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EDITORIAL

¢ Y LA CONTAMINACION DEL AGUA?

Mucho se habla sobre la falta de agua, su uso
inadecuado, los cambios climaticos, las sequias y las
lluvias intensas en diferentes partes del planeta. Sin
embargo, poco se menciona que el agua disponible
se encuentra, de una u otra forma, contaminada de
manera fisica, quimica o biologica. Esto agudiza la
reduccion de su disponibilidad, no solo por la falta
de agua, sino porque la disponible se encuentra en
gran medida no apta para consumo humano. Lograr
una condicion potable es muy complicado y costoso,

aun con el notable desarrollo de técnicas para la
deteccion de contaminantes, métodos de biorre-
mediacion de los mantos acuiferos y procesos de
purificacion.

La mayor parte del agua del planeta no es potable,
incluso la llamada agua dulce de lagos, lagunas,
rios, arroyos, aguas subterraneas y ojos de agua que
brotan de las montafias lejanas a la actividad huma-
na. Todos esos mantos acuiferos se encuentran con
diferentes contaminantes “naturales”, por asi llamar

Personas sin acceso a agua potable libre de gérmenes y contaminantes prioritarios, 2022
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WHO/UNICEF Joint Monitoring Programme for Water Supply, Sanitation and Hygiene (JMP) (2024)
OurWorldinData.org/water-access https://ourworldindata.org/clean-water
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a los no producidos o incrementados por la actividad
humana.

De manera “natural”, el agua se contamina de mul-
tiples formas: a su paso por el aire, cuando llueve;
con los suelos a medida que se escurre o corre por
las laderas; y cuando atraviesa los mantos acuiferos
o corre por el subsuelo. Una buena parte de los
contaminantes son los compuestos polares que se
disuelven en el agua, propios de las caracteristicas
de suelos o el aire, entre ellos sales organicas e
inorganicas. La ingesta de algunos compuestos en di-

The .5s< ' Moscow Times

30 YEARS INDEPENDENT NEWS FROM masoum

Russian Scientists Ring the Alarm
on Lake Baikal’s Pollutants

April 01,2019

More than 15,000 metric tons of toxic waste
have flown into Russia’s Lake Baikal from its
largest tributary in the last decade, the state-run
TASS news agency reported Monday.

Environmentalists have acknowledged pollution
at Lake Baikal, the world’s deepest and oldest
freshwater lake, since at least 1998. Scientists
wamed last week that proposals by the Natural
Resources and Environment Ministry to expand
waste discharge limits violate Russian law
protecting Lake Baikal.

El lago Baikal, sudeste de Siberia, Rusia, es el mas anti-
guo y profundo del mundo. Contiene 23,600 km? de
agua, lo que equivale al 20% del agua dulce no helada
de todo el planeta y esta seriamente contaminado.

solucion no causa dafios en ciertas concentraciones
(sodio, potasio, calcio, magnesio); incluso la presen-
cia de algunos de ellos puede ser benéfica y nece-
saria, dado que el agua sin sales (destilada) también
es nociva para el organismo. Sin embargo, la pre-
sencia de estos mismos elementos a concentracio-
nes elevadas puede causar dafios agudos y crénicos.

Por otra parte, hay otros compuestos como el plomo,
arsénico, mercurio y cadmio que son toxicos aun a
bajas concentraciones. Adicionalmente, el pH, la
osmolaridad y la fuerza i6nica pueden hacer que el
agua no sea apta para su consumo, aumentando o
disminuyendo los compuestos solubles. Reducir o
retirar estos compuestos polares implica costosos
procesos de filtracion, destilacion, 6smosis inversa,
entre otros.

Otros contaminantes son los residuos organicos
provenientes de plantas o animales que crecen en el

agua o que llegan al agua al separarse del orga-
nismo, tales como hojas y ramas de plantas o piel y
excretas de animales silvestres, entre muchos
ejemplos. Estos residuos pueden contener compues-
tos toxicos o generarlos mediante la irradiacion
solar y reacciones bioquimicas con otros compues-
tos en el agua, o descomponerse (pudrirse) por la
accion de mlcroorganlsmos presentes en el agua o
en la propia materia organica que en el agua
encuentra condiciones de crecimiento y productos
de su metabolismo. El crecimiento de plantas o
animales en el agua también produce contaminantes
y adicionalmente agota nutrientes, estresando a
otras plantas y animales que responden con la
secrecion o excrecion de compuestos de defensa que
contaminan el agua y que se convierten en toxicos
para el ser humano.

La presencia de microorganismos en el agua es una
contaminacion “natural”, pero también antropogé-
nica, que puede disminuir o aumentar por la presen-
cia de nutrientes y oxigeno, lo que contribuye y
aumenta la propia contaminacion del agua con dese-
chos organicos que se producen al descomponerse
por hidrdlisis, oxidacion, rupturas heteroliticas y
homoliticas, como efecto de las condiciones atmos-
féricas. La propia accion del agua en la disolucion y
en un efecto circular por la accion microbiana de
bacterias, levaduras, hongos y microalgas, genera
metabolitos que pueden ser aprovechados por otros

“Estudio de UNAM revela
nivel de contaminacion del
agua en La Laguna”

El siglo de Torreén / Fabiola P
Canedo 21 mar 2022 - 07:21

Expertos de UNAM sefnalan que el
agua de la region esta cargada de
plomo, fluoruro y arsénico. El docu-
mento advierte que en cinco muni-
cipios de Coahuila y 25 de Durango,

existe algtin grado de afectacion por la
presencia de arsénico y/o fluoruro en
el agua subterranea. Senalan que la
mayor problematica de la calidad de
las aguas subterraneas se debe a la.
presencia de manganeso, hierro,

plomo cromo, mercurio, fluoruro,

arsénico, cloruros sulfatos, ybacterlas
coliformes por mﬁltracnon de aguas
negras.

El agua de la Comarca Lagunera, al norte de la
Repubica Mexicana, contiene plomo, mercurio y
arsénico, entre otros contaminantes, que deben ser
removidos para hacerla apta para el consumo.
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microorganismos en el complejo ecosistema o que
pueden ser nocivos a microorganismos, plantas y
animales que viven en o del agua. Algunos de estos
microorganismos y sus metabolitos en concentra-
ciones elevadas impactan al sistema gastrointestinal
y eventualmente a otros Organos y sistemas del
organismo humano, convirtiéndose en toxinas fran-
camente patogénicas.

Asi mismo, la existencia de actividad microbiana
afecta la presencia o ausencia de componentes en el
agua, aumentando la disoluciéon de moléculas, algu-
nas de las cuales pueden ser toxicas, y disminuyendo
aquellas necesarias para el adecuado crecimiento y
desarrollo del ecosistema y su delicada y compleja
homeostasis.

Como si la contaminacion “natural” no fuera sufi-
ciente para evitar que el agua sea adecuada para el
consumo humano, le debemos sumar, o mejor dicho
multiplicar, la contaminacion antropogénica, que
termina por generar una espiral viciosa y hasta ahora
siempre ascendente. La contaminacién causada por
los humanos pasa por sus actividades fisioldgicas y
su mal manejo, las cuales con mucha frecuencia
pueden contener patogenos. El biéxido de carbono en
la expiracion del proceso respiratorio fisiologico ya
es un contaminante per se, ahora agregue el mal
manejo o la expulsion de excretas al aire libre:
materia fecal, fluidos urinarios, saliva, expecto-
racion pulmonar y nasofaringea, todas ellas frecuen-
temente conteniendo bacterias, virus y parasitos
patogenos, lo que provoca que el aire, las super-
ficies, el suelo y, sobre todo, el agua, se encuentren
contaminados. Todo ello adicional a la contamina-
cion provocada por los desechos de millones de
animales domesticados, tanto los de casa como los de
la calle.

Pero ;qué decir de los residuos de origen domici-
liario “no naturales”, modificados o producidos de
novo: alimentos, plasticos, vidrio, papel, aluminio,
detergentes, insecticidas, aromatizantes, cosméticos,
medicamentos, solventes, entre muchos otros resi-
duos? La mayoria de estos contaminantes terminan,
en distintas proporciones, en mantos acuiferos, que
pueden ser de uso agricola, industrial o para uso
humano. Cada afo llegan 11 millones de toneladas
métricas de plastico a los océanos, lo cual hace muy
dificil lograr una descontaminacion efectiva a pesar
de inversiones y planes gubernamentales de prevén-
cion o descontaminacion. Todo esto provoca exce-
siva exposicion a contaminantes a plantas, animales
y, por supuesto, a humanos.

Con todo, la contaminacion domiciliaria dista mucho
de ser la méas masiva y peligrosa. Las actividades
industriales, mineras y agricolas son las principales

responsables del deterioro de los recursos hidricos.
Por un lado, utilizan grandes cantidades de agua y la
devuelven al ecosistema fuertemente contaminada
con residuos de la mineria; residuos so6lidos, gases y
vapores de las refinerias o empresas de manufactura
secundaria; petrdleo y derivados de hidrocarburos
por su extraccion en mares, aguas someras O en
suelos; fertilizantes, insecticidas, herbicidas de pro-
cesos agricolas; industrias de procesos terciarios para
la produccion de infinidad de productos que, de una
u otra forma, terminan en el agua, ya sea por
contaminacion directa o indirecta a través de las
toneladas de basura que se envian al ambiente.

Ademas, muchas industrias utilizan grandes canti-
dades de energia que, en gran proporcion, es obtenida
a partir de combustibles fosiles no renovables, en
consecuencia, envian a la atmoésfera millones de
toneladas de bidxido de carbono, lo que tiene un
impacto negativo en sus huellas de carbono.

El andlisis de los contaminantes producidos por el ser
humano ofrece un panorama dramatico. Se calcula
que trillones de toneladas de productos quimicos han
sido descargados al ambiente, 220 billones por afio;
140,000 quimicos 0 mezclas quimicas son procesadas
y, en cierta forma, dispersadas en el planeta. Se han
desarrollado a lo largo de la historia 350,000 pro-
ductos quimicos que no existian en la naturaleza,
sobre todo después de la revolucion industrial, y
muchos de ellos son cancerigenos y teratogénicos y
aun mas con diferentes y complejas toxicidades
agudas y cronicas, muchas veces subclinicas y acu-

“E| desastre del rio Sonora:
10 afios de contaminacion y
promesas rotas”

El Pais / Almudena Barragan / México
05AG0 2024 -22:30CST

“El 6 de agosto de 2014 millones de
litros de residuos toxicos fueron verti-
dos al rio Sonora por la minera Grupo
México. El derrame impacto en la salud
y la vida de 22.000 personas, en sus cam-
pos y sus animales”. Contintia la nota
periodistica: “el 98% de los pozos anali-
zados en el rio Sonora siguen conta-
minados y la afectacion se extiende a lo
largo de 400 kilometros, llegando hasta
la ciudad de Hermosillo, capital del
Estado.”

En 2023 la Secretaria de Medio Ambiente (Semarnat)
y el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA)
reconocieron que el aire, el suelo y el agua de la zona
del Rio Sonora estan muy contaminados.
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mulativas. Esto causa enfermedades que dificil-
mente podemos asociar causalmente con la conta-
minacion del agua, pero que seguramente estian
relacionadas; conforme continuemos estudiandolas
entenderemos y lograremos conocer estas asociacio-

nes. Por supuesto que se puede argumentar que sin
el desarrollo de productos quimicos no tendriamos
los materiales necesarios para el avance de los
conocimientos, técnicas y multiples satisfactores
para la vida como la conocemos en la actualidad. Sin

Taza de muerte por fuentes de agua inseguras, 2021.
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Numero estimado anual de muertes por cada 100,000 personas, atribuibles a fuentes de agua inseguras. Death rate
from unsafe water sources. OurWorldinData.org. https://ourworldindata.org/grapher/death-rates-unsafe-water

embargo, a pesar de este discurso, nuestro desarrollo
ha distado mucho de ser sustentable; sobre todo, ha
descuidado los efectos al ambiente y, a largo plazo,
a la salud de los propios beneficiarios de tan impre-
sionante desarrollo de satisfactores: jnosotros!

Los dafios que causa la contaminacion afectan a
células y organos, pueden desencadenar cancer,
fallas del desarrollo, alteraciones enddcrinas, tras-
tornos de la fertilidad, afectaciones renales, hepa-
ticas y hematoldgicas; y causan problemas neurold-
gicos, cognitivos y conductuales. Todo ello conlleva
un aumento de morbilidades y mortalidades que, si
bien pueden ser subclinicas, impactan definitiva y
negativamente en la calidad de vida de todos
nosotros. Urge cambiar esa espiral ascendente de

Lecturas recomendadas y materiales consultados:

contaminacion del agua y el consecuente dafio a la
salud; un factor agregado a la rapida reduccion del
acceso a un agua no solo suficiente en cantidad, sino
con la calidad necesaria para el consumo humano.["ég“-'g“‘|
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RESUMEN

El estudio de la evolucién temprana de la vida plantea interrogantes funda-
mentales de la biologia, abordando cuestiones como el origen de la vida y la
evolucion de procesos celulares y metabolicos esenciales. Gracias a las
avanzadas técnicas de secuenciacion y bioinformatica, se puede llevar a cabo
gendmica comparada, lo que permite inferir y poner a prueba hipdtesis rela-
cionadas con estas fases cruciales del desarrollo de la vida. En este contexto,
este trabajo resalta la importancia y describe las hipotesis fundamentales
sobre el origen, ensamblaje y evolucion de las rutas metabolicas. Entre éstas,
se destacan la "hipoétesis de Granik", la propuesta de Horowitz, y el concepto
de "patchwork™. Ademas, se explora la intrigante nocion del “origen semi-
enzimatico" de las vias metabdlicas que sugiere que procesos metabolicos
simples dieron origen a componentes esenciales para la vida. El texto tam-
bién examina la transicion de organismos heterotrofos a formas de vida mas
complejas, y propone la expansion del genoma como un mecanismo clave
para conseguirlo. Este proceso se logra mediante la duplicacion de genes 'y la
divergencia de secuencias de DNA, lo que proporciona una perspectiva reve-
ladora sobre la evolucién de la complejidad bioldgica.

ABSTRACT

The study of the early evolution of life raises fundamental questions in
biology, addressing issues such as the origin of life and the evolution of
essential cellular and metabolic processes. Thanks to advanced sequencing
and bioinformatics techniques, comparative genomics can be carried out,
allowing hypotheses related to these crucial phases for the development of life
to be inferred and tested. In this context, this work highlights the importance
of fundamental concepts about the origin, assembly, and evolution of meta-
bolic pathways proposed by scientists over time. Among these, the "Granik
hypothesis,” Horowitz's proposal, and the concept of "patchwork™ stand out.
Furthermore, the intriguing notion of the “semi-enzymatic origin™ of meta-
bolic pathways, which suggests that simple metabolic processes gave rise to
components essential for life, is explored. The text also examines the transi-
tion from heterotrophic organisms to more complex life forms, proposing
genome expansion as a critical mechanism for this purpose. This process is
achieved through gene duplication and DNA sequence divergence, which
provides knowledgeable insight into the evolution of biological complexity.
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Introduccion

El estudio de la evolucion temprana de la vida busca
explicar y comprender los eventos que tuvieron
lugar en esas fases iniciales. Esto plantea preguntas
cruciales en el ambito de la biologia, tales como el
origen de la vida, la evolucion de procesos celulares
fundamentales y la formacion de las rutas metabd-
licas basicas. Gracias al avance en las técnicas de
secuenciacion y las herramientas bioinformaticas,
hoy en dia podemos realizar genémica comparada,
lo que nos permite realizar inferencias sobre esos
periodos y poner a prueba nuestras hipotesis.

Especificamente, el origen de las vias metabolicas
es uno de los temas centrales para entender a los pri-
meros organismos, pues una de las propiedades de
la vida es la existencia de un metabolismo (1) que per-
mita el uso de fuentes de energia que ayuden a
sintetizar los componentes bioquimicos necesarios
para mantener la estructura y realizar funciones ce-
lulares (2). Hay muchas preguntas que surgen al res-
pecto, por ejemplo: ;como se ensamblaron las pri-
meras rutas metabdlicas? o ¢como surge la diversi-
dad, complejidad y entrelazamiento de vias que hoy
vemos presentes en los mas diversos organismos?

La primera hipdtesis coherente al respecto fue pro-
puesta en 1945 por Norman Horowitz (3), y desde
entonces, se ha visto un aumento significativo en la
cantidad de trabajos publicados sobre este tema. Sin
embargo, las ideas fundamentales que han marcado
el rumbo de la investigacion son relativamente po-
cas. Destacan la "hipétesis con direccion hacia ade-
lante" propuesta por Sam Granick en la década de
1950 (4), la exitosa idea del "patchwork™ (ensam-
blaje por patchwork) propuesta de manera indepen-
diente por Martynas Y¢as y Roy Jensen en 1974 y
1976, respectivamente (5,6), y la propuesta de Anto-
nio Lazcano y Stanley Miller en 1999 (7) sobre el
"origen semi-enzimatico" de las vias metabdlicas.
Este Gltimo enfoque sostiene que los procesos meta-
bolicos simples dieron origen a componentes nece-
sarios para las entidades primordiales, basandose
inicialmente en procesos autocataliticos no enzima-
ticos 0 semi-enzimaticos, que posteriormente se perfec-
cionaron mediante ribozimas y vias metabolicas enzi-
maticas basadas en proteinas (8).

Independientemente de la definicion y el concepto
de vida, ésta consta de al menos tres propiedades: 1)
replicacion, 2) metabolismo y 3) membrana (1).
También es cierto que el ensamble de estas caracte-
risticas es un paso esencial en el origen de la vida,
por lo tanto, surgen varias preguntas y discusiones
al respecto. Las controversias mas importantes estan
relacionadas con las caracteristicas metabolicas de
los primeros seres vivos, ¢serian autotrofos o hete-

rotrofos?, (el metabolismo antecede a la replicacion?,
y ¢qué tan antigua es la vida celular?

De acuerdo con la teoria de Oparin-Haldane, las
condiciones fisicas y quimicas de la Tierra primitiva
permitieron la sintesis de moléculas organicas a
partir de las cuales se origind la vida, en un entorno
prebiotico con las moléculas esenciales para el cre-
cimiento y la obtencion de energia. Dadas estas
condiciones, se puede especular que los primeros
organismos fueron heterotrofos. En esa etapa, la
disponibilidad de la mayoria de los nutrientes nece-
sarios para sostener la vida habria sido suficiente
para satisfacer los requerimientos de las células
primitivas, lo cual habria reducido la necesidad de
redes metabolicas complejas. Es probable que estos
primeros organismos hayan poseido un metabolismo
elemental, caracterizado por un nimero limitado de
enzimas codificadas en un cromosoma de tamafio
reducido. Estas enzimas, poco especificas, habrian
tenido la capacidad de catalizar una amplia variedad
de reacciones quimicas con diferentes sustratos
(9,10). No obstante, se desconoce la composicion
quimica puntual y las condiciones fisicas especi-
ficas de la Tierra primitiva; este hecho ha conducido
a la busqueda de otros escenarios donde pudo haber
surgido la vida, como las ventilas submarinas. Estas
han despertado gran interés debido a que se encon-
tr6 que en estos ambientes se produce materia
organica, por esta razon se les considera un buen
escenario analogo al del origen de la vida, mismo
que se propone con un metabolismo complejo y
autotrdfico, acelular y sin replicacion (2).

Por otro lado, surge un debate fundamental sobre el
origen de la vida: ¢ Qué surgid primero, las proteinas
0 las moléculas capaces de portar y heredar infor-
macion a lo largo del tiempo? La hipétesis del mun-
do del RNA ofrece una solucion a este enigma ya
que el RNA es una molécula versétil que puede
desempefiar ambas funciones: catélisis y almacena-
miento de informacién. Sin embargo, esto nos lleva
a otra cuestion: ¢de donde proviene la energia nece-
saria para sintetizar una molécula como el RNA?
Asi, la pregunta inicial se transforma en un dilema:
puesto que la sintesis de moléculas requiere energia,
y ésta proviene de las redes metabdlicas, ¢qué surgio
primero, un sistema de replicacion o el metabo-
lismo? Ademas, se plantea otro debate interesante:
ya que la membrana ocupa un papel esencial en la
produccién de energia ¢la compartimentalizacion
de la célula ocurrio temprano 0 mas tarde en la
evolucion? (2).

De acuerdo con la teoria de Oparin-Haldane, a la idea
de Horowitz y a las propuestas posteriores a ésta, a
medida que las primeras poblaciones heterotrofas
iban aumentando de tamario, fueron agotando del
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medio los nutrientes esenciales que ingerian para
obtener energia, entonces las células que fueron
capaces de sintetizar estos nutrientes escasos pre-
sentaron una ventaja adaptativa ya que no nece-
sitaban de su presencia en el ambiente porque ellas

mismas podian producirlos. Esta caracteristica vol-
vio a estos organismos los mas auténomos e inde-
pendientes del medio (10).

