que codifican las pro-
teinas presenelinas 1 y 2 y factores ambientales.
Sea cualquiera de las causas, los estudios patolo-
gicos muestran una desaparicion de las neuronas
piramidales del hipocampo (el sustrato bioldgico de
la memoria) y neuronas colinérgicas del prosen-
céfalo. En la EA se observan cumulos de péptidos
amiloides que pueden, por si mismos, aumentar el
calcio intracelular, la actividad de la NADPH oxidasa
y en astrocitos aumentar la produccion de ERO. La
disminucion en la produccion de ATP, por disfun-
cion del complejo IV de la cadena de transporte
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de electrones mitocondrial, conduce a disfuncion
de los proteasomas y mayor ciumulo de péptidos
amiloides (3). El estrés oxidativo es propuesto
como el mecanismo fisiopatoldgico inicial para el
desarrollo de EA, las concentraciones de GSH se
encuentran disminuidas en pacientes con EA en
las areas de la sustancia innominada y la corteza
del cingulo. Ademas, las actividades especificas
de algunas enzimas que metabolizan el glutation
se encuentran elevadas, tal es el caso de la GPx,
la glutation reductasa y la GST. Otros productos
derivados del estrés oxidativo también se encuen-
tran elevados, tal es el caso del 4-hidroxinonenal
(4-HNE, un producto de la lipoperoxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados omega-6), neuro-
téxico para neuronas in vitro. La GST es la enzima
detoxificante de este metabolito. Estos resultados
muestran la evidencia de la participaciéon del EO
en la patogénesis de la EA (16, 17).

Esclerosis lateral amiotrofica

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una en-
fermedad caracterizada por la destruccién de las
neuronas motoras en el tronco o tallo cerebral y
del asta ventral de la médula espinal, ademas de
las neuronas motoras de la corteza cerebral que
forman el tracto corticoespinal que desciende a
través de la médula espinal lateral, resultando
clinicamente en debilidad, atrofia muscular, fasci-
culaciones y espasticidad.

Una de las principales caracteristicas fisiopatol4-
gicas es la disfuncién mitocondrial, con disminucién
en la actividad de los complejos Iy IV de la cadena
de transporte de electrones (3). Ademas, en al-
gunos pacientes se ha encontrado mutacion en el
gen de la enzima SOD. El anién superodxido, al ser
una molécula altamente reactiva, se combina con
oxido nitrico para formar peroxinitritos, tal como lo
muestran las investigaciones que encuentran ele-
vado este metabolito en corteza y médula espinal.

Pero aunque el EO tiene un papel fundamental
en la ELA, la participacion del glutatién aun sigue
siendo incierta y quiza las alteraciones en el es-
tado oxidativo en esta entidad nosoldgica sean el
reflejo secundario del estrés oxidativo causado por
la deficiencia de la superdxido dismutasa (18).

Ademas de las enfermedades neurodegene-
rativas mencionadas, también se ha observado
alteraciones en el metabolismo del glutatién en
enfermedades psiquiatricas como la esquizofre-
nia, en desérdenes neuroldgicos agudos como la
isquemia cerebral y en procesos fisiolégicos como
el envejecimiento, mismos que a continuacion se
describen.

Esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad crdnica, que se
desarrolla progresivamente. La etapa premorbida
que se presenta durante la infancia o en la ado-
lescencia, frecuentemente pasa inadvertida, pero
conduce a un estado de psicosis desde el inicio de
la edad adulta. Por lo anterior, se ha considerado a
la esquizofrenia como un sindrome del neurodesa-
rrollo, que involucra alteraciones en la estructura,
conectividad y sincronizaciéon neuronal, derivadas
de multiples factores genéticos y ambientales (19).

Aungue son multiples los factores que pueden
conducir a la esquizofrenia, se ha propuesto como
uno de sus ejes fisiopatoldgicos a la disregulacion
redox. En la esquizofrenia se ha encontrado dis-
minucidn en los sistemas de defensa antioxidante
y aumento en la peroxidacion de lipidos, tanto en
tejidos periféricos de los pacientes como en estu-
dios post mortem de sus cerebros (20). Hasta el
momento, no es claro si esta disregulacién redox
es debida a un exceso en la producciéon de ERO, a
una disminucién en los mecanismos antioxidantes
0 a ambos. No obstante, se ha propuesto que el
defecto genético en la sintesis del glutation pue-
de ser el evento inicial de la falla en las defensas
antioxidantes, en contraste con las enfermedades
neurodegenerativas, en donde la disminucion del
glutatién estda acompanada del estrés oxidativo por
disfuncién de los complejos I y IV mitocondriales
o por la toxicidad de los péptidos amiloides (19).

En la esquizofrenia se ha encontrado una dis-
minucion significativa en los niveles de glutation
en el liqguido cerebroespinal de pacientes que pre-
sentan este padecimiento y que no han consumido
antipsicéticos (27% de disminucién) (21). Aunado
a este hallazgo, estudios con espectroscopia de
resonancia magnética del protén han mostrado que
existe una disminucién del 50% en la concentracion
de glutatién en la corteza frontal de pacientes con
esquizofrenia, comparado con pacientes controles
(22).

Se han demostrado varios polimorfismos en
los genes que codifican para las enzimas del me-
tabolismo del glutation. La enzima reguladora de
la sintesis de glutation, la GluCys sintetasa (o
GCL), esta constituida por dos subunidades, una
moduladora (GCLM) y la otra catalitica (GCLC). Los
polimorfismos de este gen se han asociado con la
esquizofrenia, y se han clasificado en genotipos de
bajo riesgo y de alto riesgo. Los genotipos de alto
riesgo estan presentes en 35-40% de los pacientes.
El cultivo de fibroblastos de estos pacientes mostro
menor actividad de GLC y menor concentracion de
GSH. También se ha observado polimorfismo en
los genes de las isoenzimas de la GST (GSTM1,
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GSTT1, GSTP1 y GSTA1), encontrandose que la
combinacién de ellos tiene mayor riesgo para la
presentacion de la esquizofrenia (19, 23).

La exposicion al estrés oxidativo en diferentes
estados del neurodesarrollo afecta al menos dos
procesos que son disfuncionales en la esquizo-
frenia: La hipofuncién de los receptores NMDA
glutamatérgicos y una mielinizacion deficiente.

Los receptores NMDA son sensibles al ambiente
redox, su actividad se disminuye en condiciones de
estrés oxidativo. La deficiencia de GSH conduce
a una respuesta disminuida de estos receptores;
por el contrario, su funcionamiento adecuado
incluye la estimulacion del sistema tiorredoxina-
perirredoxina, lo que explica que la hipofuncién de
estos receptores contribuya al estrés oxidativo. La
dopamina disminuye la respuesta de los receptores
NMDA cuando el GSH esta disminuido, pero en
concentracion normal de GSH la dopamina estimula
los receptores NMDA (19).

La mielinizacién mediada por los oligodendro-
citos es sensible al estrés oxidativo, ya que en
condiciones de incremento de ERO disminuye su
proliferacion celular y la mielinizacion. El defecto
en la mielinizacion puede afectar la velocidad de
conduccién axonal y alterar los procesos de sincro-
nizacion durante el desarrollo. La mielinizacion cor-
tical esta presente durante la adolescencia tardia
en las regiones prefrontal y temporal, lo que podria
explicar que el periodo clinico de la esquizofrenia
se manifiesta en la etapa adulta. Durante el desa-
rrollo de nifios y adolescentes de alto riesgo para
desarrollar esquizofrenia se ha observado que la
mielinizacidon es menor en comparacion con sujetos
control de edades similares (19).

Eventos vasculares cerebrales (EVC)

Los EVC constituyen una de las primeras causas de
morbilidad y mortalidad en México y a nivel mun-
dial (1), con numerosas secuelas a largo plazo. El
EVC tipo isquémico representa aproximadamente
del 80-85% de todos los casos; hay suficiente
evidencia que sostiene la participacion del estrés
oxidativo como mecanismo fundamental del dafio
cerebral por reperfusion. Cuando ocurre un EVC
tipo isquémico, hay reduccion en el flujo sanguineo
cerebral, generando un area central y un area de
penumbra, en la zona central existe muerte neuro-
nal casi después de iniciado el evento, mientras que
en la zona de penumbra permanecen neuronas en
bajo estado metabdlico o no funcionales. Después
del evento isquémico, se acumula acido lactico y
se desarrolla acidosis tisular, promoviendo el esta-
do prooxidante en el area. Diversos antioxidantes
participan en esta etapa del proceso (CAT, SOD,

vitaminas), uno de ellos, el GSH, ha mostrado ser
una de las primeras lineas de defensa, ya que sus
niveles disminuyen después del evento isquémico.
Por el contrario, la disminucidn en la concentracion
del GSH, en diversos modelos animales, antes del
evento isquémico, tiene como consecuencia un
mayor dafio, comparado con controles en los cuales
no se disminuyo la concentracién del GSH antes
del evento (24, 25).

Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso fisioldgico, gra-
dual, que se asocia a la disminucion de la capacidad
de adaptacion en cada uno de los 6rganos, aparatos
y sistemas, asi como de la capacidad de respuesta
a los agentes lesivos que inciden en el individuo,
comprometiendo su estructura, funcion, integridad,
homeostasia, haciéndolo mas vulnerable, lo que
conduce a la muerte. De manera general, se ha
propuesto que el envejecimiento ocurre, asociado
a la edad, como un conjunto de interacciones de
origen intrinseco (genético), extrinseco (ambiental)
y estocastico (dafio aleatorio a moléculas vitales)
(26).

Gran numero de trabajos apoyan la idea que
la exposicidon repetida o prolongada a los gluco-
corticoides (GC) tiene efectos deletéreos en la
funcion cerebral y han dado evidencia de que los
GC contribuyen al declinamiento de la funcién ce-
rebral relacionada al envejecimiento. Los efectos
mediados por el estrés y los GC, en el envejeci-
miento, son evidentes a nivel del comportamiento,
respuestas electrofisioldgicas y en estudios anatoé-
micos. La actividad del eje hipotalamo-hipofisis-
suprarrenal (HHS) mediada por GC, esta alterada
en el envejecimiento. Independientemente de la
causa subyacente en la actividad del eje HHS,
se ha demostrado que el estrés y los GC tienen
efectos profudos en el aprendizaje, la memoria y
la plasticidad neuronal. Ademas, tanto el estrés y
los GC contribuyen a la atrofia neuronal, cambios
en la taza de recambio de neuronas y a la muerte
neuronal. Otros estudios han demostrado que las
intervenciones disefiadas para reducir la actividad
del eje HHS pueden reducir los signos del enveje-
cimiento del cerebro (26).

