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¢COMPETENCIA O DESLEALTAD?

Recientemente una fuerte controversia surgié entre
dos investigadores en China: Xie Can de la Universi-
dad de Peking y Zhang Sheng-jia de la Universidad
de Tsinghua. El punto de discusidn gira en torno a
la primacia del descubrimiento de una proteina sen-
sible a los campos magnéticos, la cual estaria en la
base fisioldgica que subyace en el comportamiento
de la navegacion de los animales migratorios.

Zhang describe el comportamiento de células
neuronales y musculares en un gusano, al ser so-
metidas a campos magnéticos sugiriendo a esta
proteina sensible al magnetismo como responsable
de tal comportamiento, trabajo que envio para su
publicacién a la revista Science Bulletin. La contro-
versia surge porque, en version de Xie, el descubrio
esta proteina y mandd publicar su hallazgo a la
revista Nature Matherials, en la cual el articulo esta
en revision; Xie asegura que de comun acuerdo
con Zhang, éste retendria su trabajo hasta que el
trabajo de Xie fuera publicado. Sin embargo, Zhang
se adelanté rompiendo el acuerdo.

Esta controversia y la disputa escalé hasta ser
de interés para las autoridades de la Universidad
de Tsinghua, las cuales formaron una comisién que
analizo los alegatos y evidencias de ambas partes.
Como resultado de este analisis, la Universidad de
Tsinghua decidio despedir a Zhang, dando eviden-
temente la razén a Xie.

Zhang recibié un correo electrdonico donde se le
notificd su despido sin que, en opinidon de Zhang,
se diera explicacion o razén alguna y sin que nadie
de las autoridades o del aparato administrativo de
la Universidad tomara la responsabilidad de esta
decisioén; por lo cual él ha decidido impugnar la
resolucién, con una demanda laboral.

Por otra parte, Xie esta pidiendo retraccion del
articulo de Zhang a Science Bulletin, a lo cual Rui
An, director editor, responde que no puede proce-
der a una nota de retractacion hasta que la revis-
ta no tenga un comunicado oficial de parte de la
Universidad Tsinghua, y acorde con las guias de la
COPE (Committee on Publication Ethics), se cum-

plan los supuestos en los que se puedan basar para
realizar dicha retractaciéon (Nature doi:10.1038/
nature.2015.18719).

Esta es una historia mas de varias que recien-
temente han relucido a la luz puablica en donde, los
conceptos comunes éticos no son realmente con-
senso en las diversas comunidades cientificas; los
supuestos acuerdos que se tejieron entre los dos
investigadores, sin que mediara la formalizacion
adecuada, parece ser la punta del iceberg, ya que
igualmente sorprendente es que la propia Univer-
sidad, que despide al investigador, tampoco cuide
el respeto de derechos generales como la adecuada
motivacién y fundamentacion de las acciones eje-
cutivas, asi como el derecho de audiencia por parte
de él o los involucrados, que seran afectados por
una decision tan drastica, que se convierte en juicio
de valor, decision legal y laboral y la exhibicion al
mundo cientifico de acciones faltas de ética de los
afectados por la decision.

Sirva este ejemplo para que el lector se pregunte
y todos reflexionemos, en el ambito de su esfera de
trabajo, si las estructuras académicas de nuestro
ambito, pueden soportar o se estan armando de las
herramientas necesarias para asegurar un compor-
tamiento ético individual y colectivo adecuado a las
necesidades actuales; la competencia, los medios
electrénicos, la comunicacion instantédnea y la glo-
balizacion del conocimiento se convierten en armas
de doble filo.

Rafael Camacho Carranza

Departamento de Medicina Gendmica y
Toxicologia Ambiental.

Instituto de Investigaciones Biomédicas. UNAM
rcamacho@biomedicas.unam.mx

José Victor Calderdn Salinas

Departamento de Bioquimica.

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados.
Instituto Politécnico Nacional.

Editor en Jefe

jcalder@cinvestav.mx
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RESUMEN

Durante los ultimos afios se han identificado genes de hemoglobina (hb) en
organismos que pertenecen a los tres dominios de la vida. Estos genes se clasifican
en las familias M, S y T. La familia M incluye a las flavohemoglobinas (fHbs) y a
las Hbs de un solo dominio (SDgbs), la familia S incluye a los sensores acoplados
a globinas (GCSs), a las protoglobinas (Pgbs) y a las globinas sensoras de un solo
dominio (SSDgbs), y la familia T incluye a las Hbs truncadas (Hbts). En el dominio
Eubacteria se han detectado todos los tipos de Hbs que se conocen (fHbs, SDgbs,
GCSs, SSDgbs, Pgbs y Hbts), sin embargo, en el dominio Archaea solamente se
han detectado GCSs, Pgbs, SSDgbs y Hbts. En esta revision se describen aspectos
generales sobre los avances recientes en el estudio de las Hbs bacterianas desde
una perspectiva evolutiva, estructural y funcional.

ABSTRACT

During the last years hemoglobin (hb) genes have been detected in organisms from
the three domains of life. These genes are classified into the M, S and T Hb families.
The M Hbs include flavohemoglobins (fHbs) and single-domain Hbs (SDgbs), the S
Hbs include globin-coupled sensors (GCSs), protoglobins (Pgbs) and sensor single
domain Hbs (SSDgbs), and the T Hbs include truncated Hbs (tHbs). The fHbs, SDgbs,
GCSs, SSDgbs, Pgbs and tHbs have been detected in Eubacteria, however only the
GCSs, Pgbs, SSDgbs and tHbs have been detected in Archaea. In this review we
describe general aspects on the recent advances on the study of bacterial Hbs from

PALABRAS
CLAVE:
Archaea,
estructura,
Eubacteria,
evolucion,
funcion.

KEY WORDS:
Archaea,
Eubacteria,
evolution,
function,
structure.

an evolutionary, structural and functional perspective.

GENERALIDADES SOBRE LAS HEMOGLOBINAS

Probablemente la hemoglobina (Hb) es la proteina
mas estudiada desde los puntos de vista molecu-
lar, estructural, funcional y evolutivo. Esta proteina
confiere el color rojo a la sangre de los mamiferos,
en donde funciona al transportar el O, desde los
pulmones hasta los tejidos para la respiracion ae-
robia de las células. Durante las ultimas décadas
la secuenciacion de numerosos genomas ha per-
mitido identificar genes de hb en organismos que
pertenecen a los tres dominios de la vida, es decir,
en Archaea, Eubacteria y Eukarya. Aunque existen
variaciones en la secuencia de aminoacidos y en
el grado de multimerizacion, la estructura terciaria
de las Hbs se ha conservado a lo largo de la evo-

*Recibido: 7 de agosto de 2015

lucion, desde las bacterias hasta los vertebrados.
Esta estructura se conoce como el plegamiento del
tipo globina, la cual consiste de 6 a 8 hélices a (las
cuales se designan con las letras A a la H) que for-
man una regién hidrofébica en donde se localiza el
grupo prostético hemo. A su vez, el hemo contiene
a un atomo de Fe, el cual estd coordinado por los
cuatro grupos pirrol del hemo y por la His proximal
del polipéptido. Como resultado, la sexta posicion
del Fe queda libre, lo que le permite unir ligandos
gaseosos, tales como el O, y el éxido nitrico (NO).
Ademas del transporte de O,, las Hbs muestran
una gran variedad de funciones ya que intervienen
en reacciones de oxigenacion, proteccidon contra
sulfuros, regulacién de la expresion genética y el
metabolismo celular, y en la inactivacion del NO (1).

Aceptado: 17 de septiembre de 2015
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Plegamiento globina deltipo 2/2

Figura 1. Disposicion de las hélices o. en la estructura terciaria de la Hb de Vitreoscilla (A) y la Hbt de Chlamydomonas
eugametos (B) (Brookhaven ProteinDataBase ID 3TM9 y 1DLY, respectivamente). Las hélices se indican con las

letras A a la H.