Esto nos lleva a la cuestion fundamental: ¢como surge

un metabolismo complejo, similar al de las formas
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Figura 1. Hipotesis retrégrada. a) En condiciones abidticas se producen los compuestos A, B, C, D, E. Los organismos
heterdtrofos tomaban los compuestos que necesitaban del medio. Ademas, cada organismo tenia su propio
metabolismo, es decir, su propia red de reacciones. b) EIl compuesto A se agota del medio y se seleccionan los
organismos capaces de producir el compuesto A partir del compuesto B mediante la enzima E1. c) El compuesto B
se agota del medio y la enzima E1 se duplica y diverge, dando lugar a la enzima E2, |a cual cataliza la transformacion
del compuesto C en B, por lo que los organismos con la enzima E2 se seleccionan favorablemente. d) El compuesto
C se agota del medio y la enzima E2 se duplica y diverge, dando lugar a la enzima E3, la cual cataliza la
transformacion del compuesto D en C, por lo que los organismos con la enzima E3 son seleccionados. Mediante este
mecanismo se construye la via de sintesis del compuesto “A” en “pasos hacia atrads”. Basada en (12).

de vida actuales, a partir de un metabolismo mas genoma, que puede ocurrir mediante mecanismos
simple? Una respuesta plausible es la expansion del  moleculares como la duplicacion, fusion de genes o
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transferencia horizontal de genes. La divergencia de
las secuencias de DNA resultante contribuye al de-
sarrollo de las capacidades metabdlicas de los
organismos primitivos. Varias teorias, basadas en la
duplicacion génica, han sido propuestas para
explicar la formacion de las rutas metabolicas (10)
y a continuacion se mencionan las mas destacadas:

Hipotesis retrégrada

Esta fue la primera hipdtesis concebida para explicar
el origen y evolucion de las rutas metabdlicas (8,10) y
también es conocida como la hipotesis de evolucion
retrograda. Horowitz la propuso en 1945 (3) y se fun-
damenta en la correspondencia uno a uno entre genes
y enzimas (11,12). La premisa fundamental es que la
evolucion de la ruta biosintética actual del compuesto
"A", con precursores secuenciales "D", "C", y "B",
comienza cuando el compuesto "A", esencial para la
supervivencia de las células primordiales, se agota en
el entorno. En este punto, se seleccionan células
capaces de producir "A" a partir de un compuesto "B"
presente en la sopa primigenia; esta reaccion es cata-
lizada por la enzima "E1". Posteriormente, se
produce una duplicacion de la enzima "E1" y
debido a la divergencia de la secuencia, surge la
enzima "E2". Esta enzima es capaz de catalizar la
transformacion del compuesto "C" en "B",
aumentando asi la complejidad de la ruta. Este
proceso se repite hasta que la via biosintética se
completa en "pasos hacia atras" en comparacion
con la secuencia de la biosintesis del compuesto
(Fig. 1). En otras palabras, la ruta biosintética
comienza su ensamblaje con la enzima que
sintetiza el compuesto final de la ruta y concluye
con la enzima que cataliza la sintesis del
compuesto inicial de la via (3).

Esta hipotesis tiene la cualidad de que toma en cuen-
ta la presencia de los compuestos abioticos en el
medio para explicar el origen de las rutas metabo
licas (7,10). Sin embargo, las evidencias a favor son
escasas Y parciales; una de las mas estudiadas es la
de los genes hisA e hisF, que participan en la biosin-
tesis de histidina (13).

Se sabe que la histidina puede sintetizarse quimica-
mente (14) y que su distribucion filogenética es
universal (10), lo que sugiere que es una ruta muy
antigua que se establecio antes del ultimo ancestro
comun. Una de las funciones que se proponen para
este aminodcido es la contribucion a la oligome-
rizacién de otros aminoacidos en un ambiente pre-
biotico (15), asi que si la histidina era imprescin-
dible para las primeras catélisis, eventualmente se
agotd del medio y aquellos organismos capaces de
sintetizarla se vieron favorecidos. Sin embargo, sélo

hay 2 genes de los 8 que componen esta via donde
podemos observar la hipotesis retrograda parcial-
mente. Estos genes son hisA e hisF, y coinciden con
la hipdtesis de Horowitz porque sintetizan 2 pasos
secuenciales de la via, son paralogos y se encuentran
de forma consecutiva en el mismo operoén (10), pero
el modelo de evolucion propuesto para estos genes
implica al menos dos duplicaciones anteriores que,
al eliminar el espacio entre ellas, dieron lugar a la
formacion de hisA (16). Sin embargo, este caso
también puede ser explicado por la hipdtesis de
patchwork (10).

Por otro lado, la hipétesis retrograda enfrenta varias
objeciones. Requiere la presencia de numerosos
intermediarios inestables y depende de compuestos
fosforilados que solo pueden ser transportados a
través de las membranas por proteinas especiali-
zadas (17). Ademas, no proporciona una explica-
cion clara para el origen de los mecanismos
regulatorios en las vias catabodlicas. La hipotesis
tampoco satisface la expectativa de similitudes
estructurales y funcionales entre las enzimas de una
via, lo cual se espera debido a que se supone que las
enzimas en una ruta provienen de procesos de
duplicacion (7). Finalmente, la acumulacion de algu-
Nos compuestos necesarios como precursores en las
vias parece improbable debido a su labilidad (10).

Hipdtesis de Granik

La propuesta de esta hipdtesis se basa en que las
rutas biosintéticas se desarrollaron en la direccion
hacia adelante, es decir, las enzimas que catalizan
los primeros pasos de la via biosintética son méas
antiguas que las que catalizan los ultimos pasos
(Fig. 2). Esta idea no requiere la presencia de todos
los compuestos intermediarios en el ambiente pre-
bidtico porque propone que los compuestos ini-
ciales se van haciendo cada vez mas complejos (4).
Un aspecto para considerar de esta propuesta es
que no solo explica la aparicién de nuevas enzi-
mas, sino que también hipotetiza sobre el sur-
gimiento de metabolitos (8,18). EI numero de rutas
metabolicas que parecen explicarse mediante este
proceso es limitado, aunque generalmente es mas
extenso en comparacion con el modelo propuesto
por Horowitz; por ejemplo, explica la biosintesis
de clorofila (19), la biosintesis de poliamina (20), y
la via lipidica de isopreno (21). El principal contra-
punto de esta hipdtesis radica en la necesidad de que
todos los intermediarios presentes en las vias meta-
bolicas sean funcionales para el organismo. Esta
condicion es fundamental para asegurar que las en
enzimas emergentes a lo largo del tiempo tuvieran
un sustrato especifico sobre el cual actuar (7,10).
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Hipdtesis del mosaico “patchwork”

De acuerdo con esta hipdtesis, se sugiere que en sus
etapas iniciales las enzimas eran poco eficientes y
especificas, lo que les permitia interactuar con un
amplio espectro de compuestos quimicamente rela-
cionados (a pesar de estar limitadas por un genoma
reducido). Estas enzimas primitivas se duplicaban y
divergian, lo que generaba un aumento en su espe-
cializacion y eficacia. Este proceso condujo a la "di-
vergencia" de las vias, lo que implica la aparicion de
nuevas vias metabdlicas mediante la especiali-
zacion de la funcion de una enzima (Fig. 3). En otras

Figura 2. Hipdtesis de
Granik. a) Los com-
puestos A, B, C, D par-
ticipaban en el me-
tabolismo de los or-
ganismos. b) La enzi-
ma E1 afade el com-
puesto B al compues-
to A, dando lugar al
compuesto A-B, que
es util para la célula;
y solo se seleccionan
aquellas capaces de
realizar esta reaccion.
c) La enzima E2 afiade
el compuesto C al com-
puesto A-B y origina el
compuesto A-B-C, que
cumple una funcion;
esto representa una
ventaja para aquellos
organismos que tienen
esta caracteristica vy
se seleccionan. d) La
enzima E3, agrega el
compuesto D al com-
puesto A-B-C y forma
el compuesto A-B-C-
D, el cual tiene una
funcién; esta ventaja
es seleccionada. De
esta forma se consti-
tuye la via de sintesis
del compuesto com-
plejo A-B-C-D a partir
de los compuestos
sencillos “A”, “B”, “C”
y “D”. Basada en (12).

palabras, la enzima ancestral pasaba de catalizar una
reaccion "general™ a una reaccion "especifica”, sien-
do reclutada para formar parte de nuevas rutas
metabolicas (5,6). Esta hipdtesis es coherente con
los siguientes hechos (10,17,22):

a) la existencia de mecanismos regulatorios de
activacion y de inhibicion. En el caso de la activa-
cion, un aumento en el sustrato sefializa directa o
indirectamente la actividad de la enzima; mientras
que en el caso de la inhibicion, un incremento en la
concentracion de sus productos reprime la actividad
enzimatica (6). Con la hipotesis patchwork se per-
mite la concentracion tanto de sustrato como de
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producto, a diferencia de la hipétesis retrograda
donde solamente se acumula el sustrato; el producto
no se acumula porque se convierte en el sustrato de
la enzima siguiente;

b) varias enzimas tienen el rasgo de promiscuidad,;

c) en los genomas hay un alto porcentaje de genes
que son el resultado de duplicaciones paralogas y
estdn involucrados en diferentes procesos meta-
bolicos;

d) las comparaciones de estructura primaria de
enzimas que catalizan reacciones distintas indican
que han evolucionado de un ancestro comun;

e) los experimentos de evolucion dirigida donde
poblaciones microbianas heterdtrofas se someten a
fuertes presiones de seleccion resultan en pobla-
ciones capaces de utilizar nuevos sustratos.

Figura 3. Hipotesis
del mosaico o Patch-
work. a) En los or-
ganismos primitivos,
la enzima ancestral
E1l no es especifica,
por lo que puede
unirse a tres sustra-
tos distintos: s1, s2 y
s3. E1 cataliza una
reaccion distinta pero
similar con cada sus-
trato, originando los
productos pl, p2, vy
p3 respectivamente.
La enzima E1 estd
codificada por el gen
gl. b) El gen gl se
duplica y al divergir
da lugar al gen g2,
que codifica la enzi-
ma E2. ¢) La enzima
E2 es mas especifica
que E1 y solo puede
unirse a un sustrato:
s2, lo que la hace mas
eficiente y le propor-
ciona una ventaja
evolutiva. Asi, se selec-
cionan aquellos orga-
nismos con la enzima
E2. d) Otro evento de
duplicacidn da origen
al gen g3. Los genes
gl y g3 se diversi-
fican, se vuelven mas
especificos, y ahora
se unen a un solo
sustrato, s1 y s3 res-
pectivamente, lo cual
da una ventaja que
promueve que se se-

leccionen los organismos con estas caracteristicas. e) Asi, la enzima ancestral E1 que catalizaba reacciones
similares, se duplicé y divergid, dando lugar a tres enzimas especificas que participan en tres rutas diferentes.

Basada en (10, 12).
Encontramos ejemplos de este tipo de evolucién en

vias como el ciclo de la urea (23), el ciclo de Krebs

(24,25), las rutas biosintéticas de histidina (26,27),

triptéfano (28), lisina, arginina y leucina (10),
asi como la fijacion de nitrégeno (29). Sin
embargo, para que este proceso actue, es indispen-

147



Revista de Educacion Bioquimica (REB) 43(3):141-150, 2024

Origeny evolucidn de las rutas metabdlicas

sable la existencia de la sintesis de proteinas (7),
por lo que no puede explicar el ensamble de todas
las vias metabolicas (8), en especial aquellas que
estuvieron presentes en los primeros organismos
vivos (7).

Origen semi-enzimatico

Este enfoque busca explicar el origen de las rutas
metabolicas presentes en las etapas mas primitivas
de la vida, anteriores incluso a la sintesis de pro-
teinas. Se basa en la observacion de que algunas vias
metabdlicas actuales guardan similitudes con las que
existian en condiciones prebidticas, mientras que
otras difieren considerablemente. Para respaldar
este ultimo hecho, Lazcano y Miller propusieron en
1999 (7) que el origen de las primeras vias meta-
bolicas se debid a reacciones con los compuestos
prebidticos que no requerian enzimas 0 que eran
semi-enzimaticas.

Para que este proceso suceda, se requieren las
siguientes condiciones:

1) un conjunto de compuestos prebidticos estables
disponibles en los ambientes primitivos;

2) en las primeras células, los productos e inter-
mediarios de una ruta podian ser utilizados por otras
vias, sin importar que dichas moléculas fueran
inestables;

3) las enzimas de los organismos primitivos se origi-
naron por duplicacion y eran poco especificas (6);

4) cuando surgen las primeras enzimas, éstas pue-
den catalizar las reacciones que antes ocurrian de
manera espontanea, aumentando la velocidad de
reaccion y la eficiencia de la ruta.

Una incidencia que apoya esta hipotesis es la
existencia de reacciones en las rutas biosintéticas
gue normalmente son catalizadas por enzimas, pero
pueden ocurrir espontaneamente (7). En resumen,
esta propuesta dice que el origen de las vias meta-
bolicas inicia con la sintesis de compuestos esen-
ciales a partir de compuestos prebioticos bajo dos
posibles circunstancias: en ausencia de enzimas (no
enzimaticos) o con la participacion de enzimas no
especificas (semi-enzimaticos). Posteriormente surge
un catalizador eficiente para la reaccion y los
organismos que lo poseen son seleccionados. De
esta forma, esta hipotesis vincula la quimica prebidtica
con las primeras reacciones enzimaticas (7,8,10). Un
ejemplo de esto es la sintesis de imidazol glicerol
fosfato (Fig. 4), cuya reaccidn esta catalizada por la
enzima imidazol glicerol fosfato sintasa (un hetero-
dimero formado por hisH e hisF); sin embargo, su
sintesis puede ocurrir en ausencia de hisH y a altas
concentraciones de amonio (NH4") (30); mas adn,

en Klebsiella pneumoniae, basta con que haya altas
concentraciones de NH4" para que la reaccion

ocurra (31,32).

Discusion

Aunque se presume que el modelo patchwork ofrece
la explicacion mas sélida para la mayoria de las
rutas metabdlicas (1,33), se ha observado que otras
hipdtesis también pueden explicar las caracteristicas
de algunos metabolismos. Esto sugiere que, en dife-
rentes epocas o condiciones, pueden haber operado

esquemas distintos contribuyendo al origen y la
evolucion de las rutas metabolicas (7,10).

Por ejemplo, las rutas metabdlicas mas antiguas
podrian ser explicadas tanto por la hipotesis retrogra-
da como por la hipdtesis de un origen semi-
enzimatico. En contraste, las rutas que surgieron
posteriormente podrian haberse desarrollado segun
lo propuesto por la hipétesis de Granick y la hip6-
tesis patchwork (7). Ademas, existen vias metabo-
licas especificas, como la de la histidina, cuyo
origen parece estar respaldado tanto por la hipotesis
retrégrada como por la hipotesis patchwork. Este
panorama diverso sugiere la coexistencia y la
posible influencia de multiples enfoques en la
formacion y evolucion de las distintas rutas meta-
bolicas a lo largo del tiempo y las condiciones
cambiantes (10).

Incluso, hay otros enfoques que intentan explicar el
origen y la evolucién del metabolismo desde pers-
pectivas distintas a la quimica prebidtica o la
bioinformética, como es el caso de la biologia de
sistemas. Entre estos enfoques se encuentran ejem-
plos como el trabajo de Rosen, cuyos modelos
sugieren que la capacidad de las enzimas para
realizar funciones diversas es imprescindible para el
origen del metabolismo y, por ende, para el origen
de la vida misma (1). Asimismo, Kauffman propone
que los sistemas complejos resultan de la auto-
organizacion, argumentando que el orden puede
surgir espontaneamente de interacciones aleatorias
entre los elementos de un sistema (33). Ademas,
Dyson ha desarrollado un modelo estadistico que
describe la transicion del desorden al orden en una
pequefia poblacion de moléculas cataliticas, obser-
vando que la evolucién inicialmente ocurre por
deriva génica (8).

Estos planteamientos resaltan la necesidad de
integrar la informacién proveniente de diferentes
perspectivas sobre el origen y la evolucion del me-
tabolismo. Esto implica intentar armonizar o com-
plementar los distintos argumentos de cada pro-
puesta para lograr una comprension mas completa
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Figura 4. Hipétesis de origen semi-enzimatico. a) Reaccion semi-enzimatica: NHs* (amonio) era un compuesto
estable en un ambiente primitivo. En el interior de las células primitivas estaban disponibles compuestos como el
N1-5'-Fosforribolusil-formimino-5-amino-imidazol-4-carboxamida riconucleétido que proviene de otras vias exis-
tentes. La sintesis de imidazol glicerol fosfato ocurria de manera espontanea a altas concentraciones de NH,*. En
las células primitivas surge una enzima inicial (El) poco especifica pero capaz de catalizar la sintesis de imidazol
glicerol fosfato, lo que permitié un incremento en la velocidad de reaccidon y una seleccidn positiva de este rasgo.
Por lo tanto, la sintesis de imidazol glicerol fosfato era semi-enzimatica pues dependia de los compuestos en el
medio (NH4*) y de una enzima poco especifica. b) Reaccidon enzimatica: al duplicarse El y divergir se forma un
complejo proteico (HisH-HisF) que aumenta la especificidad de la enzima, lo que permite que la sintesis del imidazol
glicerol fosfato sea enzimatica e independiente de los compuestos en el medio. Basada en (7).

de este proceso evolutivo. Integrar estas diversas luciond el metabolismo, ofreciendo asi una com-
perspectivas puede proporcionar una vision mas prension mas profunda de la evolucion de la vida
holistica y completa sobre como surgiéo y evo- misma. &
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RESUMEN

La familia de proteinas con motivos tripartita (TRIM) participa en varios
procesos celulares debido a su versatilidad funcional por sus diferentes

dominios. En general, la mayoria de las proteinas TRIM se caracterizan HRULAPIRA
principalmente por su funcién enzimatica como ligasas E3 de ubicuitina. CLAVE
TRIM25 es una proteina miembro de la familia de proteinas TRIM que, TRIM?25
ademas de actuar como ligasa E3 de ubicuitina, funciona como ligasa E3 de -
ISG15 en el proceso postraduccional conocido como I1SGilacion. Ademas, proteina
TRIM25 es capaz de asociarse al DNA y al RNA y modular la expresion multifuncional,
génica a nivel transcripcional y postranscripcional. En este trabajo se revisan T

las caracteristicas de TRIM25 vy la relevancia de su multifuncionalidad en el

desarrollo y progresion del cancer.

ABSTRACT

The protein family containing tripartite motif (TRIM) is involved in several

cellular processes because of its functional versatility due to its different KEYWORDS
domains. TRIM proteins are mainly characterized by their enzymatic function

as E3-ubiquitin ligases. TRIM25 is a member of the TRIM protein family that TRIM25,
acts as E3-ubiquitin ligase and E3 ligase for ISG15 in a post-translational . .
process known as I1SGylation. Moreover, TRIM25 can associate with DNA multifunctional
and RNA and modulate gene expression at transcriptional and post- protein,
transcriptional levels. In this paper, we review the characteristics of TRIM25

and the relevance of its multifunctionality in cancer development and cancer

progression.
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Introduccion

Las proteinas de la familia de proteinas de motivos
tripartita (TRIM), desempefian funciones complejas,
cruciales en diversos procesos biologicos, entre los
que destacan la proliferacion y diferenciacion celu-
lar, la apoptosis (1) y la inmunidad innata (2-5). En
consecuencia, su desregulacion se asocia con dife-
rentes enfermedades; destaca el hecho de que
actualmente se estima que un tercio de todas las
proteinas TRIM estan involucradas en procesos
oncogénicos (1,6,7).

La estructura de las proteinas TRIM contiene una
region conservada en el extremo amino terminal (N-
terminal) compuesta de un dominio RING (Really
Interesting New Gene, por sus siglas en inglés),
seguido de uno o dos dominios de caja B (por su
nombre en inglés B-box) y un dominio de hélice
superenrollada (por su nombre en inglés coiled-coil)
(1,3). Sin embargo, no todas las proteinas TRIM
contienen un dominio RING; en humano se han
identificado 8 proteinas TRIM que no lo poseen (2).

Por otro lado, en el extremo carboxilo terminal (C-
terminal) de las proteinas TRIM se localiza una
region variable que posee diferentes dominios.
Debido a esta region, las proteinas TRIM se dividen
en once subclases segin el dominio presente;
algunos de éstos son: PRY/SPRY (SPla and the
RYanodine Receptor, también llamado 30.2), PHD-
BROMO (del inglés homeodomain-bromodomain),
Cos (C-terminal subgroup One Signature, por sus
siglas en inglés), FN3 (Fibronectin type 11l domain),
NHL (dominio que lleva el nombre de las 3 protei-
nas en las que se identifico por primera vez: NCL-1,
HT2A4 y LIN-41), ARF (ADP Ribosylation Factor-
like domain), MATH (Meprin And TRAF Homology
domain), FIL (Filamin-Type Immunoglobulin do-
main) y TM (Transmembrane domain) (8).

Alteraciones como delecion génica, traslocacion,
pérdida de heterocigosidad, sobreexpresion, y ex-
presion disminuida pueden afectar los niveles y la
funcion de TRIM2S5, promoviendo la progresion
tumoral y metastasis con importantes implicaciones
en la resistencia a terapias anticancerigenas (9).

