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RESUMEN

Los cofactores hemo, centros Fe-S y los nucleétidos de flavina (FMN y FAD) son esenciales para muchos
organismos, existen un gran nimero de proteinas que dependen de ellos para llevar a cabo sus funciones
bioldgicas. Estos cofactores han sido reconocidos como esenciales para las reacciones de 6xido-reduccion,
pero también estan involucrados en otros procesos celulares como la catalisis quimica, la regulacién, la
sefializacion y la deteccion de sefales intra y extra celulares. Diversos grupos de investigacion han
contribuido al establecimiento de las rutas bioquimicas por las que se sintetizan estos cofactores, asi como
a la forma en que se transportan y regulan en los diferentes organismos. Todo este conocimiento ha permitido
asociar algunas enfermedades con defectos metabdlicos en estas rutas de biosintesis, asi como plantear nuevas
estrategias terapéuticas y algunas aplicaciones biotecnoldgicas.
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ABSTRACT

Iron-sulphur clusters, heme cofactors and flavin-nucleotides are essential for many microorganisms. There are
many proteins that depend upon them to perform their biological activities. These cofactors have been
recognized as essential for redox reactions and are also involved in many cellular functions such as chemical
catalysis, regulation and signalling. Many groups have contributed to the establishment of the biochemical
routes by which these cofactors are synthesized, transported and regulated in different organisms. All this
knowledge has allowed to link defects on these routes with diseases and syndromes, as well as to propose new
therapeutic strategies and biotechnological applications.
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INTRODUCCION

uchos microorganismos crecen en presencia de
glucosa y sales inorganicas, generando energia
catabolica mediante la glucolisis, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y la fosforilacién oxidativa.
También sintetizan simultneamente componentes universales
comoaminoacidos, acidos nucleicos, lipidosy vitaminas, a partir
de los intermediarios que se producen en el catabolismo.

Las rutas biosintéticas de estos componentes se han establecido
utilizando a la bacteria Escherichia coli como modelo de los

Nota: Articulo recibido el 20 de agosto de 2012 y aceptado el 27 de
septiembre de 2012.

procariontes y a la levadura Saccharomyces cerevisiae como
modelo de los eucariontes. Por mucho tiempo se pensé que estas
vias eran ubicuas entre todos los microorganismos, pero ahora
se sabe que los procariontes y los eucariontes emplean rutas
diferentes para sintetizar los mismos componentes, sobre todo
para la biosintesis de cofactores. Muchas proteinas dependen
de cofactores para llevar a cabo su funcion; de manera general
estos compuestos de bajo peso molecular se unen en motivos
de secuencia bien definidos y evolutivamente conservados ya
sea de manera covalente o no covalente. Entre los cofactores
organicos se encuentran varios nucleétidos (flavin-
mononucledtidoy flavin adenindinucleétido), vitaminas (biotina,
pantotenato y folato), compuestos metalorganicos que pueden
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contener elementos metalicos como hierroy molibdeno (hemoy
nitrogenasas). También existen cofactores inorganicos, como
iones metalicos Mg?* Zn2*, Cu*2* Mn?*, Fe'*2* que regularmente
se encuentran en sitios de unién mononucleares.

En esta revision se abordaran las rutas de biosintesis del grupo
hemo, de los centros Hierro-Azufre y de los nucleétidos de
flavina (FMNy FAD).

GRUPO HEMO

El hierro es indispensable para la vida; funciona como un
cofactor metélico en varias enzimas, que pueden o no ser
hemoproteinas. Las hemoproteinas estan involucradas en un
amplio espectro de funciones biolégicas cruciales que incluyen
la unién a oxigeno (hemoglobinas), el metabolismo de oxigeno
(oxidasas, peroxidasas, catalasas e hidroxilasas) y latransferencia
de electrones (citocromos). Por tanto, el grupo hemo se formaen
casi todos los sistemas vivos, excepto por algunos anaerobios
obligados y ciertos organismos unicelulares que presentan
auxotrofia por las porfirinas y/o por el grupo hemo.

Los estudios que se han hecho han llevado a pensar que el
grupo hemo es solamente un grupo prostético, que puede estar
o no unido covalentemente y que cumple una funcién biolégica
de acuerdo con los requerimientos celulares, pero ésto sélo
representa unaparte de un papel muchomasamplioy complejo.
Por ejemplo, se ha descrito que el hemo funge como regulador
de la expresion de varios factores de transcripcién®. Se le ha
relacionado también con el control en canales idnicos de
potasio activados por calcio? y en la regulacién del ciclo
circadiano®. Recientemente, se le ha adjudicado un papel
preponderante en la enfermedad de Alzheimer, aunque ain no
se sabe si la deficiencia del hemo puede ser una causa del
sindrome o si es consecuencia de los cambios dramaticos que
se suscitan con la enfermedad®.

Estructuralmente el grupo hemo estd compuesto por un
atomo de hierro y un anillo orgéanico heterociclico de gran
tamafio denominado porfirina, es decir un tetrapirrol ciclico en
el que los 4 anillos de pirrol estan unidos por enlaces metileno
(=CH-) y en el centro de este anillo se encuentra el atomo de
hierro (Figura 1). Aunque presenta cargas negativas que le
confieren un extremo polar, el grupo hemo tiene propiedades
apolares y es por tanto insoluble en agua por lo que se sitdla en
una cavidad hidrofébica dentro de las proteinas. Resulta
interesante el hecho de que los anillos de porfirina que tienen
metal unido ya estaban presentes cuando la fotosintesis aparecio
en latierra, lo que indicaque algunos organismos yasintetizaban
hemo incluso antes de que el oxigeno estuviera presente en la
atmosfera terrestre®.

BIOSINTESIS DEL GRUPO HEMO
En animales, hongos y procariontes de la division de las o-
proteobacterias el grupo hemo es sintetizado mediante 8 pasos
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Figura 1. Estructura del grupo hemo, se pueden observar
los 4 anillos pirrélicos y el atomo de hierro ferroso al
centro.

enzimaticos. En eucariontes el proceso estd espacialmente
dividido: 4 pasos se llevan a cabo en el citoplasmay 4 en la
mitocondria (Figura 2). Las porfirinas libres no cumplen una
funcidnen lacélulay generalmente se producen accidentalmente
como productos secundarios de la sintesis del grupo hemo. De
maneranormal, labiosintesis del grupo hemo es extremadamente
eficiente, con unuso casi total de los intermediarios de porfirina.

El primer paso consiste en la condensacién entre la glicinay la
succinil coenzima A en &cido 5 aminolevulinico (ALA). Esta
reaccion es catalizada por la sintasa del 4cido aminolevulinico
(ALAS). El precursor de la enzima es sintetizado en el citosol y
dirigido a la mitocondria mediante un péptido sefial que es
removido posteriormente, lo que permite el plegamiento,
dimerizacidny laadicion del cofactor piridoxal fosfato. Se sabe
que lamayoriade las proteinas ALAS contienen de 2a 3 motivos
(HRMs) que estan involucrados en la regulaciéon a nivel
postraduccional, yaque el grupohemose une aellos previniendo
latranslocaciondel precursoralamitocondriacon el concomitante
resultado de una concentracion menor de ALAS en la matriz
mitocondrial.

Después de ser sintetizado el producto es transportado al
citoplasma; la deshidratasa de ALA (ALAD) condensa 2
moléculas paraformar 4 porfobilinégeno (PBG), este compuesto
yatieneelanillo pirrélico. LaALAD puede dividirseen 2 clases:
zinc-dependiente, que esti presente en los animales, las
levaduras y las bacterias y la magnesio-dependiente presente
en las plantas.