Se han identificado tres familias de Hbs: las
familias M, S y T (2). La familia M incluye a las
flavohemoglobinas (fHbs) y a las Hbs de un solo
dominio (SDgbs), las cuales se han detectado en
eucariontes y bacterias. La familia S incluye a
los sensores acoplados a globinas (GCSs) y a las
protoglobinas (Pgbs), los cuales se han detectado
en bacterias, y a las globinas sensoras de un solo
dominio (SSDgbs), las cuales se han detectado en
procariontes y en eucariontes que pertenecen al
reino Fungi. Estas familias presentan el plegamiento
globina del tipo 3/3, en donde las hélices A, Ey F
se sobreponen a las hélices B, G y H (Fig. 1A). La
familia T incluye a las Hbs truncadas (Hbts), las
cuales se han detectado en bacterias, eucariontes
unicelulares y plantas. Con base en la identidad
en las secuencias de aminoacidos, las Hbts se
dividen en las clases 1, 2 y 3. Las Hbts presentan
un plegamiento globina del tipo 2/2, en donde las
hélices B y E se sobreponen a las hélices G y H (Fig.
1B).

EL ORIGEN DE LAS HEMOGLOBINAS EN LAS
BACTERIAS

El origen de la vida en la Tierra se estima en un tiem-
po anterior a los 4,100 millones de afios. Se cree que
la diversificacion de la vida en tres dominios ocurrio
a partir de un ancestro universal comun (AUC), que

mas que un sdlo organismo correspondidé a una co-
munidad de microorganismos que compartian genes
entre si. El tiempo de divergencia que dio lugar a los
dominios Archaea y Eubacteria a partir del AUC se
estima entre hace 4,100 y 3,900 millones de afios.
Es probable que el ancestro de las Hbs surgiera en
las poblaciones del AUC como una adaptacion a los
cambios ambientales. Se cree que hace aproxima-
damente 3,500 millones de afos la atmédsfera de
la Tierra era predominantemente andxica, aunque
existian regiones en donde la concentracion de O,
era elevada. En esas regiones la presencia de Hbs
quizas permitié controlar la concentracion de O,
en las células ya que el O, es letal para los seres
vivientes (3).

Con base en el andlisis de identidad entre las
secuencias de aminoacidos de las Hbs de bacterias,
se propuso que el ancestro comun de las Hbs era
similar a las SDgbs que existen en la actualidad y
que presentaban un plegamiento globina del tipo
3/3 (3). Sin embargo, Nakajima et al. (4), mediante
el analisis del plegamiento de las SDgbs de plantas,
encontraron que el médulo E/H de estas proteinas,
el cual esta formado por las hélices E a la H, pre-
senta una similitud estructural elevada con el ple-
gamiento globina del tipo 2/2 de las Hbts. Por esta
razén, Nakajima et al. propusieron que el médulo
E/H corresponde a la estructura terciaria ancestral,
la cual evolucioné para dar lugar al plegamiento
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globina del tipo 3/3 de las Hbs actuales mediante
la adicidon posterior del médulo que esta formado
por las hélices A a la C.

Se cree que el origen de las Hbs ocurrié en el
ancestro de las eubacterias debido a que las tres fa-
milias de Hbs (M, S y T) solamente se han detectado
en el dominio Eubacteria. Ademas, se ha propuesto
que la fusion de genes hb ancestrales con genes que
codifican para los dominios FAD/NAD(P)* reductasa
y transductor de sefiales, la cual dio lugar a las fHbs
y a los GCS, respectivamente (ver la seccion Gene-
ralidades sobre la estructura de las hemoglobinas de
las bacterias), ocurrio después del surgimiento del
dominio Eubacteria (2). Con base en el analisis de
las secuencias de aminoacidos de las Hbs de bacte-
rias, se propuso que las Hbts evolucionaron a partir
de una Hb con plegamiento del tipo 3/3, la cual era
similar a las Hbts de clase 1, y que a partir de ella
surgieron las Hbts de clase 2 y, posteriormente, las
Hbts de clase 3. Se cree que las Hbs actuales que
estan presentes en Eukarya son el resultado de una
0 mas transferencias génicas horizontales a partir de
organismos que pertenecian al dominio Eubacteria,
las cuales ocurrieron concomitantemente al origen
de las mitocondrias y los cloroplastos (hace 2,300
a 1,800 millones de afos y 1,600 a 1,500 millones
de afios, respectivamente) (Fig. 2) (3).

GENERALIDADES SOBRE LA ESTRUCTURA DE
LAS HEMOGLOBINAS DE LAS BACTERIAS

La estructura terciaria de las Hbs de las bacterias
consiste en el plegamiento globina del tipo 3/3 0 2/2
(ver la seccién Generalidades sobre las hemoglo-
binas) (Fig. 1). El plegamiento globina del tipo 3/3
es caracteristico de la estructura terciaria de las
SDgbs, SSDgbs, Pgbs y el dominio globina de las

3 Fanerozoico

I Hadeico

Gesto Borroto R, Arredondo Peter R

Figura 2. Eventos principales
que ocurrieron durante la
evolucién de las Hbs en los tres
dominios de la vida. Las “"Xs”
indican la existencia de Hbs

en los grupos de organismos.
Las flechas horizontales
muestran los eventos que
originaron a las mitocondrias
(Mit) y los cloroplastos (Cpl).
Abreviaturas: Emb: Embriofitas;
Ani: Animales; Fun: Fungi;

Cia: Cianobacterias; o-Prb:
a-Proteobacteria; Obac: otras
bacterias; Cre: Crenarchaeota;
Eur: Euryarchaeota. Figura
modificada de Vinogradov et al.
(2) y Vinogradov et al. (3).

Eones

Proterozoico

fHbs y los GCSs. En cambio, las Hbts presentan un
plegamiento globina del tipo 2/2.

La estructura terciaria de las fHbs consiste de un
dominio N-terminal del tipo globina y un dominio
con actividad de oxidorreductasa que se localiza en
el extremo C-terminal (Fig. 3). El dominio globina
de las fHbs se caracteriza por presentar la hélice H
de mayor longitud al compararla con la hélice H de
otras Hbs de bacterias. El dominio con actividad de
oxidorreductasa contiene sitios de unidn para los
cofactores FAD y NAD(P)*. Este dominio se divide
en dos subdominios: el subdominio que une al FAD,
el cual esta formado por 6 laminas B antiparalelas,
y el subdominio que une al NAD(P)*, el cual esta
formado por 6 laminas B paralelas flanqueadas por
dos hélices o por un lado y por una hélice a por el
otro lado (Fig. 3) (5).

La estructura terciaria de las SDgbs corresponde
a la estructura canonica de las Hbs con el plega-
miento globina del tipo 3/3 (Fig. 1A). La SDgb de la
bacteria ferruginosa Vitreoscilla fue la primera Hb
de bacterias en ser cristalizada. Esta Hb se sinteti-
za cuando Vitreoscilla, que es una bacteria aerobia
estricta, crece bajo condiciones de hipoxia (6).

La estructura terciaria de los GCSs consiste de
un dominio sensor (que corresponde a un domi-
nio del tipo globina) que se localiza en el extremo
N-terminal, al cual se une el O, (y otros ligandos
gaseosos, como el NO), y un dominio transductor
de sefiales que se localiza en el extremo C-terminal,
el cual es similar a los transductores aerotdcticos
de Escherichia coli. Los primeros GCSs que se ca-
racterizaron fueron los transductores aerotacticos
de Halobacterium salinarum vy Bacillus subtilis (7).
Hasta el momento solo se conoce la estructura cris-
talografica del dominio globina de los GCSs de B.
subtillis (Brookhaven ProteinDataBase ID 10R4) y
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Geobacter sulfurreducens (Brookhaven ProteinDa-
taBaselID 2W31). El dominio transductor de sefiales
no se ha logrado cristalizar por lo que se desconoce
su estructura terciaria.

La estructura de la Pgb de Methanosarcina ace-
tivorans (Brookhaven ProteinDataBase ID 2VEB)
es la Unica estructura cristalografica de Pgbs que
se conoce. La estructura terciaria de esta proteina
consiste en el plegamiento globina del tipo 3/3, el
cual esta precedido por una pre-hélice A.