TRIM2S: del gen a la proteina

Inicialmente, TRIM25 fue identificado como un gen
inducido en respuesta a los estrégenos. El elemento
de respuesta a los estrogenos se identifico en la re-
gion 3’ no traducida (3’UTR) de TRIM25, donde actua
como un potenciador o enhancer, incrementando la
expresion de TRIM25 a nivel transcripcional en cé-
lulas de cancer de mama (10). Debido a esta carac-
teristica, la proteina codificada es conocida como
proteina con dedos de zinc sensible a estrégeno o

EFP; sin embargo, actualmente es mejor conocida
como TRIM25, y consta de 630 aminoacidos y un
peso aproximado de 71 KDa (11).

El gen que codifica para la proteina TRIM25 esta
organizado en 9 exones, y se encuentra localizado
en el brazo largo 22 del cromosoma 17 (12). Muta-
ciones en los genes TRIM han sido relacionados con
trastornos del desarrollo, musculares y neurologicos
(13). Por ejemplo, en una familia con demencia de
edad temprana por herencia autosomica dominante,
se identifico una mutacion de TRIM25 que resulta
en una proteina truncada no funcional incapaz de
oligomerizarse (14).

Similar a otros miembros de la familia TRIM, TRIM25
se caracteriza por contener en su extremo amino
terminal una regioén conservada compuesta por un
dominio RING, uno o dos dominios de caja B, y un
dominio hélice superenrollada; mientras que en el

extremo carboxilo terminal, se localiza el dominio
PRY/SPRY (Fig.1A) (2,3).

Dominios estructurales y funciones de la pro-
teina TRIM25

En tejidos humanos normales, TRIM25 se ha
localizado principalmente en placenta, Utero,
glandula tiroides, aorta y bazo. En contraste, en
diversos tipos de cancer se ha reportado incremento
de sus niveles (15). Respecto a sus funciones, se ha
sugerido que TRIM25 participa en maultiples
procesos bioldgicos; principalmente en procesos del
sistema inmune, de vias de sefalizacion, en la
regulacién de la transcripcion de diversos genes y la
organizacion de la matriz extracelular; sin embargo,
la comprension de su mecanismo de accion es
escasa. La localizacion celular de TRIM25 se ha
detectado mayoritariamente en el citoplasma, los
granulos de estrés citoplasmatico y el nucleo
celular, lo que sugiere que posee una diversidad
funcional en distintos compartimentos celulares
(16). Ademas, se ha identificado que los dominios
estructurales de TRIM25 estan implicados en
diversas funciones importantes, como se describe a
continuacion.

Dominio RING de TRIM2S5. Este dominio es clave
en su actividad como ligasa E3 de ubicuitina e
ISG15. El dominio RING es una estructura de dedos
de zinc rico en cisteinas, al que se le atribuye una
funciéon como ligasa E3 de ubicuitina (Fig.1B) (17).
El proceso de ubicuitinacion involucra tres tipos de
enzimas: E1, E2 y E3. Las proteinas que contienen
este dominio pueden presentar especificidad fun-
cional gracias a la amplia variedad y diversidad de
los dedos RING (18). Aunque la ubicuitinacién por
TRIM25 es mediada principalmente por el dominio
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Figura 1. Representacion de los dominios de la proteina TRIM25. A) Estructura de TRIM25 B) Funcién asociada a
cada dominio. El dominio RING presenta actividad enzimatica como E3 ligasa de ubicuitina mediando Ila
poliubicuitinacion en el residuo de K48 para degradacion proteosomal y en el residuo K63 para mecanismos de
estabilizacién. La actividad enzimatica como ligasa E3 de ISG15 también es determinada por este dominio. Las cajas
B son dedos de zinc involucrados con la unién a DNA. La hélice superenrollada es el dominio encargado de la
oligomerizacién de TRIM25 y su unién a RNA. El dominio PRY-SPRY interviene en la interaccién proteina y la
interacciéon con RNA. Para que TRIM25 sea una proteina activa, son necesarias funciones cooperadoras entre
dominios. Imagen creada con imdgenes 3D del archivo de Power Point. Microsoft 365.

RING, los dominios de caja B, hélice superenrollada
y PRY/SPRY estan vinculados estructural y funcio-
nalmente con el dominio RING, y llevan a cabo una
funcidn cooperadora (19-22).

TRIM25 media la ubicuitinacién de multiples pro-
teinas blanco, a menudo proteinas de union a RNA,
mediante la formacion de un enlace covalente entre
su motivo de union LRLRGG y un residuo de lisina
en la proteina blanco. A la fecha, se han identificado
varios sustratos individuales para TRIM25 en los
que la poliubicuitinacion a través de la K48 promueve
la degradacion proteosomal, mientras que la poliu-
bicuitinacion dependiente de K63 se ha asociado a
mecanismos de estabilidad de complejos proteicos
(Fig.1B) y a cambios en la localizacion o en la acti-

vidad de los sustratos (23,24). Entre las proteinas
marcadas para su degradacion por TRIM25, destaca
la proteina antiviral con dedos de zinc (ZAP) (25).

Ademas, se ha identificado que la interaccion de
TRIM25 con Lin28a (Protein lin-28 homolog A) es
necesaria para la degradacion del precursor de let-7
(del inglés lethal-7) por Tutd (Terminal uridylyltrans-
ferase 4) (26). También se ha descrito la ubicuiti-
nacion para la degradacion de Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1), UPF1 (Up-frame-shift
protein 1) y NMEI (Nucleoside Diphosphate Kinase 1)
asi como la ubicuitinacion para estabilizar a G3BP1/2
(Ras GTPase-activating protein-binding protein 1)
y PABPC4 (Polyadenylate-binding protein 4) me-
diada por el dominio RING de TRIM25 (24,27).
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TRIM25 media la ubicuitinacion (via K63) del
receptor citosolico de reconocimiento a patrones,
RIG-I (28-30), facilitando que RIG-I pueda reco-
nocer el RNA viral, interactuar con MAVS (Mito-
chondrial antiviral-signaling protein) y asi activar
diversas vias de sefializacion involucradas con la
produccion de interferones (31). Algunas proteinas
virales inducen la auto-ubicuitinaciéon de TRIM25,
y con esto, la inactivacion del sefialosoma RIG-I que
es utilizada como mecanismo de evasion a la res-
puesta inmune (32).

El dominio RING de TRIM25 también ha sido
sefialado como responsable de su funcion de ligasa
E3 de ISG15 (por su nombre en inglés, interferon-
stimulated gene 15) (33,34). Al respecto, la ISGila-
cion es una modificacion postraduccional parecida
a la ubicuitinacion. En la ISGilacion, ISG15, una
proteina similar a la ubicuitina, con un peso de 15
kDa, se une a sus proteinas blanco mediante una
serie de reacciones enzimaticas similares a las
implicadas en la ubicuitinacidn, involucrando una
enzima El encargada de la activacion de ISGI5
(ubicuitina en el caso de ubicuitinacién), una enzi-
ma E2 de conjugacion y una enzima con actividad
de ligasa E3 responsable de la formacion del enlace
peptidico entre ISG15 con su proteina blanco. Se
conocen pocas proteinas modificadas por ISGila-
ciébn en comparacion con otras modificaciones
postraduccionales; y algunas de las que se conocen
no han sido completamente caracterizadas. Un
ejemplo es la proteina 14-3-3c, la cual esta impli-
cada en la regulacion de un largo espectro de rutas
de sefializacion, y se ha evidenciado que es modifi-
cada por ISGilacion (34,35). Weiguo Zou, Ji Wang,
y Dong-Er Zhang inicialmente demostraron que
TRIM2S es una proteina con funcion como ligasa
E3 de ISGIS5 en la ISGilacion de 14-3-3c. Un afio
mas tarde, mediante ensayos de mutagénesis, estos
mismos investigadores determinaron la importancia
de un residuo de lisina en la posicion 117 de
TRIM25 como sitio de ISGilacion, indicando que
TRIM?25 se puede autolSGilar y asi, regular nega-
tivamente su actividad como ligasa E3 de ISG15 en
la ISGilacion de 14-3-36 (33).

Las cajas B y el dominio hélice-superenrollada.
Los dominios de caja B se distinguen por la inter-
accion coordinada de uno o dos atomos de zinc con
el grupo tiol de residuos de cisteina y atomos de
nitrégeno de residuos de histidina en la proteina que
posee dicho dominio. Generalmente, se encuentran
en proteinas con funcion de factores de transcrip-
cion, participando como mediadores de la union con
el DNA, con ribonucleoproteinas, proto-oncopro-
teinas y ligasas E3. La presencia de cajas B esta
involucrada en la estabilizacion de la estructura

terciaria de las proteinas que lo contienen (36), y al
poseer una estructura similar a los dominios RING,
se ha sugerido que adquieren la funcionalidad de
ligasa E3 (19). La presencia de cajas B mejora la
actividad de TRIM25 en la formacion del complejo
entre el dominio RING y una enzima E2 unida con
ubicuitina en la ubicuitinaciéon (37). Ademas, los
dominios de cajas B en TRIM25 se han sefialado
como participantes importantes en la union al DNA
(Fig.1B) (38). Aunque se ha demostrado la capa-
cidad de union de TRIM25 al DNA a través de sus
cajas B, lo que sugiere su actividad como factor de
transcripcion, no se conoce el elemento de respuesta
y los mecanismos regulatorios implicados a nivel
transcripcional (38,39).

Por otro lado, el dominio hélice superenrollada esta
conformado por dos o mas cadenas o-helicoidales
(40), comprende una espiral antiparalela, con un
patrén distintivo y simétrico que se conserva en toda
la familia TRIM. TRIM25 se dimeriza formando
horquillas antiparalelas mediante la interaccion de
los dominios hélice superenrollada (41,42). Diver-
sos autores sefialan que la dimerizacién de TRIM25
(Fig.1B) es necesaria para que sea una proteina
funcional y para las interacciones proteina-proteina
(29,37,43). Por ejemplo, se identifico que la pro-
teina no estructural del virus de la gripe A o NS1, se
une al dominio hélice superenrollada de TRIM2S5,
impidiendo asi la formacion del dimero y con esto
la actividad enzimatica involucrada en la ubicui-
tinacion de RIG-I, dando como consecuencia una
respuesta inmune ineficaz en el huésped (21).

Dominio PRY/SPRY. Se conoce que la familia de
proteinas de dominios SPRY se subdivide en las que
contienen el dominio PRY-SPRY o caja B30.2, las
que contienen una extension del dominio PRY en el
extremo amino terminal y las que solo tienen el
dominio SPRY. El dominio PRY-SPRY actua como
un modulo de interaccion proteica que estd impli-
cado en diversos procesos biologicos que involu-
cran la regulacion de la respuesta inmune innata y
adaptativa (44). Al respecto, hace algunas décadas,
TRIM25 fue identificada como proteina de union a
RNA (45-47), y més tarde, mediante ensayos EMSA
(por sus siglas en inglés, electrophoretic mobility
shift assay), se determind que el dominio PRY-
SPRY estaba directamente ligado a esta funcion
(20,48). Por lo tanto, el dominio PRY-SPRY se iden-
tificé también como mediador de la actividad de
TRIM2S5 como proteina de uniéon a RNA (Fig.1B)
(22). Estos datos, concuerdan con resultados obteni-
dos mediante analisis de interactoma de RNAm de
c¢lulas HeLa, en los que se identifico a TRIM25
como proteina de union a RNA (47).
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Es de notar que los datos mds recientes sefialan al
dominio PRY-SPRY como el principal responsable
de la interaccion de TRIM25 con el RNA (Fig.1B)
(23,28,49). Sin embargo, la identidad del dominio
de unién al RNA de TRIM2S5 sigue siendo inves-
tigada, ya que originalmente se identifico que el
dominio de hélice superenrollada mediaba esta
interaccion (42,46). No obstante, Sanchez y colabo-
radores identificaron que ambos dominios estan
conectados entre si mediante una region rica en
lisinas, favoreciendo asi su interaccion y un cambio
conformacional de TRIM25 para llevar a cabo una
funcion cooperativa de union al RNA (50). Basados
en estos datos, puede sugerirse que tanto dominio
PRY/SPRY como el dominio de hélice superenro-
llada parecen estar implicados en la interaccion de
TRIM25 con el RNA.

Mecanismos de regulacion

Regulacién a nivel transcripcional. El gen que
codifica para TRIM25 contiene una secuencia con-
senso de respuesta a estrogenos en la region 3’UTR
que actiia como un enhancer, capaz de potenciar su
transcripcion en respuesta a estrogenos (Fig.2B).
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El E2 E3 E4

f———i
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S5'UTR
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Inoue y colaboradores sugieren que la expresion de
TRIM25 es dependiente de estrogenos, a través de
un mecanismo que involucra al receptor de estro-
genos alfa como un factor de transcripcion activado
por estrogeno que se une a dicha region enhancer
(10). Por otro lado, mediante ensayos de luciferasa
se reveld la presencia de un elemento funcional de
respuesta estimulada por interferon (ISRE) en el
primer intrén del gen de TRIM25 (Fig.2A). Investi-
gaciones posteriores han demostrado que el ISRE es
reconocido por el factor transcripcional STATI
(Signal transducer and activator of transcription 1)
y se sugiri6 que la expresion de TRIM?25 en ciertos
tipos de tejidos depende de la sefializacion por inter-
ferones (IFN) (51).

TRIM?25 es regulada negativamente por molé-
culas de RNA no codificantes. Se han identificado
algunos microRNA con capacidad de modular la
expresion de TRIM25 a nivel postranscripcional
(Fig. 2B). Por ejemplo; en un estudio realizado en el
contexto de cancer de pulmén de células no
pequenas (NSCLC), se identifico, mediante ensayos
de luciferasa, que el miR-365 puede modular a
TRIM?25 aun nivel postranscripcional (52).
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Figura 2. Mecanismos asociados con la regulacidon de la expresion y los niveles de TRIM25 en el contexto de
cancer. A) Estructura del gen TRIM25. Se marca en un recuadro amarillo el sitio ISRE (Elemento de respuesta
estimulado por interferén) en el intrén 1. B) Estructura del mRNA que codifica para TRIM25 se muestra en rojo. Se
muestra el elemento de respuesta al receptor de estrégenos alfa (ERa) en el 3°'UTR, el cual estd implicado en la
potenciacion de la transcripcion de TRIM25. Se muestran también el sitio de unién IGF2BP3 y miR-3614-3p
relacionado con su regulacion a nivel postranscripcional. La flecha gris indica algunos microRNA (miR) que regulan
negativamente la expresidon de TRIM25. Imagen creada con imdgenes 3D del archivo de Power Point. Microsoft 365.

El gen que codifica para TRIM?25, también contiene
la secuencia para generar un microRNA, el miR-
3614-3p, el cual reprime la expresion de TRIM?25 a
nivel postranscripcional al unirse a su region
3’UTR. De manera interesante, Zhenzhen Wang y
colaboradores identificaron que la proteina 3 de

union al RNAm del factor de crecimiento, similar a
la insulina tipo 2 o IGF2BP3, puede competir por el
mismo sitio de unién de miR-3614-3p (Fig. 2B),
favoreciendo el incremento de los niveles de
TRIM25. IGF2BP3 también puede inhibir la madu-
racion de miR-3614-3p y de esta manera promover
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que los niveles de TRIM25 no se vean afectados por
el miR-3614-3p maduro. Mediante la sobreexpre-
sion de miR-3614-3p y silenciamiento de IGF2BP3,
se suprimi6 la expresion de TRIM?25, afectando el
crecimiento y la proliferacion de las células de
cancer de mama (53).

En el contexto del carcinoma hepatocelular (HCC),
se han sefnalado algunos microRNA involucrados en
la regulacion negativa de la expresion de TRIM?2S5,
por ejemplo, el miR-192. J. Wang y colaboradores,
mediante analisis bioinformatico, encontraron que
TRIM25 contiene los posibles sitios de unidon para
miR-192 y demostraron que la expresion de TRIM25
disminuye al sobreexpresar dicho miRNA. De
manera importante destacaron que el IncRNA XIST
(por sus siglas en inglés, long noncoding RNA X-
inactive specific transcript) podria regular positiva-
mente la expresion de TRIM?25 al unirse directamen-
te al miR-192, acelerando asi la aparicion y el
desarrollo de HCC (54). Por otro lado, Wei Zhang y
su grupo de investigacion identificaron que TRIM25
es modulado por el miR-127-5p. Ademas, eviden-
ciaron que el RNA circular hsa circ_0026134 puede
actuar como un regulador positivo de la expresion
de TRIM?25 a través de su actividad como “esponja”
del miR-127-5p (55). Otro miRNA involucrado en
la supresion de la expresion de TRIM?25, es el miR-
487a-3p, identificado por Lihang Yu'y Yu R (56).

TRIM25 es blanco de algunas modificaciones
postraduccionales. En su estructura, TRIM25 pre-
senta multiples sitios capaces de ser fosforilados que
fueron identificados mediante analisis protedmicos.
En la mayoria de los casos, se desconoce la enzima
encargada de dicha fosforilacion y la funcion de esta
modificacion postraduccional. Hasta el momento,
solo se ha descrito la funcion de la fosforilacion de
TRIM25 en la tirosina 278 (Y278) (57). Lee NR y
su grupo de investigacion evidenciaron la disminu-
cion de la actividad de TRIM25 como ligasa E3 de
ubicuitina al generar proteinas deficientes de tiro-
sina en la posicion 278, lo que sugiere que este
evento de fosforilacion interviene en la actividad de
la ligasa E3 de TRIM25. Asi mismo, se identifico
que la cinasa de tirosinas, c-Src es capaz de inducir
la fosforilacion de Y278 en TRIM25, y que, ademas,
el dominio PRY-SPRY de la misma es decisiva para
el reclutamiento de c-Src. Con estos datos, conclu-
yeron que la fosforilacion de la tirosina 278 de
TRIM2S5 por c-Src es crucial para la actividad enzi-
matica de TRIM25 (57). Es probable que otras
modificaciones postraduccionales no reportadas atin
puedan contribuir en la modulacion de la actividad
de TRIM2S.

TRIM25 en cancer

Estudios recientes han evidenciado cambios en la
expresion de algunas proteinas TRIM en los proce-
sos de carcinogénesis y metastasis, principalmente
en los contextos de cancer de mama, prostata, ovario
y endometrio (58). De acuerdo con diversas bases
de datos obtenidos del atlas del genoma del cancer
(TCGA), TRIM25 se encuentra desregulado en tu-
mores malignos respecto al tejido normal. Por
ejemplo, utilizando los datos de valores de expre-
sion depositados en GEPIA (Gene Expression Pro-
filing Interactive Analysis) (59), se observaron
cambios estadisticos significativos en la expresion
de TRIM25 en diversos tipos de cancer (Tabla 1).
La expresion de TRIM25 muestra una sobreex-
presion en cuatro tipos de cancer, mientras que en
los seis restantes se observo una disminucion de su
expresion con respecto al tejido normal. Estos datos
sugieren que la desregulacion de TRIM?25 puede ser

Expresion de TRIM25 res-
Tipo de céncer pecto al tejido corres-
pondiente no canceroso.
Carcinoma corticosu- Disminuida
prarrenal (ACC)
Colangiocarcinoma Incrementada
(CHOL)
Linfoma difuso de células Disminuida
B grandes (DLBC)
Glioblastoma (GBM) Incrementada
Leucemia mieloide aguda Incrementada
(LAML)
Gliomas de bajo grado Incrementada
(LGG)
Adenocarcinoma de Disminuida
pulmon (LUAD)
Carcinoma de células L
esca-mosas de pulmén Disminuida
(LUsC)
Timoma (THYM) Disminuida
Carcinosarcoma uterino Disminuida
(ucs)

Tabla 1. Desregulacion de la expresion de TRIM25 en
diferentes tipos de cancer en comparacion con el tejido
sano. Se muestran los diez tipos de cancer que pre-
sentan cambios estadisticamente significativos (p< 0,05)
en la expresion de TRIM25 en comparacién con el tejido
no canceroso, de acuerdo con la base de datos GEPIA
(Gene Expression Profiling Interactive Analysis,
http://gepia.cancer-pku.cn/).
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diferencial dependiendo del tipo de cancer. A conti-
nuacion, se discuten algunas de las evidencias expe-
rimentales reportadas hasta ahora, sobre la desre-
gulacion de la expresion de TRIM25 en algunos
tipos de cancer. Algunos de los resultados obtenidos
de las bases de datos publicas pueden contrastar con
algunos estudios reportados en la literatura, lo cual
podria estar relacionado con los subtipos molecu-
lares de cada tipo de cancer por lo tanto se requieren
mas investigaciones que aborden la participacion de
TRIM25 desde un aspecto molecular.