El GSH se ha asociado con la longevidad, durante
el envejecimiento las concentraciones de glutation
plasmatico disminuyen, lo cual podria indicar que
la disminucion de éste podria predisponer para el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
propias de este grupo etario (14). Por otro lado,
la ATPasa de Ca?* de membrana plasmatica en las
membranas sinapticas disminuye progresivamente
con el incremento de la edad. Esta enzima es muy
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sensible al estrés oxidativo y sufre importantes
cambios estructurales y funcionales cuando se
expone a un ambiente oxidante. Los principales
cambios que se han observado son la inactivacion
rapida, cambios conformacionales, agregacion,
internalizacion y degradacion proteolitica. La pro-
teodlisis es mediada por calpainas y caspasas (27).
La disminucién en la actividad de esta enzima
también se ha observado en la isquemia cerebral
y en enfermedades neurodegenerativas. Por otra
parte, en el envejecimiento se observa una mayor
cantidad de glicosilesfingolipidos de cadena larga,
tanto en fibroblastos, en cerebros y en rifiones,
lo que podria ser utilizado como un marcador de
senescencia. En contraste, la acumulacion de glico-
silesfingolipidos de cadena larga se atenuta durante
la restriccidn caldrica, procedimiento que aumenta
la longevidad (28).

Entendiendo la manera en la que el estrés y el
GSH, asi como las alteraciones del eje HHS, exacer-
ban el envejecimiento cerebral, podremos disefiar
esquemas preventivos y terapéuticos para per-
sonas ancianas cuyas funciones cerebrales estan
(o en riesgo de estar) notablemente deterioradas
durante la senescencia.

Terapéutica antioxidante contra las enferme-
dades neurodegenerativas

Los antioxidantes han mostrado caracteristicas
notables que facilitan su uso en la practica diaria;
asi, acciones como el consumo de una dieta rica
en polifenoles, xantofilas, carotenoides y alimentos
ricos en grupos sulfhidrilo, todos ellos encontrados
en frutas, vegetales, nueces, ajo, Spirulina, entre
otros, tendria beneficios en la salud y proteccion
ante enfermedades en las cuales el estrés oxidativo
se relaciona con el desarrollo y progresion de la
enfermedad (29).

Atenuar la disminucion de los niveles de glutation
podria tener efectos benéficos en los pacientes con
diversos desérdenes neurodegenerativos. Se han
realizado numerosos intentos por disminuir la pro-
gresion de las enfermedades neurodegenerativas,
uno de ellos es el empleo de diversos antioxidantes
para disminuir el avance de estas entidades, como
el empleo de la N-acetilcisteina (30), la vitamina C
o de la vitamina E, en pacientes con enfermedad de
Parkinson. Este tipo de tratamiento con moléculas

antioxidantes, ha mostrado la elevacién progresiva
de las concentraciones de glutation en pacientes
con diagndstico previo. Ademas, se han desarro-
llado analogos de glutation para el tratamiento de
estas enfermedades, por ejemplo la administracion
de monoetiléster de GSH en cobayos incrementa
los niveles de GSH en un modelo de deficiencia de
vitamina C; otro ejemplo es el analogo YM 737 que
protege contra la isquemia experimental en rata.
Las ventajas de estos componentes, a diferencia
del GSH, es que tienen mayor facilidad para cruzar
la barrera hematoencefalica y ser transformados
rapidamente en glutation en su forma reducida en
el tejido neural; sin embargo, estos farmacos aun
no estan disponibles para el uso en humanos (8,
31).

Diferentes estudios han mostrado que la te-
rapia antioxidante puede retrasar o disminuir los
sintomas relacionados con las enfermedades neu-
rodegenerativas por ejemplo, efectos benéficos
cognitivos en pacientes con EA y disminucion de
algunos sintomas en pacientes con EP. Pero ya que
los sintomas se presentan después de iniciado el
proceso fisiopatoldgico, existe duda si la terapéu-
tica preventiva con antioxidantes tendria efectos
benéficos o positivos sobre la salud humana (32);
sin embargo, seria un punto de recomendacion que
en sujetos con alta probabilidad de desarrollo de
enfermedad de tipo neurodegenerativa, del neu-
rodesarrollo o del envejecimiento, se determinen
niveles séricos de GSH o en fluido cerebroespinal
e iniciar un tratamiento temprano para retrasar las
complicaciones causadas por la presencia de estrés
oxidativo (33, 34).

En conclusion, es evidente la asociacion del
estrés oxidativo con los procesos neurodegenera-
tivos; debido a sus caracteristicas antioxidantes,
el glutation representaria una de las primeras
lineas de defensa en contra del estrés oxidativo y
aunque su papel no sea tan evidente en algunos
padecimientos, es importante sefialar que este
metabolito es utilizado por diferentes enzimas que
detoxifican y que su restitucion podria mejorar o
retrasar el dafio ocasionado por el agente fuente
de estrés oxidativo (Fig. 4).
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Figura 4. Relacion del glutation con las enfermedades neurodegenerativas, la esquizofrenia, el envejecimiento
y la isquemia cerebral. Se muestra que a medida que ocurren los eventos fisiopatolégicos que desencadenan la
disfuncidén neuronal, disminuye gradualmente la concentracion de glutation, y en consecuencia sus funciones bi-
oldgicas (antioxidante, neuromodulador, detoxificante, etc.). La interaccion de factores ambientales, genéticos y
téxicos, lleva a la generacién de proteinas con conformaciones anémalas, lo que conduce a la generacion de estrés
oxidativo y nitrosativo. La generacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno tiene como consecuencias:
la propagacion de la lipoperoxidacion, la disfuncion mitocondrial, la disfuncién de los proteasomas y, la disfuncion

neuronal y glial, lo que culmina en la muerte neural, por necrosis o apoptosis.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, es considerada una de las enfermedades tropicales mas
olvidadas que afecta a mas de 10 millones de personas alrededor del mundo. A mas
de 100 anos de su descubrimiento, no se ha encontrado un farmaco que sea eficaz
contra esta enfermedad en cualquiera de sus dos principales etapas. Se han realizado
numerosos estudios alrededor del mundo enfocados en la seleccién de blancos
potenciales para el desarrollo de farmacos contra la enfermedad de Chagas. En este
trabajo realizamos una revision acerca de estos estudios, haciendo énfasis en aquéllos
basados en las diferencias presentadas en el metabolismo de Trypanosoma cruzi,
agente etioldgico de esta enfermedad, con respecto al de su hospedero mamifero.
Mediante el analisis detallado de estas diferencias metabdlicas, se han revelado un
importante nimero de blancos potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos. De
manera prometedora, el disefio racional de farmacos con base en el conocimiento de
estas moléculas, ha permitido que algunos de estos nuevos compuestos, se encuentren
en las primeras fases preclinicas.

ABSTRACT

Chagas disease affects over 10 million people around the world, and it is considered
one of the most neglected tropical diseases. Even though this disease was discove-
red more than 100 years ago, there is not an effective drug against Chagas in any
of its two main stages. There are several studies around the world focused on the
selection of potential targets for drug development against Chagas disease. In this
work, we made a revision of these attempts with emphasis in those works based
on the metabolic differences between Trypanosoma cruzi (the etiological agent of
chagas disease) and its mammalian host. As a result of the detailed analysis of these
metabolic differences, a great number of potential targets for rational drug design
have been revealed, and some of the most promising molecules designed are now
being tested in early preclinical studies.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es considerada por la
Organizacién Mundial de la Salud como parte de
las 13 enfermedades tropicales mas olvidadas,
entre las que también se encuentran la enfer-
medad del suefo y varios tipos de leishmaniasis.
Esta enfermedad representa un problema tanto de
salud como econdmico principalmente para varios

paises de Latinoamérica. La enfermedad de Chagas
también llamada tripanosomiasis americana es
causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi, que fue descubierto por el médico brasile-
Ao Carlos Chagas en 1909. A pesar de que han
transcurrido un poco mas de 100 afios después
del descubrimiento de la enfermedad, se han
recuperado DNA de T. cruzi de momias humanas
en estudios paleontoldgicos que demuestran que

*Recibido: 10 de mayo de 2011
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este parasito afecta al humano desde hace aproxi-
madamente 9,000 afios (1). Por otro lado, a pesar
de que el primer reporte de la enfermedad la hizo
el Dr. Chagas, existen indicios que sugieren que
Carlos Darwin pudo haber contraido la enfermedad
en la expedicion que hizo a Sudamérica en 1835,
ya que hace una descripcion muy importante de
la chinche besucona (vector del parasito), ademas
de que hay evidencia que demuestra que presenté
sintomas caracteristicos de la enfermedad (2)

De acuerdo a datos de la Organizaciéon Mundial
de la Salud actualizados en el 2010 (www.who.int)
se estima que alrededor de 10 millones de perso-
nas se encuentran infectadas con Trypanosoma
cruzi. Latinoamérica es la regiéon endémica de la
enfermedad de Chagas en donde se encuentran
en riesgo de contraer la enfermedad mas de 25
millones de personas; se estima que, en el 2008,
se presentaron mas de 10,000 muertes debido a
esta parasitosis. Esta enfermedad esta asociada
en forma importante con condiciones de vivienda
de pobreza extrema. Los principales paises afec-
tados tienen altos indices de pobreza, y entre ellos
se incluye México. La importancia de esta enfer-
medad a nivel mundial, ha hecho que numerosos
grupos de investigacion enfoquen sus esfuerzos a
la identificacion de blancos potenciales, asi como
al desarrollo de nuevos farmacos; ambos aspectos
se repasaran a lo largo de esta revision.

2. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS Y CICLO DE VIDA
DE T. CRUZI

La enfermedad de Chagas técnicamente es una
zoonosis; los reservorios naturales del parasito son
una gran variedad de marsupiales y mamiferos del
continente americano. La infeccidn se transmite al
humano por los insectos hematéfagos del género
Reduviidae. A pesar de que se han identificado mas
de 130 especies de triatomas capaces de transmitir
el parasito al humano, tres de ellas son las mas
importantes, Triatoma infestans, Rhodnius prolixus
y Triatoma dimidiata.