Las Hbts deben su nombre a que la longitud de
las primeras Hbts que se describieron era aproxi-
madamente 20 a 40 aminoacidos menor que la
longitud de las SDgbs. Se ha dilucidado la estruc-
tura cristalografica de varias Hbts de bacterias.
Por ejemplo, se conoce la estructura terciaria de
la Hbt de clase 1 de Mycobacterium tuberculosis
(Brookhaven ProteinDataBase ID 1556), la Hbt de
clase 2 de Agrobaterium tumefaciens (Brookhaven
ProteinDataBase ID 2XYK) y la Hbt de clase 3 de
Campylobacter jejuni (Brookhaven ProteinDataBase
ID 21G3). En la estructura terciaria de las Hbts de
bacterias la hélice A esta practicamente ausente,
y la regién CD-D esta reducida a alrededor de tres
aminoacidos. Ademas, la mayor parte de la hélice
F de las Hbts esta sustituida por un segmento en
conformacién extendida, seguido por la hélice F
que consiste de una sola vuelta (8). En las Hbts de
bacterias la migracion de ligandos desde el solvente
hasta el sitio distal del empaque hemo aparente-
mente ocurre a través de tuneles: el tunel LT (por

Dominio Flavina

-

b

" &
N
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Figura 3. Estructura terciaria
de la fHb de Cupriavidus
necator (Brookhaven
ProteinDataBase ID 1CQX).

El dominio globina y los
subdominios que unen FAD

y NAD(P)* se muestran en
color azul, verde claro y verde
oscuro, respectivamente.

El grupo hemo y el FAD se
muestran en color rojo y
amarillo, respectivamente. Las
hélices en el dominio globina
se indican con las letras A a

la H.

une NAD(P)+

sus siglas en Inglés “Long Tunnel”), que se localiza
entre las hélices By E, el tinel STG8 (por sus siglas
en Inglés “Short Tunnel”), que se localiza entre los
aminoacidos que se ubican en la posicion G8 y H11
de las hélices G y H, respectivamente, y el tinel que
se conoce como puerta E7 (Fig. 4). El analisis por
mutagénesis dirigida sugiere que la migracion de
ligandos en el interior de estos tuneles esta regulada
por la arquitectura interna de cada tunel (9).

LA DISTRIBUCION Y FUNCION DE LAS HEMO-
GLOBINAS EN LAS BACTERIAS

En las bacterias se han detectado fHbs, SDgbs,
GCSs, SSDgbs, Pgbs y Hbts. Al analizar 2,415 geno-
mas de bacterias Vinogradov et al. (10) mostraron
que la distribucién de las Hbs en estos genomas
no es uniforme. En el dominio Archaea solamente
detectaron GCSs, Pgbs, SSDgbs y Hbts de clase 1
en 32 de los 140 genomas que analizaron. En cam-
bio, en el dominio Eubacteria detectaron todos los
tipos de Hbs que se han descrito hasta el momento,
aunque solamente detectaron Hbs en 1,185 de los
2,275 genomas que analizaron. Entre los grupos del
dominio Eubacteria que contienen la mayor cantidad
de Hbs se encuentran las a- y B-proteobacterias, en
las cuales se detectaron Hbs en 183 de 256 y 121
de 144 genomas, respectivamente (10).

La funcidn aparente de las fHbs consiste en inac-
tivar el NO mediante la actividad de NO dioxigenasa.
Esta actividad se lleva a cabo mediante un ciclo en
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Puerta
E7

Figura 4. Tuneles propuestos para el acceso de ligandos
gaseosos al Fe del hemo de las Hbts bacterianas. Los
tuneles LT, STG8 y Puerta E7 se indican con flechas. El
hemo se muestra con color gris. Figura modificada de
Boron et al. (9).

el que la fHb ferrosa oxigenada (fHb**O,) reacciona
con el NO para producir NO,"y fHb en la forma férri-
ca (fHb3*). Posteriormente, fHb3* es reducida a fHb?*
por la transferencia de 2 electrones del NAD(P)H al
FAD vy la subsecuente transferencia de 1 electrén
del FAD al Fe3* del hemo. Este proceso regenera a
la fHb?*, la cual es capaz de unir nuevamente NO
después de oxigenarse. El NO es una molécula que
modula numerosos aspectos en la fisiologia de los
seres vivos, incluyendo a los mecanismos de de-
fensa en respuesta al ataque por microorganismos
patogenos. El NO es téxico para las bacterias paté-
genas, sin embargo, en estas bacterias la sintesis
de fHbs que inactivan el NO contrarresta los meca-
nismos de defensa de las células infectadas (11).

La funcidén aparente de las SDgbs es facilitar la
difusion del O, hasta las oxidasas terminales que se
localizan en la membrana de las bacterias. Igual-
mente, se ha propuesto que la SDgb de Vitreoscilla
(VitSDgb) podria funcionar al regular la expresion
genética ya que la expresién del gen vitsdgb en E.
coli afecta los niveles de proteinas de diferentes vias
metabdlicas (12).

Una de las funciones probables de los GCSs es
actuar como transductores aerotacticos al mediar
respuestas aerofilicas y aerofébicas en B. subtilis
y H. salinarum, respectivamente (7). Ademas, se
ha demostrado que los GCSs de E. coli y Bordetella
pertussis poseen actividad diguanilatociclasa e

Gesto Borroto R, Arredondo Peter R

intervienen en la sintesis del diGMP ciclico (diGMPc)
(13). En las bacterias el diGMPc es un segundo
mensajero que esta involucrado en la movilidad,
virulencia, desarrollo, comunicacién célula-célula
y formacion de biofilmes. Por lo tanto, es posible
que en las bacterias los GCSs funcionen al regular
procesos metabdlicos que son activados por el
diGMPc.

Se conoce poco acerca de la funcion de las Pgbs
y SSdgbs. No obstante, recientemente se demos-
tro que la Pgb?* de M. acetivorans posee actividad
de nitrito reductasa al reducir NO,"a NO. Ademas,
cuando esta Pgb se encuentra en la forma férrica
(Pgb3+) interviene en la isomerizacion del peroxini-
trito a NO,™ (14). Estos resultados sugieren que las
Pgbs intervienen en la biosintesis y eliminacién de
las especies reactivas del N, y O,.

Las Hbts muestran una variedad amplia de
funciones. Por ejemplo, las Hbts de clase 1 de M.
bovis (15) y M. tuberculosis (16) inactivan el NO al
funcionar como NO dioxigenasa mediante un meca-
nismo similar al descrito para las fHbs (ver arriba).
Mediante andlisis de cinética de estado estacionario
en presencia de H,0, se demostré que la Hbt de
clase 2 de M. tuberculosis posee actividad peroxi-
dasa (17), lo cual sugiere que esta proteina actua
en reacciones redox. Por su parte, la Hbt de clase
1 de la cianobacteria Nostoc posee constantes de
asociacion y disociacion elevados hacia el O,, lo que
sugiere que esta proteina interviene en el transporte
del O, (18).

CONCLUSIONES

El andlisis reciente de las Hbs de las bacterias sugie-
re que las Hbs son proteinas que surgieron durante
las etapas tempranas del origen de las primeras
células, hace aproximadamente 4,100 a 3,900 mi-
llones de afios. Al parecer, las Hbs ancestrales se
diversificaron concomitantemente con la diversifi-
cacion de las bacterias primigenias. Los resultados
de este proceso consistieron en: (i) el surgimiento
de dos linajes estructurales altamente conservados
que corresponden al plegamiento globina de los
tipos 2/2 y 3/3, (ii) la diversificacion de las Hbs
ancestrales en fHbs, SDgbs, GCSs, SSDgbs, Pgbs
y Hbts, y (iii) la diversificacién funcional de las Hbs
en el metabolismo de las bacterias actuales, la cual
incluye, entre otras funciones, transportar el O,
modular los niveles de NO y las especies reactivas
del O,, regular la expresiéon genética y sintetizar
mensajeros secundarios.
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PALABRAS

La calreticulina es una proteina multifuncional que se identificéd y caracterizé inicial-
mente en el reticulo endoplasmico, y que posteriormente se identificé en otros com-
partimientos subcelulares, en donde regula diferentes procesos. Interesantemente,
esta proteina es la Unica chaperona que se ha identificado en la superficie celular y
que es secretada al torrente sanguineo. La localizacién de la regién amino terminal
de la calreticulina, en el suero sanguineo, forma parte de la firma de anticuerpos aso-
ciados con la deteccién del cancer hepatico y sugiere su utilizacién para la deteccidon
y/o diagnéstico de otros tipos de cancer. Asimismo, estudios recientes demostraron
que la calreticulina interacciona con la region 3 -UTR de los RNAs mensajeros del
receptor tipo I de la angiotensina y del transportador de glucosa 1 para regular sus
niveles de expresion.