La sobreexpresion de TRIM25 en el cancer de
mama. El cancer de mama es la principal causa de
muerte en mujeres a nivel mundial. Més del 70% de
los tumores mamarios malignos expresan al
receptor de estrogeno alfa (ERa), lo que provoca que
sean dependientes de hormonas estrogénicas (60).
TRIM25 podria ser un blanco molecular util para el
diagndstico, prondstico y tratamiento en este tipo de
tumores (61), considerando que se ha reportado que
TRIM2S5 se asocia con la degradacion de supresores
tumorales. Por ejemplo, TRIM25 es capaz de llevar
a cabo la poliubicuitinacioén del regulador negativo
del ciclo celular 14-3-36 para promover su
degradacion, favoreciendo la prolife-racion celular
(35). También TRIM25 media la degradacion de
ATBF1 (AT motif binding factor 1) (62), un
regulador positivo de la expresion de ZEBI (Zinc
Jfinger E-box binding homeobox 1) (Fig. 3) factor de
transcr1pc10n encargado de la represion de la
expresion de E-cadherina y la induccion de la
transicion epitelio-mesenquimal o EMT en céncer
de mama (63). Ademas, TRIM25 media la ubicuiti-
nacion de la proteina AZGP1 (Zinc-alpha-2-glyco-
protein), una glicoproteina altamente expresada en
cancer de mama que correlaciona negativamente
con la supervivencia de pacientes con este tipo de
tumores (64).

Adicionalmente, a través de un analisis de inter-
actoma e inmunoprecipitacion de DNA y RNA, se
sugiri6 que TRIM25 puede actuar como un regulador
de los tumores mamarios malignos metastasicos que
son independientes de hormonas, estableciendo un
patron de diversos blancos a nivel transcripcional y
postranscripcional (39). También cabe mencionar
que el gen de TRIM?2S5 resulta ser hospedero del
miR-3614 en células de cancer de mama depen-
diente de hormonas. (53). Esto es importante debido
a que la expresion de AKT3 y HDACI disminuye en
respuesta a la sobreexpresion de miR-3614,
ocasionando una disminucion en la invasividad de
células derivadas de céncer de mama (65). En
conjunto, estos estudios sugieren que TRIM25
podria estar implicado en la progresion de los
diferentes tipos de cancer de mama.

La sobreexpresion de TRIM25 en otros tumores
malignos dependientes de hormonas. TRIM25
también participa en la promocién de algunos tipos
de cancer relacionados con el sistema enddcrino,
ademas del cancer de mama (58). En lo que respecta
a lineas celulares derivadas de cancer de ovario se
demostro que los niveles de la proteina TRIM25, asi
como su expresion, se encontraban elevadas (66).
En el caso del cancer endometrial, TRIM25 pro-
mueve el crecimiento tumoral a través de la modu-
lacion de la via de sefalizacion del factor nuclear kB
(NFkB) y la degradacién de la proteina 14-3-3c
(67). En el cancer de prostata, mediante un ensayo
de knockdown de TRIM?25, se reactivo la funcién de
pS53 y como consecuencia se inhibio el crecimiento
tumoral, ademas se activo la apoptosis; esto sugiere
que TRIM25 podria estar participando como regu-
lador negativo de p53 y de la via de apoptosis, pro-
moviendo el crecimiento de células tumorales (6).
Sin embargo, se ha sefialado que TRIM25 dirige la
degradacion de ERG (Es related gene, por sus siglas
en inglés), via el sistema ubicuitinaproteosoma; un
factor de transcripcion sobreexpresado en el 40% de
los tumores de prostata. A pesar de que TRIM25 media
la degradacion de ERG, la deubicuitinasa USP9X
revierte la ubicuitinacion de dicho factor (68).

Funcion de TRIM2S en el cancer de higado y colan-
giocarcinoma. El cancer de higado es el sexto cancer
mas comun en el mundo; el carcinoma hepatocelular
(HCC) es la forma mas comun de este tipo de cancer
ya que representa el 90% de los casos. La infeccion
por el virus de la hepatitis B y C son los principales
factores de riesgo para el HCC (69). En este tipo de
cancer, se identifico que TRIM2S5 se puede estar
uniendo a la region del sitio de inicio de la transcri-
pcion (TSS) del gen PML, probablemente por la
participacion de sus dominios de cajas B y asi estar
regulando negativamente su expresion e induciendo
la proliferacion celular. Ademas, se encontr6 que
TRIM2S5 se encuentra altamente autoubicuitinado
en cancer de higado, pero OTUDS lo puede deubi-
cuitinar (38). Liu y su grupo de investigacion
identificaron que TRIM25 se encuentra sobreex-
presado en el carcinoma hepatocelular (HCC) y que
correlaciona con una baja supervivencia de los
pacientes. La expresion de TRIM?25 se asocia positi-
vamente con la expresion de Nrf2 (nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) y negativamente con la
expresion de Keapl. Keapl es un inhibidor de Nrf2,
por lo que TRIM25, al promover la ubicuitinacién
degradativa de Keapl, aumenta los niveles de Nrf2
y promueve el crecimiento tumoral (27). No obs-
tante, TRIM25 podria actuar como inhibidor de la
progresion metastasica del carcinoma hepatocelular
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al mediar la poliubicuitinacion de la proteina 1 aso-
ciada a metastasis (MTAT1) via K48 (70).

Ademas, la baja expresion de AZGP1 previamente
habia sido identificada como indicadora de mal
pronostico en pacientes con carcinoma hepato-
celular. De manera interesante, Yun y colaboradores
identificaron que la expresion deficiente o casi inexis-
tente de AZGP1 en colangiocarcinoma (ACC), un
tumor maligno que se desarrolla en el epitelio biliar,
es causada por la degradacion mediada por TRIM25
via ubicuitinacion. De esta manera, altos niveles de
TRIM2S5 en tejido derivado de pacientes con ACC 'y

bajos niveles de AZGP1, correlacionan con una super-
vivencia limitada en este tipo de pacientes (71).

TRIM2S en la leucemia mieloide aguda. La leuce-
mia mieloide aguda (LMA) es el tipo de leucemia
mas comun en la poblacion adulta. Se caracteriza
por un crecimiento y diferenciacion anormal de las
células madre hematopoyéticas y da como resultado
una acumulacion de precursores mieloides inma-
duros en la médula 6sea y la sangre periférica (72).
En un estudio se determino que la sobreexpresion de
TRIM?25 en LMA contribuye significativamente a la
proliferacion, invasion, y migracion de las células
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Figura 3. Efectos de la sobreexpresion de TRIM25 en diversos tipos de cancer. La flecha roja hacia abajo indica
regulacién negativa por TRIM25 y la flecha verde hacia arriba indica regulacidn positiva por TRIM25 de sus diferentes
blancos. Abreviaturas: EMT, Transicion epitelio-mesenquimal. Imagen creada con imdgenes de acceso libre y 3D del

archivo de Power Point. Microsoft 365.

derivadas de pacientes con este cancer. También se
identificd que el miR-137 inhibe la expresion de
TRIM?25 en células de la sangre de pacientes con
LMA (73).

RIG-I se sobreexpresa durante la diferenciacion gra-
nulocitica de las células de leucemia promielocitica
aguda (LPA). Song-Fang Wu y su grupo de inves-

tigacion describieron que RIG-I promueve la dife-
renciacion mieloide mediante la interaccion con el
RNA mensajero de TRIM25, aumentando su esta-
bilidad. Ademas, proponen que RIG-I podrla pro-
mover la ISGilacién aumentando la expresion trans-
cripcional de TRIM25 y genes clave en dicha via,
mediante la cooperacion con STATI1 e IRF1; inter-
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viniendo asi, en el proceso de diferenciacion mie-
loide y la respuesta terapéutica en LPA (30).

TRIM2S en tumores del sistema nervioso central.
Los tumores cerebrales son un tipo de tumores del
sistema nervioso central (SNC). Los tumores de
grado 1 del SNC son curables si se pueden extirpar
quirargicamente; mientras que los tumores de grado
4 son altamente malignos y, en ausencia de un
tratamiento eficaz, pueden conducir a la muerte en
periodos de tiempo relativamente cortos. Al res-
pecto, el glioblastoma es el tnico glioma difuso de
tipo adulto de grado 4 (74,75). Mediante los analisis
in silico se observd que TRIM?2S5 esta incrementado
en pacientes con gliomas de alto y bajo grado, lo
cual se asocia con un prondstico desfavorable. Mau
Xu Ge y colaboradores comprobaron que TRIM25
promueve la proliferacion celular, la expresion del
ligando de muerte programada o PD-L1 y la impor-
tacion de NF-kB al nucleo (Fig. 3), contribuyendo a
un microambiente inmunosuprimido en los gliomas.
Asimismo, la reduccién de la expresion de TRIM25
condujo a la reduccion de la expresion de genes
relacionados con proliferacion, entre los que des-
tacan, PCNA (Proliferating cell nuclear antigen),
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein),
CCNBI (Cyclin Bl) y CCND1 (Cyclin DI) (76).
Ademas, Yike Chen y colaboradores identificaron
que TRIM25 promueve el crecimiento, migracion e
invasion celular de células de glioblastoma, a través
de mediar la ubicuitinacion del factor de splicing
NONO implicado en la modulacion de la expresion
de PRMT1y c-MYC (77).

Otro estudio que revela la participacion de TRIM25
en glioblastoma, es el realizado por Ma Q. y su
grupo de investigacion. Ellos evidenciaron la ubi-
cuitinacion degradativa de CHKo, una proteina
asociada con actividad protumoral mediada por
TRIM?25. La enzima glicolitica enolasa-1 (ENO1)
se une a CHKa (Choline kinase ) e impide la union
de TRIM25, su ubicuitinacion, y su posterior degra-
dacion proteosomal. En consecuencia, la interaccion
ENO1/CHKo aumenta los niveles de CHKa, el
metabolismo de la colina, y la aceleracion del creci-
miento de células de glioblastoma, asociandose con
un mal pronostico (78).

Adicionalmente, se describidé que TRIM2S5 inhibe el
estrés oxidativo y la muerte celular ferroptotica en
células de glioma bajo tratamiento con temozo-
lomida via Keapl-Nrf2 (79). TRIM25 media la
ubicuitinaciéon degradativa de la inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) cinasa B (ITPKB). Yuanliang Yan y
colaboradores identificaron, mediante analisis pro-
tedmicos, que I'TPKB se encuentra sobreexpresada
en pacientes con glioblastoma recurrente que fueron
sometidos a terapia con temozolomida, lo que

correlaciona con supervivencia limitada en pa-
cientes con glioma. Con ensayos de inmunopreci-
pitacion demostraron que la interaccion entre
TRIM25 e ITPKB era mas débil en lineas celulares
resistentes a temozolomida en comparacion con lo
sucedido a las células sensibles a dicho farmaco. Asi
mismo, identificaron que la disminucion de la
fosforilacion de TRIM25 en la posicion serina 100
(S100) en muestras de glioblastoma recurrentes
conduce a una ubicuitinacion debilitada de ITPKB.
Esto ocasiona un incremento de la estabilidad de
ITPKB, teniendo efecto en la produccion de ROS y
promoviendo asi la resistencia al tratamiento (80).

Evidencias experimentales de la expresion de
TRIMZ2S5 en cancer de colon y cancer de pulmon.
Los canceres de colon y de pulmon son los tipos de
cancer mas comunmente diagnosticados en adultos
de 65 afos o mas, en todo el mundo. En general,
pacientes con cancer de colon tienen una super-
vivencia relativa mayor a 5 afos que los pacientes
con cancer de pulmén (81). Nasrullah y colabo-
radores, evidenciaron que TRIM25 es una proteina
de union al transcrito de caspasa-2 y que inhibe su
traduccion, esto podria incrementar la supervivencia
de las células tumorales y la resistencia a fArmacos
quimioterapéuticos (82). TRIM25 también puede
estar regulando negativamente la expresion de
caspasa 7, a través de la union directa con su mRNA
mediante el dominio PRY/SPRY, y mediante su
interaccion con la ribonucleoproteina nuclear hete-
rogénea H1 (hnRNPHI). Esto tiene como conse-
cuencia un incremento en la resistencia a firmacos
quimioterapéuticos (83). Zhou y colaboradores,
identificaron que una mayor expresion de TRIM25
se asocia con mayor recurrencia, y un peor pronds-
tico para el paciente con cancer colorrectal y con la
resistencia a oxaliplatino (OXA) (84). En el con-
texto de cancer de pulmon, TRIM2S5 se encuentra
sobreexpresada (85), induciendo la poliubicuitina-
cion del supresor tumoral PTEN (86). Ademads, la
sobreexpresion de TRIM25 en este cancer se corre-
laciona con el grado de diferenciacion, el estadio
tumoral y la metastasis via los ganglios linfaticos.
De manera interesante, TRIM25 media la ubicui-
tinacion de IGF2BP, para lo cual requiere su inter-
accion con el RNA circular circNDUFB2, lo que
resulta en la reducciéon del crecimiento y la
metastasis (87).

Discusion

Los datos reportados hasta ahora sugieren que
TRIM25 es una proteina multifuncional implicada
en cancer. Sin embargo, se requieren mas estudios
para entender mejor los siguientes puntos. Primero,

se ha evidenciado que TRIM25 participa promo-
viendo la ISGilacién y ubicuitinacién de proteinas
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blanco al actuar como una ligasa E3 de ISG15 y
ubicuitina, respectivamente. No obstante, la mayo-
ria de los blancos reportados para TRIM25 son
proteinas destinadas a la ubicuitinacion, debido a
que pocas proteinas modificadas por ISGilacion han
sido identificadas hasta ahora en comparacion con
otras modificaciones postraduccionales. Ademas,
TRIM25 puede actuar como una ligasa E3 para
ISG15 o ubicuitina, pero se desconoce si puede
desempefiar ambas actividades simultdneamente.
Segundo, TRIM25 impacta la expresion génica y se
ha observado que puede ser reclutado al DNA y
RNA; sin embargo, los mecanismos moleculares no
son claros. Por ejemplo, TRIM25 carece de un
dominio de unién al DNA, por lo que podria ser
reclutado por algin factor de transcripcion. Por
tanto, se requiere profundizar en estos estudios y
analizar el interactoma de TRIM25. Estas cuestio-
nes por resolver indican que TRIM25 es un campo
abierto para mas investigacion, y sugiere la comple-
jidad funcional que podrian tener otros miembros de
la familia TRIM.

Es importante notar que la ISGilacion parece tener
un efecto antiviral, por ende, TRIM25 también esta
asociada con la defensa antiviral. A partir de que la
expresion de ISG15 y la ISGilacion de proteinas
esta alterada en cancer respecto al tejido saludable,
se ha empezado a explorar la regulacion de los
elementos de la ISGilacion, uno de ellos, TRIM25,
en dicho contexto. De manera interesante, de acuer-
do con nuestro analisis, la expresion de TRIM25 es
diferencial dependiendo del tipo de tumor maligno,
lo cual podria estar asociado con el contexto celular,
particularmente con los niveles de los inductores de
su expresion. Por ejemplo, interferones u hormonas
como los estrogenos se han reportado como
estimulos que incrementan la expresion de TRIM25
en contextos celulares diferentes. Sin embargo, es
necesario conocer y caracterizar a profundidad los
mecanismos de modulacion de la expresion de
TRIM25 en contextos celulares particulares. Al
respecto, es necesario ademas definir su funcién
como una oncoproteina o bien supresora de tumo-
res, considerando que solo en algunos tipos de
cancer se han efectuado estudios profundos. De esta
manera, en los ultimos afios han surgido reportes
que indican que la expresion de TRIM?25 esta incre-

mentada en glioblastoma y en los datos de muestras
de pacientes con este cancer en comparacion con el
tejido sano. Experimentos en modelos in vitro e in
vivo evidencian su actividad promotora de tumores,
sugiriendo que podria ser un potencial biomarcador
de glioblastoma. Por lo tanto, hasta ahora no se
conoce el potencial pro-tumor de TRIM25 en todos
los tipos de céancer.

La modulacion de su expresion, multifuncionalidad,
y efectos de TRIM25 en céancer parecen no ser
universales, sino depender del tipo de tejido, y son
un ejemplo de la complejidad molecular que se
presenta en una condicion de cancer, lo que dificulta
la deteccion y las estrategias de tratamiento. Una
mayor investigacion, sin embargo, podria conducir
a la identificacion de TRIM25 como una oncopro-
teina especifica y diferencial de algunos tumores en
particular, y estos hallazgos podrian ser tutiles para
la deteccion y tratamiento de algunos tipos de cancer.

Conclusiones

TRIM25 es una proteina multifuncional debido a
sus diferentes dominios, lo que evidencia su impor-
tancia en diversos procesos biologicos y sus impli-
caciones en enfermedades como el cancer. Dada la
evidencia actual, TRIM25 podria ser un potencial
biomarcador y blanco molecular para terapias
contra algunos tipos de cancer como es el caso del
glioblastoma, donde su expresion es incrementada
en comparacion con tejido saludable y presenta una
actividad como oncoproteina. Los mecanismos mo-
leculares de regulacion y de accion de TRIM25 en
los diversos tipos de cancer no son conocidos
completamente, por lo que son un campo abierto de
estudio que demanda atencion. De igual manera,
otros miembros de la familia TRIM podrian tener
una relevancia multifuncional en cancer.| =
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Resumen

Las ribonucleasas, por definicion, son enzimas con actividad hidrolitica que
degradan al RNA. Existe una gran variedad de estas enzimas; en este trabajo

nos centramos en la familia T2 para discutir, en particular, lo que se sabe sobre PALABRAS
las ribonucleasas mas estudiadas de este grupo: las S-RNasas. Las S-RNasas CLAVE
son clave para evitar la autopolinizacion en varias familias de angiospermas, _
actuando como la determinante S femenina del sistema de autoincompa- autoincompa-
tibilidad conocido como “basado en S-RNasas”. Esto implica que estan invo- tibilidad,
lucradas de manera muy precisa en el reconocimiento y discriminacion del

polen propio y del no propio, para rechazar al propio. Esta funcion de gran polen,
relevancia evolutiva, ampliamente distribuida en las angiospermas, involucra il
atributos enzimaticos —por su actividad de ribonucleasa— y estructurales, asi izl
como su capacidad para interaccionar con otras proteinas. Por lo tanto, la polinizacién

funcion de las S-RNasas en el rechazo especifico del polen propio es
compleja desde el punto de vista bioquimico (estructural, enzimatico y de
interaccion) y celular (localizacion y transporte). Conforme surgen evidencias
al respecto, es claro que el papel bioldgico de las S-RNasas no solo recae en
su funcion catalitica como ribonucleasas, sino que, en realidad, su mecanismo
de accion es mas complejo. La comprension de la complejidad de este
mecanismo de accidon subraya la importancia de continuar investigando para
desentrafiar completamente su papel biologico en la reproduccion y evolucion
de las angiospermas.
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Abstract

Ribonucleases, by definition, are enzymes with hydrolytic activity that
degrade RNA. There is a wide variety of these enzymes; however, in this
study, we focus on the T2 family to particularly discuss what is known about
the most studied ribonucleases in this group: the S-RNases. S-RNases are
essential to prevent self-pollination in several angiosperm families, acting as
the female S-determinant of the “S-RNase-based” self-incompatibility
system. This implies that they are involved in a very precise way in the
recognition and discrimination of self and non-self-pollen, to reject self-
pollen. This function of great evolutionary relevance, which is widely
distributed in angiosperms, involves both enzymatic attributes due to their
ribonuclease activity, structural features, and their ability to interact with
other proteins. Therefore, the role of S-RNases in the self-pollen specific
rejection is complex from a biochemical (structural, enzymatic, and inter-
action abilities) and cellular (localization and transport) standpoint. As
evidence emerges, it becomes clear that the biological role of S-RNases lies
not only in their catalytic function as ribonucleases but also, in a more
complex mechanism of action. Understanding the complexity of this
mechanism of action underscores the importance of continuing research to
fully unravel its biological role in the reproduction and evolution of

KEYWORDS

Self-
incompatibility,

pollen,
pistil,

pollination

angiosperms.

Las T2 RNasas

Las ribonucleasas (RNasas) se definen ampliamente
como enzimas hidroliticas que degradan el RNA (1).
En esta revision nos enfocamos en las RNasas de la
familia T2 que, ademas de presentar una amplia
distribucién, —se encuentran en hongos, plantas,
animales, protistas, bacterias y virus— (2,3), es a la
que pertenecen las S-RNasas (4). Las T2 RNasas,
denominadas asi por su similitud con la RNasa T2
de Aspergillus oryzae (2), son endorribonucleasas
que, en un paso de transfosforilacion y otro de hidro-
lisis, cortan RNA de cadena sencilla (ssRNA) (4) y
producen mono- u oligonucleétidos con un fosfato
3’ terminal mediante un intermediario de fosfato
ciclico 2°,3” (Fig. 1). Estas enzimas se distinguen
por contener dos motivos conservados en el sitio
activo (CAS I y CAS II), que contienen a los
aminoacidos de importancia catalitica, particular-
mente a las dos histidinas cataliticas —His46 e
His109 en la RNasa de Rhizopus niveus (GenBank:
BAA02042.1) (5)- (Fig. 1y 2).

Todas las T2 RNasas presentan una estructura tipo
(a0 + B) y contienen al menos seis hélices a y siete
hebras B (2) (Fig. 2). Las T2 RNasas conservan
estructuralmente tres hélices o (a2, a3 y a4) y seis
hebras B, resaltando una hoja plegada B central de
cuatro hebras [ antiparalelas —B1, B2, B4 y B5— (3).
En su centro, las T2 RNasas contienen residuos
hidrofobicos que se localizan en posiciones simila-
res (2,6). Los motivos CAS Iy CAS II se localizan,
respectivamente, en la hebra 2 y la hélice a3 (Fig.