Esta parasitosis también puede ser transmitida
por medios que no involucran al insecto vector, ya
sea por transfusiones sanguineas, o de la madre
al hijo recién nacido, a través de la sangre. La
transmision del parasito debido a transfusiones
es del 10-20%, dependiendo de la concentracion
de parasitos en la sangre infectada y de otros
factores, como por ejemplo, la cepa del parasito.
La frecuencia de transmisién congénita, es de un
5% y también depende de la cepa del parasito,
asi como del estado inmunoldgico de las madres,
entre otros factores.

El parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un
tripanosomatido del género Kinetoplastea. El ciclo
de vida de T. cruzi es bastante complejo, (Fig. 1);
involucra varias etapas de desarrollo tanto dentro
del parasito como del insecto vector, el cual no
parece verse afectado por la infeccién del parasi-
to. Las formas celulares que se identifican en el
hospedero mamifero son los tripomastigotes en
su forma sanguinea, que no son replicativos, y los
amastigotes intracelulares replicativos; mientras
que, en el insecto vector se encuentran epimas-
tigotes replicativos y tripomastigotes metaciclicos
en su forma infectiva.

La enfermedad de Chagas se presenta en tres
fases principales: la aguda, la indeterminada y la
cronica. La fase aguda afecta cominmente a nifios
y se presenta dos meses después de la infeccion.
Durante esta fase los parasitos se multiplican como
amastigotes intracelulares en los macréfagos y
células tisulares en el sitio de la mordedura del
insecto. En muchos de los casos, en esta fase no
se presentan sintomas, o se presenta un conjunto
de signos y sintomas tales como fiebre, dolores
musculares, malestar generalizado, sudoracion
excesiva, lesiones en la piel (chagoma), inflama-
cion de nddulos linfaticos y conjuntivitis (signo de
Romafia). También se puede presentar un aumento
de tamano del higado y bazo, falla cardiaca debido
a la inflamacion del miocardio y en pocos casos se
presentan complicaciones cerebrales, tales como
meningoencefalitis. Debido a los sintomas leves,
el diagndstico puede ser determinado en solo un
10% de los casos.

En la fase indeterminada los pacientes son
asintomaticos y los parasitos desaparecen del to-
rrente sanguineo, pero pueden ser detectados en
el musculo liso y cardiaco. En muchos de los casos
la enfermedad no avanza de esta fase, pero en el
30% de ellos hay una evolucion hacia la fase croé-
nica. Esta etapa se presenta con patologias graves
del sistema cardiaco como arritmias severas, asi
como trombosis arterial y venosa. ComiUnmente
los pacientes con enfermedad cardiaca debido a la
enfermedad de Chagas presentan un fuerte dolor
en el pecho. El dafio cardiaco comUnmente es bi-
ventricular. A nivel de tracto digestivo se presenta
un aumento de tamafio en el esdfago y colon lo
que se conoce como megaesbéfago y megacoldn,
respectivamente. (3)

Desde la década de los setentas, los farmacos
de eleccion para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas son el Nifurtimox y el Benznidazol.
Ambos farmacos son compuestos heterociclicos
nitrogenados con un grupo nitro unido a un fura-
no o a un anillo imidazol, respectivamente. Estos
agentes funcionan como pro-farmacos y activan a
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Figura 1. Ciclo de vida de T. cruzi. En el hospedero mamifero se encuentran los tripanomastigotes no replicativos y
los amastigotes intracelulares replicativos, mientras que en el insecto vector se encuentran epimastigotes replicativos

y tripomastigotes metaciclicos en su forma infectiva.

las nitroreductasas generando efectos citotdxicos.
El mecanismo de accién del Nifurtimox involucra la
produccién de radicales libres, aniones superoxido,
perdxido de hidrogeno y metabolitos electrofilicos
que afectan al parasito (4). El Benznidazol actla
inhibiendo la sintesis de proteinas y la cadena res-
piratoria y, se ha demostrado que los metabolitos
reducidos de este fadrmaco unidos covalentemen-
te a macromoléculas interaccionan con el DNA
del parasito (5). Desafortunadamente, ambos
farmacos solo son eficientes en la fase aguda de
la enfermedad o bien en aquellos pacientes que
presentan reincidencias de la infeccion por estar
inmunosuprimidos. Este tratamiento se encuentra
contraindicado en mujeres embarazadas y en pa-
cientes con insuficiencia renal o hepatica. La terapia
no es del todo exitosa, debido que se produce toxi-
cidad sistémica y efectos adversos especialmente
en adultos, entre los que se encuentran pérdida de
peso, nauseas, vomito, leucopenia, trombocitope-
nia, agranulocitosis, alteraciones dermatoldgicas,

como dermatitis, y, dentro las mas severos, se
encuentran las polineuropatias dependientes de
dosis (6). También se ha reportado diferencia en
la susceptibilidad a estos farmacos, dependiendo
de la cepa del parasito involucrada (7).

Hasta el momento no existe algin farmaco que
sea eficaz en ambas fases de la enfermedad y
que ademas no presente efectos colaterales. De
esta necesidad surgen diversos estudios a lo largo
del mundo con el Unico propdsito de encontrar el
blanco terapelutico ideal y el compuesto inhibidor
especifico contra T. cruzi que no altere el metabo-
lismo del hospedero mamifero.

3. ALGUNAS DIFERENCIAS NOTABLES ENTRE
TRYPANOSOMA CRUZI'Y SU HOSPEDERO MA-
MIFERO

Existen diferencias importantes en el metabolismo
de tripanosomatidos con respecto a su hospedero
mamifero; estas peculiaridades cobran vital impor-
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tancia para el disefio racional de farmacos especie-
especificos, interfiriendo en el metabolismo del pa-
rasito sin afectar el del huésped mamifero. A nivel
de metabolismo energético existe una diferencia
notable, ya que en los tripanosomatidos gran parte
de la glicdlisis se lleva a cabo dentro del glicosoma,
organelo especializado de origen peroxisomal. Ocho
de las diez enzimas que participan en la via se en-
cuentran compartamentalizadas en este organelo,
(Fig. 2). De manera interesante, se ha encontrado
que las enzimas glicoliticas que se encuentran
compartamentalizadas en el glicosoma poseen
puntos isoeléctricos mayores con respecto a sus
homologas encontradas en el citosol de las células
de mamifero (8). Existe una clasificacion, en donde
se agrupan a diversos parasitos de acuerdo a su
metabolismo energético (9). T. cruzi fue clasificado
en el grupo 4 al que pertenecen aquellos parasitos
con las capacidades metabdlicas mas complejas.
En esta categoria también se encuentran la forma
prociclica de T. brucei y todas las etapas en el ma-
mifero y en el hospedero de Leishmania spp. Estos

Figura 2. Enzimas glucoliticas
compartamentalizadas en el
glicosoma de T. cruzi.

1. Hexocinasa,

2. Glucosa-fosfato isomerasa,
3. Fosfofructo cinasa,

4. Fructosa bifosfato aldolasa,
5. Triosafosfato isomerasa,
6.- Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa,

7. Fosfoglicerato cinasa,

8. Piruvato fosfato dicinasa.

tripanosomatidos no son dependientes Unicamente
de la glucosa para la obtencién de energia, poseen
un metabolismo mitocondrial complejo y, ademas
de glucosa, también pueden degradar aminoaci-
dos. Asi mismo, utilizan la cadena respiratoria y
la fosforilacién oxidativa para la obtencién de ATP.

Los tripanosomatidos, a diferencia de sus hos-
pederos, obtienen parte importante de su energia
de la hidrdlisis del pirofosfato inorganico (PPi), la
cual genera de 10 a 15 veces mas energia que el
ATP. El PPi se distribuye a través de la célula pero se
concentra en los acidocalcisomas. Existen enzimas
que se encargan de la hidrdlisis del PPi, entre las
que se encuentran la pirofosfatasa translocadora
de protones en los acidocalcisomas vy la piruvato
fosfato dicinasa en el glicosoma. Por ser exclusi-
vas del metabolismo de estos parasitos, resultan
blancos importantes para el desarrollo de nuevos
farmacos antiparasitarios.

Existen dos sistemas exclusivos de tripanoso-
matidos, los cuales han sido objeto de numerosos
estudios para el desarrollo de nuevos farmacos. El

Glucosa

IPGA

2PGA —>» PEP —»PYR
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tripanotion y el sistema de la tripanotion reductasa
se encuentran exclusivamente en los protozoarios
del género Kinetoplastea y reemplazan al glutation
intracelular y al sistema glutation reductasa que
constituye el mecanismo principal del sistema de
reduccion tiol. Asi mismo, el sistema de la glio-
xalasa estd intimamente relacionada con la ruta
del tripanotion vy la tripanotidon reductasa, ya que
en conjunto se encargan de la detoxificacion del
metilglioxal, metabolito citotdxico y mutagénico
generado inevitablemente en la glicdlisis. La glioxa-
lasa de parasitos protistas cobra importancia como
blanco para el disefo de farmacos por el hecho de
que utiliza como catién divalente el niquel, mientras
que la enzima de eucariotes utiliza como cofactor
al zinc; de igual manera existen diferencias impor-
tantes en el sitio catalitico entre la glioxalasa de los
tripanosomatidos y su contraparte en mamiferos
(10).

Otro de los blancos terapéuticos de gran impor-
tancia, y exclusivos de T. cruzi, es la cruzipaina,
proteasa especifica de este pardsito que se en-
cuentra expresada en todas las fases de su ciclo de
vida. Es similar a la catepsina y es la responsable
de la actividad proteolitica a lo largo de la vida de
este parasito (11). Existen numerosos estudios que
pretenden dilucidar el mecanismo de accion de esta
proteasa con el fin de encontrar algun inhibidor
capaz de inactivarla, con la consecuente muerte
del parasito.

T. cruzi, al igual que muchos hongos y levaduras,
requiere esteroles especificos para la viabilidad y
proliferacion celular en todas las etapas de su ciclo
de vida (12). Por muchos afos se creyo que los tri-
panosomatidos, al igual que células de mamiferos,
sintetizaban colesterol, ya que crecian en medios
suplementados con tejido de corazon o cerebro.
Gracias a importantes estudios bioquimicos se
llegd a la conclusion de que los tripanosomatidos
sintetizaban ergosterol en lugar de colesterol por lo
cual, la via de sintesis del ergosterol se considera
una ruta metabdlica importante en los hongos y
en los miembros del orden Trypanosomatida y ha
sido un blanco importante de inhibicion.