ABSTRACT

Calreticulin is a multifunctional protein that was initially identified and characterized in
the endoplasmic reticulum, and further identified in different subcellular compartments
to regulate a variety of cellular processes. Interestingly, this protein is the only
chaperone that has been identified in the cell surface and which is secreted to the
extracellular space. Since the amino-terminal region of the calreticulin is part of the
antibodies signature to detect the hepatocellular carcinoma, it could also be useful for
the detection and/or diagnosis of other types of cancer. Besides, recent studies showed
that calreticulin interacted with the 3 "-UTR regions of the Angiotensin Receptor Type
I and glucose Transporter 1 messenger RNAs to regulate their expression levels.

CLAVE:
Calreticulina,
expresion
proteica,
localizacion
subcelular,
interactoma.

KEY WORDS:
Calreticulin,
protein
expression,
subcellular
localization,
interactome.

INTRODUCCION

La calreticulina (CRT) es una proteina chaperona
(46 kDa) que consiste de tres dominios estruc-
turales y funcionales (1). El dominio P -rico en
residuos de prolina- tiene solamente un sitio de
union a calcio (Ca?*) de alta afinidad (Kp= 1.6uM;
Buax= 1mol/mol de proteina), mientras que el do-
minio carboxilo terminal (C-Terminal) tiene baja
afinidad (Kp=0.03-2 mM) y una alta capacidad?

*Recibido: 29 de julio de 2015 Aceptado: 27 de octubre de 2015

(Bmax= 20-50mol/mol de proteina) para la unién
de este cation (2). El dominio amino terminal (N-
terminal) contiene una secuencia sefial que dirige
a la CRT hacia el reticulo endoplasmico (RE) y el
C-terminal una secuencia KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)
de retencién en este compartimiento subcelular
(Fig. 1). En el lumen del RE, la CRT, junto con
otras chaperonas, participa en el plegamiento
correcto de las proteinas (por medio de su sitio
con actividad de lectina) y previene la agregacion

3Buwax. NUmero maximo de sitios de union.
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Figura 1. Dominios estructurales y funcionales de la calreticulina. La calreticulina posee sitios de unién a
Ca?* de baja y alta afinidad, asi como una regiéon que presenta repetidos de prolina (dominio P). En las regiones
N y C terminales se localizan secuencia de localizacion y retencion en el reticulo endoplasmico, respectivamente.

Tomada y modificada de Michalak et al. 2009.

proteica. Asimismo, la CRT identifica y dirige las
proteinas mal plegadas hacia el proteosoma para
su degradacion. Otra funcidn de la CRT en el RE es
el control de la concentracidon de Ca2* luminal, en
donde el 50% de la concentracion de este catidon se
asocia a esta proteina (3). Se ha observado que un
incremento en los niveles de expresién proteicos
se traduce en un mayor almacenamiento de Ca?*
en el RE (4-5), mientras que una disminucién en
su expresion resulta en una menor capacidad de
almacenamiento de este cation (3) y en defectos
durante el desarrollo del corazén del ratéon (6-7).
Ademas de su localizacion en el RE, la CRT se en-
cuentra en diferentes compartimientos subcelulares
(Fig. 2) para regular procesos celulares como son
el procesamiento y presentacion de antigenos en la
respuesta inmune (8), la fagocitosis de las células
cancerosas por medio de las células dendriticas
(9), la fagocitosis de las células apoptéticas (10),
asi como la adhesién, migracion y proliferacién
celular (11-12). También, la CRT participa en la
regulacion de la migracién celular, al regular el
desensamble de las adhesiones focales (13), y
en la anoikis, la cual es un tipo de muerte celular
gue se caracteriza por la pérdida de la adhesién
celular (14). Debido a la participacién de la CRT
en la regulacién de diferentes procesos celulares,

esta proteina “clasica del RE” estd emergiendo
como un mediador critico de diversos procesos
fisioldgicos y patoldgicos tales como la cicatriza-
cién cutanea, la respuesta inmune, la fibrosis y
el cancer (13-16).

LOCALIZACION DE LA CRT EN LA MATRIZ
EXTRACELULAR

Estudios iniciales demostraron que la CRT se lo-
caliza en la matriz extracelular (MEx) de la pre-
dentina dental (15) y que existe un incremento
en la expresion de ésta en tejidos fibrosos (16).
De acuerdo a esto, se sugiere que la CRT participa
en la formacion de la MEx y en la resistencia a la
anoikis, ya que estos procesos son caracteristicos
durante la fibrogénesis.

En un modelo de arteroesclerosis, la CRT se
localizé en la MEx de las arterias del conejo du-
rante la remodelacion vascular. Ademas, diferentes
lineas de evidencia indican que la CRT se localiza
en la fase insoluble a detergentes de la MEx de
fibroblastos humanos en cultivo, y que ésta se
transloca hacia la MEx en respuesta al tratamiento
con acido ascérbico. Dadas las interacciones que
la CRT establece con colagenos fibrilares, con la
laminina y con la TSP1 (Trombospondina 1), asi
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Figura 2. La calreticulina se localiza en distintos
compartimientos subcelulares. La CRT se caracterizo
inicialmente como una proteina residente exclusivamente
del reticulo endoplasmico (RE); sin embargo, estudios
posteriores demostraron su presencia en el citoplasma,
en la membrana celular y en la matriz extracelular.
Segun la regién en la que se localice la CRT, va a ser la
funciéon que desempefa en un sistema.

como por su capacidad de modular la actividad
de metaloproteinasas en la MEx, es factible que
la CRT module la estructura y/o el intercambio de
componentes en la MEx o bien, que esta proteina
funcione como un "“link” molecular entre la MEx y la
superficie celular. Por lo tanto, se ha propuesto que
en condiciones aberrantes, en las que la CRT ya no
se incorpora a la MEx, la induccion de su secrecion
y su posterior interaccion con componentes de la
MEx podria restablecer los mecanismos molecula-
res alterados del sistema (17). En efecto, como se
describe posteriormente, la aplicacion ectépica de
la CRT es determinante para la activacién de la via
mediada por la PI3K (Fosfatidilinositol 3-Cinasa)
en respuesta a TSP1 (13).

PARTICIPACION DE LA CRT EN LA ADHESION
CELULAR

Uno de los primeros indicios de que la CRT regula
la adhesion celular, surgio de un trabajo en el que
se demostro que la unién de la CRT citoplasmica a
la secuencia de aminoacidos KxGFFFKR* (Lys-x-Gly-
Phe-Phe-Phe-Lys-Arg), de la regidn intracelular de
las integrinas, estabiliza la union de las integrinas

con su ligando y activa a FAK (Proteina Cinasa de
Adhesion Focal) (18). Asimismo, se observd que la
CRT co-inmunoprecipita con integrinas durante la
adhesion celular (18) y que se encuentra en com-
plejos de adhesion focal junto con ciertas integrinas
y LRP1 (Proteina 1 relacionada con el Receptor de
Lipoproteinas de Baja Densidad) (19). Ademas de
interaccionar a nivel citoplasmico con las integrinas,
la CRT - localizada en la superficie celular- se une a
dominios extracelulares de la integrina o231 (20) y
a formas glicosiladas de la laminina para mediar la
propagacion de células de melanoma. Esto apoya la
idea de que la CRT puede estar funcionando como
un tipo de lectina en la adhesion celular (21).