2) (7,8). También estan identificados dos sitios de
uniodn al sustrato, denominados B1 y B2, que me-
diante interacciones hidrofobicas unen, respectiva-
mente, las bases nitrogenadas de los sitios 5’y 3° del
enlace por romperse (4). Asi mismo, es necesario
mencionar que la mayoria de estas enzimas son
glicoproteinas. El contenido de la fraccion glicosi-
dica es variable y pueden estar tanto N- como O-
glicosiladas (9).

Otros elementos ampliamente conservados entre las
T2 RNasas son los residuos de cisteina y los puentes
disulfuro que forman. Aunque el nimero de puentes
disulfuro es variable (9), dos de ellos estan conser-
vados en todas las T2 RNasas y se consideran
esenciales para su estructura y funcion (3,8). Estos
puentes se forman entre Cys63-Cys112 y Cys182-
Cys213, tomando como referencia de posicion la
secuencia de la RNasa Rh de R. niveus (Fig. 2) (7).

Las T2 RNasas de plantas

En plantas, las T2 RNasas son muy diversas y, de
acuerdo con los anélisis filogenéticos, se dividen en
las clases I, I y III. Las clases I y II tienen su origen
en las algas verdes y angiospermas, respectivamen-
te; la clase III es exclusiva del grupo de las eudico-
tiledoneas (10). La clase III contiene a las S-RNasas
y es el grupo mas estudiado; las clases I y II con-
tienen a las tipo S-RNasas (RNasas S-like) (10-14).

En particular, las S-RNasas son ribonucleasas con
una funcién muy especifica, que es evitar la autofe-
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cundacioén en lo que se conoce como sistema de auto-
incompatibilidad (AI) (15,16). Por otro lado, las
RNasas S-like participan en varios fenomenos dis-
tintos a la Al (17). Ademas, una distincion impor-
tante entre ambos tipos se presenta en su secuencia

de aminodacidos, donde se han identificado patrones
caracteristicos para cada grupo (18). Estudios geno-
micos de las T2 RNasas vegetales indican que carac-
teristicas como un punto isoeléctrico basico (14) y
la presencia de un solo intrén —con la excepcion de
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Figura 1. Mecanismo de reaccién de las T2 RNasas. Estas enzimas catalizan una reaccion general acido-base,
involucrando un paso de transfosforilacion y otro de hidrdlisis para la degradacion del RNA (3,5). En el paso de
transfosforilacidn, los residuos de histidina cataliticos, His46 e His109 de la T2 RNasa de R. niveus, actian como
acido y base general, respectivamente. En el estado de transiciéon se observa la formacion de un intermediario
pentacovalente, que se estabiliza por los residuos Lys108 e His104. Subsecuentemente, en la reaccién de hidrdlisis
se invierten los papeles de las histidinas cataliticas: His46 actia como base general e His109 como acido general. Al
finalizar la reaccion, se libera un mono u oligonucledtido con un fosfato en el extremo 3.

Prunus, que tiene dos— en una region particular de
su secuencia permiten diferenciar a las S-RNasas de
otras T2 RNasas vegetales (11,14).

Estructura de las S-RNasas

Las S-RNasas contienen ciertas regiones particu-
lares en su estructura primaria; cinco regiones
altamente conservadas (C1, C2, C3, C4,y C5) y dos
altamente variables (HVa y HVb) (Fig. 3) (19,20).
Las regiones C2 y C3 se solapan con los motivos
CAS Iy CAS I, respectivamente y, por lo tanto, se
conservan en todas las T2 RNasas (17,18). Las

regiones C1, C4 y C5 son hidrofébicas y en ellas se
ubican los residuos que forman parte del nucleo
hidrofobico de estas proteinas (Fig. 3) (19). Por otro
lado, las regiones hipervariables son altamente hi-
drofilicas y tridimensionalmente se encuentran con-
tiguas y expuestas al solvente (Fig. 3) (21). Esto,
como mas adelante se abordard, sugiere que parti-
cipan en el reconocimiento alelo S especifico que se
requiere en la Al (22). Es importante notar que parti-
cularmente las S-RNasas de Rosaceae no poseen
una region C4 propiamente homologa a la que se
encuentra en Solanaceae, sino que poseen una region
conservada (RC4) en una posicion similar (23,24).
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Ademas, poseen una sola region hipervariable RHV,
que se alinea en gran medida con la region HVa de
Solanaceae (24). Sin embargo, se ha observado que,
a pesar de que la region RHV se encuentra expuesta
al solvente (25), no es suficiente para el rechazo del
polen alelo S especifico (26).

El sistema de autoincompatibilidad basado en S-
RNasas

El amplio estudio de las S-RNasas se debe a su
participacion en el fendmeno de la Al el cual es un
mecanismo genético que impide que una planta
hermafrodita fértil produzca cigotos al autopoli-
nizarse (28). Por lo tanto, éste es un sistema de
discriminacion y reconocimiento entre el polen pro-
pio y el no propio que, al rechazar al polen propio,
evita la autofecundacion y promueve la variabilidad
genética en la descendencia (29). Para que esto
ocurra, existe un control genético muy estricto que
reside en el /locus multialélico S, dentro del cual
estan codificadas las determinantes de especificidad
alélica —las determinantes S— femenina (pistilo) y
masculina (polen), las que se encuentran estrecha-
mente ligadas (28,29).

Uno de los sistemas de Al mas distribuidos en las
angiospermas es el conocido como “basado en S-

Otro elemento que también tienen las S-RNasas, y
que esta ampliamente conservado en todas las T2
RNasas vegetales, es el contar con cuatro puentes
disulfuro (Fig. 3) —dos de ellos estrictamente conser-
vados en todas las T2 RNasas (Fig. 2)—(8,27). Estos
puentes disulfuro se consideran esenciales estruc-
tural y funcionalmente (3).

Figura 2. Estructura ter-
ciaria de la T2 RNasa de
Rhizopus niveus (RNasa
Rh). Esta enzima posee
la estructura tipo (o+p)
caracteristica de las T2
RNasas, presenta seis
hélices o (al-06) vy
siete hebras 3 (B1-B7).
La hoja plegada central
conservada estd con-
formada por las hebras
B1, B2, B4 y B5 (rojo).
Las hélices o conser-
vadas son a2, a3 y a4
(azul). También se mues-
tran los residuos de
importancia catalitica
de los segmentos CAS |
(naranja) y CAS Il (cian);
asi como los puentes
disulfuro (amarillo) con-
servados entre las T2
RNasas. Esta figura se
generd en PyMOL utili-
zando la RNasa Rh (PDB
1BOL) como molde.

RNasas™ (30). Se ha identificado en Solanaceae,
Rosaceae, Plantaginaceae, Rubiaceae, Rutaceae y
Cactaceae (30-33). En este sistema, el locus S
codifica una S-RNasa como la determinante S feme-
nina (expresada en el pistilo), y a un gen o un grupo
de genes que codifican proteinas con caja F (SLF)
(29) como la determinante S masculina (expresada
en polen). El resultado de la interaccion entre ambas
determinantes S da como resultado dos alternativas:
(a) rechazo del polen propio (cruza incompatible); o
(b) aceptacion del polen no propio, permitiendo la
fecundacion (cruza compatible) (28,34). Otra carac-
teristica importante de este sistema es que es game-
tofitico, lo que significa que el fenotipo de reco-
nocimiento del polen esta determinado por su propio
haplotipo S (i.e. el haplotipo del gametofito mascu-
lino), y no por el genotipo S diploide del esporofito
que lo origind (Fig. 4) (28), como ocurre en la
familia Brassicaceae (29,35). Esto quiere decir que
una planta S15> produce el 50% del polen con el
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haplotipo S1 y el otro 50% con S (Fig. 4), que co-
rresponde al fenotipo de reconocimiento alélico, que

es haploide. En el pistilo de esta planta —6rgano di-
ploide— se expresan ambos alelos de las S-RNasas
(S1y S2), con una interaccion de codominancia, por
lo que reconocera a ambos tipos de polen como
propios y se rechazaran (Fig. 4). Una cruza compa-
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tible seria S152 x S35, pues ambos haplotipos de
polen, S5 y S4, son diferentes a los alelos presentes
en la planta receptora (S1 y $2); una cruza S152 x $253
seria semicompatible porque el polen con haplotipo
S> seréd rechazado (cruza incompatible) y los S3 sera
aceptado (cruza compatible) (Fig. 4).
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Figura 3. Estructura de las S-RNasas. A. Estructura terciaria de la Sr11-RNasa, donde se muestran las cinco regiones
conservadas (C1, C2, C3, C4, y C5) y las dos regiones hipervariables (HVa y HVb) de las S-RNasas. B. Estructura
terciaria de la Sr11-RNasa, donde se observan: (a) el sitio de glicosilacion en Asn28 (rojo); (b) los sitios conservados
CASI y CASII (azul obscuro), donde se encuentran las histidinas cataliticas His32 e His91; y (c) los ocho residuos de
cisteina que forman los cuatro puentes disulfuro (amarillo) que se conservan en todas las S-RNasas. C. Estructura
primaria de la Sr11-RNasa. Las regiones conservadas e hipervariables se encuentran resaltadas con el mismo cddigo
de color que en A. En amarillo se indica la posicion de los ocho residuos de cisteina conservados; los pares de Cys
involucrados en puentes disulfuro estan conectados por lineas. Debajo de la secuencia también se indican las
estructuras secundarias (B1-B7 y a1-a.7). Ay B. Figuras generadas en PyMOL utilizando la Sk11-RNasa (PDB 1100)

como molde.

La S-RNasa actia como citotoxina en el tubo
polinico al degradar el RNA en una cruza
incompatible

En especies que presentan Al basada en S-RNasas,
éstas se expresan principalmente en la porcidon
superior del estilo (Fig. 4) —llegando a su méaximo
en la antesis—. Se secretan a la matriz extracelular
del tejido de transmision (36), que es por donde
crecen los tubos polinicos (TP) hacia el ovario (Fig.
5). Su participacion en la Al se definié cuando se
observdo en plantas transgénicas que tanto la
presencia de las S-RNasas como su actividad de
ribonucleasa resultan esenciales para que ocurra el
rechazo del polen alelo S especifico (15,37,38).
Dada su naturaleza de ribonucleasa (39), se planted
un modelo en el cual las S-RNasas act@ian como

citotoxinas al degradar el RNA de los TP incom-
patibles, inhibiendo asi su crecimiento (Fig. 5) (16).

Un reto interesante fue vislumbrar como es que en
las cruzas compatibles se evita la citotoxicidad de
las S-RNasas. El modelo conocido como “modelo
del receptor” postulaba que las S-RNasas solo po-
drian entrar a los TP incompatibles —hipotetizandose
que la determinante S masculina seria un receptor—
(40). Sin embargo, experimentos subsecuentes de-
mostraron que, sin importar el tipo de polen —com-
patible o incompatible—, las S-RNasas se incorporan
a los TP indiscriminadamente, es decir, las S-
RNasas se translocan al citoplasma tanto del polen
propio como del no propio (Fig. 5) (41,42). Por lo
tanto, dentro del TP debe existir un mecanismo que
det0x1ﬁque/1nh1ba a las S-RNasas no propias. Ac-
tualmente se sabe que esta misma funcion la lleva a
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cabo la determinante S masculina, que se expresa en
el polen (43). Sin embargo, a pesar de que las S-
RNasas se incorporan a TP tanto compatibles como
incompatibles, no se localizan libres en el citoplas-
ma, sino compartamentalizadas en una vacuola. De
manera interesante, esta vacuola se mantiene intacta
en los TP compatibles y se degrada en los incompa-

Incompatible
$S,

Plantas donadoras “
de polen

®_»n ]

Planta receptora
de polen

Semicompatible
$:S;

tibles, liberando a las S-RNasas (Fig. 5), generando
como explicacion al modelo de compartamenta-
lizacion (42). Esto implica un control mucho mas
complejo en el sistema de Al, en el que se sabe que
otros genes, denominados genes modificadores,
estan involucrados para que ocurra el rechazo del
polen alelo S especifico (29,44).

Figura 4. Tipos de cruzas
en plantas con el siste-
ma de autoincompatibi-
lidad gametofitico, como
) lo es el basado en S-

Compatible
SaS4

RNasas. Una planta 515,
S expresa en el pistilo

(conformado por células
S diploides) a ambos alelos
de la determinante S fe-
menina, en este caso a
la Si1- y a la S;-RNasa. En
las anteras se producen
los granos de polen, que
corresponden al game-
tofito masculino, por lo
gue son haploides. Cru-
za incompatible: en una
planta 5:5,, el 50% del
polen tiene el haplotipo
S1y 50% el haplotipo S..
Ambos haplotipos son
reconocidos como pro-
pios en el pistilo de la
planta 515,y son recha-
zados. Cruza semicom-

S,-RNasa

patible: en una planta S,Ss, el 50% del polen tiene el haplotipo S; y 50% el haplotipo Ss. Al cruzarla con la planta S:5,,
se distingue entre el polen propio (S;) para rechazarlo y aceptar al no propio (Ss). Cruza compatible: el genotipo de
la planta donadora de polen es S354, por lo que todos los granos de polen —tanto S; como S,— son reconocidos como
no propios en una planta 515, y son aceptados. Figura creada en BioRender.

La determinante S masculina conduce a la
degradacion de las S-RNasas no propias

La determinante S masculina es un conjunto de
genes SLF (S-locus F-box protein), los cuales codi-
fican proteinas SLF que promueven la degradacion
de las S-RNasas en las cruzas compatibles (45-47).
Esto sucede mediante un reconocimiento no propio,
es decir, cada SLF reconoce y degrada a las S-
RNasas no propias, sin poder reconocer a las S-
RNasas propias, modelo conocido como de coope-
ratividad (47,48). Aunque el mecanismo es bastante
complejo, a grandes rasgos, lo que sucede es que
SLF forma parte del complejo SCF-ubicuitina
ligasa, encargado de poliubicuitinar a las S-RNasas
no propias para dirigir su degradacion por la via del
proteosoma 26S (Fig. 5) (49-51).

Es interesante que en Prunus, la determinante S
masculina estd determinada por un solo gen (SF'B)

(52,53), pero en este caso reconoce a las S-RNasas
propias y las protege de la degradacion. Por lo tanto,
la hipdtesis es que existe un factor que, de alguna
manera, induce la degradacion de las S-RNasas no
propias, ya que no son protegidas por SFB (53).

Mecanismos de accion de las S-RNasas que
implican funciones adicionales a su actividad de
ribonucleasa

Ademas de que las S-RNasas propias actian como
citotoxinas sobre los TP incompatibles debido al
simple hecho de ser ribonucleasas, a partir de diver-
sas evidencias provenientes de distintas especies, se
sugiere que participan en mecanismos de accion
adicionales, haciendo su funcidon més compleja de
lo esperado (Fig. 6). Un ejemplo de ello proviene de
observaciones de cruzas compatibles e incompa-
tibles en Nicotiana alata. En esta especie, al incor-
porarse las S-RNasas a los TP, se localizan, en una
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etapa temprana, en compartimentos vacuolares en
ambos tipos de cruza (Fig. 5) (42). Mas tarde, en
cruzas incompatibles se degradan estos comparti-
mentos, liberando las S-RNasas al citosol; mientras
que en cruzas compatibles los compartimentos
permanecen y las S-RNasas continian secuestradas
—aunque estables— (Fig. 5) (42). A partir de estas
observaciones, el modelo de compartamentalizacion
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de la Al postula que la citotoxicidad de las S-RNasas
se evita en cruzas compatibles mediante su aloja-
miento en vacuolas y que alguna pequena fraccion
de las S-RNasas se dirige al citosol mediante un
transporte retrogrado para interaccionar con SLF
(42). Esto evidentemente seria distinto a lo que se
propone con el modelo de cooperatividad, en el cual
la citotoxicidad de las S-RNasas se evita totalmente
mediante su degradacion.

Figura 5. Esquema de
algunos de los meca-
nismos de accion de
las S-RNasas en cru-
zas compatibles e in-
compatibles. La plan-
ta receptora 515, ex-
presa ambas varian-
tes alélicas de la S-
RNasa, las cuales se
incorporaran tanto a
tubos polinicos con
haplotipo S; (compa-
tible) como S (incom-
patible). En ambos
casos, en etapas tem-
pranas de la polini-
zacion, las S-RNasas
se mantienen com-
partamentalizadas en
una vacuola. Una
fraccion de las S-
RNasas en el citosol
interacciona con SLF.
En el caso de una
cruza compatible (po-
len Ss), SLF; reconoce

Incompatible

‘ SLF,
& SLF;
& Si-RNasa

‘ S,-RNasa
RNA

i

= Proteosoma 26S

F-actina

como no propias a ambas S-RNasas y dirige su degradacion via el proteosoma 26S; de manera paralela, o como se
evidencia en el modelo de compartamentalizacién, la vacuola se mantiene intacta, conteniendo a las S-RNasas. En
una cruza incompatible (polen S5), SLF, reconoce como no propia a la S1-RNasa, y dirige su degradacién, pero no
reconoce a la S;-RNasa, por lo que no hay interaccién y no se degrada; en consecuencia, seria capaz de interaccionar
y promover la despolimerizacion de los filamentos de actina. Adicionalmente, la vacuola se degrada y se liberan las
S-RNasas al citosol. Las S-RNasas sin degradar mas las liberadas en el citosol llevan a cabo su efecto citotdxico sobre
el tubo polinico incompatible degradando el RNA. Figura creada en BioRender.

Otro mecanismo de accidon adicional de las S-
RNasas proviene de la identificacion, también en V.
alata, de una interaccion entre la S-RNasa y la
tiorredoxina NaTrxh (54). La NaTrxh, codificada
por un gen modificador de este sistema de Al,
interacciona fuertemente con la S-RNasa in vitro y
ademads es capaz de reducirla (54). Esta reduccion
ocurre unicamente sobre un puente disulfuro de la
S-RNasa (Cys155-Cys185 de la Scio-RNasa de N.
alata) y resulta en un aumento de su actividad de
ribonucleasa (55). Es interesante que la actividad de
oxidorreductasa de la NaTrxh es esencial para la Al,
lo cual indica que el aumento de actividad de ribo-
nucleasa en las S-RNasas también es necesario para

que ocurra el rechazo del polen en cruzas incompa-
tibles (Fig. 6) (55). Ademés, como el puente
disulfuro reducido por la NaTrxh estd absoluta-
mente conservado entre todas las S-/T2 RNasas
(8,55), podria estar funcionando como interruptor
de actividad en las S-RNasas durante el fendmeno
de AL

La funcion de los puentes disulfuro como interrup-
tores —algunos facilitados por tiorredoxinas— ya se
ha observado en otras proteinas, como CD4 (56). Es
peculiar el caso de la RNASET2 de humanos, donde
una mutacion que impide la formacion del puente
disulfuro homologo al reducido en la S-RNasa por
la NaTrxh produce leucoencefalopatia quistica (57).
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En diversos trabajos se propone que, ademas de su
actividad de ribonucleasa, las S-RNasas presentan
una funcién de despolimerizacion sobre el cito-
esqueleto, en particular sobre los filamentos de
actina (Fig. 5 y 6) (58-61), cuya integridad es
esencial para el crecimiento apical del TP (Fig. 6)
(62). La alteracion del citoesqueleto de actina se ha
observado in vivo durante el rechazo del polen
propio en varias especies, sobre todo la evidencia es
clara en Papaver rhoeas, que presenta un sistema de
Al diferente al basado en S-RNasas, pero en el que
la despolimerizacion y rearreglo de la actina es un
paso crucial en la cascada de sefiales que resulta en
la muerte celular programada del polen incom-
patible (29,63). La disrupcién de la F-actina ocurre
en cruzas incompatibles, mas no en compatibles en
N. alata, y precede a la degradacion de la vacuola
(Fig. 6) (59).

En los TP de Pyrus bretschneideri, las S-RNasas
interaccionan con la actina independientemente de
la variante alélica y también generan la despoli-
merizacion del citoesqueleto de actina (Fig. 6) (61).
En P. bretschneideri también se elucidd la impor-
tancia de una prolina conservada durante la
interaccion S-RNasa-actina, asi como una via que
retrasa la sefalizacion de Al hasta que se alcanza un
punto de no retorno (61). En Solanum chacoense se
observo que la interaccion entre las S-RNasas y la
actina depende del factor de elongacion de la
traduccion eEF1A como intermediario (60). En el
mismo estudio se sugiere que la captura de las S-
RNasas por eEF1A —hasta su saturacion— podria
explicar la existencia de un umbral en la cantidad de
S-RNasas necesarias para que haya una respuesta de
Al Otra interaccion indirecta entre las S-RNasas y
la actina se observo durante etapas tempranas de la
Al de Malus domestica. En este caso se observo que
las S-RNasas son capaces de unirse a la proteina de
union a actina, MdMVG, inhibiendo su actividad de
corte de actina; esta actividad es necesaria para el
crecimiento del TP (Fig. 6) (64).