Con la liberacién de los genomas completos de
T. cruzi, T. brucei y Leishmania major, se pudie-
ron identificar, respectivamente, 171, 156 y 179
secuencias que codifican protein-cinasas; esto
ha permitido comparar estas enzimas con las co-
rrespondientes en el humano, con la finalidad de
poder identificar y validar algunos posibles blancos
terapéuticos. Las protein-cinasas son reguladoras
importantes de muchos eventos celulares como
el control transcripcional, la progresion del ciclo
celular y la diferenciacién, por lo que han cobrado
importancia como blanco para el disefio de far-
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macos para el tratamiento de un gran variedad
de enfermedades y sindromes. El genoma de las
protein-cinasas de los tripanosomatidos corres-
ponde a un tercio del total de protein-cinasas en el
humano, por lo que difiere en numerosos aspectos
al de su hospedero mamifero (13).

4. ALGUNOS BLANCOS TE‘_RAPéUTZ,[COS ES-
TUDIADOS PARA EL DISENO DE FARMACOS
CONTRA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

4.1 Enzimas que se encuentran compartamen-
talizadas en el glicosoma

La compartamentalizacion de ocho de las diez en-
zimas glicoliticas en el glicosoma de los tripanoso-
matidos es una caracteristica muy relevante que ha
permitido llevar a cabo numerosos estudios de las
enzimas involucradas. La hexocinasa es la primer
enzima en la via glicolitica, en T. cruzi (TcHK); esta
enzima no se inhibe por su principal regulador en
vertebrados, la D-Glucosa 6 —fosfato. Estudios re-
cientes demuestran la inhibicidn no competitiva de
la TcHK por el difosfato inorganico (PPi) con una Ki
de 500 uM. Se ha identificado una familia de analo-
gos del PPi metabdlico, llamados bifosfonatos, que
son inhibidores potentes y selectivos de la TcHK,
ademas de inhibir la proliferacion de amastigotes
en cultivo. Se encontraron tres compuestos: el
(9-etil-9H-3-carbazolyl)-amino-metileno-1,1-
bifosfonato, IC,,= 0.81 uM, el (3-bromo-fenil)-
amino metileno-1,1-bifosfonato , IC, ;= 0.95 uM y
el (2-(priridin-4-il)-1-hidroxietano-1,1-bifosfonato,
IC,,= 12.7 uM, que inhiben a la TcHK de manera
mixta y no competitiva; ademas de presentar un
efecto selectivo contra la forma intracelular amas-
tigote. Estos compuestos tienen un ligero efecto
en el crecimiento de células de una linea celular
humana por lo que representan una novedosa clase
de agentes antiparasitarios que inhiben de manera
selectiva la actividad de la hexocinasa (14).

Una de las enzimas glicoliticas glicosomales mas
estudiadas, es la triosafosfato isomerasa (TIM) que
cataliza la interconversion entre la dihidroxiace-
tona fosfato y el gliceraldehido 3-fosfato. Existen
numerosos estudios de la TIM de T. cruzi (TcTIM)
ya que posee algunas peculiaridades y diferencias
con respecto a la TIM de humano (HuUTIM). El
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
ambas enzimas presentan un identidad del 52%,
(Fig. 3). La TcTIM, enzima cataliticamente activa
solo en su forma dimérica, ha sido propuesta como
blanco para el disefo de farmacos; particularmente
se ha tenido gran interés en la interfase, que se
encuentra entre los dos mondémeros, y que esta
constituida por 32 aminoacidos. Si bien los sitios
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Figura 3. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de las triosasfosfato isomerasas de T. cruzi (TcTIM) y
Humano (HUTIM). Ambas enzimas poseen un 52% de identidad. Con flechas se indican los aminodcidos del sitio
catalitico, en verde los aminoacidos de la interfase y resaltados en verde los aminodcidos de la cavidad hidrofébica
de la interfase. El alineamiento se llevd a cabo utilizando el programa Clustal W.

cataliticos son altamente conservados, las inter-
fases de los oligdmeros lo son menos, por lo que
estas regiones pueden ser utilizadas como blancos
para el disefio de farmacos. En la interfase de
TCTIM existe una cavidad hidrofébica conformada
por 8 aminoacidos. En HUTIM, solo tres de los
ocho residuos en esta cavidad son idénticos a los
de TcTIM (Fig 3). Partiendo de estas diferencias
se han sintetizado algunos compuestos derivados
de benzotiazoles con resultados prometedores.
Entre los compuestos mas eficaces se encuentra
el 6,6 "benzotiazol-2,2 "diamina que, en concen-
traciones del orden micromolar, causa inactivacion
reversible en TcTIM y las TIM de T. brucei (TbTIM)
y de L. mexicana (LmTIM). Estas TIM comparten un
82% de identidad en los residuos de la interfase y
un 88% en la cavidad hidrofdbica, y no asi con las
TIM con una cavidad hidrofdbica diferente, entre
las cuales se encuentra HUTIM (15). Otro compues-
to que ha resultado eficaz en la inhibicion especifica
de TcTIM es la ditiodianilina (DTDA), se requiere
de una concentracion de 260 nM para inhibir la
actividad de TcTIM, mientras que la actividad de
TbTIM, LmTIM y HUTIM a estas concentraciones se
mantiene intacta. Este compuesto resulté también
eficaz en la inhibiciéon del crecimiento de E. coli
trasformada con un plasmido con el gen de TcTIM
reemplazando a la TIM bacteriana, lo que demostrd
que la DTDA es capaz de atravesar membranas bio-
l6gicas. Utilizando concentraciones que van desde

4 a 8 UM provoco la muerte de epimastigotes de
T. cruzi. A pesar de que este compuesto presenta
varios efectos citotdxicos, puede servir como mo-
lécula lider en la busqueda de nuevos compuestos
con actividad tripanosomaticida debido a su efecto
especifico en TcTIM vy a las interacciones que pro-
voca en la estructura de la enzima (Fig. 4), (16).

Con el fin de buscar moléculas que interfieran
con la interfase del dimero de la TIM, en un estu-
dio reciente se probo la inhibicidon de la actividad
de TcTIM con una biblioteca de 230 compuestos
de diferentes quimotipos. Se identificaron cuatro
tipos de compuestos: 1,2,6-tiadiazinas, fenazinas,
5,9-dioxidos y tiazoles, que presentaron mayor
selectividad por la TcTIM que la HUTIM. Se probo
la actividad de estos compuestos contra T. cruziy
la fenazina 5,9-diéxido fue el mas eficaz en matar
aT. cruzi (17).

La gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) de tripanosomatidos también presenta
importantes diferencias con respecto a la GAPDH
humana. La GAPDH cataliza la fosforilacion oxida-
tiva del gliceraldehido 3-fosfato a 1-3 difosfogli-
cerato en presencia de NAD* y fosfato inorganico.
El analisis de las estructuras cristalograficas de
las GAPDH de T. brucei, L. mexicana, T. cruzi y
del humano revelaron diferencias sobresalientes
alrededor del sitio de unién del NAD*. La GAPDH
de humano, asi como la de tripanosomatidos, po-
seen una regidn en la cual se puede acomodar el
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Figura 4. Localizacion del DTDA (2,2-ditiodianilina) en la estructura cristalografica de TcTIM. La figura se
preparé utilizando el programa PYMOL con las coordenadas depositadas en el PDB con el cédigo 20MA.

grupo hidrofébico N¢ de la adenosina. Estos sitios
son idénticos en estas dos enzimas, excepto que
la cavidad en la enzima de los tripanosomatidos es
mas hidrofdbica que la de la enzima del humano.
Una de las sustituciones que contribuyen de mane-
ra importante a una mayor hidrofobicidad es la de
una valina en la posicién 113 en la enzima humana
que corresponde a una leucina en la GAPDH de
tripanosomatidos. De esta manera se disefaron
compuestos analogos a adenosina con el propdsito
de bloquear selectiva y competitivamente la union
del NAD™ a las GAPDH de los tripanosomatidos. De
manera particular el analogo de adenosina N6-(1-
naftalenmetil)-2 “-(3-clorobenzamida) inhibié el
crecimiento de cultivos de amastigotes de T. cruzi
con una ED, de 3 uM (18).

Partiendo del hecho de que el control de la
infeccion por T. cruzi en el huésped mamifero es
dependiente de la activacion de macréfagos y de
la produccion de éxido nitrico (NO), con la conse-
cuente destruccion del parasito, se han disefiado
novedosos compuestos de rutenio, que contienen
donadores de NO, a los que se les ha evaluado
sus efectos en cultivos celulares, en modelos
animales de la enfermedad de Chagas y en su
eficacia para inhibir la actividad de la GAPDH de
T. cruzi. Los compuestos de rutenio mas eficaces
fueron cis-[Ru(NO)(bpy)2imN](PF,)3, cis-[Ru(NO)
(bpy)21-miN](PF,)3 y cis-[Ru(NO)(bpy)2S03]
PF, con porcentajes de inhibicién del 85 al 97% a
una concentracién de 200 uM. Los valores de IC,,
para estos compuestos son de 89, 97 y 153 uM,

respectivamente. La eficacia de estos compuestos
no solo fue a nivel de la actividad de la GAPDH,
si no que también son letales para cultivos de tri-
pomastigotes, epimastigotes y células infectadas
con el parasito en su forma amastigote. De igual
manera, se sugiere que el mecanismo de accién de
estos compuestos de rutenio puede ser mediante la
S-nitrosilacion de la cisteina 166 del sitio catalitico
de la GAPDH de T. cruzi (19).

Muchas de las rutas metabdlicas que se llevan
a cabo en el glicosoma, son dependientes de la
produccidn de PPi. La hidrdlisis del PPi por las pi-
rofosfatasas libera mucha energia que permite que
se lleven a cabo reacciones con alto consumo de
energia, sin embargo no se ha detectado actividad
de pirofosfatasa, ni en la forma sanguinea de T.
brucei, ni en amastigotes de T. cruzi. En algunos
parasitos, incluyendo los tripanosomatidos, se ha
encontrado la enzima piruvato fosfato dicinasa
(PPDK). Se ha confirmado la localizacion de la
TcPPDK en el glicosoma y, ademas, al no detectarse
pirofosfatasa en la fraccién glicosomal, se ha pen-
sado que la TcPPDK solo trabaja en la direccion de
consumo de fosfoenol piruvato (PEP) y PPi (20).