CRT Y MIGRACION CELULAR

La participacion de la CRT en la migracidn celular
esta directamente relacionada con la formacion y
desensamble de las adhesiones focales, al esta-
bilizar a las integrinas y de esta forma a la MEx.
La expresion de la CRT en la superficie de las
células endoteliales de la aorta del bovino y de
los fibroblastos, facilita su interaccidn con la TSP1
soluble y de esta forma regula el desensamble de
las adhesiones focales y la migracién celular. La
interaccion de la CRT con la TSP1, por medio de
los aminoacidos 19-36 de su regiéon N-terminal,
induce el acoplamiento del complejo CRT-TSP1 con
el receptor LRP1 (22). La formacion de este ma-
crocomplejo (CRT-TSP1eLRP1) induce la activacion
de receptores acoplados a proteinas Gai, los cuales
inhiben la produccién del segundo mensajero ade-
nosin monofosfato cilico (AMPc), y activan la via
mediada por la PI3K, FAK y ERK (Proteinas Cinasas
Reguladas por Sefales Extracelulares). Esto resulta
en la disminucién de la actividad de proteinas G
pequefias, de la familia Rho, lo que conlleva a la
reorganizacion del citoesqueleto y a la pérdida de
las adhesiones focales (13) (Fig. 3). En fibroblastos
de ratones que no expresan la CRT, se observé que
la activacidon de la TSP1 no tiene efecto sobre la
activacién de la via PI3K-FAK-ERK; sin embargo, la
aplicacién exdgena de la CRT es suficiente para
inducir la activacion de esta via (13). Por lo tanto,
la expresion de la CRT en la superficie celular es
determinante en la regulacion de las adhesiones
focales por medio de la via TSP1ePI3K-FAK-ERK.

CANCER Y LA RESPUESTA INMUNE

En un estudio realizado por Tufi y col. (23), se
demostrd que el proceso de destruccion de las
células cancerosas, mediado por el sistema inmu-

4Secuencia KxGFFFKR. Motivo proteico altamente conservado en el dominio citoplasmico de las subunidad alfa de

las integrinas.
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Pérdida de Adhesiones
Faocales

Remodelacion del
Citoesqueleto

ESPACIO EXTRACELULAR

Figura 3. La localizacion de la CRT en la superficie celular induce la pérdida de las adhesiones focales
de los fibroblastos. Cuando la CRT se localiza en la superficie celular, ésta se une al factor TSP1 soluble e
interacciona con el receptor LRP1, lo cual induce la activacion de la via mediada por la PI3K. La activacion de la PI3K
disminuye la actividad de proteinas G pequefas (Rho) y esto remodela el citoesqueleto para que se desensamblen

las adhesiones focales.

ne, es dependiente de la localizacién de la CRT
en la superficie celular. La aplicacion de antra-
ciclinas, asi como de inhibidores especificos de
la PP1 (proteina fosfatasa 1)/ PPR1 (Subunidad
Reguladora 1A (Inhibidora) de la Fosfatasa 1)-
involucrada en la desfosforilacion de la proteina
elF2a (Proteina Hiperfosforilada durante el estrés
del RE) -, induce la translocacion (en minutos) de
la CRT a la superficie de células pre-apoptoticas
y la remocion de éstas por las células dendriticas
y linfocitos T primarios especificos para antige-
nos tumorales (24). La translocacion de la CRT
a la superficie celular, por antraciclinas, ocurre
en respuesta a una disminucion de Ca?* en el RE
y es seguida por la expresion y liberacién de las
proteinas de choque térmico Hsp90 (Proteina de

Choque Térmico, 90 kDa) y Hsp70 (Proteina de
Choque Térmico, 70 kDa), asi como por la liberacion
de la proteina HMGBI (Proteina de Alta Movilidad
del Grupo I) que actla sobre el TLR4 (Receptor
4 parecido a Toll) en las células dendriticas (9).
La interaccion de la proteina HMGBI con el TLR4
induce el procesamiento y la presentacion de
antigenos tumorales por las células dendriticas,
lo cual facilita la activacidon de las células T y la
generacion de células T citotéxicas (CD8+), las
cuales actian en contra de las células neopla-
sicas (Fig. 4A). De forma similar, Gardai y cols.
sugieren que la CRT, en la superficie celular de
las células apoptoticas, es un ligando del receptor
LRP1 y junto con la fosfatidilserina (PS), inactiva
a la Molécula CD47 (CD47), lo cual resulta en la
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Antraciclina

PFP1

/

o O°g

| Induccién de la fagocitosis
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r- Sefial de inhibicion de la fagocitosis bloqueada

.

Macroéfago

CELULA APOPTOTICA

Figura 4. Sinapsis fagocitica entre una célula apoptética y un macrofago. A) La inhibicion de la fosfatasa
1(PP1) por antraciclinas inhibe la desfosforilacion del Factor 2 de Iniciacion Eucarionte (EIF2a), lo cual induce la
disminucién la concentracion de Ca?* en el lumen del RE, y la translocacion de la CRT hacia la superficie celular. De
igual manera, se liberan las proteinas de choque térmico de 90 (HSP90) y 70kDa (HSP70), y de la Proteina de alta
Movilidad del Grupo I (HMGBI) que actta sobre el Receptor 4 Parecido a Toll (TLR4). B) La translocacion de la CRT
y de la fosfatidilserina (PS) hacia la superficie celular de las células apoptdticas facilita su interaccion con el receptor
LRP1/CD91 que es expresado en los macrofagos. Este reconocimiento proteico inhibe a CD47 y en consecuencia, la
activacion del receptor fagocitico SHPS1 (Proteina Alfa Reguladora de la Sefal), el cual induce vias de sefializacion
relacionadas con la inhibicion de la fagocitosis. En la superficie celular, la PS puede interaccionar con varios receptores
fagociticos, como la Integrina Alfa V (ITAV). CD14 funciona como un factor de inmovilizacion que reconoce a las
ACAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Células Apoptdticas). Tomado y modificado de Gregory y Brown, 2005.
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inactivacion de vias de sefializacion —mediadas por
SHPS1- que inhiben la fagocitosis (Fig. 4B). Las
células que no expresan a la CRT en la superficie
celular no se fagocitan por las células dendriticas;
sin embargo, la aplicacion exdgena de la CRT
restablece la fagocitosis de las células tumorales.
Interesantemente, el tratamiento con antracicli-
nas de pacientes con leucemia mieloide aguda,
produjo un incremento en la expresion de la CRT
en células cancerosas circundantes, sugiriendo
gue la exposicidon de la CRT en la superficie de las
células neoplasicas podria promover una respuesta
positiva en la terapia contra el cancer (25).

La presencia de la region N-terminal de la CRT
(ecto CRT) en el suero sanguineo, forma parte de
la firma de los auto-anticuerpos que permiten la
deteccidon del cancer hepatico y se ha propuesto
gue esta region N-terminal es la responsable de Ia
induccion de la reactividad inmune contra los an-
tigenos tumorales. Por el contrario, se sabe que la
CRT y las proteinas Hsp90 y Hsp70 tienen actividad
anti-apoptotica, lo cual indica que estas proteinas
podrian promover también la sobrevivencia de las
células cancerosas. De hecho, la geldanomicina,
inhibidor andlogo de la proteina Hsp90, se utiliza
en la clinica (fase I y II) para el tratamiento de
diversos tipos de cancer (26).

Ademas de los mecanismos mencionados, la
CRT ejerce otro tipo de efectos sobre la respuesta
inmune. Para facilitar la respuesta inmune de las
células T, la CRT forma un complejo con las pro-
teinas TSP1, LRP1 y CD47 (Proteina Asociada a
Integrinas) para mediar la adhesidon y migracion
de estas células (27). Un punto importante es que
la exposicion de la CRT en la superficie celular es
esencial para el reconocimiento y para la fagocitosis
de las células neoplasicas por los macrofagos. Este
proceso es independiente de la exposicion de la
PS y es importante en la induccidn y secrecién de
las citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8, IL-10 y
TNF-o (Factor o de Necrosis Tumoral), las cuales
activan la respuesta inmune. La presencia de la
CRT en los granulos de los linfocitos T citotdxicos
y de las células “asesinas naturales” (natural killer
cells), es necesaria para la interaccion y formacion
de sinapsis que inducen la muerte celular de las
células blanco (28).