También se han reportado otros mecanismos de
accion distintos o adicionales a los efectos degra-
dativos del RNA que tienen las S-RNasas. En los TP
de Pyrus, la exposicion a S-RNasas genera afec-
taciones mitocondriales (Fig. 6), colapsando su
potencial de membrana, dando como resultado la
liberacion de citocromo c al citosol (65). Ademas, se
observo que las S-RNasas interrumpen la formacion
de especies reactivas de oxigeno y la localizacion
apical de las mismas, lo cual afecta negativamente
el crecimiento del TP mediante la disminucion de
las corrientes de Ca?* (Fig. 6), la despolimerizacion
de F-actina (Fig. 6) y la degradacion del DNA
nuclear (65,66). Adicionalmente, en Pyrus, se ha

reportado que las S-RNasas inducen la acidificacion
del citoplasma, lo que resulta en la reduccion de la
diacilglicerol cinasa 4 (DGK4) y en cambios morfo-
logicos en la vacuola (67). En resumen, todos estos
trabajos apoyan la conclusiéon de que, en ultima
instancia, se desencadena la muerte celular pro-
gramada de los TP incompatibles y de que las S-
RNasas no solo actian como ribonucleasas en este
sistema (61,65,66).

También en Pyrus se ha visto que las S-RNasas
propias inhiben el crecimiento de los TP al reprimir
la cascada de senalizacion PbABF.D.2-PbLRXA2.1/
PbLRXA2.2, la cual estimula el crecimiento de los
TP y atenua el efecto inhibitorio de las S-RNasas
estabilizando el citoesqueleto y promoviendo la
integridad de la pared celular (68). De manera
similar, durante cruzas incompatibles, las S-RNasas
también reprimen la expresion de genes COBRA,
involucrados en el crecimiento del TP (Fig. 6),
mediante la alteracion de la expresion/actividad de
factores rio arriba (69). Las S-RNasas también
suprimen, aunque indirectamente, la expresion de
pectin metilesterasas (PME), las cuales a su vez son
esenciales en la elongacion e integridad de los TP
(Fig. 6) (70). La disminucién en PME lleva a un
incremento en la cantidad de pectinas metil-
esterificadas, lo cual induce el hinchamiento de la
punta del TP, una caracteristica que presentan
durante la respuesta de Al (70).

Otro mecanismo de accion, reportado en M. domes-
tica, involucra la union de la S-RNasa con la
pirofosfatasa inorganica del manzano (MdPPa).
Esta interaccion genera, mediante una inhibicidén no
competitiva, que se inhiba la actividad de la MdPPa,
lo que genera una reduccién en el crecimiento del
TP al disminuir el fosfato disponible a partir de la
ruptura del pirofosfato (Fig. 6); ademas de que
también se inhibe la aminoacilacion del tRNA, lo
cual interfiere con la traduccion de proteinas (71).
Asi mismo, una investigacion reciente propone un
mecanismo de accion en el cual las S-RNasas for-
man condensados (SRC, de S-RNase condensates)
que son esenciales para la respuesta de Al en
Petunia hybrida (70). Se postula que en el extremo
carboxilo de las S-RNasas, existe un dominio intrin-
sicamente desordenado, el cual es necesario para la
formacion de los SRC y es sensible al estado redox
(Fig. 6). Los SRC se forman unicamente en cruzas
incompatibles, ya que las S-RNasas no son degra-
dadas, y su formacion es favorecida por un ambiente
reductor, asi como por los genes modificadores
PhHT-B 'y PhTrxh. Finalmente, los SRC act@ian
secuestrando proteinas de unidén a actina, lo cual
genera la despolimerizacion del citoesqueleto de
actina (Fig. 6) (72).
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Figura 6. Mecanismos por los cuales las S-RNasas actuan en el rechazo del polen alelo S especifico en el sistema de
Al basado en S-RNasas. La actividad de ribonucleasa de las S-RNasas es esencial para la inhibicién del tubo polinico
(flechas rojas). Sin embargo, para que la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa sea suficiente para inhibir el
crecimiento del TP incompatible, debe reducirse por la NaTrxh (en N. alata; posiblemente también ocurra con la
PhTrxh de P. hybrida). Este ambiente reductor, a su vez, promueve la formacién de los condensados de S-RNasa
(SRC), los cuales provocan la despolimerizacion del citoesqueleto de actina. La integridad de los filamentos de actina
es fundamental para el crecimiento apical del tubo polinico. Las S-RNasas pueden, de manera directa,
despolimerizar estos filamentos; y de manera indirecta, lo provocan al interaccionar e inhibir a MdMVG (proteina
de unidn a actina). La despolimerizacién de la actina, ademas, precede —y es posible que provoque— la degradacién
de la vacuola, liberando a las S-RNasas (no es claro si se liberan reducidas o no; flechas punteadas) y asi ejercer el
efecto citotdxico sobre el tubo polinico. Por otro lado, las S-RNasas generan el colapso del potencial membranal de
la mitocondria, asi como la interrupcion de la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), afectando las
corrientes de Ca?*, asi como provocando la despolimerizacién de los filamentos de actina. Los genes COBRA estan
involucrados en el crecimiento del TP y las S-RNasas reprimen su expresion, al igual que los genes PME (pectin metil
esterasas) —aunque de manera indirecta—. En ambos casos se ve afectado el crecimiento del TP. Finalmente, la unidn
e inhibicién por la S-RNasa sobre la pirofosfatasa (MdPPa de manzano) disminuye la disponibilidad de fosfato, lo
que afecta negativamente el crecimiento del TP. Figura creada en BioRender.

Es necesario mencionar que falta informacion con
respecto a la participacion de genes modificadores
en varios de los mecanismos recién mencionados.
Otra cuestion importante por resaltar es la existencia
de distintos mecanismos moleculares de la Al
basada en S-RNasas. Un ejemplo de esto son los dos
mecanismos de Al que se han observado en la
familia Rosaceae. Por un lado, en Prunus se
presenta un reconocimiento propio y hay un solo
gen que codifica la determinante S masculina que
promueve la citotoxicidad de las S-RNasas propias;

mientras que en Malus/Pyrus/Sorbus el recono-
cimiento es no propio y hay varios genes de la
determinante S masculina —como ocurre en
Solanaceae— que detoxifican las S-RNasas no
propias (73).

Conclusiones

La S-RNasas pertenecen a la familia de las
ribonucleasas T2 y se agrupan particularmente en la
clase III de las T2 RNasas de plantas. Con respecto
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a su estructura terciaria, las S-RNasas son muy
similares: conformaciéon tipo (a+f), con ocho
hélices a y siete hebras . En su estructura primara
se encuentran cinco regiones conservadas y dos
hipervariables; aunque esto varia ligeramente en las
S-RNasas de Rosaceae. Las S-RNasas funcionan
como la determinante S femenina en el sistema de
Al basado en S-RNasas. Se expresan en el pistilo vy,
al ser ribonucleasas, funcionan como citotoxinas
dentro de los TP en cruzas incompatibles, ya sea
porque no son reconocidas por SLF o porque se
liberan de la vacuola. En cruzas compatiles, dentro
de los TP, se evita la citotoxicidad de las S-RNasas
al mantenerse compartamentalizadas en una vacuola
y/o se detoxifican gracias a las proteinas SLF/SFB,
que participan en el reconocimiento de las S-RNasas
no propias para promover su degradacion por la via
del proteosoma 268S.

Diversos estudios evidencian la posibilidad de que
la Al basada en S-RNasas consiste en varias formas
de Al en las que la S-RNasa es esencial, pero cuyo
mecanismo de accion es variable entre distintas

especies. Estos mecanismos de accion incluyen la
compartamentalizacién vacuolar, la activacion por
medio de la reduccién, la induccion de la despo-
limerizacion de F-actina, la formacion de conden-
sados, la alteracion de la localizacion apical de las
especies reactivas de oxigeno y la represion de la
expresion de genes involucrados en el crecimiento
del TP. Por lo tanto, estas enzimas, cuya carac-
teristica distintiva es la actividad hidrolitica sobre el
RNA, en realidad también cuentan con otras pro-
piedades que les proveen la capacidad de participar
en mecanismos tan complejos y especificos como la
reproduccion sexual, siendo clave en la distincion y
rechazo del polen propio en el sistema de Al en las
anglospermas.(\@ ]
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HORIZONTALES

3. Es la enzima que transfiere al glicerol-3-
fosfato uno a uno, dos residuos de &cido graso
para dar lugar al acido fosfatidico.

7. Proteinas con grupo hemo, son transportadores
electrénicos que participan en la respiracion, en
la fotosintesis y en otras reacciones de Oxido-
reduccion.

10. Esta enzima permite la reaccion entre el glu-
tamato y el derivado de &cido acético activado con
coenzima A, para formar un compuesto interme-
dio que esté en la via de sintesis de la arginina.

13. Rompe las uniones a-1,4 en multiples sitios
del interior de las cadenas poliglucosidicas gene-
rando dextrinas y maltosa.

16. Este tipo de enzimas emplean a la proteina
citocromo P-450; catalizan la incorporacion de
solo un atomo de oxigeno al sustrato, entre otras,
estan las que ayudan a la detoxificacion de los
barbitdricos y otros xenobi6ticos ya que al hidro-
xilarse, facilitan su excrecion.

17. Sustrato de 5 4tomos de carbono y un piro-
fosfato, participa en la via de sintesis del coles-
terol, por accion de la enzima especifica se iso-
meriza en dimetilalilpirofosfato, las dos molécu-
las daran lugar al geranilpirofosfato.

18. Son enzimas que eliminan una molécula de
agua ocasionando la formacién de una doble
ligadura, como sucede con la serina que por la
accion de la enzima especifica (EC 4.2.1.13),
forma deshidroserina y posteriormente por desa-
minacién produce &cido piravico.

19. Enzima presente en los invertebrados marinos
que al introducir agua rompe NH2-CO-NH: y da
lugar a 2NHz y COo.

21. Es el precursor de una proteina que gracias a
una serina-proteasa forma una red insoluble que
atrapa a células sanguineas cuando se dafia un
vaso sanguineo y se forma el coagulo.

22. El par de hidrégenos que se desprenden de
esta via cuando es aerdbica, reducen al NAD" y
posteriormente a través de la cadena transporta-
dora de electrones generan el ambiente propicio
para que se sintetice ATP.

23. Proceso que se lleva a cabo en las levaduras y
en algunas especies bacterianas; la descarboxi-
lacion de piruvato genera acetaldehido, que en
presencia de NADH + H™ y la enzima especifica
da lugar al etanol.

25. Constituyen del 1 al 5% del contenido del
genoma, estas enzimas estan implicadas en una
multitud de reacciones fisioldgicas desde la sim-
ple digestion de las proteinas de los alimentos
hasta procesos altamente regulados como por
ejemplo la cascada de la coagulacion sanguinea o
el sistema del complemento.

29. La especifica se define como el nu-
mero de unidades de enzima por miligramo de
proteina (umol/min/mg de proteina o U/mg de
proteina).

30. Cataliza la hidroélisis de las uniones B 1,4 de
N-acetilmurdmico y N-acetil-D-glucosamina en
el peptidoglicano; se encuentra en las secreciones
(saliva, lagrimas y moco) en donde actla como
una barrera frente a las infecciones; su deficien-
cia se ha asociada a displasias esqueléticas y a un
aumento de la propension a las infecciones.

31. La via llamada con este nombre produce
principalmente NADPH, un agente reductor
necesario para varios procesos anabdlicos, y
ribosa-5-fosfato que participa en la sintesis de
nucleétidos y acidos nucleicos.

33. El producto que se obtiene después de la
participacion de esta deshidrogenasa, es uno de
los sustratos que intervienen en la reaccion de
condensacion que ocasiona la formacién de ci-
trato en el ciclo de Krebs.

34. El &cido hidroxicitrico presente en la planta
Garcinia cambogia es un competitivo
de la ATP-citrato liasa que cataliza en el citosol
la conversion de citrato y CoA en oxalacetato y
acetil-CoA, esta reaccion reduce los depositos de
acetil-CoA lo que produce una disminucién en la
concentracion de malonil-CoA y de ahi una dis-
minucion en la lipogénesis.

35.Lap es el proceso en el que los aci-
dos grasos se degradan generando residuos de
dos atomos de carbono y equivalentes reductores
que van a ser responsables de la formacion de
moléculas de ATP.

36. Es un potente vasodilatador, formado por la
descarboxilacién de un aminoacido basico, su li-
beracién en grandes cantidades forma parte de la
respuesta alérgica, ademéas de que estimula la
secrecion 4cida del estomago.

37. El fosfato de es el grupo prostético
comun de las aminotransferasas y funciona como
un portador intermedio de grupos amino.

38. El pirofosfato de es la coenzima de
la transcetolasa que participa en la via de los
fosfatos de hexosa que cataliza la transferencia
de dos 4tomos de carbono.
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1. La descarboxilasa de este compuesto -cuyas Si-
glas son DOPA- es una enzima que por la pérdi-
da de un CO- da lugar a dopamina; a la produc-
cién deficiente de este Gltimo metabolito se le ha
asociado con la enfermedad de Parkinson.

2. Enzima secretada por el pancreas de los mami-
feros; de este grupo por lo menos hay 3 formas
diferentes: la A que separa los amino&cidos ter-
minales hasta encontrarse arginina, lisina y proli-
na; la B que actla sobre las argininas y lisinas
terminales y la C que separa los aminoécidos C-
terminales hasta encontrarse a una prolina.

4. Es la parte del metabolismo mediante la cual
las moléculas complejas como carbohidratos, li-
pidos y proteinas se degradan, generalmente con
la participacion de coenzimas oxidadas que se re-
ducen y éstas van a contribuir para que se den las
condiciones propicias para que se sintetice el ATP.

5. Molécula de la via glucolitica, tiene un alto
contenido energético; la cinasa que cataliza esta
reaccion transfiere un grupo fosforilo al ADP
para sintetizar ATP.

6. Es el sustrato de la acetil-colinesterasa, enzima
que se encuentra en la placa motora de los mus-
culos y en las sinapsis de los nervios colinér-
gicos, la participacion de esta enzima conduce a
una disminucién de la transmision del impulso
Nervioso.

8. A este grupo pertenece la enzima que sintetiza
al primer metabolito que conduce a la sintesis de
acidos grasos de cadena larga, la reaccion se rea-
liza cuando la acetil-CoA en presencia del ion bi-
carbonato, ATP, Mg?* y biotina forman malonil-
CoA, ADP y Pi.

9. Son componentes no proteicos de las enzimas,
algunos son aceptores o donadores de grupos
funcionales, otros son iones metélicos que estan
fuertemente unidos a la proteina.

11. Reaccion enzimdtica en la que un a-amino-
acido y un a-cetoacido intercambian los grupos
funcionales a-amino y a-cetona.

12. La enzima 1-fosfato sintasa (EC
5.5.1.4) llamada tambien cicloaldolasa, cataliza

la formacion de inositol-1-fosfato a partir de glu-
cosa-6-fosfato en presencia de NAD™.

14. Vitamina que forma parte del NAD" y del
NADP*; su presencia previene o alivia la pelagra,
enfermedad caracterizada por diarrea, dermatitis
y demencia.

15. Este proceso se realiza en las reacciones en
las que se producen mezclas de isomeros D y L
de aminoacidos, catalizados por las racemasas es-
pecificas como por ejemplo la que transforma a
la D-alanina en L-alanina y viceversa.

20. La reaccion en la que participa esta deshi-
drogenasa y que se lleva a cabo en la via de los
acidos tricarboxilicos, es una descarboxilacion oxi-
dativa en donde la coenzima es NAD™, el cofac-
tor es Mn?* y el producto final es o-cetoglutarato.

24. Son las enzimas que catalizan la transferencia
de un grupo funcional de una a otra posicion en
la misma molécula.

25. Es la butano-1,4-diamina (NH2(CH2)sNH>) y
es el producto de la descarboxilacion de la orni-
tina; se produce en tejidos de mamiferos como
pancreas, pulmones, higado y semen, independien-
temente de que se sintetiza post mortem debido a
la fermentacién bacteriana de las proteinas.

26. La histidinemia es una enfermedad metabo-
lica hereditaria rara, caracterizada por una defi-
ciencia de la enzima histidasa, necesaria para la
eliminacion de NH3 del aminoécido que
después de varios pasos metabolicos forma acido
glutdmico; la concentracion del sustrato se eleva
en la sangre y se excretan cantidades excesivas por
orina; la enfermedad puede, en ocasiones, pro-
ducir retraso mental y un defecto del habla.

27. Funcién que desempefia en la holoenzima el
NAD?, cuando en presencia de una deshidroge-
nasa recibe del sustrato un hidruro (un proton y
dos electrones) y se transforma en NADH.

28. La carboxilacion del piruvato se realiza en
dos pasos, en primer lugar, un CO2 se une a esta
vitamina que es el cofactor de la piruvato carbo-
xilasa y en el segundo paso el CO. se une al
piruvato y forma oxalacetato.

32. La velocidad es aquella que se ob-
tiene cuando se satura a la enzima por el sustrato
en condiciones determinadas de pH, temperatura
y fuerza ionica. )

2
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RESUMEN

La reaccion canonica de la cistationina P-sintasa (CBS) consiste en una

sustitucion B donde el grupo tiol de la homocisteina reemplaza al grupo PALABRAS
hidroxilo de la serina para producir cistationina. Esta reaccion constituye el CLAVE
primer paso para la sintesis de cisteina a través la via de transulfuracion TR
: . iy Lo . cistationina
inversa. Ademdas de su reaccion canodnica, la CBS puede catalizar otras e

X gy ~ . [-sintasa,
reacciones de sustitucion f3, las cuales desempefian un papel importante en la
fisiologia celular. Una de las reacciones no canonicas de CBS que tiene mayor cinética
relevancia es la produccion de sulfuro (H2S) a partir de la condensacion de enzimatica,
dos moléculas de cisteina. En el presente trabajo profundizamos en las T

. S rypanosoma

razones que explican la promiscuidad de sustratos que posee CBS y cruzi
comparamos la cinética de la reaccion candnica con la cinética de produccion
de H>S en la CBS recombinante de Trypanosoma cruzi.
ABSTRACT
The canonical cystathionine B-synthase (CBS) reaction consists of a [3-
substitution where the thiol group of homocysteine replaces the hydroxyl KEYWORDS
group of serine to produce cystathionine. This reaction constitutes the first
step in the synthesis of cysteine through the reverse transsulfuration pathway. Cystathionine
In addition to its canonical reaction, CBS can catalyze other -substitution [B-synthase,

reactions, which may play an important role in cellular physiology. One of
the most relevant non-canonical CBS reactions is the production of sulfide
(H2S) from the condensation of two cysteine molecules. In the present work
we delve into the reasons that explain the promiscuity of the CBS substrates
and compares the kinetics of the canonical reaction with the kinetics of the
production of H>S in the recombinant CBS of Trypanosoma cruzi.

Recibido el 03 de abril de 2024  Aceptado el 04 de septiembre de 2024

enzyme kinetics,

Trypanosoma
cruzi
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Introduccion

La cistationina [3-sintasa (CBS) cataliza la reaccion de sustitucion 3 donde el grupo tiol de la homocisteina
(HCys) reemplaza al grupo hidroxilo de la L-serina (Ser) (Fig. 1) (1). Esta reaccion es el primer paso de la
via de transulfuracion, la cual es una ramificacion del ciclo de la metionina que culmina con la sintesis de
cisteina (Cys) (Fig. 1) (2). En humanos, se han detectado mutaciones en CBS que provocan una disminucion
en la actividad de la enzima y una acumulacion de HCys en plasma (3). A la condicion donde la concen-
tracion de HCys en plasma es mayor a la normal (>15umol/L) se le conoce como hiperhomocisteinemia y
estd asociada a enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y a eventos tromboembolicos (4).

ATP

]
Pi+PPi ) — GMS\CHQ THF
~w NH3 (
— metionina B,

(MS)  s.metilTHF

Ao eﬁ \

~Hs Ciclo de la o NH3 0 0
OH BN metionina ‘UJY\-/SH CBS O\I(J\/\s/\[/mo - HS/\T)J\O
SAM NH: o Q NHY NH:
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o\ T
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J\ / | ) ch_“‘

X-CH, j > ado
SAH

OH OH

Figura 1. La via de transulfuracion forma parte del metabolismo de la metionina. Esta via inicia con la condensacion
de la homocisteina (HCys) con la serina (Ser) para producir cistationina (Cth) en una reaccion catalizada por la cista-
tionina [-sintasa (CBS). Finalmente, la Cth es hidrolizada por accién de la cistationina y-liasa (CGL) para producir
cisteina (Cys), 2-oxobutirato (20B) y amonio (NH4*). Abreviaturas: adenosina (Ado), metiltransferasa (MT), metio-
nina adenosiltransferasa (MAT), metionina sintasa (MS), S-adenosil homocisteina (SAH), S-adenosil metionina
(SAM), tetrahidrofolato (THF), vitamina B12 (B1,).

La actividad de CBS es dependiente de piridoxal 5-fosfato (PLP) el cual acttia como grupo prostético en la
enzima (1). Los estudios cinéticos en CBS son consistentes con un mecanismo ping-pong (5), donde la Ser
se une al PLP de la CBS y se pierde el grupo -OH de la Ser formandose un intermediario aminoacrilato.
Posteriormente el grupo tiol de la HCys se une al aminoacrilato y da lugar a la formacion de cistationina
(Cth) (Fig. 2) (5).