4.2 El sistema del tripanotion, la tripanotion
reductasa y la glioxalasa

El tripanotion, junto con la tripanotion reducta-
sa, sustituye al sistema del glutation/glutation
reductasa (GSH/GR) y ambos se encargan de las
funciones antioxidantes que regulan el balance tiol-
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redox en los tripanosomatidos. Asi como otros or-
ganismos, estos parasitos se encuentran expuestos
a especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que
la ausencia de la ruta de la GR, que se encuentra
en el huésped mamifero, convierte a las enzimas
involucradas en el metabolismo del tripanotion en
blancos potenciales para el desarrollo de farmacos
especie-especificos contra tripanosomatidos. La
biosintesis del tripanotion involucra dos reacciones:
en primer lugar se lleva a cabo la sintesis del con-
jugado glutationil-espermidina, con la consecuente
sintesis del tripanotién en una segunda reaccion.
En T. brucei, la espermidina se sintetiza a partir
de la ornitina via la putrescina que, subsecuente-
mente, se coordina con el GSH para dar origen a
la glutationil-espermidina y posteriormente al tri-
panotion. De manera peculiar, en epimastigotes de
T. cruzi, no hay sintesis de novo de las poliaminas
a partir de precursores aminoacidicos, por lo que
se importa cadaverina y putrescina del exterior
para ser convertidos via espermidina, o aminopro-
pilcadaverina, en tripanotion y homotripanotion,
respectivamente. En el parasito Crithidia fasciculata
se han identificado dos enzimas involucradas en la
sintesis del tripanotion: la glutationil-espermidina
sintetasa y la tripanotion sintetasa (21). De manera
contraria a lo encontrado en C. fasciculata, en T.
cruzi se reportd que una sola enzima: la tripanotion
sintetasa (TcTryS), lleva a cabo tanto la sintesis de
la glutationil-espermidina, como la formacion del
tripanotion, y, ademas, se demostro que esta enzi-
ma tiene una doble funcidn de sintetasa y amidasa
capaz de hidrolizar tripanotion, homotripanotion y
glutationil-espermidina, actividades que no se han
observado en ningln tripanosomatido. Debido a
lo antes descrito, esta enzima resulta un blanco
importante para el disefio de nuevos farmacos
especificos contra T. cruzi (22). La TcTryS tiene un
amplio rango de especificidad de sustratos, ya que
puede sintetizar tripanotion mediante la conjuga-
cion de glutation con otras poliaminas fisioldgicas
diferentes a la espermidina; esto resulta favorable
para el parasito ya que, como se menciond antes,
en T. cruzi no se lleva a cabo sintesis de novo de
poliaminas. Esta caracteristica resulta importante
en el disefio de farmacos, ya que se pueden disefiar
inhibidores del metabolismo tripanotion utilizando
el esqueleto de poliaminas (23).

Otra enzima involucrada en el equilibrio redox es
la tripanotion reductasa (TryR) la cual, en T. cruzi,
también presenta diferencias notables en la espe-
cificidad de sustrato comparada con la glutation
reductasa del huésped mamifero. Existen varios
estudios tomando como base la estructura de
esta enzima en la que se han identificado algunos
compuestos con potencial actividad antiparasitaria

contra T. cruzi. Utilizando un método hibrido, que
combina el analisis de similitudes de ligandos y
docking computacional, se pudo identificar una
biblioteca de 603 moléculas con posible unién a la
TryR. Con 19 de ellas se hicieron estudios de inhi-
bicion de la actividad TryR de T. cruzi y T. brucei,
obteniendo valores de IC50 menores a 100 pM.
Estos compuestos pertenecen a quimotipos con
actividad antitripanosomal que no se habian re-
portado antes tales como: dibenzotiepinas, diben-
zooxatiepinas, dibenzoditiepinas, y tiazatetraciclo,
2,4,6-trioxohexahidropirimidinas (24).

El sistema de la glioxalasa se encuentra tam-
bién involucrado en la detoxificacion de los tripa-
nosomatidos. Esta constituido por dos enzimas,
glioxalasa I (GLO1) y glioxalasa II (GLO2); ambas
enzimas requieren de un cofactor tiol para llevar
a cabo su funcién. Este sistema enzimatico se
encarga principalmente de la detoxificacion del
metil glioxal, un a-oxoaldehido altamente toxico,
que se genera como subproducto en la glucdlisis
y en el metabolismo de la treonina, con capacidad
citotdxica, citostatica y mutagénica (10). Se han
identificado las glioxalasas de T. brucei (TbGLO2
(25)), L. major (LmGLO1 (26)), y T. cruzi (TcGLO1,
(27)). Las tres son enzimas que dependen del tri-
panotidn para su actividad y utilizan como cofactor
niquel, mientras que la enzima homodloga en el
humano utiliza Zinc. En el extremo aminoterminal
de la glioxalasa de los tripanosomatidos existe un
residuo de histidina conservado, que indica que
posee el sitio de unién a niquel, mientras que, en
la enzima del humano y del raton se encuentra
una glutamina en la misma posicion, la cual con-
fiere la selectividad por zinc (10). Si bien TcGLO1
utiliza preferencialmente niquel para activarse,
a diferencia de LmGLO1 y TbGLO2, utiliza otros
cationes divalentes como cobalto, manganeso y
zinc (nombrados en orden de preferencia). Esta
versatilidad probablemente se deba a la diferente
biodisponibilidad de cofactores metalicos en las
células del hospedero mamifero o en el insecto
vector. TcGLO1 tiene una especificidad por sustrato
mucho mayor por hemitioacetales de tripanotion
y glutationilespermidina que por hemitioacetales
de glutation, que son los sustratos de eleccion de
la glioxalasa de humano. De estos dos sustratos,
TcGLO1 tiene mayor afinidad por los aductos de
glutationilespermidina de metilglioxal o feniloxal.
Esta especificidad de sustrato, y la diferencia con
las especificidades de la enzima humana, se rela-
ciona directamente con las diferencias estructurales
encontradas en el sitio activo. Los aminoacidos
involucrados en la especificidad de la glioxalasa hu-
mana por hemiacetales de glutation se encuentran
en un asa formada entre los residuos Pro 102 y Val



76

109; cuatro de estos residuos no se encuentran
en la correspondiente region de la glioxalasa I de
los tripanosomatidos. La ausencia conservada de
estos residuos estd directamente relacionada con
la especificidad de la glioxalasa I en parasitos por
hemiacetales de tripanotion (26). Debido a la alta
afinidad de la TcGLO1 por los aductos de glutatio-
nilespermidina se probd el efecto inhibidor de la
(S)-4-Bromobencil-glutationil- espermidina, la cual
presentd una inhibicidon competitiva con respecto
al hemitioacetal tripanotidon. Esta inhibicion es 10
veces mayor comparada con la enzima homodloga
en L. major. A partir del esqueleto de la glutationi-
lespermidina, se pueden disefiar moléculas eficaces
para la inhibicidon especifica de la TcGLO1 (27).

4.3 Proteasa especifica de T. cruzi: la cruzi-
paina

Uno de los blancos terapéuticos mas estudiados
en contra de la enfermedad de Chagas es la cruzi-
paina, una cistein-proteasa miembro de la familia
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papaina C1. Se ha comprobado que esta proteasa
es critica para la viabilidad del parasito, ademas
de cumplir una funciéon muy importante en la ca-
pacidad del parasito para invadir tejidos y evadir
la respuesta inmune. Esta proteasa se expresa
en todas las etapas del ciclo de vida de T. cruzi,
pero su localizacidén varia de acuerdo a la etapa.
En el epimastigote, la proteasa se encuentra en el
lisosoma, en el amastigote se encuentra tanto en
el lisosoma como en la superficie del parasito. Uno
de los inhibidores mas estudiados, que, incluso, se
encuentra actualmente en estudios preclinicos, es
el K777, (Fig. 5A). Se ha probado que el blanco
selectivo del K777 es la cruzipaina y que resulta
efectivo para curar infecciones por T. cruzi en mo-
delos en ratones de infeccion aguda y no aguda,
de igual manera tiene un efecto importante en la
disminucion del dafio cardiaco en perros. Al escalar
las dosis utilizadas en estos modelos para estimar
la dosis que puede ser usada en el humano se
predijo que aproximadamente una dosis oral de 10
mg/kg durante 14-30 dias puede ser efectivo para

B) P2
CFs
- H
B ' N. _CN
v N ]
. H
A O A
| U
MeO,8~ ~F «
b v i P1
P3
S AN
F CN

Figura 5. Férmulas quimicas desarrolladas de compuestos inhibidores especificos de la cruzipaina de T. cruzi.
Panel A: Estructura del inhibidor K777 de la cruzipaina N-metilpiperazina-Fenilalanina-homoFenilalanina-vinilsulfona-

fenil.

Panel B: Esqueleto de inhibidores reversibles de la cruzipaina con 3 porciones P1, P2 y P3 que equivalen a
sustituyentes diferentes. Panel C. Estructura del inhibidor reversible mas efectivo de la cruzipaina reportado por

Beaulieu C., et al 2010 (30).
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implantar un régimen terapéutico contra la enfer-
medad de Chagas. En el 2005, se detuvieron los
estudios para establecer como farmaco de eleccion
al K777 debido a que en estudios de toxicidad, se
presentd una importante elevacion de la alanina
aminotransferasa (ALT) que indica hepatotoxicidad.
A partir de este afio el NIAID (siglas en inglés del
Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades In-
fecciosas) ha empezado la produccion de grandes
cantidades de este compuesto con el fin de iniciar
estudios de fase I en humanos voluntarios sanos
(28).