Adicionalmente, Obeid (29) demostrd que los
péptidos inhibidores del complejo PP1/PPR1A se
fusionan con moléculas que inducen la translocacion
de la CRT hacia la superficie celular de distintas
lineas celulares tumorigénicas. Esto resulta en el
incremento de la fagocitosis de las células tumo-
rales, por las células dendriticas, y en la reduccion

del crecimiento tumoral en modelos murinos de
cancer de colon, mama y fibrosarcoma. Por ende,
el empleo de estos péptidos, para inducir la ex-
posicion de la CRT en la superficie de las células
neoplasicas, podria tener un impacto clinico en el
tratamiento de ciertos tipos de cancer.

IMPACTO CLINICO DE LA EXPRESION DE LA
CRT EN DIFFERENTES TIPOS DE CANCER

La correlacién entre la expresiéon de la CRT y la
tumorigénesis se ha estudiado ampliamente en
diferentes tipos de cancer (30) y la mayoria de
los reportes indican que los tumores exhiben
mayores niveles de expresién que los tejidos no
neoplasicos (31-32). Asimismo, ciertos estudios
muestran que los niveles de expresién de la CRT
se correlacionan positivamente con la etapa clinica
y con la metastasis -hacia los nodos linfaticos- en
el cancer gastrico (33) y de mama (34). Pacientes
con cancer de pancreas y de esofago, que mostra-
ron una sobre-expresion en los niveles de la CRT,
tuvieron una sobrevida pobre (35-36).

Otros estudios han revelado que la CRT se
encuentra significativamente sobreexpresada en
diferentes tipos de cancer y que este cambio en su
expresion sirve como un biomarcador para detectar
el cancer de vejiga (37). De manera importante,
el incremento en los niveles de la CRT en la orina
permite diferenciar tumores malignos —alto grado-
de tumores con un mejor prondstico clinico —bajo
grado- (37), lo que sugiere que la sobre-expresion
de la CRT en el cancer podria estar relacionada con
la progresion tumoral. No obstante, la expresion de
la CRT correlaciona positivamente con la respues-
ta a la quimioterapia de pacientes con cancer de
ovario (38) y con un mejor pronostico de pacientes
con neuroblastoma (39). Con base en lo anterior,
la participacién de la CRT en la formacioén y pro-
gresion tumoral parece depender del tipo celular
y del estado clinico.

Recientemente, se detectaron mutaciones en
el gen que codifica para la calreticulina (CRT) en
neoplasmas mieloproliferativos (NMP) (40-41). La
mayoria de los pacientes con NMP, incluyendo polici-
temia vera (PV), trombocitemia (TE) y mielofibrosis
primaria (MFP), mostraron mutaciones en el gen
JAK2 (Cinasa Janus2) (42-43) y el resto mostré
mutaciones en el gen CRT, las cuales incluyen una
pérdida de 52 pares de bases (pb) y una insercion
de 5 pb que modifican el marco de lectura (44).
Por lo tanto, las proteinas que son codificadas por
este gen alterado carecen del dominio C-terminal
KDEL, lo cual modifica su unién al Ca2+ y el creci-
miento celular.
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PARTICIPACION DE LA CRT EN LA ESTABILI-
DAD DEL mRNA

Ademas de todo lo descrito anteriormente, la
CRT funciona como una proteina de unién a RNA
mensajero (MRNA). La CRT desestabiliza tanto al
MRNA de AT1 (Receptor tipo I de la Angiotensina
IT) (45) como al del GLUT1 (Transportador de Glu-
cosa 1) (46), al unirse a los extremos 3 "-UTRs.
Importantemente, la desestabilizacion del mRNA
del GLUT1 ocurre en condiciones de alta glucosa,
lo cual puede tener un significado importante en
la regulacién de los niveles de glucosa durante el
sindrome metabdlico. Estos resultados aportan
evidencia sobre una funcion nueva para la CRT en
un sistema bioldgico.

CONCLUSIONES

La funcion de la CRT en un tipo celular determi-
nado depende de diversos factores como son sus
niveles de expresion y localizacidn, asi como de las
interacciones proteina-proteina y proteina-mRNA
que establece en la célula. Aun cuando cambios
en su expresion y localizacion se han asociado con
la desregulacion de diversos procesos celulares,
otros estudios son necesarios para identificar los
mecanismos que rigen esta desregulacion. Desde
nuestro punto de vista, es necesario identificar las
interacciones proteina-proteina y proteina-mRNA
que la CRT establece en cada tipo celular y que
determinan su funcién.
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5 Debido a su composicién a este grupo perte-
HORIZONTALES necen el NAD*, el NADH, el NADP*, el NADPH,
el FAD y el FADH.,.
2 Paraque la célula pueda realizar las reacciones 7 Es una enfermedad en humanos ocasionada

biosintéticas, es necesario el acoplamiento por el depodsito de cristales de urato monosé-
a aquellas que al ser ___ desprenden dico en el liquido sinovial de las articulaciones
energia libre, en muchas de ellas mediante Ia lo que ocasiona dolor e inflamacién.

participacion del ATP.
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Algunos sintéticos de bases nitroge-
nadas se usan como farmacos anticancerige-
nos como ejemplo: 6-tioguanina, 5-flouroura-
cilo, entre otros, ya que se incorporan al DNA
antes de la division celular.

Hay dos, la que se llama a nivel de sustrato es
independiente de la cadena de transporte de
electrones y se realiza cuando un sustrato de
alta energia la pierde, permitiendo la incorpo-
racion de un fosfato al ADP, un ejemplo es la
formacion de ATP a partir de fosfoenolpiruvato.
Nombre comun de ribonucleétido 5’ -difosfato
que al aceptar un grupo fosfato mas genera
la molécula que la célula emplea para activar
energéticamente a muchos de sus metaboli-
tos.

Mecanismo mitocondrial de fosforilaciéon en
donde se concentra la mayor cantidad de
energia en forma de ATP.

Algunas bases nitrogenadas como por ejem-
plo la 6-mercaptopurina, el 5-flourouracilo,
son analogas a las constitutivas de los acidos
nucleicos, tienen una funcién ya que
inhiben la sintesis del polinucledtido y con ello
se impide la division celular tanto en los tejidos
con informacién equivoca, como de aquellas
que no la tienen.

Son las enzimas que hidrolizan los enlaces
fosfodiéster interiores de los acidos nucleicos.
Sustancia que en el proceso de transferencia
electrénica impide que el ADP se fosforile, un
ejemplo es el 2,4-dinitrofenol.

Estructura formada por una base nitrogenada
que puede ser purina o pirimidina y una mo-
lécula de ribosa.

Los nucledtidos que tienen esta funcién, son
en general, los trifosforilados y la coenzima A.
Este tipo de &cidos son polimeros con infor-
macién genética, presentes en todos los or-
ganismos, sus unidades se asocian mediante
enlaces fosfodiéster.

En este grupo de sustancias estan la nicoti-
namida, la riboflavina, el acido pantoténico,
todos ellos forman parte de los nucleétidos
con funcién coenzimatica.

Estructura del grupo de las pirimidinas que
en union del azlcar correspondiente y de un
grupo fosfato se encuentra presente tanto en
el acido ribonucleico como en el desoxirribo-
nucleico.

Siglas de la molécula oxidada que en su forma
reducida se obtiene en el ciclo de los fosfatos
de hexosa y que es pieza fundamental para
la sintesis de acidos grasos y colesterol entre
otras moléculas.
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Base nitrogenada con estructura de purina, se
encuentra presente en ambos acidos nuclei-
cos; la estructura trifosforilada interactiia con
proteinas transductoras de sefales en donde
un estimulo desencadena una cascada de ac-
tividades enzimaticas.

Es la forma activa de la vitamina B,, participa
en la transferencia de particulas subatomicas
que entran al sistema de transporte de elec-
trones en el complejo II.

VERTICALES
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Constituida por una base purinica y ribosa,
se encuentra presente en un buen nimero de
cofactores enzimaticos, aunque no participa di-
rectamente en la forma reactiva, posiblemente
tenga relacién con la energia de unién entre la
enzima y el sustrato

Se les conoce como bases a aquellas
estructuras del tipo de purinas (adenina, gua-
nina) y pirimidinas (citosina, timina, uracilo)
gue forman parte de los nucledtidos.