[} NH3 NH3
_ H,O - _
HO/\/U\O 2 OWS/H OWH\/\S/\/W\O-
+ 0 O

ser 13 HCys cth  NHs
Ky | k4 K, | k. ks | ks ky | Ky
o NH3 o
Sys Ho/\T/ILo‘ Hzc}/ﬁ\o‘ 7°m)\/\s/\/u\o' Slys
+ + +
0 H N:H o /N\H_ 0 /N\H_ o) 0 /N\H_ o H N:H_
'O’Z:o | A o ‘o/:l;:o | - ° ‘o’z:o | N ° _O/Z:O/\E;,[o 'O/Z:O | 0
PLP H* CH; u* CHj H‘ CH; n* CH, PLP ”* CH,

Aminoacrilato

Figura 2. La CBS es una enzima birreactante que tiene un mecanismo catalitico ordenado de tipo Ping-Pong en el
cual la serina (Ser) se une al grupo prostético piridoxal 5-fosfato (PLP) y pierde el grupo hidroxilo (OH) del carbono
B, formando un intermediario aminoacrilato. El grupo tiol de la homocisteina (HCys) realiza un ataque nucleofilico
al aminoacrilato y forma cistationina (Cth).
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Ademas de la reaccion entre Ser y HCys, la CBS puede catalizar otras reacciones de sustitucion 3 (1, 5).
Para llevar a cabo estas reacciones, se requieren dos condiciones: en primer lugar, el sustrato inicial debera
ser un aminoacido que tenga un buen grupo saliente (-OH, -SH, -OOCCH3) en el carbono f3; este grupo se
separara de la estructura inicial y dara lugar a un intermediario aminoacrilato (Fig. 3). La segunda condicion
es que el segundo sustrato posea un grupo nucleofilico (-OH, -SH) que ataque al intermediario ami-
noacrilato y dé lugar a la formacioén de un nuevo producto (Fig. 3). Una de las reacciones no candnicas mas
importantes es la formacion de sulfuro de hidrogeno (H»2S) a partir de la condensacion de dos moléculas de
Cys; esto se debe a que el HoS es una molécula importante para la sefializacion celular (6).
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N i
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Figura 3. Reacciones no candnicas de CBS. La CBS puede llevar a cabo mudiltiples reacciones de sustitucién [3; para
realizar estas reacciones se requiere que el primer sustrato sea un aminodcido con un buen grupo “saliente” (Ej. -OH,
-SH, -OOCCHGs) en el carbono [3 del aminoacido. Una vez que el aminodécido pierde el grupo del carbono [3, se forma
un intermediario aminoacrilato que es comun a todos los sustratos iniciales. El segundo sustrato debe ser una molécula
nucleofilica (Ej. HCys, Cys, H.S, H,0) la cual ataca al aminoacrilato y da lugar a nuevos aminoacidos. Abreviaturas:
cisteina (Cys), homocisteina (HCys), lantionina (Lth), O-acetilserina (OAS), piridoxal 5-fosfato (PLP), serina (Ser).

Problema

La via de transulfuracion ha sido estudiada en Trypanosoma cruzi con la finalidad de buscar blancos
farmacoldgicos contra este parasito y desarrollar terapias contra la enfermedad de Chagas (7). A pesar de que
la actividad candnica de CBS ha sido caracterizada en 7. cruzi, se tienen pocos datos acerca de las
reacciones no candnicas de esta enzima (8).

En la tabla 1 se muestran los valores de velocidad especifica de la CBS recombinante de 7. cruzi corres-
pondientes a la reaccion candnica y a la reaccidon no candnica de la condensacion de dos moléculas de Cys
para formar lantionina (LTH). Calcula las constantes cinéticas (Vm, Km y Vm/Km) para ambas reacciones
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utilizando el método de Lineweaver-Burk o de doble reciproco y si tienes las herramientas tecnolégicas,
realiza los célculos utilizando ajustes no lineales a la ecuacion de Henri-Michaelis-Menten.

Tabla 1. Datos cinéticos

2Reaccion: Cys + Cys = Lth + H,S PReaccién: Ser + HCys = Cth + H,0
[Cys] (mM) v (Umg?) [HCys] (mM) v (Umg?) [Ser] (mM) v (Umg?)
0 0.0 0 0.0 0 0.0
0.5 5.0 0.5 0.9 1 1.2
1 9.6 1 24 2 1.6
2 13.9 2 3.4 5 25
5 14.2 5 4.5 10 3.2
10 17.2 10 4.6 20 3.9
2 Reaccidén no canodnica b Reaccién canénica U = 1pmol min™
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OPPENHEIMER, ¢,UN NUEVO PROMETEO?

“La vida ha de ser vivida mirando hacia delante, pero sélo

Cuando se escucha el nombre de Prometeo inevi-
tablemente vienen a la mente dos ideas: el atrevimien-
to del Titan y su castigo. La vida del célebre fisico J.
R. Oppenheimer también puede ser referida en estos
parametros, aunque las razones de su atrevimiento y
posterior castigo sean un tanto diferentes. El mitico
Prometeo robo el fuego para regresarlo a los humanos
porque le parecid que Zeus habia sido injusto al
quitarselos y Prometeo amaba a la humanidad igual
que un padre ama a sus hijos, por eso, se atrevié a
desobedecer a Zeus y éste lo castigo casi eternamente.
Oppenheimer no robo el fuego a los dioses, la historia
nos dice que el uso de la fuerza del &tomo en un arma
de destruccion masiva se hubiera producido con
Oppenheimer o sin é€l, desarrollar el arma no era el
predicamento del cientifico y sus colegas, la verdadera
pregunta era quién deberia tener esa arma primero:
¢los Estados Unidos y sus aliados... Alemania...
Rusia? Y en su situacién y las circunstancias del
momento, €l decidié que su deber era hacer lo que
estuviera a su alcance para que Estados Unidos tuviera
el arma antes que nadie. Y, al igual que Prometeo desa-
fio a los dioses y fue castigado, pero la razén de su
desafio fue distinta: después del horror de Hiroshima'y
Nagasaki, Oppenheimer traté de garantizar, por todos
los medios a su alcance, que nunca mas se usara el
poder del atomo para destruir la vida, y se neg6 a
seguir colaborando con quienes sélo querian tener mas
armas, cada vez méas poderosas, con el fin de mantener
la supremacia de su pais sobre otras naciones. Y por
eso fue castigado casi eternamente.

En 2023, Christopher Nolan escribio el guion y dirigio
la pelicula Oppenheimer, cinta que muestra un periodo
por demés intenso en la historia de la humanidad y en
la vida del célebre fisico teorico estadounidense Julius
Robert Oppenheimer (1904-1967). En esta obra,
basada en American Prometheus, The Triump and
Tragedy of J. Robert Oppenheimer de Kai Bird y
Martin J. Sherwin, a manera de thriller y mediante un
impresionante caleidoscopio de imagenes deslum-

puede ser entendida mirando hacia atras. ”
—Soren Kierkegaar

brantes y dialogos muy bien desarrollados, Nolan
presenta aspectos relevantes de la vida del cientifico,
recrea el contexto por demas complejo en que asumio
retos y responsabilidades Unicas, y la consecuencia de
estas decisiones tanto para la humanidad como en su
vida personal y profesional.

La obra de Nolan tiene un hilo conductor doble: en
primer plano sigue la ominosa audiencia a la que
Oppenheimer fue sometido en abril de 1954. Esta
audiencia fue convocada por el consejo de seguridad
de la Comision de Energia Atomica (AEC por sus
siglas en inglés) de los Estados Unidos para renovar o
revocar el certificado de seguridad del cientifico. En
segundo plano sigue la comparecencia del Almirante
Lewis L. Strauss ante la comision del Senado de los
Estados Unidos a finales de 1958. El propdsito de esta
comparecencia era obtener la aprobacion del Senado
para que Strauss ocupara el cargo de Secretario de
Comercio en el gabinete del Presidente Eisenhower.
Poco a poco, Nolan va dejando ver cémo se relacio-
naron las vidas de estos dos hombres.

La audiencia de Oppenheimer tuvo lugar durante la
paranoia conocida como macartismo, época en la que
en Estados Unidos se desatd una caceria de brujas
contra personas de cierta notoriedad politica, econo-
mica o intelectual sospechosas de tener o haber tenido
vinculos con el comunismo. En ese momento, entre
otras ocupaciones, Oppenheimer era asesor de la AEC
y por la naturaleza de su trabajo, requeria tener privi-
legios de seguridad pues tenia acceso a materiales muy
sensibles para la seguridad nacional.

La pelicula inicia con Oppenheimer siendo interro-
gado durante su audiencia ante la AEC y a partir de
ahi, y conectando con los cuestionamientos y testimo-
nios vertidos durante esta audiencia y la compare-
cencia de Strauss, Nolan recrea episodios significa-
tivos de la vida del cientifico. Asi nos enteramos que
Oppenheimer no siempre fue elocuente y extrovertido;
que incluso durante su estancia en Cambridge, tuvo
que recurrir al psicoanalisis para controlar su depre-
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sion y ansiedad; que no era habil en el trabajo de labo-
ratorio —carencia que no pudo superar—; que no temia
incomodar a los expertos con sus preguntas; que
carecia de tacto y en ocasiones podia ser arrogante e
insolente; que durante su estancia en Gottingen,
Alemania, adquirio seguridad en si mismo y desarrollé
una gran elocuenciay carisma; que, ademas de la fisica,
le interesaban la filosofia y la literatura; que amaba
montar a caballo y pasar tiempo en su rancho en Nuevo
Meéxico; que disfrutaba el intercambio intelectual con
sus amigos Yy colegas; que tenia un poder de convo-
catoria sorprendente; que amaba profundamente a su
pais y que genuinamente creia que en él se vivia con
libertad, en especial con libertad de pensamiento.

En una vertiginosa sucesion de escenas, sabemos que
después de un tiempo en Cambridge, Oppenheimer fue
a estudiar a Gottingen, en Alemania, el lugar ideal para
aprender mas sobre fisica cuéntica; que ahi pudo
desarrollar su talento y adquirié reconocimiento y
respeto entre los mas grandes expertos del momento.
Luego regreso a los Estados Unidos para ensefiar en
Caltech y Berkeley. En Berkeley inici0 la catedra sobre
teoria cuéntica y tuvo una intensa colaboracién con sus
colegas del Laboratorio de Radiacion, quienes, bajo la
direccion de Ernest Lawrence, en ese momento traba-
jaban en crear un acelerador de particulas.

Pero a pesar de la cordialidad y abierta colaboracién
entre este grupo Yy el suyo, habia un circulo de trabajo
al que Oppenheimer no era invitado, porque para el
gobierno de los Estados Unidos no eran aceptables ni
su activismo politico en favor de causas como la guerra
civil espafiola; ni su abierta preocupacion y conse-
cuente rechazo a la politica antisemita que se vivia en
Europa; ni su relacion con cientificos e intelectuales
de "izquierda", algunos abiertamente procomunistas,
—entre éstos estaba su hermano, Frank Oppenheimer,
también un fisico notable—; ni su franca simpatia por la
creacion de un sindicato de profesores; entre otros. La
Segunda Guerra Mundial no se habia iniciado for-
malmente, pero la situacién en Europa era muy volatil,
y para alguien de los talentos de Oppenheimer no era
dificil concluir que el grupo al que no era invitado
trabajaba en el desarrollo de una bomba. Para ser
aceptado, tuvo que renunciar a su activismo y some-
terse a los cuestionamientos y protocolos de seguridad
del gobierno. Desde ese entonces ya era vigilado muy
de cerca por el gobierno (el FBI) y continuaria asi hasta
el final de su vida.

El 29 de enero de 1939 se supo que cientificos ale-
manes habian demostrado que el nucleo de uranio
podia ser dividido. La primera reaccion de Oppen-
heimer fue de incredulidad y de inmediato inicio la
verificacion matematica de este hecho; al mismo tiem-
po, Alvarez, un estudiante de Lawrence logro replicar,
con éxito, el experimento en el laboratorio. Oppen-

heimer fue invitado a verificar el resultado experi-
mental y rapidamente, ain en medio de su asombro,
pudo elaborar una hipétesis que explicaba el hecho que
parecia imposible y comentd que ese descubrimiento
podria ser usado para crear una bomba, la bomba,
conclusién a la que seguramente también habrian
llegado los cientificos alemanes. En septiembre del
mismo afio, Alemania invadi6 Polonia, hecho que dio
inicio formal a la Segunda Guerra Mundial. Nolan re-
crea habilmente la atmosfera de urgencia que se vivia
por obtener una bomba atdmica antes de que Alemania
lo hiciera.

Desde finales de 1939, cientificos provenientes de
diferentes paises e instituciones trabajaban en los dife-
rentes componentes de tal bomba, pero, debido a la
complejidad del proyecto, era necesario que alguien
coordinara estos trabajos. Asi, a principios de agosto
de 1941, surgi6 el Proyecto Manhattan, nombre clave
para el conjunto de esfuerzos encaminados a la pro-
duccién de una bomba atémica, pero el proyecto no
avanzaba con la rapidez deseada. Entonces, en 1942 se
designd al Coronel Leslie Groves para coordinar todo
el trabajo y €l ofrecidé a Oppenheimer la direccion de
la parte cientifica del proyecto. De inmediato, Oppen-
heimer deline6 un curso de accion que implicaba la
conexion entre los diferentes laboratorios y la comuni-
cacion abierta y frecuente entre los cientificos a cargo
de cada fase del proyecto. Esto ultimo no agradé al
ahora General Groves por razones de seguridad, pero
acepto tener cierta "flexibilidad" para hacer mas efi-
ciente el trabajo. Oppenheimer propuso Los Alamos,
Nuevo México como sede del laboratorio secreto donde
todo convergeria; también insistié en que se constru-
yera un pueblo que tuviera todos los servicios,
escuelas, biblioteca, hospital, etc. para que los cienti-
ficos y sus familias vivieran ahi durante el tiempo que
fuera necesario.

La pelicula da testimonio de la habilidad de Oppen-
heimer para coordinar esfuerzos; lidiar con los egos y
susceptibilidades de los muchos e importantes cienti-
ficos que participaron en el proyecto; lograr que el alto
mando militar accediera a sus peticiones o las de sus
colegas; fomentar e implementar, atn en contra de las
indicaciones del Gral. Groves, las discusiones de tra-
bajo con los diferentes grupos involucrados; su enorme
compromiso con todos y cada uno de los aspectos de
esta empresa; su férrea determinacion a lograr el éxito,
a pesar de todo.

La cinta llama la atencion sobre el hecho de que se
estaba trabajando en un campo nuevo y por lo tanto
desconocido de la ciencia, que habia mas preguntas
que respuestas, que sin hacer una prueba no se podia
saber la fuerza real del arma que se estaba disefiando,
y que no habia certeza de poder controlar la reaccion
en cadena una vez detonada la bomba. Todo esto
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provocaba gran tension entre los involucrados en el
proyecto, en especial en Oppenheimer, pues él era el
responsable final del aspecto técnico y cientifico de la
empresa. Y la prueba fue un éxito. La bomba result6
mucho mé&s poderosa de lo esperado y la reaccion en
cadena fue controlada satisfactoriamente. Pero al ver
el poder de esta arma, surgio otra fuente de preocu-
pacion para muchos cientificos, Oppenheimer incluido:
los darfios "'colaterales” que un arma tan poderosa ocasio-
naria en la poblacion contra la que se usara.

En ese punto de la historia, Alemania ya se habia
rendido, asi que esta bomba seria usada contra el
Japon. La cinta menciona el hecho de que Oppen-
heimer se rehuso a firmar un documento en el que
muchos cientificos pedian al Presidente Truman no
usar la bomba, ellos pensaban que una demostracion
del poder de destruccion de esta arma, como la que se
habia hecho en Los Alamos, seria suficiente para
convencer al Japdn de rendirse sin mas predmbulo.
Oppenheimer llevd esta propuesta ante el mando
militar, pero fue rechazaday el 6 de agosto de 1945 se
dej6 caer la primera bomba atémica sobre la ciudad de
Hiroshima, tres dias después se dejé caer la segunda
bomba, esta vez sobre la ciudad de Nagasaki. El Japon
se rindio unos cuantos dias mas tarde.

La pelicula muestra que, desde el éxito de la prueba en
los Alamos hasta el mismo dia del lanzamiento de la
primera bomba, Oppenheimer vivia dividido emo-
cionalmente. Por un lado, estaba preocupado por el
éxito de labomba: recordaba constantemente al mando
militar que las instrucciones para su lanzamiento
(velocidad, altitud, condicion del clima) debian
seguirse al pie de la letra; y al mismo tiempo estaba
consternado por el dolor y la muerte que esta arma
traeria consigo. Pero él ya no tenia ningan control
sobre lo que sucederia a continuacion. Se enterd del
éxito y la magnitud inicial de la explosién en
Hiroshima horas después del lanzamiento de la
bomba, casi al mismo tiempo que Truman daba un
escueto mensaje a la nacion reportando lo que habia
ocurrido. En ese momento se sinti6 satisfecho de lo
logrado, se contagié de la alegria que mostraba la
mayoria de las personas presentes en Los Alamos,
pero también sintié un enorme pesar por los inocentes
gue sufrieron las consecuencias de este acto; pesar que
se hizo mas profundo cuando algunas semanas
después se supo con mas detalle de los terribles efectos
de la bomba; las imégenes del dolor provocado por
esta arma le acompafiarian por el resto de su vida. Al
término de la guerra busco por todos los medios a su
alcance que los Estados Unidos promoviera un tratado
que impidiera el uso bélico de la energia atomica.

Después de la guerra, en 1946, se cre0 la antes men-
cionada AEC y Oppenheimer fue nombrado presi-
dente de su Comité Asesor General. Poco tiempo

después, (1947), el cientifico acepto dirigir el Instituto
de Estudios Avanzados (IAS por sus siglas en inglés)
en Princeton; el hombre que le ofrecid el puesto fue el
ya mencionado Almirante Lewis L. Strauss, quien con
el tiempo se convertiria en su peor enemigo. Ambos
formaban parte de la AEC, y con frecuencia tenian
opiniones opuestas: en general, Oppenheimer insistia
en el uso pacifico de la energia atomica; se oponia al
desarrollo de la bomba de hidrégeno (la Stper, como
le llamaban); y creia que deberia haber intercambio
franco de los avances cientificos sobre el uso de la
energia atdmica con los gobiernos de otros paises;
Strauss, en cambio, creia que la mejor politica para los
Estados Unidos era tener el arma mas poderosa, la
SUper, antes que otro gobierno, en particular Rusia, la
tuviera; y vela riesgos de seguridad nacional inmi-
nentes en casi cualquier intercambio intelectual o
cientifico.

Nolan presenta a Strauss como un hombre muy astuto,
carente de una formacién académica formal pero de
extensa cultura y bastos conocimientos adquiridos de
manera autodidacta; tenia una habilidad extraordinaria
para los negocios y la administracion; gracias a lo cual
y a su talento para relacionarse con personas en el
poder —politicos, militares, empresarios— logré tener
una respetable fortuna y gran influencia en los mas
altos circulos de la politica, pero era poco tolerante con
quienes tenian una opinién diferente a la suya. Strauss
y Oppenheimer se enfrentaron varias veces en el seno
de la AEC, y el poco tacto y la arrogancia con que
Oppenheimer combatia las opiniones de Strauss
alimentaron la animadversion que éste sentia hacia el
cientifico. El paranoico y rencoroso Strauss aguardo
por la oportunidad para acabar con el prestigio del
cientifico. Y su oportunidad Ilego.

Nolan recrea magistralmente la forma en que Strauss
forzo la audiencia de Oppenheimer ante el Consejo
de Seguridad de la AEC —punto en el que inicia la
cinta—; como, habilmente, Strauss pulsé los resortes
necesarios para que las dudas aparentemente ya
despejadas sobre la relacion de Oppenheimer con el
partido comunista se reavivaran; y como preparé todo
el escenario para que el cientifico no tuviera la menor
oportunidad de demostrar su inocencia. De acuerdo
con los materiales consultados, Nolan no exagera al
mostrar la forma en que Oppenheimer fue humillado
durante este proceso. Finalmente, Strauss consiguié su
objetivo: la autorizacion de seguridad de Oppenheimer
no fue renovada y con ello, su participacion oficial en
los asuntos relacionados con la energia atomica llegd
a su fin. El resultado de este proceso afectd profun-
damente el animo de Oppenheimer, pero no cambid su
postura respecto al uso de la energia atdmica y
continuo con su activismo antibelicista; Strauss siguio
escalando puestos en las esferas de poder.
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A finales de 1958, Strauss fue propuesto por el Presi-
dente Eisenhower para el cargo de Secretario de Co-
mercio. Durante su comparecencia ante la comision
del Senado con vistas a obtener la aprobacion para el
cargo, el caso Oppenheimer salié a la luz, pero esta vez
el egocéntrico y poderoso Strauss no resulto victorio-
so: la forma en que conspir6 en contra del cientifico en
1954 se hizo publica y su nominacion fue rechazada.