A continuacion la enzima desaminasa de PBG (PBGD) toma 4
moléculas de PBG para dar lugar al precursor inestable
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Figura 2. Ruta de biosintesis del grupo hemo. Del lado izquiero se muestran las reacciones que se llevan a cabo en la
mitocondria y del lado derecho las que se llevan a cabo en el citoplasma. La nomenclatura es la siguiente, para las enzimas:
ALAS (sintasa de ALA); ALAD (deshidratasa de ALA); PBGD (desaminasa de PBG); UROS (sintasa de URO); UROD
(descarboxilasa de URO); CPO (oxidasa de COPRO Ill); PPO (oxidasa de PPG IX); FC (ferroquelatasa); MET1 y MET8

(transmetilasas de URO Ill). Modificada de Franken (2011)°.

hidroximetilbilano (HMB), es en este paso donde se produce la
estructuratetrapirrdlicacaracteristicadel hemo. En S. cerevisiae
este es el paso limitante en la sintesis de hemo; la expresidn del
gen hem3, que da lugar a la proteina PBGD, es constitutiva pero
se reprime en presencia de fuentes de carbono fermentablesy en
condiciones de hipoxia’. Si bien se tiene ya una estructura
tetrapirrdlica, ésta difiere mucho de la del grupo hemo pues
carece del 4&tomo central de hierro ferrosoy el anillo contiene sélo
8 de los 11 dobles enlaces que debe tener. Ademas las cadenas
laterales estan cargadas y dado que los grupos hemo acttan en
elinteriorapolar de las proteinas, el caracter polar debe modificarse
a uno menos polar.

Lauroporfirinégeno Il sintasa (UROS) cataliza laciclizacion del
HMB a uriporfirinégeno 111 (UROIII). Esta molécula es el
precursor de todos lostetrapirroles, ademas de ser el intermediario
comun entre la via de sintesis del grupo hemo y del sirohemo;
este Ultimo es cofactor de las reductasas de nitrito y sulfito y se
abordaraposteriormente. Laquintaenzimade laviade biosintesis
delgrupohemoeslauroporfirindgeno I11 descarboxilasa (UROD),
que cataliza ladescarboxilacion de 4 cadenas laterales de acetilo
del uroporfirindgeno 11 acoproporfirinégeno 11 (COPROIINI).

Con excepcion de la levadura S. cerevisiae, el producto es
transportado a la mitocondria, donde es convertido a
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protoporfirinégeno IX por la coproporfirindgeno 111 oxidasa
(CPO). Estaes laprimerareaccion de lavia que requiere oxigeno
para la descarboxilacién oxidativa de las cadenas laterales
carboxietil 2- y 4- del sustrato COPROIII, para dar lugar a 2
grupos vinilo en el protoporfirindgeno IX8. En S. cerevisiae la
CPO esta asociada a la membrana externa mitocondrial con el
sitio activo orientado hacia el citosol; la diferencia entre la
proteina de la levadura y la de los vertebrados es la presencia
0 ausencia del péptido sefial.

Elsiguiente paso consiste en laoxidacion del protoporfirinégeno
con la transferencia de 6 electrones mediada por la
protoporfirinégeno oxidasa (PPO) para obtener protoporfirina
IX (PPIX). Estareaccion dependiente del oxigeno es llevada
a cabo en 3 ciclos independientes por la PPO, en cada uno se
transfieren 2 electrones®. El producto final, el grupo hemo, es
formado por la ferroquelatasa (FC) que cataliza la insercion de
un atomo ferroso en la protoporfirina X2,

En eucariontes la apoproteina es sintetizada en el citosol y es
translocada a su destino final: la matriz mitocondrial. Esta
translocacion requiere energia dado que involucra la remocién
de la secuencia lider en el amino terminal y el ensamblaje del
centro hierro-azufre [2Fe-2S].

TRANSPORTE DEL HIERRO Y HEMO

El hierro es el cuarto elemento més abundante en la corteza
terrestre pero su adquisicién e incorporacion en los sistemas
biolégicos es muy dificil dada laaltatoxicidad del hierro ferroso
y la insolubilidad del hierro férrico. A pesar de estos desafios
los organismos han desarrollado mecanismos para importar y
utilizarel hierro.

El hierro es transportado de los sitios donde se absorbe y se
almacena en aquéllos donde es utilizado por la proteina
transferrina. Estaproteinaes tanimportante que se le considera
también parte de la maquinaria de sintesis del grupo hemo. Se
ha demostrado que es la Unica fuente de donde la ferroquelatasa
toma el hierro necesario para llevar a cabo el Gltimo paso en la
sintesis del grupo hemo!!. Se ha visto que humanos y ratones
con atransferrinemia hereditaria tienen anemia hipocrémica
microcitica, ésto se correlaciona con la dependencia de la ruta
de sintesis de hemoglobina en el hierro proveniente de la
transferrina’2.

Después de la sintesis del hemo, su transporte o el de sus
intermediarios es también un paso limitante en laproduccion de
hemoproteinas. Probablemente se requiere untransporte dirigido
para proveer de cantidades suficientes del grupo hemo a
diferentes organelos como el reticulo endoplasmico, el nlcleo
y los peroxisomas. Dada la naturaleza hidrofébicay lareactividad
del grupo hemo es poco probable que éste se difunda libremente
en el citosol.

Aunque el campo de investigacion del transporte del grupo
hemo y sus intermediarios esta en ciernes, se han identificado
algunos transportadores en las células de mamifero: la proteina
acarreadora de hemo 1 (HCP1), la proteina de resistencia al
cancer de mama (BCRP) y el receptor del virus C involucradoen
laleucemiafelina (FLVCR). Ademas de estos transportadores
se ha descrito a la subfamilia B perteneciente a la superfamilia
de los transportadores ABC. EI ABCB6 es el transportador del
intermediario COPRO, fue localizado inicialmenteen lamembrana
externamitocondrial y se sabe que puede transportar con menor
afinidad otras porfirinas. Se han localizado isoformas de este
transportador en la membrana plasmatica y en el aparato de
Golgi**. Defectos en este transportador han sido relacionados
con el sindrome metabdlico letal en nifios recién nacidos®. El
transportador ABCB7 se encuentra en la membrana interna
mitocondrial y es esencial, ya que la interrupcion del gen que lo
codificaesletal. Este transportador se requiere paralamaduracion
de las proteinas Fe-S en el citosol y para el transporte de los
intermediarios de esta ruta. De manera interesante ABCB7
parece estar involucrado en la sintesis de hemo a través de una
interaccion con la ferroquelatasa.

Algunos microorganismos presentan también otro mecanismo
parael transporte de hierro: los sideréforos, que son compuestos
solubles en agua y derivados del &cido hidroxamico, cuya
funcidn es acoplarse al hierro en su estado de oxidacién +3, lo
que permite su transporte dentro de la célula por mecanismos de
transporte activo. Algunos ejemplos de sider6foros producidos
por bacterias y hongos son: ferricromo (Ustilago sphaerogena),
enterobactina (Escherichia coli), enterobactina y bacillibactina
(Bacillus subtilis), ferrioxamina B (Streptomyces pilosus),
fusarinina C (Fusarium roseum), vibriobactina (Vibriocholerae),
azotobactina (Azotobacter vinelandii) y pseudobactina
(Pseudomonas B 10).