La del ATP es un complejo enzimatico
gue actua en la membrana interna mitocondrial
y permite la formacion de la molécula con un
AGY = -30.5 kjoules/mol.

Nucledsido del grupo de las purinas, tiene un
grupo amino en la posicion 6 y forma parte del
acido desoxirribonucleico

En este espacio se encuentran todas las enzi-
mas del metabolismo de las purinas, el primer
paso esta mediado por la fosforribosil pirofos-
fato sintetasa que permite la pirofosforilacion
de la D-ribosa 5 -fosfato con la intervencion
del ATP.

Molécula que en su composicion tiene al
sistema anular de corrina con el que esta
coordinado el cobalto -estructura que recuerda
al grupo heme de la hemoglobina- las
necesidades diarias en personas sanas son de
3 pg/dia. La anemia perniciosa se debe a la
incapacidad para absorberla eficientemente a
nivel intestinal.

Dentro de este grupo quedan incluidos el DNA
y el RNA ya que el grupo 5 -fosforilo de un
mononucledtido se esterifica al 3°-OH de la
pentosa de un segundo nucledtido y asi suce-
sivamente.

Por el mecanismo de de grupos y
no por simple hidrélisis es la forma en la cual
el ATP proporciona energia de una manera
covalente.
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14

15

17

19

20

Participan en tres funciones muy importantes
para la célula: son subunidades de los acidos
nucleicos, algunos son transportadores de
energia y otros son componentes de cofactores
enzimaticos.

La de los nucledtidos puede reali-
zarse por dos posibles rutas, la de novo vy la
de la recuperacion, en donde la primera se
realiza con sus precursores metabolicos (ami-
noacidos, ribosa 5-fosfato, CO, y NH,) y en la
segunda con los nucledsidos provenientes de
los acidos nucleicos.

La pentosa presente en este tipo de estructu-
ras es la 2-desoxi-D-ribosa y son constitutivos
de la molécula encargada de la transmision de
la informacién genética.

Siglas del nucledtido que al donar un grupo
fosfato, le permite ser un intermediario que
acopla reacciones endergonicas y exergonicas.
Es la secuencia de tres nucledtidos presentes
en el RNA de transferencia que se acoplan a
otras tres del RNA mensajero para codificar a
un aminoacido.

23

24

26

29

31
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El CAMP actua en el interior de las células como
segundo , su formacidon a partir de la
pérdida del pirofosfato del ATP, es estimulada
por hormonas o por sefiales moleculares.

La conversion de esta molécula en glucosa es
con la participacion de la UDP-glucosa y de
tres enzimas, si hay un defecto genético de
alguna de ellas, puede ocasionar una enfer-
medad critica en el recién nacido por cumulo
ya sea del sustrato original o por algunos de
los intermediarios.

Estructura conocida como A, participa
en reacciones de transferencia de grupos acilo,
esta constituida por 3’ -fosfoadenosina difosfato,
acido pantoténico y B-mercaptoetilamina, esta
ultima molécula posee un grupo SH terminal.
Siglas de la riboflavina fosfato en su forma
oxidada es coenzima de algunas enzimas que
participan en procesos de oxido-reduccion.
Nombre genérico de las enzimas que intervie-
nen ya sea afadiendo o eliminado un grupo
fosfato de nucledtidos y en ocasiones de nu-
cledsidos; ejemplo de reacciones: ATP + AMP,
fosfocreatina + ADP o bien, ATP + UDP.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

Ileana Hernandez- Reséndiz, Javier Belmont- Diaz y Sara Rodriguez- Enriquez
Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia, México D.F, México.

APLICACION DE LA ECUACION INTEGRADA DE
MICHAELIS-MENTEN PARA EL CALCULO DE LOS
PARAMETROS CINETICOS DE LA CELOBIOSA
DESHIDROGENASA EN PRESENCIA DE Fe3*

La celulosa es un homopolisacarido estructural de la
pared celular de las células vegetales. Los enlaces
B-1,4- glucosidicos de la celulosa son muy estables
y dificiles de hidrolizar. En la naturaleza existen
celulasas que degradan esta estructura formando
celobiosa. El radical hidroxilo, también puede
catalizar la ruptura del enlace B-1,4- glucosidico,
aunque de manera inespecifica. En los sistemas
bioldgicos, el radical OH* se produce a partir de
una reaccion espontanea donde participa el Fe?+
y el H,0, conocida como reaccion de Fenton (1).

La celobiosa deshidrogenasa cataliza la
oxidacion de la celobiosa, en celobiona- 1,5-
lactona mas un aceptor de electrones en estado
reducido, posteriormente los electrones pueden

OH
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ser transferidos a un dtomo de Fe3* y reducirlo en
Fe?*. El Fe?* producido durante este ciclo catalitico
puede participar en la reaccion de Fenton (Fig. 1).

Para determinar si la celobiosa deshidrogenasa
del hongo Phanerochaete chrysosporium tiene
como funcién la reduccién del Fe3*, se analizd
la actividad de esta enzima en un Unico ensayo,
usando la ecuacion integrada de Michaelis-Menten
para calcular los parametros cinéticos.

Debido a que la celobiosa deshidrogenasa es
una proteina que se secreta Unicamente cuando
el hongo se encuentra en etapa de proliferacion e
invasion, su extraccion y purificacion representa
gran dificultad y el rendimiento es escaso, por lo
que Kremer y Wood en 1992 analizaron la actividad
de esta enzima en un Unico ensayo, usando la
ecuacion integrada de Michaelis-Menten.

La actividad de la celobiosa deshidrogenasa se
determind espectrofotométricamente a 340 nm con
acetato férrico en ausencia de O,, a 30° Cy pH 4.

Produccionde
especies reactivas :

de oxigeno
o OH
OH OH 202
o9 » FADH, 2Fe® =
OH o ’ " v 202+ 2H
HO ' Aceptor de $Ph o
OH CDH | lect { Y 2
. electrones |~ H,0,
FAD “ 2Fe™#i  “HO+HO
OH
O
OH
HO

OH

Figura 1. Modelo de reaccion de la celobiosa deshidrogenasa.
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TABLA 1. Actividad de la celobiosa deshidrogenasa
con respecto al tiempo. Datos extraidos de Kremer
y Wood (1).

Tiempo (min) Abs (UA)
0 0.25
0.72 0.15
1 0.12
1.2 0.1
1.5 0.075
1.8 0.05
2 0.04
2.3 0.03
3 0.01
0.30 -
0.25 -
0.20 -
S 0.5
3
< 0.10-
0.05 -
0.00 -
0 1 2 3 4
tiempo (min)

Figura 2. Perfil de reduccién del Fe** con respecto al
tiempo. La reaccion se llevé a cabo en medio anaerdbico
de acetato de sodio/acido acético 100 mM, 30° C, pH
4 previamente burbujeado con argén por 20 minutos.
Posteriormente se afiadié celobiosa 1mM y 200 uM
acetato de Fe (II). La reaccion enzimatica se inicié con
la adicion de 0.5 uM de celobiosa deshidrogenasa. La
absorbancia (Abs) fue monitoreada a 340 nm. [Tomado
de Kremer and Wood (1).
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El coeficiente de extincion para el Fe3* es g340= 1.33
mM-t cm!. Los datos experimentales derivaron de
la grafica 1 del articulo de Kremer y Wood (1992)
y se muestran a continuacion en la tabla 1 y en la
figura 2 (1).

Determinar:

a) Ks

b) Vmax

c) Eficiencia catalitica (Vmax/Ks)

Nota: calcular los parametros en uM para la Ks y
en UM st para la Vmax.

REFERENCIAS

1. Kremer MS and Wood MP. Evidence that cellobiose
oxidase from Phanerochaete chrysosporium is
primarily an Fe(III) reductase. Eur J Biochem.
1992, 205: 133- 138.
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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

Ileana Hernandez- Reséndiz, Javier Belmont- Diaz y Sara Rodriguez- Enriquez
Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia, México D.F, México.