El cierre de la pelicula es genial. Casi al inicio de la
cinta, durante la audiencia de Strauss ante el Senado,
vemos a Strauss y Oppenheimer en Princeton, en
1947, cuando Strauss ofrece al cientifico el puesto de
Director del 1AS. Mientras conversan, ambos ven a
Einstein a la distancia, Strauss ofrece presentarlos,
Oppenheimer contesta que no hay necesidad porque se
conocen bien. Oppenheimer se aproxima a Einstein y
platican unos minutos mientras Strauss los observa a
cierta distancia; un poco después, Strauss se aproxima
y saluda a Einstein, quien ya se retira, pero éste no le
regresa el saludo. Sorprendido, Strauss pregunta a
Oppenheimer de qué hablaron, el cientifico contesta
con evasivas, y dice a Strauss que hay asuntos en su
vida pasada que pueden no ser compatibles con el
puesto que se le ha ofrecido. Strauss responde que
conoce bien su expediente y que estd convencido de
que €l es la persona adecuada para el puesto.

Durante la audiencia de Strauss ante el Senado, cuando
se esta discutiendo el asunto Oppenheimer, le pregun-
tan a Strauss por qué no manifestd sus dudas sobre la
lealtad del cientifico en 1947, cuando le ofrecid la
direccion del 1AS, especialmente si fue el mismo
Oppenheimer quien puso el tema sobre la mesa;
Strauss responde que en ese momento le preocupaba
mas saber qué le habia dicho Oppenheimer a Einstein
para lograr que éste Ultimo no lo saludara. En la escena
final, Nolan revela el didlogo imaginario entre estos

dos cientificos, lo que se dice durante este breve inter-
cambio es de lo mas interesante.

La obra de Nolan no tiene desperdicio, mas alla de su
mérito artistico y técnico, invita a indagar mas sobre
los hombres y las circunstancias que llevaron a los
tragicos hechos ocurridos el 6 y el 9 de agosto de 1945
Yy su consecuencia para la humanidad a corto, mediano
y largo plazo. La pelicula se centra en una etapa crucial
en la vida del cientifico; sin embargo, es pertinente
recordar que, ademas del proyecto Manhattan, Oppen-
heimer contribuy6 de manera notable al desarrollo de
un area de conocimiento que caus6 mucha contro-
versia en sus inicios: la mecanica cuantica; que, entre
otras aportaciones, estudio la compleja dinamica del
atomo; propuso diferentes escenarios del final evo-
lutivo de las estrellas y publico varios articulos al
respecto, incluso en uno de ellos describe lo que ahora
se conoce como agujero negro y sus implicaciones
dentro de la teoria general de la relatividad; también
aporto sélidos argumentos en favor de la propuesta de
Paul Dirac sobre la existencia del positrén antes de que
éste fuera descubierto experimentalmente en 1932.
Ademaés, fue un profesor extraordinario, capaz de
modular sus acciones para dar oportunidad de creci-
miento personal e intelectual a todos sus estudiantes, a
quienes estimulaba a cultivar otros intereses, como las
artes o la filosofia, ademéas de la ciencia; y estaba
convencido de que los avances cientificos se bene-
fician enormemente de la franca discusion de ideas.

Oppenheimer dirigio el IAS de Princeton de 1947 a
1966; finalmente, el gobierno de los Estados Unidos
reivindic6 su nombre publicamente en 1963 )

Rosa Maria Lozano Ortigosa
Edicién de Estilo de la REB
rosamaria_lozano@hotmail.com
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SOLUCION AL PROBLEMA BIOQUIMICO
CINETICA DE PRODUCCION DE H2S POR LA
CISTATIONINA B-SINTASA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Solucion del problema

La mayoria de las enzimas siguen una cinética hiperbdlica que puede ser descrita por la ecuacion de Henri-
Michaelis-Menten (HMM) (Fig. 4A). Una forma de estimar las constantes cinéticas de las enzimas (Vm,
Km, Vmm/Km) es utilizar un método para linearizar la ecuacion de HMM y utilizar los valores de la ordenada
al origen, la pendiente y/o la abscisa para obtener dichas constantes. Uno de los métodos mas comunes de
linearizacion de la ecuacion de HMM es el método de Lineweaver-Burk o de doble reciproco; en este
método se grafica 1/v vs 1/[S] y con la ordenada al origen se obtiene 1/Vm y a partir de la abscisa -1/Km.

El problema con la linearizacion por el método de doble reciproco es que los valores no se distribuyen
equitativamente a lo largo de la linea (Fig. 4B), de tal forma que a concentraciones altas de sustrato los
puntos se acumulan cerca del eje “Y”, lo que ocasiona que los puntos de baja concentracion de sustrato
tengan un mayor peso a la hora de realizar la regresion lineal. Una forma mas precisa de estimar los
parametros cinéticos es a través del ajuste no lineal (9), el cual se puede lograr mediante software
especializado (Ej. OriginLab®).
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Figura 4. Cinética enzimatica. A) La mayoria de las enzimas siguen un comportamiento cinético de tipo hiperbdlico
que es descrito por la ecuacion de Henry-Michaelis-Menten. B) El método de Linewaver-Burk o de doble reciproco
sirve para linearizar la ecuacion de Henry-Michaelis-Menten y facilitar el calculo de las constantes cinéticas de
velocidad maxima (Vm) y la constante de Michaelis-Menten (Km).
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En la figura 5A se muestra el ajuste no lineal de los datos cinéticos correspondientes a la reaccion candnica
(SertHCys=Cth) y a la reaccion de produccion de HaS (Cys+Cys=HzS +Lth) de la CBS de T. cruzi. El
ajuste no lineal de los datos experimentales se llevd a cabo utilizando el software OriginLab® (Fig. 5A).
En la figura 5B se muestra el grafico de doble reciproco y tanto el ajuste no lineal como el de doble reciproco
se utilizaron para estimar las constantes cinéticas. En la tabla 2 se encuentran los datos de doble reciproco
que fueron utilizados para realizar el grafico de tipo Lineweaver-Burk. En la tabla 3 se muestran las
constantes cinéticas utilizando el ajuste no lineal y en la tabla 4 las constantes cinéticas estimadas por el
grafico de doble reciproco.
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Figura 5. Cinética de la reaccion candnica y de la reaccidn no candnica de produccién de H,S a partir de cisteina.
A) La cinética de ambas reacciones presentan un comportamiento hiperbdlico. Los circulos rojos son la cinética
variando la concentraciéon de homocisteina (HCys) y dejando constante la concentracién de serina (Ser = 20mM);
los tridangulos azules son los datos cinéticos que corresponden a la variacidn de Ser y dejando constante la
concentracidon de HCys = 10mM. Los cuadrados negros corresponden a la cinética de formacién de sulfuro (H.S) a
partir de cisteina (Cys). Los datos experimentales fueron ajustados a la ecuacidn de Henri-Michaelis-Menten usando
el software OriginLab 8®. B) Linearizacién de los datos cinéticos por el método de dobles reciprocos, el dato
encerrado en un circulo rojo no fue considerado para el ajuste lineal.

Un punto de los datos del doble reciproco (2, 1.147) no fue tomado en cuenta en la regresion lineal (Tabla
2). Este punto al ser la concentracion mas baja de sustrato es uno de los mas importantes en la tendencia
del grafico, cuando es considerado en la regresion lineal, las constantes cinéticas son mucho mas elevadas
de lo esperado segtn el ajuste no lineal, obteniendo valores de Vm=11 y Kmnucys=5.

Tabla 2. Datos de doble reciproco

Reaccidn: Cys + Cys = Lth + H,S Reaccidn: Ser + HCys = Cth + H,0O

1/[Cys] 1/v 1/[HCys] 1/v 1/[Ser] 1/v
2 0.199 2 1.147* 1 0.811

1 0.104 1 0.418 0.5 0.620

0.5 0.072 0.5 0.293 0.2 0.398
0.2 0.071 0.2 0.222 0.1 0.308
0.1 0.058 0.1 0.220 0.05 0.258

*Dato no considerado para el ajuste lineal
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Tabla 3. Constantes cinéticas estimadas con ajuste no lineal (Software Origin Lab®)

Sustrato Vm(Umg?') Km(mM) Vm/Km

Cys 18.6 1 18.6
HCys 5.5 1.5 3.7
Ser 4.4 3.5 1.3

Tabla 4. Constantes cinéticas estimadas con el método de doble reciproco

Sustrato Km/Vm 1/Vm Vm(Umg?') Km(mM) Vm/Km

Cys 0.07 0.045 22 1.54 14.28
HCys 0.23 0.185 5.4 1.24 4.35
Ser 0.58 0.263 3.8 2.2 1.72

Discusion
Es importante notar que algunas enzimas pueden unir a sustratos diferentes a los canonicos, en un fendmeno
que se conoce como promiscuidad de sustratos (10). La importancia de las reacciones adicionales a la

canonica dependera de la concentracion de sustratos intracelular y de las constantes cinéticas de la enzima
por sus diferentes sustratos.

En el caso de las reacciones que estamos estudiando, hay que notar que las constantes cinéticas de CBS son
mas favorables para la reaccion no canonica de produccion de HaS, teniendo una Vm alrededor de 4 veces
mayor y una eficiencia catalitica (Vm/Km) 3 veces mayor con respecto a la HCys y casi 8 veces mayor con
respecto a la Ser.

Conclusion

La CBS de T cruzi es un mejor catalizador para la reaccion de produccion de HoS que para su reaccion
canonica y la importancia de las reacciones en el parasito dependerd de la abundancia intracelular de cada

uno de los sustratos.| &
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NI PARA EL PLATO NI PARA LA VENTA

E's mayo y riela un sol tan inclemente que la tarantula,
el cascabel y el ciempiés estivan en la nopalera chaparra. Pongo la
mano en su hombro y suspiro. En el apilado de piedra lajas
con la gran cruz blanca, hay una ofrenda de flores rojas, puesta por
la mano de la fe pidiendo que llueva para llenar los tanques
y que no mueran las reses. Abajo, en la llanura, la tierra
caliza brilla matizada con piedra ferrita.

Son las 3 pm, el viento Cornelius trae a tumbos rodaderas, semillas
que vuelan entre la arena y polvo inacabable, semillas tan tan
ligeras e insensibles que truenan cuando la toca el agua.

Reverbera la tarde en la piedra en ondulas ascendentes
que desvanece el matorral, entre lagos y camellos
ilusorios en el horizonte del erial.

Recuerdo la historia del abuelo “En el principio de los siglos
aqui habia camellos” acomodd el sombrero, aflojo el
pafiuelo ya himedo del cuello, desato y at6 los zapatos toscos con
puntas de acero a prueba de biznaga y cascabel.

Debajo, en el corral donde balan los cabritos, cubierta de
estiércol y dolomita, un fosil crustaceo incrustado en piedra
espera a que la escoba revele su belleza.

Las montafias del este tienen cuevas, paredes dibujadas con tintura
blanca, piedras inmensas con indescifrables petroglifos,
bordeando el bosque disperso de encinos donde cuelga el musgo.

¢/ Por qué la estan abandonando las ardillas?

Atravesando la llanura, a los lados del camino de
“Tierra Adentro”, la mariposa monarca vuela entre las vetas de la
edafoteca de las eras horizontales y verticales
por tonos y texturas.

Ms atras, las montafias “Camelas”, ocultan las tinajas
impermeabilizadas de mezclas calizas, que la paciencia de los
afos las tienen gravidas de agua,

Hola ;qué haces Micaela, nos vamos? ;Coémo que te vas?

Vamos a vender las cabras, dejar las vacas en el rancho de
Juancho hasta el otofio, el toro va al matadero,
nosotros a vivir con los hijos.
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jJuancho! el que vive donde el aire despeina el pastizal, cerca de
las pozas calientes y azufrosas, habitat del estromatolito que,
indiferente, estuvo antes de la primera extincién masiva.
(Sobrevira a esta sexta, tan lenta y sutil que apenas se nota?

Bajo a traspiés. ..

Hola, dice Ignacio, aparejandose sobre el burro. ;Cuando llegaste,
cuando te vas? Tocandose el borde del sombrero.
Levant6 la mano. Llegué el viernes, ya noche. Me voy hoy,
como a las 7 pm, la hora de viajar en el desierto.

Soy de las que van y siempre vuelven. Una ndmada moderna, que le
gusta ver estrellas fugaces, pero olvida como hacer el queso y
es torpe ordenando vacas. Lo pienso, pero no lo digo.

Supe que vino el técnico para revisar el pozo que hizo el
abuelo hace 70 afios y que taparon cuando trajimos
agua por tuberia de la montafia de al lado.

Malas noticias, Ignacio, el espejo ya no esta a 15 metros, tendrian
que perforar 900 metros, luego ir despacio y seguir hasta
encontrar la veta liquida, pero quizas esté mas abajo o esté seca.

Lo siento mucho. La gente se esta yendo, pero yo me quedo.
El ruido del pueblo me agobia, es insegura la calle, mala
la paga en las fabricas, pero tl, ti sabes vivir entre paredes.
JLo sé?

Aqui me ha domesticado la cabra, alld me ha domesticado
el teléfono y el “minisplif’. Aqui no tiembla. Aqui no
expulsa lava la tierra. Tampoco llueve.

Es un tobogan de vientos sobre el mar seco.

La mirada vuelve a las montaiias, tal vez migre con la ardilla.
Recién percibo esta necesidad de simbiosis.

¢ Querria irme sola o con muchos?

¢ Podria ser capaz de cazar, encender fuego y vivir sin
saber de los demas? El desierto y sus montafias son
acogedores, pero también hostiles.

¢ Debo intentarlo?

La tarde amarilla se torna roja, violeta,
con chillidos del murci¢lago. [ £

Maria Del Rosario Cruz Nieto
mari.cn@hotmail.com
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuivicA (REB)

La Revista de Educacion Bioquimica (REB) estd dedicada a la divulgacion, difusion, discusion, analisis y
presentacion de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La REB esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes de posgrado,
licenciatura y educacidon media superior. Los trabajos que se sometan a evaluacidon para su posible
publicacién no deben de haberse presentado ni total ni parcialmente en otras publicaciones.

Se aceptan contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma de articulos de investiga-
cién, revision, critica y analisis, asi como otras comunicaciones relacionadas con diversas formas de
estimular el aprendizaje de la bioquimica que pudieran servir de apoyo a investigadores, profesores y
alumnos desde nivel medio superior hasta posgrado, en aspectos de investigacion, académicos y
actualizacion.

LAS CONTRIBUCIONES DEBEN AJUSTARSE A LOS SIGUIENTES
LINEAMIENTOS EDITORIALES:

I. Articulos deinvestigacion, revision, critica 5) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las

y analisis

1)  Portada. En el primer parrafo, incluir el titulo,
gue debe de ser claro, simple y atractivo; evitar las
abreviaturas o en su caso, definirlas al inicio del
texto. En el segundo parrafo, anotar los nombres
completos de los autores, iniciando por el nombre
propio completo. A cada autor se le asignara un nu-
mero arabigo, escrito entre paréntesis, para indicar
su afiliacién. En el tercer parrafo, detallar la afilia-
cion de los autores; indicar departamento, institu-
cion, ciudad, estado y pais ademas de la direccion
de correo electrénico del autor responsable de la
publicaciéon. En el cuarto parrafo, proporcionar un
titulo breve del trabajo, maximo 60 caracteres.

2) Resumen. Incluir dos resumenes; uno en
espafol y otro en inglés (Abstract) de no mas de
350 palabras cada uno.

3) Palabras clave. Proporcionar de tres a seis pa-
labras clave para cada resumen (espafiol e inglés).

4)  Texto. Escribir el articulo en el procesador de
textos Word, con una extensién maxima recomen-
dada 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. Presentar las
figuras, tablas, leyendas y pies de figura después
de las referencias o en un archivo aparte, segun se
describe en el punto 6.

normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberdn definirse entre paréntesis la
primera vez que se utilicen.

6) Figuras, tablas, y pies de figuras. Presentar
figuras, tablas y pies de figura o leyendas separadas
del texto del articulo, ya sea que se incluyan des-
pués de las Referencias o se envien por separado
en un archivo de Word o Power Point. Tanto los pies
de figura como las leyendas deben estar separadas
de las figuras o tablas. Las tablas deben estar en
Word y sin formatos especiales. Para las figuras,
usar formato jpg; pueden ser a color, con fondo y
sombreado. Numerar figuras y tablas con arabigos.

Mencidn de figuras y tablas. En las leyendas y pies
de figura usar la palabra completa: Ejemplo: Figura
1. En esta figura se describe... Dentro del texto, las
tablas o figuras se deben mencionar con minus-
culas, la palabra completa y sin paréntesis. Las
referencias para las figuras deberan citarse con la
abreviatura, la primera letra con mayuscula y entre
paréntesis (Fig. 2); para las tablas, usar la palabra
completa, la primera letra mayulscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

Nota: Las figuras y las tablas se reduciran a la mitad
0 a un cuarto de las dimensiones de una hoja tama-
flo carta; favor de considerarlo para que las letras
y nimeros mas pequefos no resulten menores de
dos milimetros después de la reduccién.
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Instrucciones para Colaboradores de la Revista de Educacién Bioquimica REB

En caso de emplear figuras previamente publica-
das, debera darse el crédito correspondiente y, de
ser necesario, obtener el permiso para su publi-
cacion en la REB.

7) Referencias. Se indicaran en el texto con
numeros entre paréntesis, de acuerdo con su orden
de aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo por orden numérico de aparicion en el
texto y deben incluirse en el formato “Vancouver”,
ejemplos:

o Articulo: Autor/es. Titulo del articulo. Abrevia-
tura internacional de la revista. Afio; volumen
(nimero): pagina inicial-final del articulo. Ejem-
plo: Dawes ], Rowley J. Enhancing the customer
experience:  contributions from information
technology. J Business Res. 2005; 36(5):350-7.

. Libro completo: Autor/es. Titulo del libro. Edi-
cién. Lugar de publicacion: Editorial; afio. Ejemplo:
Bell J. Doing your research project 5th. ed.
Maidenhead: Open University Press; 2005.

. Capitulo de libro: Autor/es del capitulo. Titulo
del capitulo. En: Director/Coordinador/Editor del
libro. Titulo del libro. Edicién. Lugar de publicacién:
Editorial; afio. Pagina inicial-final del capitulo.
Ejemplo: Franklin AW. Management of the problem.
En: Smith SM, editor. The maltreatment of children.
Lancaster: MTP; 2002. p. 83-85.

Nota: En todos los casos, si fueran varios autores,
separar los nombres con coma.

II. Otras comunicaciones incluyen resimenes
y comentarios a articulos cientificos, problemas
tedricos, ejercicios practicos, juegos didacticos,
avisos de reuniones académicas o cursos, infor-
macién cientifica o académica de interés general,
cartas al editor, homenajes a cientificos desta-
cados, colaboraciones culturales o literarias, entre
otras. En estos casos:

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

9) Se podran incluir hasta tres figuras o tablas
conforme a lo descrito en el inciso 6. Se aceptara
un maximo de 10 referencias, mismas que se
citardn como se indica en el inciso 7.

III. Proceso de Envio. Enviar, como archivos
adjuntos, los archivos electrénicos del trabajo a
publicar a la Revista de Educacion Bioquimica
(reb@bg.unam.mx), con copia al Editor en Jefe

(jcalder@cinvestav.mx), desde la direccion de correo
electrénico del autor responsable de la publicacion.
Esta direccion sera considerada como la direccion
oficial para la comunicacion con los autores. El autor
responsable debera indicar su adscripcion con
teléfono, direccion electronica y postal para comu-
nicaciones posteriores.

En el texto del mensaje se debera solicitar la
evaluacion del articulo o la contribucion para su
posible publicacién en la REB, se debera incluir el
titulo del trabajo, los nombres completos de los
autores y su adscripcion institucional, asi como el
namero, tipo y nombre de los archivos electrénicos
enviados. En el mismo texto se debe aclarar que el
trabajo no ha sido enviado a otra revista para su
evaluacién (ni en forma total ni parcial) y que el
mismo no esta en proceso de publicacion en otra
revista o en otro tipo de publicacién. De igual
manera se debe manifestar que no existe conflicto
de intereses entre los autores que envian el trabajo.

IV. Evaluacion. Los manuscritos seran evalua-
dos por al menos tres revisores seleccionados por
el Comité Editorial a quienes se les enviara el trabajo
con los autores en anénimo; los revisores también
permaneceran anénimos para los autores y entre
ellos. Los revisores opinaran sobre la relevancia del
trabajo en un lapso no mayor a 30 dias naturales.

Las correcciones y sugerencias de los revisores
seran enviadas, con anonimato entre ellos, al Editor
en Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser:
rechazado, enviado para correcciones o aceptado.

Una vez obtenida la evaluacion, el Editor en Jefe la
comunicara al autor responsable de la publicacién,
Yy €n su caso, le enviara las observaciones para que
las incorpore al manuscrito o manifieste su opinién
sobre aquellas que considere discutibles. El manus-
crito corregido por los autores debera ser devuelto
a la REB, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
si el manuscrito es recibido de forma extempo-
ranea, se le considerard como si estuviera siendo
enviado por primera vez. De ser necesario, el Comi-
té Editorial volvera a enviar el manuscrito corregido
a los revisores para tener una nueva ronda de
evaluaciéon. Una vez aceptado el trabajo, las prue-
bas de galera se enviaran al autor responsable para
su aprobacién o correccion.

Los manuscritos que no cumplan con las
Instrucciones para Colaboradores de la REB
no seran aceptados para su revision.
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