RAMA DEL SIROHEMO

Como se menciond, UROIII es un intermediario comun para las
vias de sintesis del grupo hemo 'y del sirohemo. El sirohemo es
ungrupo prostético similar al grupo hemo presente en las sulfito
y nitrito reductasas y estd involucrado en la reduccién del
sulfito y nitrito a sulfuro y amoniaco, respectivamente. La
importancia del sirohemo se puede ejemplificar con la funcién
de las sulfito reductasas que son indispensables para la sintesis
de los aminoécidos metionina y cisteina’®.

El sirohemo es sintetizado en 4 pasos a partir del UROIII;
dos S-adenosil-L-metionina transmetilaciones, una
deshidrogenacion y una ferroquelacion. En E. coli todas estas
funciones son llevadas a cabo por la proteina cysG. En
comparacion, la levadura S. cerevisiae posee 2 enzimas;
MET 1p catalizalareaccién de transmetilaciony MET8p que es
responsable de las reacciones de deshidrogenacion y
ferroquelacion?’.
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PATOLOGIAS RELACIONADAS CON EL GRUPO HEMO
El grupo hemo esta involucrado en muchos procesos esenciales
enlamayoriade los organismos. Como resultado de ésto, suruta
de sintesis estd muy conservada (aunque con algunas
modificaciones) y fuertemente regulada, debido a la naturaleza
reactivadel hemoy sus intermediarios. A pesar de lo anterior los
mecanismos por los que se regula no parecen estar conservados
entre los eucariontes.

Se ha descrito un gran nimero de enfermedades relacionadas
con este grupo y en varias de ellas ocurre la presencia de
precursores de hemo en las heces o la orina, volviéndolas de
color rojo oscuro. Existen un gran nimero de afectaciones
hereditarias en la sintesis de porfirinas, a las que se conoce de
manera general como porfirias. En total existen 7 tipos de
porfirias; 4 son agudas y se han denominado asi porque
generalmente causan repentinos ataques de dolor abdominal
queduranvariosdias. Las otras 3 afectan principalmente ala piel
y no causan sintomas agudos en otros érganos. Todas las
porfirias se deben a un defecto en alguna de las 7 enzimas de la
via de sintesis del grupo hemo.

La biosintesis del grupo hemo requiere de manera indirecta
vitamina B6, riboflavina, biotina, 4cido pantoténico y acido
lipoico, asi como zinc, hierro y cobre que son esenciales para la
produccion del succinil CoA. También se sabe que en el
envejecimiento se presentaun fenémeno de hipometabolismo lo
que ocasiona una disminucion en los requerimientos de la ruta
y a su vez cambios en la concentracién del grupo hemo. Por lo
anterior, se ha relacionado al hemo con enfermedades
degenerativas asociadas con el envejecimiento, tales como la
enfermedad de Alzheimer. Se sabe que las afectaciones en el
metabolismo de hemo se traducen en decaimiento mitocondrial,
estrés oxidativo y acumulacién de hierro, siendo todas estas
caracteristicas del envejecimiento.

Las porfirinas tienen también una utilidad médica: la terapia
fotodindmicaes untratamiento alternativo parael cancer de piel,

ya que permite la eliminacién selectiva de las células
cancerigenas. Esunatécnicanoinvasivaen laque seadministran
de manera intravenosa porfirinas que se concentran en los
tumores malignos, después se hace incidir luz sobre el tumor, la
luz es absorbida por las porfirinas que al activarse reaccionan
conel oxigeno, produciéndose asi especies reactivas de oxigeno,
lo que al final se traduce en la destruccion de las células
malignas.

Centros Hierro-Azufre

Los centros Hierro-Azufre (Fe-S) son cofactores pequefios y
ubicuos que representan uno de los catalizadores mas antiguos
en la evolucion de las biomoléculas. Estan involucrados en
procesos bioquimicos fundamentales que incluyen fotosintesis,
regulacion de la actividad enzimatica, respiracion mitocondrial,
fijacion de nitrégeno, uniény activacion de sustratos, biogénesis
de ribosomas, catalisis redox, replicaciony reparacion de ADN,
regulacionde laexpresion genéticay metabolismo de nucle6tidos.

El hierro y el azufre son dos de los elementos mas versatiles y
cruciales en el planeta y su importancia biolégica es
incuestionable. Los centros Fe-S contienen hierro y azufre en
diferentes relaciones molares. Los mas sencillos y comunes
son el rombico [2Fe-2S] y el ctbico [4Fe-4S] ;en la Figura 3 se
muestran estas estructuras. Existen otros [3Fe-4S] en enzimas
como la ferrodoxina | en bacterias y mas complejos [8Fe-7S]
como el que esta presente en la nitrogenasa Mo-Fe, cuyo centro
se compone de hierro y molibdeno.

En la mayoria de las proteinas hierro-azufre, el hierro se une a
residuos de cisteina, aunque también las cadenas laterales de
la histidina, la serina y del acido aspartico pueden funcionar
como ligandos. A pesar de que se han identificado un gran
nimero de proteinas hierro-azufre no se ha encontrado un
motivo consenso que permita predecir si una proteina puede
unir un centro Fe-S. La funcién mas comun de los centros Fe-S
es la transferencia de electrones basada en la propensidad del
hierroacambiar entre sus estados de oxidacion +2y +3°. Dentro

\

J

Figura 3. Representacion esquemdtica de los centros Fe-S mas comunes en proteinas. A. Rémbico y B. Cdbico. Se muestran
también los atomos de azufre provenientes de un residuo de cisteina dentro de la proteina, encerrados en un cuadrado

discontinuo.
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de un ambiente proteico los centros Fe-S adoptan potenciales
redox desde -500 mV hasta +300 mV lo que los convierte en
excelentes donadores y aceptores de electrones®. Algunas
proteinas de este grupo son los complejos mitocondriales 1y I11,
el fotosistema 1, las ferredoxinas e hidrogenasas.

Otra funcion muy estudiada de los centros Fe-S es la de la
catalisisenzimatica, el ejemplo clasico es laaconitasa que posee
un centro ctbico [4Fe-4S] con un hierro que no esta coordinado
con laproteina, el hierro funciona como un &cido de Lewis para
ayudar a la sustraccion de una molécula de agua del citrato, que
es convertido a isocitrato. Un tercer papel de los centros Fe-S
esel desensoresde las condicionesambientales o intracelulares
para regular la expresién genética. Ejemplos de este tipo de
proteinas son los factores de transcripcion bacterianos FNR,
IscR 'y SoxR que perciben oxigeno, centros Fe-S y superéxido,
respectivamente.

BiosiNTESIS DE CENTROS Fe-S

Laquimicaharevelado que existe unagran diversidad de centros
Fe-Sen las proteinas, si bien la estructura de los centros Fe-S es
sencilla, subiogénesis requiere complejas maquinarias proteicas
y diferentes rutas para su ensamblaje. Los centros Fe-S son
ensamblados a partir de hierro, asociado a proteinas
transportadoras y azufre, este Ultimo proviene de residuos de
cisteina. Elprocesose llevaacabo en proteinas que fungencomo
andamios y, posteriormente, se transfieren a las apoproteinas
receptoras.

Lamaduraciénde las proteinas hierro-azufre hasido intensamente
estudiada en E. coli y en A. vinelandii; este Gltimo es un

organismo fijador de nitrégeno. Se han identificado 3 sistemas
diferentes para la biogénesis de estas proteinas: el sistema de
fijacion del nitrégeno (NIF), encargado especificamente de la
maduracion de la nitrogenasa en bacterias azotroficas; los
sistemas ISC (de centros Fe-S) y SUF (factor de utilizacion del
azufre) encargados de la generacion de proteinas Fe-S que
cumplen funciones de mantenimientoen lacélulaencondiciones
normales y de estrés oxidativo, respectivamente.