Existen varios estudios enfocados a identificar
inhibidores irreversibles que se unan covalente-
mente a la proteasa. Estos inhibidores contienen
grupos electrofilicos entre los cuales se encuentran
las peptidildiazometilcetonas, peptidilfluorometilce-
tonas y peptidil vinil sulfonas. Estos inhibidores son
capaces de bloquear la diferenciacion del parasito
en las distintas fases de su ciclo de vida. El deriva-
do vinil sulfénico, la N-piperazina-Fenil-hFenil-vinil
sulfona fenil resultd ser un excelente inhibidor de
la cruzipaina, ya que provocé la muerte de los pa-
rasitos mediante la induccién de la acumulacion de
la proteasa no procesada en el aparato de Golgi.
A su vez este compuesto fue probado in vivo en
modelos murinos de la enfermedad (11). Desafor-
tunadamente los inhibidores irreversibles también
inhiben las cisteina-proteasas del hlesped por lo
que pudieran presentar severos efectos adversos
relacionados con la unidn covalente a estas pro-
teasas. Algunos otros grupos de investigacion han
desarrollado inhibidores reversibles especificos a la
cruzipaina. La cruzipaina se relaciona directamente
con la familia de las catepsinas. Tomando como
esqueleto inhibidores reversibles no basicos de las
catepsinas, se han identificado potentes inhibido-
res reversibles para la cruzipaina. El esqueleto de
esta serie de inhibidores se muestra en la figura 5
B, esta estructura se dividié en tres porciones que
se ilustran como P1, P2 y P3 y se estudid cual era
la naturaleza ideal de los sustituyentes en cada
posicion. Se demostro que la presencia de un mo-
tivo parecido a la fenilalanina era muy importante
y el mejor sustituyente fue el 4-ciano-2fluoro-
fenilalanina, que presentd un incremento de ocho
veces en potencia con respecto a la fenilalanina no
sustituida. El mejor sustituyente en la posicion P3
fue el 4-metanosulfonil bifenilo. Estudios previos
habian demostrado que los grupos funcionales
posicionados en P2 determinaban la selectividad
entre la cruzipaina y las catepsinas (29). El mejor
sustituyente en esta posicion resulté ser una va-
lina con una potencia de 2 nM y una selectividad
de 80 veces por la cruzipaina sobre las catepsinas
humanas L,B y F. Una vez seleccionados los mejo-

res sustituyentes en P1,P2 y P3; el inhibidor mas
potente (en el rango nanomolar), selectivo y eficaz
contra la cruzipaina se muestra en la figura 5C,
con él se han hecho estudios de biodispoiblidad en
perros y ratas con excelentes resultados. El com-
puesto presenta tiempos de vida media en ambas
especies de 5.2 y 4.6 horas, respectivamente. Este
compuesto resulta un buen candidato para estudios
posteriores en el disefio de inhibidores reversibles
y especificos contra la cruzipaina (30).

4.4 La ruta de biosintesis del ergosterol

Los esteroles son los principales constituyentes
de las membranas celulares, esenciales para su
estructura y funcidon. En las células de mamifero
el colesterol es el principal esterol que constituye
las membranas, mientras que en otros organismos
como hongos y protozoos predominan otro tipo de
esteroles. En el caso de los tripanosomatidos se
sintetiza ergosterol en lugar de colesterol. La ruta
de la sintesis de esteroles en estos parasitos ha
tomado gran importancia en el disefio de farmacos
antiparasitarios. En esta ruta metabdlica se produ-
cen una clase especial de esteroles, entre los que
se incluye el ergosterol y otros 24 metil-esteroles
que son importantes para el crecimiento y viabili-
dad de los parasitos y, aun mas importante, estas
rutas no se encuentran en el hospedero mamifero.
Los epimastigotes de T. cruzi contienen alrededor
de 40% de ergosterol y ergosta-5,7-dien-3p3-ol
y una cantidad apreciable, alrededor del 30% de
estigmasta-5,7-dien-3B-ol, y estigmasta-5,7,22-
trie-3B-ol. En el amastigote, no hay produccion
de esteroles 5,7 y son sustituidos por ergosta-7-
en3B-ol y 24-etilidonacolest-7-en-33-ol.

Existen muchos farmacos que interfieren el ruta
de biosintesis de esteroles, incluso algunos de ellos
se utilizan para disminuir los niveles de colesterol
en los humanos. Cobran importancia aquéllos
farmacos que con fines antiparasitarios inhiben la
sintesis de esteroles sin afectar la correspondiente
ruta en el humano. Tal es el caso de las alilaminas,
inhibidores de la escualeno epoxidasa, de las cuales
el principal ejemplo es la terbinafina que inhibe a la
escuelaleno epoxidasa, con la consecuente dismi-
nucion del ergosterol. Otro ejemplo son los azoste-
roles que inhiben a la esterol aminotransferasa; sin
embargo se ha demostrado que estos compuestos
tienen efectos supresores, pero no curativos, en
contra de las infecciones de T. cruzi en humanos
0 en animales experimentales y son incapaces de
detener la progresion de la enfermedad (31).

En los ultimos afos se han desarrollado nuevos
derivados triazolicos como el D0870 y el posaco-
nazol (POS), que son inhibidores selectivos del
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citocromo P450 dependiente de la C14a-lanosterol
desmetilasa (CYP51), y se ha encontrado que tie-
nen actividad antiparasitaria en modelos murinos
de la enfermedad de Chagas tanto en sus fase agu-
da como cronica (32). Ademas, estos compuestos
son capaces de erradicar las cepas resistentes de T.
cruzi contra nitrofurano y nitroimidazol en ratones
infectados. Otros estudios con el POS, que es un
analogo estructural del itraconazol, demostraron
que este compuesto es capaz de erradicar los
amastigotes intracelulares en cultivos de cardio-
miocitos sin efecto alguno en el ensamblaje del
citoesqueleto en las células del hospedero (33). El
POS fue registrado en el 2005 en la Unién Europea
y en Australia como alternativa en el tratamiento
y en 2006 en los Estados Unidos de América para
ser usado en la profilaxis de infecciones fungicas;
en el 2010 comenzaron los estudios clinicos para
el tratamiento de la enfermedad de Chagas, con-
virtiéndose en el primer farmaco disefiado racio-
nalmente que se encuentra en estudios clinicos
para el tratamiento de esta enfermedad. Algunos
otros triazoles como el TAK-187 (Takeda Chemical
Company), el UR-9825 (Uriach & Company) y el ra-
vuconazol (ER-30346, EisaiCo.;BMS207,147;Bristol
Myers Squibb) presentaron actividad tripanosoma-
ticida tanto in vitro como in vivo. El mas efectivo
de los tres es el TAK-187, que es capaz de curar
la enfermedad en sus dos fases, aln en las cepas
resistentes a nitrofurano y nitroimidazol. Los otros
dos derivados triazolicos poseen tiempos cortos
de vida media en modelos animales por lo que
son farmacos supresores, pero no curativos, de la
enfermedad de Chagas (34).

Recientemente, se reportd una nueva clase de
inhibidores de CYP51, enzima que cataliza la con-
version de lanosterol a ergosterol. Estos compues-
tos fueron disefiados con base en el esqueleto de
N-[4-piridil]-formamida, que fue obtenida a partir
de los estudios estructurales de CYP51 de Myco-
bacterium tuberculosis. Uno de estos compuestos
fue capaz de erradicar amastigotes intracelulares
crecidos en cultivos de macréfagos de raton (35).
Debido a que el porcentaje de identidad entre la
CYP51 de M. tuberculosis y la correspondiente en
T. cruzi es tan solo del 27%, fue necesario obtener
la estructura cristalografica de CYP51 de tripanoso-
matidos. En un estudio del 2010 se reportaron las
estructuras de CYP51 de T. cruzi y T. brucei, que
revelaron importantes aspectos estructurales de la
union de 2 de los inhibidores mas importantes de
esta enzima: el Posoconazol (POS) y el Fluconazol.
Ambos compuestos se unen al sitio activo de CYP51
mediante la coordinacion del grupo hemo con el
nitrégeno aromatico del anillo triazélico, ademas
de multiples interacciones de van der Waals y de
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tipo hidrofébico. De manera importante en el sitio
de union de los inhibidores se forma un puente
hidrofobico constituido por 42 aminoacidos, en
donde se encontraron importantes diferencias que
definen la selectividad de estos compuestos. Tal
es caso de los aminoacidos 209 y 462 que, en los
tripanosomatidos, corresponden a prolina y vali-
na, respectivamente, mientras que en CYP51 de
humano ambos aminoacidos son histidinas (36).

Otra clase de compuestos que interfieren en la
biosintesis de esteroles son los inhibidores de la
escualeno sintasa (SQS, de sus siglas en inglés
Squalene synthase). Esta enzima cataliza el primer
paso en la biosintesis del esterol y ha sido validada
como un blanco quimioterapeutico en T. cruziy L.
mexicana (37). Aunque algunos compuestos han
resultado potentes en su actividad anti-T. cruzi,
también son potentes inhibidores de la SQS de
mamiferos, de tal forma que se requieren inhibi-
dores especificos de la SQS de tripanosomatidos.
En este sentido, en un estudio reciente se reportd
la clonacion del gen de la SQS de T. Cruzi, que fue
sobreexpresada y purificada a partir de células de
E. coli, y ha sido utilizada en la identificacion de
inhibidores de la SQS (38). El compuesto llamado
WC-9 (4-fenoxi fenoxi etiltiocianato), actua inhi-
biendo selectivamente la SQS de T. cruzi (39).

Un acercamiento muy interesante en este campo
es la generacion de moléculas con doble funcidn,
debido a que en su estructura poseen dos farma-
coforos: por un lado un radical nitrofurano que per-
mite la generacion de radicales libres y una porcion
heteroalil que inhibe la escualeno epoxidasa con la
consecuente acumulacion de escualeno (40). Estos
compuestos resultaron ser muy activos contra las
formas intracelulares y extracelulares del parasito y
alin mas potentes que el nifurtimox y la terbinafina
presentando valores de ID,, aproximados a 2.0 uM
(41).

4.5 La liberacion del genoma de 7. cruzi y
estudios en proteincinasas como blancos
terapéuticos

Las protein-cinasas (PK de sus siglas en inglés
Protein Kinases) regulan gran variedad de even-
tos celulares. Con la liberacidn de los genomas
completos de los tripanosomas, se han podido
identificar 171 secuencias que codifican para PK
en el genoma de T. cruzi. Estas enzimas se han
clasificado en siete grandes grupos para facilitar
su estudio, de los cuales el mas abundante en los
tripanosomatidos es la familia de las CMGC, cinasas
que incluyen a las cinasas dependientes de Ciclina
(CDK), a las cinasas activadas por mitdogeno (MAP-
cinasas), a las glucogeno sintasas cinasas (GSK)
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y a las cinasas con actividad parecida a las CDK
(CDK-like). En el genoma de T. cruzi se encontra-
ron 10 secuencias que codifican para CDK, que son
dependientes de ciclina para su activacién (13).
La actividad de las CDK en T. cruzi esta regulada
tanto por ciclinas como por fosforilacion, de la mis-
ma manera que en el humano. Solo dos de estas
CDK han sido caracterizadas, TzCRK1 y TzCRK3, y
se ha demostrado que interactian con ciclinas del
mamifero confirmando su naturaleza de cinasas
dependientes de ciclina (42).