APLICACION DE LA ECUACION INTEGRADA DE
MICHAELIS-MENTEN PARA EL CALCULO DE LOS
PARAMETROS CINETICOS DE LA CELOBIOSA
DESHIDROGENASA EN PRESENCIA DE Fe3*

Considerando el esquema general en el que se
supone una saturacion por sustrato y por lo tanto
ausencia de reaccion reversa:

E+S——ES—=

E+P

De acuerdo con el esquema, se deduce la
ecuacién integrada de Michaelis-Menten para un
sistema de una reaccioén irreversible en la que Ks
<<<Kp vy el AG de la reaccion es muy negativo.

Los parametros cinéticos se obtuvieron a partir
de la ecuacioén integrada de Michaelis- Menten, la
cual es una ecuacion de velocidad diferencial que
permite obtener un grafico de tipo lineal (Fig. 3) ba-
sado en la ecuacién original de Michaelis-Menten.

2.0 -

1.8 - Vmales
16 4%
14 - m= -1/Kg
> 124 ¥
Q 1 "
N 104
c i nay
0.8 - -
i "
0.6 =
0.4 =
0.2 = Vinax
- ¥
0.0 I ——

v — T —

0.00 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28
(So-S)it

Figura 3. Linearizacién de los datos obtenidos con la

ecuacion integrada de Michaelis- Menten a partir de los
datos de Kremer y Wood (1).
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En la figura 2 se muestra el perfil de tiempo de
la reduccion del acetato de Fe3* utilizando con-
centraciones de 50- 500 pM de acetato de Fe3* a
300 Cy pH 4.

La derivacion de la ecuacion asume que el de-
cremento en velocidad en el tiempo resulta solo
de la disminucion de la saturacion de la enzima y
no de la inhibicién por producto o a que la enzima
ha llegado al equilibrio.

Cuando se llevan a cabo este tipo de experi-
mentos, se toma en cuenta la desaparicion del
sustrato conforme al tiempo. Cabe mencionar
gue la ecuacion integrada de Michaelis- Menten se
utiliza Unicamente cuando hay muy poca enzima,
poco sustrato o cuando el método de medicion
presenta muchas dificultades.

DEDUCCION DE LA ECUACION

Para desarrollar la ecuacion integrada de Michae-
lis-Menten se considera que la velocidad de una
reaccién catalizada puede ser expresada como el
consumo de sustrato con respecto al tiempo (2)
(Ec. 1).

dS  Vpax S
dt Ks+S

La expresién (1) puede rearreglarse para plantear
la ecuacion diferencial (Ec.2) y posteriormente
integrarla (Ec. 3)

(Ks+S
S

t
0

5 dS Ry
—Ks | —— f ds= V.. f dt .....(3)
So ) So
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Al resolver la integral obtenemos:

—Ks (InS — InSy) — (S — Sy) = Voo £ oo e (4)

Dividiendo la ecuacion (4) entre (Km* t) y re-
arreglando obtenemos la expresion final para la
ecuaciéon de Michaelis-Menten integrada:

Vmax 1 (SD - S)

ln(sﬂ/s)
t ~Ks Ks t 7 ®)

A partir de los datos proporcionados se calcula
(So-s)/t (x) v (In So/s)/t (y) y se obtiene el
grafico (Tabla 2 y Fig. 3).

TABLA 2. Aplicaciéon de la ecuacién integral de
Michaelis-Menten para la determinacion de los pa-
rametros cinéticos de la celobiosa deshidrogenasa.

Tiempo|Abs (UA) ((So-s)/t |[(InSo/
(min) s)/t
0 0.25

0.72 0.15 0.14 0.71
1 0.12 0.13 0.73
1.2 0.1 0.13 0.76
1.5 0.075 0.12 0.80
1.8 0.05 0.11 0.89
2 0.04 0.11 0.92
2.3 0.03 0.10 0.92
3 0.01 0.08 1.07

De acuerdo con la ecuacion integrada de Michae-
lis- Menten, los interceptos en los ejes (y) y (x)
permiten calcular la Vmax vy la eficiencia catalitica
mediante la ecuacion Abs= abc (a=1.33 mM-tcm;

b= 1cm; c= concentracion), mientras que la pen-
diente proporciona la Ks de la enzima por el Fe3*.
La Vmax fue de 2.2 uMs?, la Ks fue de 66.5 pM y
la eficiencia catalitica fue de 0.03 s™. (Lo reportado
en el articulo: Vmax= 2.2+ 0.05 yM s y Ks= 54=+
3 UM) (Fig. 3).

CONCLUSIONES

La ecuacion integrada de Michaelis- Menten es una
estrategia que se utiliza para la determinacion de
los parametros cinéticos cuando (a) existe poco
rendimiento de proteina; y (b) poco sustrato dis-
ponible. Cuando se utiliza la ecuacién integrada
de Michaelis- Menten se considera una Ks <<<
Kp, AG muy negativa (enzima muy rapida donde
practicamente la reaccién reversa no existe).

Se debe considerar que la aplicacién de la
ecuacion de MM como se ilustra en este trabajo
tiene como inconveniente, que la concentracién
de sustrato con respecto al tiempo ([S],) es una
variable con alto grado de error experimental y
su transformacién lineal podria dar lugar a una
erronea estimacion de las Ks y Vmax (3). Por lo
anterior, se estan desarrollado nuevos métodos
matematicos que resuelven la ecuacion integrada
de Michaelis-Menten con la finalidad de disminuir
el error en el calculo de los pardametros cinéticos
(3-5).
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién, difusion, discusién, analisis y presentacion
de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La Revista esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes
de posgrado, licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se someten a eva-
luacion para su posible publicaciéon no deben de haberse presentado total o parcialmente en
otras publicaciones.

Se aceptan Gnicamente contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma
de articulos de investigacion, de revisioén, de critica, de analisis y otras comunicaciones que
tengan que ver con diversas formas de estimular el aprendizaje de la bioquimica y sirvan de
apoyo a investigadores, profesores y alumnos, tanto en aspectos de investigacion, académi-
cos y de actualizacion.

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes
lineamientos editoriales:

de publicacién entre paréntesis, titulo completo
del articulo y después de un punto, el nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el el Current Contents, numero del volumen y an-

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 departamento, institucion, ciudad,
estado y pais y la direccion de correo electronico
del autor responsable. La afiliacion de los autores
se indicard con numeros entre paréntesis. Se
proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

en idioma espafiol y uno en inglés (Abstract) de
no mas de 350 caracteres.

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “*Word”, con una extensiéon maxima
recomendada 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.

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nime-

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo y deben contener para los articulos:
apellidos e iniciales de todos los autores, afio

tecedido por dos puntos, el nUmero de la primera
y ultima paginas, de acuerdo con el siguiente
ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
(1996) Generic analysis of ageing: role of oxida-
tive 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, Ann Arbor, Michigan,
USA, 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. 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 pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y 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 debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidn. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso
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obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras 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
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

7) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las
normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberan definirse entre paréntesis, la
primera vez que se utilicen.

II. Otras comunicaciones incluyen: resumenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica
de interés general, avisos de reuniones acadé-
micas y cursos, problemas teoricos, ejercicios
practicos, juegos didacticos con orientacidn
educativa, bolsa de trabajo o comentarios de ar-
ticulos publicados previamente en la REB, cartas
al editor, entre otras. Estas deberan seguir los
siguientes lineamientos:

1) El contenido debera ser desarrollado en forma
resumida y de una manera explicita.

2) Se aceptara un maximo de 10 referencias que
se citaran entre paréntesis en el texto, como se
indica en el inciso I-5. Se podran incluir figuras
o tablas, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las espe-
cificaciones de la Revista no seran aceptados de
primera instancia para su revision.

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
autores en andénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre
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ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacion global, el Editor en
Jefe enviara las evaluaciones al autor responsable
para que corrija e incorporé en el manuscrito las
diferentes observaciones o en su caso, indique su
opinidn a observaciones que considere discutibles
en los dictdmenes de los revisores. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
Revista, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
de otra forma se considerard como un manuscrito
enviado por primera vez. De ser necesario el Comité
Editorial podra enviar nuevamente el manuscrito co-
rregido a los revisores para tener una nueva ronda
de revision, todo ello continuando con el anonimato.
Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electrénicos se deberan enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que serd considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccidon electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacién del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacion en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
que envian el trabajo.