Durante laevolucién lasmaquinarias ISCy SUF se transfirieron
por endosimbiosis a eucariontes que poseen proteinas Fe-S en
lamitocondria, citosol y nicleo? 22, El sistema ISC esta presente
en mitocondrias, en tanto que los plastidos albergan al sistema
SUF. Enelcitosol y nicleoeucarionte el ensamblaje de proteinas
Fe-S requiere de la accion coordinada de la maquinaria ISC de
ensamble mitocondrial y del sistema ISC de exportacion. La
maduracidn de las proteinas Fe-S depende de la maquinaria de
ensamblaje citosélica (CIA), que esta presente en virtualmente
todos los eucariontes.

LalevaduraS. cerevisiae haservido como unorganismo modelo
para el estudio detallado de la biosintesis de proteinas Fe-S en
eucariontes?®, A pesar de las diferencias obvias entre los
sistemas de bacterias y eucariontes existen principios basicos
que subyacen a la sintesis in vivo de los centros Fe-S y el
ensamblaje en apoproteinas; esto se muestra en la Figura 4.

Lossistemas NIF, ISC, SUFy CIA tienen reglas biosinteticas en
comun. El proceso de biosintesis puede dividirse en 2 pasos
principales: el ensamblaje de novo de un centro Fe-S en una
proteina de andamiaje y la transferencia del centro Fe-S de la
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Figura 4. Esquema general del mecanismo de biosintesis de centros Fe-S. (1) Una desulfurasa libera el azufre de un residuo
de cisteina que se convierte en alanina. (2) El hierro es donado por una proteina transportadora que se une al andamio,
al hierro y a la desulfurasa. (3) Se transfieren electrones para la reduccién del azufre. (4) Se ensambla el centro Fe-S en
una plataforma que funciona como andamio. (5) El centro ya ensamblado es transferido a la apoproteina con lo que se
obtiene la forma activa de la proteina. Modificado de Lill (2009)%.
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proteina andamio a la apoproteina, asi como su posterior
incorporacion a la cadena polipeptidica. Cada uno de estos
pasos involucralaparticipacién de muchas proteinasy cofactores
que ejecutan reacciones especificas que definen principios
generales que son aplicables a todos los sistemas conocidos,
aunque para algunos sistemas falta determinar reacciones
parciales especificas a cada uno.

Los nlimeros que se muestran en la Figura 4 corresponden a los
siguientes pasos:

1. Donador de azufre: una desulfurasa de cisteina (NifS, IscS o
SufS) libera el azufre necesario para la formacion del centro Fe-S,
éste proviene de un residuo de cisteina que se transforma en
alanina, latransferenciaimplicalaformacion de unintermediario
persulfuro entre el azufre que se transfiere y un residuo de
cisteina conservado en la desulfurasa. Este intermediario se
transfiere después a residuos conservados de cisteina en
proteinas auxiliares como SufE o directamente a proteinas
andamio.

2. Donador de hierro: dado que es poco probable que el hierro
se encuentre libre en solucion, deben existir donadores de hierro
que garanticen su entregaa proteinas de andamiaje. Esta funcion
es llevada a cabo por la proteina bacteriana CyaY (Yfhl en
mitocondrias), que une al hierro, a la desulfurasay a la proteina
andamio Isul/lscU.

3. Transferencia de electrones: se requieren electrones para
Ilevar a cabo la reduccién del elemento azufre (S°) proveniente
delacisteinaasulfuro (S*) que es laformapresente en los centros
Fe-S. Estafuncion podriarecaer en la ferredoxina reductasay la
ferredoxina del sistema ISC y por el dominio de ferredoxina
reductasa de NifU en el sistema NIF.

4. Proteinas de andamiaje: estas proteinas sirven como plataforma
para la biosintesis de novo de los centros Fe-S. Contienen
residuos de cisteina muy conservados y unen al centro Fe-S de
formalabil, por lo que el centro puede ser transferido e integrado
establemente a su proteina blanco. Los andamios mas
conservados son las proteinas bacterianas IscU y SufU y en los
eucariontes Isul. Las proteinas NFU y NifU en plastidos. En
bacterias existen también las proteinas SufA e IscA.

5. Transferencia del centro Fe-S: existen factores especificos
involucrados en la transferencia del centro Fe-S de la proteina
andamio a la apoproteina. Estas proteinas pueden tener 3
funciones: inducir la disociacion del centro Fe-S del andamio;
garantizar la transferencia correcta y especifica del centro a la
apoproteina adecuada y promover el correcto ensamblaje del
centro en los sitios aceptores adecuados. Entre estas proteinas
se encuentran Ssql y Jacl, que son mitocondriales, HscA y
HscB que son chaperonas del sistema bacteriano ISCy Narly
Cial delamaquinariaCIA.

SISTEMA ISC (BACTERIAS Y MITOCONDRIAS)

El estudio experimental de la biogénesis de las proteinas Fe-S
fue impulsado por la identificacion del operdn bacteriano isc?.
Este descubrimiento no sélo tuvo efecto en la investigacion del
ensamblaje de estas proteinas en bacterias, sino que también
potencié los primeros intentos por identificar la biogénesis de
estas proteinas en eucariontes. Dada la relacién evolutiva entre
bacterias y mitocondrias, se han identificado y caracterizado
funcionalmente componentes en mitocondrias que son
homdlogos al sistema ISC bacteriano?.

En la Figura 5 se muestra como se lleva a cabo este proceso: de
manera inicial el centro Fe-S se ensambla de manera transitoria
enlaproteinade andamiaje IscU (bacterias) e Isul (mitocondrias),
que contiene 3 residuos conservados de cisteina. Posteriormente
el centro es transferido de IscU/Isul a la apoproteina
correspondiente mediante la coordinacion con residuos
especificos. Laprimerareaccion, esdecir el ensamble del centro
Fe-Sen la proteina IscU/Isul, depende de forma critica de una
desulfurasade cisteina (abordada previamente) que act(a como
donador del sulfuro. En bacterias estareaccion es llevadaacabo
por IscS que es muy similar a NifS, que es el miembro fundador
de esta familia de proteinasy esta involucrada en lamaduracion
de la nitrogenasa?.

En las bacterias, IscS es una proteina dimérica con 2 dominios;
un dominio posee el sitio de unién de piridoxal fosfato y un
dominio mas pequefio que contiene el sitio activo que retiene
transitoriamente el azufre liberado de la cisteinacomo persulfuro
y lotransfierealscU. En las mitocondrias lafuncion de desulfurasa
decisteinaesllevadaacabo porel complejo de las proteinas Nfs1
(similar a IscS) e Isd11, in vivo este complejo se encarga de
transferir el azufre de Nfsl a Isul (IscS e IscU en bacterias)?.