La CK1 es una cinasa que pertenece al grupo
de las casein cinasas y que se ha identificado en
T. cruzi; tiene importancia por el hecho de que es
selectivamente inhibida por derivados del purva-
lanol B, mientras que la CK1 de mamifero no une
este compuesto en ninguno de los tejidos probados
(43). Los derivados del purvalanol si inhiben a la
CK1 de mamifero pero con una potencia 1000 veces
menor que la CK1 de L. mexicana y T. cruzi. Estos
hechos definen a la CK1 de T. cruzi como un blanco
importante para el desarrollo de nuevos farmacos.

5. CONCLUSIONES

Han pasado mas de 100 afios del descubrimiento
de la enfermedad de Chagas y alrededor de 70
afnos de que se comenzaron los estudios para en-
contrar farmacos eficaces contra esta enfermedad.
Hasta el momento, los dos farmacos de eleccidn
no son eficaces en las dos fases de la enferme-
dad, ademas de presentar importantes efectos

secundarios. A lo largo de estos afios, se han
identificado numerosos blancos potenciales para
el desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios
mediante atractivas estrategias y acercamientos
experimentales novedosos. La propia naturaleza
de T. cruzi ha permitido un avance importante en
esta busqueda, los estudios mas sobresalientes
se centran en las diferencias que presenta este
parasito con respecto a su hospedero mamifero.
Es importante resaltar que de estas diferencias, las
mas exploradas incluyen las enzimas glucoliticas
compartamentalizadas en el glicosoma, el sistema
del tripanotiodn, la cruzipaina y la sintesis del ergos-
terol. Estos estudios han permitido caracterizar a
la perfeccion, tanto estructural como cinéticamente
un sinumero de enzimas como la TIM o la GAPDH
y explorar variedad de bibliotecas de farmacos
con actividad especifica para la CYP51 o la SQS.
Por ejemplo, entre los estudios mas avanzados se
encuentran los estudios en fases preclinicas del
K777 y su inhibicidon especifica de la cruzipaina.
Con la liberacién del genoma de T. cruzi en el 2005
se inicié una nueva era de investigacion en la en-
fermedad de Chagas, que permite la comparacion
de genomas completos para identificar blancos
potenciales con fines terapéuticos. Esta busqueda
no ha concluido, la generacion de cepas resistentes
a los farmacos de eleccién mantienen alertas a los
grupos de investigacion a lo largo del mundo, en
busca del farmaco ideal contra la enfermedad de
Chagas. U
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Sustancias fendlicas fototoxicas cuya estructu-
ra quimica esta constituida por una cumarina
fusionada a un anillo de furano.

Rama de la ciencia que utiliza los caracteres
quimicos de los metabolitos secundarios de
un conjunto de organismos, para determinar
su posicion en una clasificacion jerarquizada
y evolutiva de los seres vivos.

Son S-glicosidos, también conocidos como
tioglicésidos en los que la glicona es B-D-
tioglucosa y la aglicona es una oxima sul-
fatada, estas estructuras constituyen un
mecanismo de defensa para las plantas al
ser hidrolizados por la enzima tioglucosidasa
(mirosinasa), que da lugar a glucosa, iones
sulfato y uno de los siguientes derivados del
aglucon: isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos u
oxazolidintionas.

Acido que representa el mayor reservorio de
fésforo en las oleaginosas y cereales, a dosis
moderadas en la dieta se puede unir a plomo
y cadmio presente en el humano, lo que ayuda
a su desintoxicacién de estos elementos.
Quinona que participa en la cadena de trans-
porte de electrones en las reacciones de fase
luminosa de la fotosintesis.

Grupo de monoterpenos (C,,) que presentan
como esqueleto de carbono el 1-isopropil-2,3-
dimetilciclopentano, el cual se encuentra
frecuentemente fusionado con un heterociclo
de 6 elementos en donde uno de ellos es el
oxigeno.

Son pigmentos tetraterpenoides con 40 ato-
mos de carbono formados a partir de varias
moléculas de isopentenil pirofosfato; se clasi-
fican en carotenos que son hidrocarbonados y
xantofilas que son sus derivados oxigenados.
Grupo de metabolitos no nitrogenados for-
mados por la union de unidades de acetato,
cuya estructura quimica se caracteriza por
presentar enlaces covalentes simples y triples
alternados.

Los glucdsidos son metabolitos se-
cundarios presentes en las semillas de algunos
frutos, que liberan acido cianhidrico como
mecanismo de defensa.

Pigmentos naturales que tienen como caracte-
ristica estructural poseer dos grupos carbonilo
en el anillo del naftaleno.

Compuestos polifendlicos ampliamente dis-
tribuidos en los vegetales conformados por
15 dtomos de carbono, su estructura la cons-
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tituyen 2 anillos de benceno denominados A
y B, unidos por una estructura de 3 atomos
de carbono que pueden o no formar un tercer
anillo, el que recibe el nombre de anillo C,
su esqueleto carbonado se representa por el
sistema C,-C,-C..

Las mezclas de sustancias quimicas que le
confieren un aroma caracteristico a determi-
nadas plantas y que pueden separarse al ser
destiladas por arrastre de vapor de agua, cuya
condensacion ofrece una fase muy bien defi-
nida respecto al agua, estas mezclas reciben
el nombre de aceites .

Agliconas derivadas de la hidrolisis de las
saponinas, pueden tener un esqueleto de tipo
esteroide o triterpenoide.

Grupo de compuestos que provienen de la
polimerizacion de isoprenos y son los princi-
pales responsables de las propiedades fisico-
quimicas, farmacoldgicas y terapéuticas que
presentan los aceites esenciales.

Son triterpenoides de 26 atomos de carbonos
a cuyo esqueleto hidrocarbonado le faltan 4
atomos de carbono en la parte de la cabeza de
la Ultima unidad de isopentenilo, se encuen-
tran en las semillas de ciertos frutos citricos,
son sustancias de sabor amargo y algunos
representantes de este grupo pueden ayudar
a combatir el cancer de boca vy piel.
Derivados hidroxilados de los carotenos, se les
llama también oxicarotenoides, en este grupo
se encuentran la luteina y la zeaxantina; son
los responsables del color amarillo de las hojas
secas.

Fitonutrientes de pigmentacion amarilla con
propiedades antioxidantes, estructuralmente
diferentes de los flavonoides debido a que
estan constituidos por dos anillos fendlicos
unidos por un atomo de carbono (C,-C,-C,),
pero muy similares en sus reacciones de co-
loracion y en su movilidad cromatografica.
Pigmentos rojos y amarillos que se encuentran
en las plantas nitrogenadas, con las antocia-
ninas son mutuamente excluyentes, es decir,
si se encuentra este metabolito en una planta,
estaran ausentes las antocianinas y viceversa.
Heteropolisacaridos que se encuentran en los
vegetales como elementos estructurales del
sistema celular de las plantas, proporcionan
superficies cargadas que regulan el pH vy el
balance idnico; tienen como principal compo-
nente al acido poligalacturénico.
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Se forman por migracion de un anillo bencé-
nico de la posicién 2 a la 3 del anillo central
de los flavonoides; estan involucrados en los
mecanismos de defensa y en la fijacién de
nitrégeno en las plantas

Derivados de los sequiterpenos, son compues-
tos de 15 atomos de carbono, se forman a
partir del acido mevaldnico mediante la unién
cabeza-cola de las unidades de isopreno, in-
cluyen en su esqueleto un anillo lacténico.
Familia de compuestos que se hallan amplia-
mente distribuidos en los reinos animal y ve-
getal -en las plantas superiores se encuentran
principalmente los llamados fitosteroles- su
estructura consta de 27 a 29 atomos de car-
bono, tiene el nucleo anular del ciclopentano
perhidrofenantreno, un grupo hidroxilo en el
carbono 3 y grupos metilo en los carbonos 10
y 13.

Las agliconas son derivados esterio-
des con un anillo lacténico insaturado, actuan
sobre el musculo cardiaco y se utilizan como
medicamentos contra la insuficiencia de este
organo.

Sustancias muy solubles en agua, son parte
de la familia de compuestos denominados
flavonoides, ademas de ser las agliconas
resultantes de la hidrolisis glicosidica de las
antocianidinas.

Grupo de compuestos quimicos no esteroides
encontrados en las plantas, se les ha atribui-
do débiles propiedades estrogénicas, los mas
estudiados son las isoflavonas y los lignanos.
Es una quinona, tiene posicion para, esta
presente en plantas como el ruibarbo y en el
género aloe, tiene efectos laxantes y purgan-
tes; se puede obtener a partir de la oxidacion
del antraceno.

Los compuestos producidos por plantas que
no son nutrientes esenciales para la vida -por
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lo menos a corto plazo- pero que presentan
actividad bioldgica, son denominados

y se clasifican en terpenos, fenoles, tioles,
lignanos, tocoferoles y tocotrienoles.
Dicetona del benceno, un isbmero que esta
relacionado con la sintesis de la hidroqui-
nona.

Sustancias de naturaleza proteica que se ori-
ginan por el crecimiento y multiplicacion de
los hongos en un sustrato apropiado y que
producen alteraciones en el metabolismo de
otros organismos.

Son derivados polihidroxilados incoloros de
la flavona, estan presentes en el té verde; su
estructura quimica es ligeramente diferente
del resto de los flavonoides, pero comparten
las mismas propiedades quimioprotectoras,
antiinflamatorias y antioxidantes.
Constituyen el grupo mas grande de metaboli-
tos secundarios de las plantas -biosintetizados
generalmente a partir de aminoacidos- presen-
tan gran diversidad estructural,generalmente
tienen pH basico y presentan actividad farma-
coldgica a bajas dosis.

Sustancias amargas derivadas del precur-
sor triterpénico eufol, generalmente son
d-lactonas muy oxigenadas, tetra o pentaci-
clicas con muchos centros estereogénicos y se
clasifican de acuerdo a su estructura quimica
en 5 grupos C,,, C,, C,, C,, y C,, algunos son
empleados como amebicidas y otros tienen
propiedades antitumorales.

Compuestos carbonados en cuya estructura
esta al ciclopentano perhidrofenantreno el que
esta formado de la unién de cuatro anillos, tres
hexagonales y uno pentagonal.

Compuestos de naturaleza fendlica originados
por la condensacion de unidades fenilpropa-
nicas; actlan como antioxidantes en el meta-
bolismo humano.