Se cree que en levaduras y bacterias la proteina de union a
hierro Frataxina (Yfhlenlevaduray CyaY enbacterias) funciona
como el donador del hierro al interactuar con Nfs1-Isu %2, E|
ensamblaje de los centros Fe-S en Isul (la proteina andamio)
depende de la transferencia de los electrones de la reductasa
mitocondrial ferredoxina Yahl (Fdx en bacterias), lacual recibe
aloselectronesde laferredoxina-reductasa Arhly de NADH®,

El segundo paso en la biogénesis comprende formalmente la
liberacion del centro Fe-S de la proteina de andamiaje (IscU/
Isul), el cual es transferido y ensamblado en la apoproteina
blanco, estos 3 pasos no han podido ser evaluados
experimentalmente de manera individual pero se sabe que en
bacterias el proceso es asistido por un sistema de chaperonas;
HscA que establece una interaccion dependiente de ATP muy
especifica con la proteina de andamiaje (IscU/Isul), y HscB
que induce un cambio estructural en IscU/Isul, con lo que
desestabiliza al centro Fe-S facilitando asi su disociacion y
posterior insercién en la apoproteina .
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Figura 5. Modelo para la biogénesis de proteinas Fe-S en bacterias: sistema ISC y SUF. En la Tabla I se muestra la
equivalencia de las proteinas en los sistemas NIF e ISC bacteriano, ISC mitocondrial y SUF bacteriano, asi como de la

maquinaria CIA en eucariontes. Modificado de Lill (2009)%.

El sistema ISC descrito previamente se encarga de la sintesis de
la mayoria de las proteinas con centros Fe-S, pero se sabe que
hay algunas proteinas cuyamaduracionrequiere laparticipacion
de méas componentes, tal es el caso de los miembros de la
superfamilia Aconitasay las proteinas SAM, en cuya biogénesis
estan involucradas las proteinas mitocondriales Isal, 1sa2 e
Iba573. Otra clase de proteinas particulares son las ErpA, que
son esenciales para el crecimiento y estan involucradas en la
maduracion de una proteina Fe-S de la ruta de biosintesis de
isoprenoides®.

SisTEMA SUF (BACTERIAS Y PLASTIDOS)

En E. coli la interrupcion del operon isc no esta asociada a un
fenotipo notorio, la viabilidad celular se afecta sdlo cuando se
inactiva de manera simultanea al sistema SUF®. Los genes suf
estan organizados en un operdn que se induce en condiciones
de estrés oxidativo y cuando el hierro esta en concentraciones
limitadas®. La expresion de los genes de los operones isc y suf
se regula de manera coordinada por las proteinas Fe-S: IScCR 'y
SufR, que funcionan como represores transcripcionales de su
respectivo operén. Cuando las concentraciones de hierro son
bajas o lacélulaestaencondiciones de estrés oxidativo, laforma
inactiva (apo) de IscR activa ain mas al operon suf, lo que
muestra que ambas proteinas estan ligadas en la maduracién
eficiente de las proteinas Fe-S*.

Los componentes de la maquinaria SUF estan presentes en
muchos procariontes, incluyendo a las arqueas y las bacterias
fotosintéticas. Estos componentes llevan a cabo algunas de las
funciones previamente descritas.

El complejo SufS/SufE funge como desulfurasa de cisteina,
SufS es similar a I1scS o NifS pero su mecanismo es diferente:
SufE estimula la actividad de SufS en mas de 10 veces lo que
permite que el intermediario persulfuro unido en un residuo de
cisteina en SufS se transfiera a un residuo de cisteina en SufE,
de donde pasa a las proteinas andamio®,

Aunque no se hadescrito qué proteina pudieraser la responsable
de donar el hierro, es de esperarse que exista un componente con
esta actividad en la via. Varias proteinas SUF podrian fungir
como andamios para la sintesis de novo de centros Fe-S, aunque
su papel especifico debe ser clarificado. Lahomologiafuncional
entre los componentes del sistema ISC y del sistema SUF se
muestraen la Tabla I.

Las proteinas del sistema SUF estan presentes también en
plastidos, lo que refuerza que esta via es menos sensible a altas
concentraciones de oxigeno. La funcionalidad de las proteinas
SufS, SUfE y SufA se ha confirmado mediante experimentos in
vitro y ensayos de complementacidn en bacterias, pero la
evidencia directa de su funcién in planta ha sido mas dificil de
lograr.
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( Funcién NIF (bacterias) SUF (bacterias) | 1SC (bacterias) ISC CIA )
(mitocondrias) (eucariontes)
Desulfurasa de cisteina NifS SufS-SufE Isc S Nfs1-1sd11 Nfs1-1sd11
donadora de azufre mitocondriales
Andamio tipo U NifU Sufu IscU Isul,lsu2 -
(N-terminal)
Andamio tipo A Isc Anf Suf A IscA ErpA Isal,lsa2,Iba57 -
Andamio tipo NFU NifU - Nfu A Nful -
(C-terminal)
Andamioparael ensamblaje - SufB - - -
del centro Fe-S
Andamio NTPasa P-loop - - - Ind1? Cdf1-Nbp35
Transferenciadeelectrones NifU - Fdx Yah1-Arhl -
(dominiocentral)
Donador de hierro - - CyaY Yfhl (frataxina) -
Transferencia del centro - SufC¢? HscA, HscB Ssql,Jacql, Narl-Cial
a la proteina blanco Mgel,Grx5

Tabla I. Compilacién de los componentes centrales involucrados en la biogénesis de proteinas Fe-S, se muestran las
proteinas de lo sistemas SUF en bacterias, ISC en bacterias, ISC en mitocondrias y CIA en eucariontes.

BIOGENESIS DE PROTEINAS FE-S cITOSOLICAS Y
NUCLEARES

La maduracién de las proteinas Fe-S tanto en el citosol como en
el ntcleo depende estrictamente de la maquinaria mitocondrial
ISC. Se hanencontrado niveles bajos de proteinas de lamaquinaria
ISC en el citosol de células humanas en cultivo, por lo que se ha
sugerido que la maquinaria ISC produce un componente (X en
la Figura 6) que aun no ha sido caracterizado pero que podria
contener azufre y al ser exportado de la matriz mitocondrial al
citosol estar involucrado en el proceso de maduracion de las
proteinas Fe-S%24,

Se desconoce si el hierro también es exportado de lamitocondria
o si proviene del citosol. La proteina Atm1 es la encargada del
transporte, pertenece a la superfamilia de trasportadores ABC y
se encuentra en la membrana interna mitocondrial. Otro
componente que se requiere para la exportacion es la oxidasa de
sulfhidrilo Ervl, que se localiza en el espacio intermembranal,
esta proteina también cataliza la formacién de puentes disulfuro
durante la importacion de proteinas al espacio intermembranal,
mediada por Mia-40. Se ha observado que levaduras en las que
el glutation (GSH) esta agotado muestran un fenotipo similar al
de la falta de Atm1 o Erv1, es decir, fallas en la biogénesis de
proteinas Fe-S sin que se afecte el ensamblaje, por lo que se ha
establecido que Atm1, Ervl y GSH forman a la maquinaria de
exportacion ISC*,

La maduracién de las proteinas Fe-S citosolicas y nucleares
involucra a la maquinaria citosélica de ensamblaje de proteinas

Fe-S (CIA), que estd compuesta de 5 proteinas, que se muestran
en la Tabla | (ver también la Figura 6). Con base en estudios in
vivo e in vitro, el proceso puede dividirse en 2 reacciones
parciales; primero, un centro Fe-S esensamblado transitoriamente
en las NTPasas Cfdl y Nbp35, que forman un complejo
heterotetraméricoy que fungen comoandamio, como se menciono
previamente, este paso requiere alamaquinariamitocondrial ISC.
Posteriormente, el centro Fe-S es transferido a las apoproteinas,
este proceso es asistido por las proteinas Narl y Cial,
pertenecientesal sistema CIA. Asuvez Cdfly Nbp35 participan
en la maduracion de Narl, por lo que esta proteina es parte y
blanco del sistema CIA, con lo que se establece un mecanismo
de retroalimentacion en el sistema. La holoproteina Narl esta
encargada de transferir los centros Fe-S a las apoproteinas
blanco mediante la interaccion con Cial®.