Sustancias resinosas solubles en agua, tienen
un alto peso molecular y se forman mediante
la destruccion de membranas celulares o bien
de la exudacion de las plantas.
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LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOQUfMICA, A.C.
Con base en el Articulo Sexagésimo Séptimo
de sus estatutos vigentes

CONVOCA A TODOS LOS SOCIOS NUMERARIOQOS:

A presentar propuestas de candidaturas de socios numerarios
para ocupar los puestos de Vicepresidente (uno), Subsecretario
(uno) y Miembros de la Comision de Admision (cuatro) para el
bienio 2011-2013. Las propuestas que realice la membresia de-
ben hacerse llegar por escrito a la Mesa Directiva actual (bienio
2009-2011) y estar firmadas (de pufo y letra), acompafadas
de un breve resumen curricular del candidato propuesto (una
cuartilla) y de un escrito donde éste exprese su aceptacién a
participar en las elecciones. La propuesta o propuestas podran
ser enviadas desde un correo electrénico registrado en el direc-
torio actualizado de la SMB o bien:

Enviar las propuestas por correo o mensajeria a:

Sociedad Mexicana de Bioquimica, A.C.

Atencidon: Sra. Guadalupe Ramirez

Oficina SMB en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Apdo. Postal 70-600

04510 México D.F.

O por correo electrénico a: infosmb@ifc.unam.mx

La recepcién de propuestas se cerrara durante la Asamblea
General Ordinaria convocada para el dia 7 de junio de 2011 a
las 17:00 hrs en el Auditorio del conjunto E de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

La convocatoria completa puede ser consultada en el portal de
la SMB en la siguiente direccidn:
http://www.smb.org.mx

Atentamente
Mesa Directiva 2009-2011
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Il Congreso de Bioquimicay
Biologia Molecular de Bacterias

7 al 11 de noviembre de 2011, Huatusco, Veracruz, México

Comité Organizador

Guadalupe Espin

espin@ibt.unam.mx

Dimitris Georgellis

dimitris@ifc.unam.mx

Agustino Martinez

amartinez@ira.cinvestav.mx

Christian Sohlenkamp

chsohlen@ccg.unam.mx

Cupo limitado
Fecha limite de entrega de
resimenes: 15 de junio

olular
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Conferencistas Invitados:
Dr. Susan Gottesmann
Center for Cancer Research
Maryland, USA

Dr. Peter Greenberg
University of Washington
Seattle, USA

Dr. Roberto Kolter
Harvard Medical School
Boston, USA

Dr. Jeff F. Miller
UCLA, Los Angeles, USA

Dr. Christian Raetz
Duke Medical School
Carolina del Norte, USA

Informes e inscripciones:
biol_mol_bac@yahoo.com.mx

http://smb.org.mx/
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Small Meeting on Yeast Transport and Energetics

5-9 September, 2011 Mérida, Yucatan, MEXICO

» Targeting and regulation of receptors,
pumps and transporters

- Structure, function and regulation of

transporters

- Transporters and Biotechnology

* Intracellular trafficking

* Transport and energetics in non

conventional yeasts

» Orthologs of yeast transporters in human
diseases.

» Metabolic and energy regulation

« Transporters and cell/organelle

morphology

- Transport response to stress and

environmental sensing

» Transport and detoxification of ion and or-
ganic compounds in fungi and

cancer cells

Contact:

phone: (+5255) 5622-5742 fax: (+5255)5616-2282

personal-service hours: 10:00h-14:00
smyte29@ifc.unam.mx

More information

Antonio Pena
Martha Calahorra
Norma Silvia Sanchez

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM

April 15th: Registration and Abstract
submission open

June 15th: Deadline for registration and
Abstract submission

July 15th: you will receive an e-mail with
the detailed information about your regis-
tration and presentation at the meeting

http://www.ifc.unam.mx/smyte29/
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SOLUCION AL CRUCIBIOQ
METABOLITOS SECUNDARIOS

Alexander Gutiérrez y Yolanda Saldafia Balmori
Correo E: alexander.gutierrezm@gmail.com, balmori@laguna.fmedic. unam.mx
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Rama de Bioenergeética y Biomembranas
Sociedad Mexicana de Bioquimica
XVII Reunion

Hotel “Los Cocuyos” Huatusco, Veracruz
noviembre 13-18, 2011
www.smb.org.mx
informes: smbq@ifc.unam.mx
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XIV CONGRESO NACIONAL DE

BIOQUIMICA Y BIOLOGIA

MOLECULAR DE PLANTAS
Y7TH SYMPOSIUM MEXICO - USA

29 Noviembre al 2 Diciembre 20l
Centro de Convenciones Campeche XXI

- Developmental processes

- Responses to environment

- Plant-microbe and insect interact

- Plant nutrition '

- Secondary metabolism

: - Signaling and Gene regulation
.rg - Genomics, Proteomics and Metabolomics
XY

- Epigenetics

- Molecular and Genome evolution

- Molecular Systematics and Biodiversity

- Applied Biotechnology

- Association mapping and Crop improvement

3 L .-I_' ¥ ._‘-l
http://www.smb.orgmx/
http:/ /wwuw.congresoscipe.com/web/20Il/smb-plantas
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimMicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacion de temas interesantes y relevantes en el campo de la Bioquimica
Yy sus areas afines. La Revista esta dirigida a profesores y a estudiantes de licenciatura y de posgrado, por lo cual
los trabajos que se sometan para su publicaciéon deberan de ser suficientemente claros y explicitos. Los temas se
deben de presentar de forma sencilla, organizada y que de manera gradual permitan la comprension del trabajo.
Se aceptan contribuciones en forma de articulos de revision y otras comunicaciones que se ajusten a los siguien-

tes lineamientos editoriales:

I. ARTICULOS DE REVISION

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el cual debe de ser
claro, simple, atractivo y evitar las abreviaturas o, en su caso,
definirlas al inicio del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando por el nombre
propio completo. La afiliacion de los autores se escribira en el
siguiente parrafo, indicando el departamento, la institucion, la
ciudad y estado, el pais y la direccién de correo electrénico del
autor responsable. La afiliacion de los autores se indicara con
ndmeros entre paréntesis. Se proporcionara un titulo breve con
un maximo de 60 caracteres.

2) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesador de textos
“Word”, con una extension maxima de 15 cuartillas a doble
espacio, en “Times New Roman 12” como fuente de la letra,
sin formato de texto, tabuladores o pies de pagina. Las figuras
y tablas se presentaran separadas del texto.

3) Resumen. Se deberdn incluir un resumen en idioma espafiol y
uno en inglés (Abstract) de no mas de diez renglones.

4) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a seis palabras
clave en idioma espafiol y en inglés.

5) Referencias. Se sugieren no mas de 15 citas bibliograficas, tanto
especificas como de lecturas recomendadas, lo que obliga a
los autores a seleccionar aquellas referencias realmente im-
portantes e informativas. Las referencias se indicaran en el
texto con nimeros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicién. Las referencias se enlistaran al final del trabajo y
deben contener: apellidos e iniciales de todos los autores, afio
de publicacion entre paréntesis, titulo completo del articulo y
después de un punto, el nombre oficial de la revista abreviado
como aparece en el Current Contents, nimero del volumen y
antecedido por dos puntos, el nimero de la primera y Ultima
paginas, de acuerdo con el siguiente ejemplo:

Martin GM, Austad SN, Johnson TE (1996) Generic analysis of age-
ing: role of oxidative damage and environmental stresses. Nature
gen 113:25-34.

Los articulos en libros deberan citarse de la siguiente forma:

Wood KJ (1992) Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A W. John Wiley and
Sons Ltd, pp 81-104.

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

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Se aceptaran como maximo seis ilustraciones,
incluyendo figuras y tablas. Las figuras se pueden presentar en
formato “jpg” o integradas en un archivo de “Power Point” o del
mismo “Word” separadas del texto del articulo. Las figuras deben
de estar en blanco y negro, sin fondo ni sombreados. Las tablas
deben de estar en “Word” sin formatos especiales, separadas del
texto del articulo. Las figuras y las tablas se deberan numerar

con arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se deberan
presentar en una hoja aparte. Se deberd considerar que las
figuras y las tablas se reduciran a la mitad o a un cuarto de las
dimensiones de una hoja tamafio carta; las letras y nimeros
mas pequefios no deben ser menores de dos milimetros. En
caso de emplear figuras previamente publicadas, debera darse
el crédito correspondiente u obtener el permiso para su publi-
cacion. Las figuras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis; cuando se haga
referencia a ellas debera citarse con la abreviatura, la primera
letra mayuscula (Fig 2). Las tablas siempre llevaran la primera
letra @ mayuscula (Tabla 2). Para la version electrénica de la
revista se pueden admitir figuras a color, en tal caso se deberan
de enviar ambos formatos en blanco y negro y en color.

7) Abreviaturas. Las abreviaturas poco comunes que se utilicen
en el texto deberan definirse entre paréntesis, la primera vez que
se utilicen.

II) OTRAS COMUNICACIONES

1) Los temas de las otras comunicaciones pueden ser muy va-
riados; desde resiimenes de articulos cientificos interesantes,
relevantes o significativos, informacion cientifica o académica de
interés general, avisos de reuniones académicas y cursos, bolsa
de trabajo o comentarios de articulos publicados previamente
en la REB, cartas al editor, etcétera.

2) El contenido debera ser desarrollado en forma resumida y de
una manera explicita en no mas de dos paginas.

3) Se aceptara un maximo de dos referencias que se incluiran
entre paréntesis en el texto, como se indica en el inciso I-5.
Se podra incluir una figura o una tabla, con las caracteristicas
que se indican en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las especificaciones de la
revista no seran aceptados de primera instancia para su revision. Los
manuscritos seran evaluados por tres revisores, quienes opinaran
sobre la relevancia del trabajo en un lapso no mayor de dos meses.
Las correcciones y sugerencias de los revisores seran enviadas al autor
responsable para su correccion e incorporacion en el manuscrito. El
manuscrito corregido por los autores debera ser devuelto a la revista,
en un lapso no mayor a 30 dias; de otra forma se considerara como
un manuscrito enviado por primera vez. Una vez aceptado el trabajo,
las pruebas de galera, se enviaran al autor responsable.

Los archivos electrénicos se deberdn enviar a la Revista de
Educacién Bioquimica como archivos adjuntos (reb@bg.unam.
mx), con atencion al Editor en Jefe y a partir de una direccion de
correo electrénico que serd considerada como la direccion oficial
para la comunicacion con los autores. El autor responsable debe-
ra identificar plenamente su adscripcion con teléfono y direccion
postal para comunicaciones posteriores. En el texto del mensaje se
debe expresar la solicitud para considerar la posible publicacion del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos de los autores
y su adscripcién institucional, asi como el nimero, tipo y nombre
de los archivos electrénicos enviados.
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