Si bien el organismo modelo en el que se ha estudiado la
biogénesis de centros Fe-S en eucariontes es la levadura
S. cerevisiae, este proceso se conserva en todos los eucariontes,
lo que se ha comprobado con estudios funcionales en modelos
de cultivo celular, ratones, pez cebra'y Drosophila en los que se
han encontrado a las proteinas Nfsl, Isul, frataxina, Atml,
Nbp35 y Narl, asi como genes duplicados de los sistemas ISC
y CIA, lo que sugiere que en vertebrados el proceso podria ser
mas complejo®.

La mayoria de los componentes de los sistemas ISC y CIA son
esenciales para la viabilidad de la levadura y de las células
humanas; de hecho, se sabe que la biogénesis de centros Fe-S
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Figura 6. Funciones de la maquinaria ISC y CIA en la biogénesis de proteinas Fe-S en el citosol y nicleo de los eucariontes.
Los ndmeros corresponden a los pasos descritos en la Figura 4. Modificado de Lill (2009)%.

es la Unica funcion indispensable para la viabilidad de la
levadura, adiferenciade los defectos en lafosforilacion oxidativa
en los que las levaduras pueden crecer en medios fermentables
como la glucosa. Dado que la Unica proteina mitocondrial en
levaduras que se sabe es esencial y contiene centros Fe-S es la
ferredoxina Yahl, se cree que este fenotipo se debe a que la
maquinaria ISC esta involucrada en lamaduracidn de proteinas
Fe-S extramitocondriales. El primer ejemplo de una proteina
Fe-S esencial en el citosol es la proteina Rlil, que pertenece a
la superfamilia ABC y esta involucrada en el ensamblaje y
exportacion del ntcleo del ribosoma.

Recientemente se identificaron dos proteinas Fe-S que también
son esenciales: Rad3 que funcionaen lareparacion de ADN por
escision de nucledtidos y Pri2 que estd implicada en la sintesis
de moldesde ARN en lareplicacion del ADN“#7, Estos ejemplos
son una muestra de la relacién tan importante que guardan las
mitocondrias con otros procesos fundamentales para la vida
como es el proceso de maduracion de proteinas Fe-S extra
mitocondriales.

El papel tan preponderante de las mitocondrias en la biogénesis
de proteinas Fe-S ha planteado la pregunta de cémo los
organismos amitocondriados (Giardia, Microsporidia y
Entamoeba), que no poseen mitocondrias candnicas llevan a
cabo el ensamblaje de sus proteinas Fe-S. La informacion

gendmica de algunos de estos organismos ha mostrado que
existen homélogos de las maquinarias ISC y CIA, en tanto que
los genes de otros procesos clésicos de la mitocondria como la
respiracion, la biosintesis del grupo hemo o los del ciclo del
acido citrico no se encuentran. El proceso de biogénesis de los
centros Fe-S en organismos amitocondriados se llevaa cabo en
un pequefio organelo de doble membranadenominado mitosoma
que contienealas chaperonas Hsp60y Hsp70, que son utilizadas
como marcadores de este organelo. Se ha aceptado que los
mitosomas descienden de mitocondrias y que en el curso de la
evolucién fueron perdiendo las funciones que les eran
dispensables por su estilo intracelular de vida. Se haencontrado
gue en mitosomas de Giardia y Microsporidia esta presente el
sistema ISC, por lo que la biogénesis de proteinas Fe-S parece
ser una funcién remanente de estos organelos*®“S,

ENFERMEDADES ASOCIADAS A DEFICIENCIAS DEL
GRUPO FEe-S

La biogénesis de los centros Fe-S es de vital importancia en
mamiferos, esto se ha documentado en varias enfermedades
gue estan asociadas a defectos en la biogénesis de los centros
Fe-S o de las proteinas Fe-S.

La falta de frataxina, el donador putativo de hierro para la
formacionde los centro Fe-S es lacausade laataxiade Friedrich,
que es una enfermedad neurodegenerativa asociada a defectos
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en las proteinas Fe-S y a laacumulacidn de hierro. También se
han identificado algunas enfermedades con fenotipos
hematoldgicos, como la anemia microcitica y la protoporfiria
eritropoyética, lo que resalta la conexion que existe entre la
biogénesis de proteinas Fe-S y la hematopoyesis. Esto se
explica por el hecho de que la biogénesis de proteinas Fe-S es
crucial para la maduracion de la proteina IRP1 que regula la
sintesis general de proteinas involucradas en la asimilacion,
almacenamiento y utilizacién del hierro.

Otroejemploeslaenzima ALAS2 (aminolevulinato sintasa) que
cataliza el primer paso de la biosintesis del grupo hemo en las
mitocondrias (Figura 2). La traduccion del ARN mensajero de
esta proteina en el citosol disminuye dramaticamente cuando la
concentracién de hierro es baja o cuando la biogénesis de las
proteinas Fe-S se ve afectada, lo que establece una relacion
estrecha entre la ruta de biosintesis del grupo hemo y de la
biosintesis de proteinas Fe-S, los dos procesos que mas consumen
hierro en la célula.

FLAVIN NUCLEOTIDOS

Los cofactores biol6gicos son empleados generalmente por las
enzimas para facilitar una amplia gama de transformaciones
bioguimicas necesarias en todos los aspectos de la vida.
Algunos de estos cofactores, como lavitaminaB12y lavitamina
H o biotina, catalizan un nimero pequefio pero importante de
reacciones. Otros llevan a cabo tareas muy diversas, como la
vitamina B2 o riboflavina. La riboflavina funciona como
precursor de las coenzimas de flavina (Figura 7): flavin
mononucleodtido (FMN) y flavin adenin dinucleétido (FAD),
también es precursor de otras flavinas naturales como lalumazina,
deazaflavina y la roseoflavina, que no seran abordadas en esta
revision.

Se ha estimado que entre 1y 3% de los genes en los genomas
bacterianos y eucariéticos codifican para proteinas que unen a
laflavina®. Las flavoproteinas se pueden definir como enzimas
que catalizan reacciones de 6xido-reduccion utilizando FMN o
FAD como coenzima. La entidad quimica responsable de la
diversidad funcional de las flavinas es el anillo de isoaloxazina
que existe en 3 estados redox: totalmente oxidado o quinona;
reducido con un electrén o semiquinona y totalmente reducido
ohidroquinona, las formas completamente reducidas se abrevian
FMNH2yFADH2. Sinembargo, el papel de laflavinanose limita
a los procesos redox, aproximadamente el 10% de las enzimas
dependientes de la flavina no catalizan reacciones redox, sino
que estan involucradas en una amplia gama de procesos
bioldégicos como laeliminacion de catecolaminas, la sintesis de
proteinas, la hematopoyesis y el movimiento de cloroplastos®.
Incluso el cofactor flavina es empleado como una molécula
sefializadora y de deteccién en procesos bioldgicos como el
fototropismo y la fijacion del nitrégeno®. Esta involucrada
también en ladeteccién de la luz azul en plantas, esta capacidad
se ha explotado para desarrollar proteinas fluorescentes de
FMN que pueden fluorescer en presencia o ausencia de oxigeno,
a diferencia de la proteina verde fluorescente®*,

BIOSINTESIS DE NUCLEOTIDOS DE FLAVINA
Lariboflavina es sintetizada por todas las plantas y la mayoria
de los microorganismos. Los animales, microorganismos
procariontes y eucariontes, como Corynebacterium pyogenes,
Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, algunas
bacterias lacticas, micoplasmas, espiroquetas, ricketsiales y
protistas no pueden sintetizarla por lo que deben obtenerla de
su dieta%>>". Este compuesto es manufacturado a gran escala
(aproximadamente 300 toneladas al afio) para ser usado como
suplemento vitaminico paraanimalesy humanosy como aditivo
para la industria alimenticia®®.
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Las reacciones bioquimicas que dan como resultado la sintesis
de las coenzimas FAD y FMN se establecieron hace muchos
afios a partir del trabajo de grupos de investigacion en Estados
Unidos, Japén, Ucrania, Rusia y Alemania®®2,

La via de biosintesis de riboflavina es similar pero no idéntica
en bacterias, hongos y plantas; en eubacterias y plantas la via
es idéntica pero diferente a la de hongos y arqueas®. En
microorganismos y plantas comienza con una molécula de
GTP y 2 de ribulosa-5-fosfato y presenta intermediarios de
pirimidinay pteridina. Los nucleétidos de flavina se sintetizan
a través de 2 reacciones consecutivas a partir de riboflavina en
procariontes y eucariontes (ver Figura 8).

EnlaFigura8se muestralarutade biosintesis de riboflavina. En
laprimerareaccion, laGTP ciclohidrolasall catalizalaliberacién
del formato del anillo de imidazol y la liberacion de pirofosfato
de lacadena lateral del precursor del nucleétido lo que da como
producto 2,5-diamino-6-ribosilamino-4(3H)-pirimidinediona
5 -fosfato (A). La GTP ciclohidrolasa Il de Escherichia coli es
homodimérica y tiene un ién zinc en cada subunidad que
participa en la apertura del anillo de imidazol del GTP. Esta
enzimaserelacionaconlaGTPciclohidrolasal, quees laprimera
enzima de la ruta de biosintesis del tetrahidrofolato y la
tetrahidropterina®™,

En las siguientes 2 reacciones se desamina el grupo amino en
la posicion 2 y se reduce la cadena lateral de ribosil a ribitil. La
desaminacion da como producto 5-amino-6-ribosilamino-
2,4(1H,3H)-pirimidinediona5"-fosfato (B) que posteriormente
esreducidoa5-amino-6-ribitilamino-2, 4(1H,3H)-pirimidinediona
5 -fosfato (C) y es catalizada por la enzima reductasa de 2,5-
diamino-6-ribosilamino-4(3H)-pirimidinediona 5 fosfato, que
utiliza NADPH. La secuencia de estas reacciones difiere entre
hongos y arqueas por una parte y plantas y bacterias por la
otra®.

El producto 2,5-diamino-6-ribitilamino-4(3H)-pirimidinediona
5"-fosfato (D) se obtiene por reduccién del sustrato A.
Posteriormente, la diamino hidroxi fosforibosil aminopirimidin
desaminasa cataliza la desaminacion hidrolitica del sustrato D,
lo que conlleva a la formacion del producto C. En eubacterias,
como E. coliy B. subtillis esta enzima es bifuncional, con un
dominio de reductasa (N-terminal) y uno de desaminasa
(C-terminal)™. Toda la informacién disponible indica que el
producto principal de la via (C) es producido a partir de (B), en
eubacterias y plantas, y en hongos y arqueas a partir de (D).

Lasiguiente reaccion que sucede es ladesfosforilacion de C para
dar lugar al 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinediona
(E), cabe sefialar que esta molécula es el precursor que se utiliza
para la sintesis de lumazinas (proteinas fluorescentes de los
géneros Photobacteriumy Vibrio). Se desconoce el mecanismo
mediante el cual se lleva a cabo esta reaccion pero es poco

factible que se trate de una fosfatasa inespecifica dado que no
seria capaz de discriminar entre los productos A, By D que estan
fosforilados. Se cree que se trata de una fosfatasa de gran
actividad que esta simultdneamente involucrada en lasintesis de
riboflavina y de otro compuesto desconocido™.

El precursor de pirimidina (E) es convertido a un compuesto de
pteridina: 6,7-dimetil-8-ribitil lumazina (G). Laconversiénde un
anillo de pirimidinaa un compuesto de 2 anillos condensados de
pteridina requiere la unién de un compuesto de 4 carbonos.
Durante mucho tiempo se discuti6 el origen de este compuesto,
hipotetizando que el donador pudiera ser diacetilo, acetoina o
intermediarios de la via de las pentosas.

Mediante experimentos utilizando a la levadura flavinogénica
Pichia guilliermondii”? se demostré que el donador es 3,4-
dihidroxi-2-butanona 4-fosfato (F) que se produce en un paso
enzimatico a partir de ribulosa-5-fosfato. La enzima encargada
de esta reaccion es la sintasa de 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-
fosfato, que se ha aislado de varios organismos y se sabe que
en eubacterias y plantas esta fusionada a la primera enzima de
lavia,esdeciralaGPT ciclohidrolasall. Enel caso de loshongos
ambas funciones se encuentran en proteinas independientes®
73, Laruta de biosintesis en arqueas es similar a la de los hongos
pero tiene caracteristicas Unicas, como la utilizacion de la
ciclohidrolasa Il y una hidrolasa especifica para llevar a cabo
laprimerareaccion’.

El paso final de la biosintesis de riboflavina es catalizado por la
sintasade riboflavina, que involucraladismutacion de 2 moléculas
de 6,7-dimetil-8-ribitil lumazina (G) con un intercambio de 4
carbonos, por lo que se obtiene una molécula de riboflavina (H)
yunade5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinediona (E).
Se han caracterizado riboflavina sintasas de varios organismos
y se sabe que la enzima funciona como un homotrimero en
eubacterias y plantas a diferencia de las arqueas en las que
funciona como un homopentamero™,

El FMN se produce por la fosforilacion especifica de la
riboflavina en la posicién 5" de la cadena de ribitil en una
reaccion irreversible que es catalizada por la riboflavin cinasa.
Se han reconocido 2 grupos de riboflavin cinasa: el que posee
una enzima monofuncional y esta presente en hongos, plantas,
animales, arqueas y en algunas eubacterias’™ y el que presenta
una enzima bifuncional Riboflavina cinasa/FAD sintetasa y al
que pertenecen la mayoria de las eubacterias™™.

EIFAD esasu vez sintetizado por laFAD sintetasa que cataliza
la transferencia del grupo adenilil del ATP al FMN. En
organismos eucariontes se han encontrado sélo FAD sintetasas
monofuncionales, en comparacion con las bacterias en las que
laenzima es parte de una proteina bifuncional (RF cinasa/FAD
sintetasa)®®®!, Existen 2 superfamilias de FAD sintetasa en
bacterias y eucariontes, con base en los residuos implicados en
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Figura 8. Ruta de biosintesis de riboflavina, flavin mononucleétido y flavin adenin dinucleétido a partir de GTP. Modificada

de Fisher & Bacher (2005)%.

lareaccion. Enlevaduras existe sélo unaenzima, que se localiza
tanto en el citoplasma como en la mitocondria, mientras que en
humanos y plantas se han localizado 2 isoformas. En humanos
unaesde localizacion mitocondrial y otra citoplasmica, mientras
que en plantas sélo se ha encontrado en el citoplasma?®2.

TRANSPORTE DE RIBOFLAVINA

La riboflavina debe penetrar en las células de los organismos
que presentan auxotrofia a esta vitamina. Aunque se han
aislado y caracterizado los transportadores involucrados en el
transporte de riboflavina de varios organismos es importante
recalcar que los mecanismos implicadosenel flujo de riboflavina
no han sido elucidados.

En los organismos eucariontes posiblemente existe un sistema
especifico para el transporte de la riboflavina y/o sus derivados
a los organelos. Se ha estudiado mas a fondo este fendmeno en
bacterias, hongos y animales pero en arqueas y plantas no hay
informacion disponible.

Recientemente se han clasificado muchas proteinas
transportadoras de riboflavina en bacterias, todas pertenecen
a una clase novedosa de transportadores modulares conocidos
como ECF (Energy-Copupling Factor) que involucra
principalmente a transportadores de vitaminas®. De acuerdo
con la estructura modular propuesta, estos transportadores
consisten de proteinas integrales de membrana que reconocen
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al sustrato de manera especifica y lo translocan con ayuda de
otros maédulos que acoplan el proceso al consumo de energia:
el moédulo A contiene una ATPasa (similar alaque esta presente
en los transportadores de la superfamilia ABC); el médulo T es
una proteina transmembranal cuya funcién no ha sido
elucidaday el médulo S, que es especifico del sustrato. Los
modulos A y T pueden ser compartidos entre diferentes
sistemas de transporte y es el médulo S el que brinda la
especificidad al sistema ECF®.

En bacterias el transporte se ha estudiado en B. subtilis y
Lactococcus lactis ya que E. coli no transporta riboflavina
exdgena ni posee los genes homologos del sistema de transporte
de otras bacterias. En el caso de B. subtilis el transportador
pertenece al sistema ECF y se ha observado que la interrupcion
del gen ecfT, que codifica para la proteina del médulo T,
abate completamente el transporte de riboflavina en este
microorganismo.

Se han identificado varios genes implicados en el transporte
de riboflavina, éstos pertenecen a familias independientes:
la superfamilia de transportadores BART (bilis/arsenito/
riboflavina) que también es modular. Dentro de este tipo de
transportadores existen 3 clases: la que es homologa a ribU de
B. Subtilis, lahomélogaaribM de L. lactisy lahomologaaimpX
de Fusobacterium nucleatum.

El transporte de riboflavina en animales ha sido estudiado en
variostejidos, asi como en vesiculas de membranas, especialmente
de intestino delgado y colon. Los datos bioquimicos que se
tienen sugieren la existencia de 2 mecanismos membranales de
transporte, uno dependiente de energia y el otro de difusion
facilitada cuando las concentraciones de riboflavina son muy
altas. También se ha sugerido la endocitosis mediada por un
receptor y se han encontrado proteinas solubles que unen
riboflavina cuya funcion es la de almacenar riboflavina y
posteriormente, liberan su contenido a la célula por endocitosis.
Particularmente en el caso de lasecrecion deriboflavinaalaleche
materna, se ha identificado al transportador multidrogas
denominado BCRP (Breast Cancer Resistance Protein), éste se
sobreexpresa durante el embarazo y la lactanciay pertenece a la
superfamilia de transportadores ABC. Se ha sugerido que la
secrecion de riboflavina podria usarse como marcador de
resistencia a multiples drogas en canceres malignos.

ENFERMEDADES ASOCIADAS CON DEFICIENCIAS EN
NUCLEOTIDOS DE FLAVINA

La fuente principal de riboflavina son los productos lacteos y
la carne, también los cereales y los pescados grasos, asi como
algunas frutas y los vegetales de color verde oscuro. La
deficiencia en esta vitamina es endémica en poblaciones que
carecen de productos lacteos y carnicos. Esta deficiencia puede
contribuiraun incremento en laconcentracion de homocisteina
en lasangre, lo que se ha asociado a un aumento en el riesgo de

enfermedades cardiovasculares, fallas metabolicas y ceguera
nocturna.

En los animales la deficiencia trae como consecuencia retrasos
en el crecimiento, fallas en el desarrollo y finalmente la muerte.
En humanos cuya dieta es baja en riboflavina se presenta
dermatitis, pérdida del cabello, opacidad de la cornea, cataratas,
hemorragia de las glandulas adrenales y degeneracion del rifién
yelhigado. Este problemaes poco comln en paises desarrollados
pero existen grupos de riesgo como las mujeres embarazadas y
lactando, nifios, atletas y en pacientes que toman ciertos
medicamentos®,

COMENTARIOS FINALES

A pesar del gran avance que se ha hecho en la determinacién de
las rutas de biosintesis de los centros Fe-S, los grupos hemo y
los nucléotidos de flavina (FMN y FAD), la investigacién a
futuro permitira descifrar detalles estructurales, bioquimicos 'y
biolégicos de estas rutas. Estos detalles daran paso al uso del
conocimiento basico generado a partir de la investigacion
fisioldgica y en medicina molecular, asi como a la aplicacion
biotecnolégica.

Parael caso particular de labiosintesis de centros Fe-S se podria
establecer una correlacién entre defectos en esta via y fenotipos
deletereos o enfermedades no caracterizadas previamente. La
resolucién de estructuras tridimensionales de las proteinas de
los sistemas ISC y CIA, en particular de las formas holo de los
andamios Fe-S facilitara elucidar los mecanismos moleculares
para el ensamble de novo de centros Fe-S en células invivo. La
combinatoria de enfoques in vivo e in vitro permitira evaluar
la relevancia fisiolégica de los resultados obtenidos con
proteinas aisladas, asi como esclarecer la especificidad y
requerimientos particulares de cadatipo de andamio. Es posible
que conforme avance la investigacién en este campo se
encuentren proteinas moonlighting, esto es, proteinas con una
funcion dual, no solo dentro de la ruta de biosintesis sino en
procesos celulares independientes aella. Por lo que es claro que
un conocimiento profundo de los mecanismos moleculares de
este proceso es indispensable para el desarrollo futuro de
terapias para el tratamiento de enfermedades asociadas a los
centros Fe-S.

En la biosintesis del grupo hemo, si bien se ha establecido
puntualmente como se lleva a cabo este proceso, hay algunas
piezas faltantes, particularmente en el metabolismo del hierro;
escrucial identificar lamoléculamediadoraentre lamitocondria
y el citosol; determinar si esta molécula esta asociada con un
producto como el hemo o a lamaquinaria ISC y cual es el papel
preciso que lleva a cabo la frataxina en la regulacion. Si bien se
requiere mas investigacion en este campo, es innegable que
todo apuntaa que lamitocondriaes unsitio de intensa actividad
metabolica del hierroy que los requerimientos de hierro en este
organelo podrian dictar la dindmica de éste en toda la célula.
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Existen también preguntas sin resolver en el campo de la
investigacion de la sintesis de flavinas y sus derivados; por
ejemplo, se desconoce la razon por la que una parte de la
riboflavina es secretada al medio. Se ha hipotetizado que
pudiera ser el resultado de una regulaciéon imprecisa; sin
embargo, no puede excluirse que tenga un papel como en la
inmovilizaciéndel hierrooenladefensacontrael estrés oxidativo.
En estudios aplicados de flavinogénesis, la bisqueda se ha
centrado en encontrar inhibidores potentes de la sintesis de
riboflavina para emplearlos contra patégenos infecciosos.

El conocimiento basico y extenso de las rutas de biosintesis de
estos cofactores ha sentado las bases para entender la relacion
que hay entre las deficiencias en estas rutas y algunas
enfermedades, asi como emplear el conocimiento basico parael
desarrollo de estrategias terapéuticas o de aplicaciones
biotecnolégicas.
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