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RESUMEN

Introduccion: La informacién molecular es una propiedad principal de las
biomacromoléculas, especialmente proteinas y acidos nucleicos, que permite la
realizacion de funciones con un alto grado de especificidad. Ella deriva de la
variedad en los componentes de las macromoléculas.

Objetivo: Demostrar que la modificacidon covalente de proteinas constituye un nivel
nuevo y superior de informaciéon molecular.

Método: Se analizaron articulos de los ultimos 5 afos, publicados en revistas
nacionales y de circulacion internacional, disponibles en las bases de datos HINARI,
PubMed y Perii y localizados mediante el sitio www.infomed.sld.cu.

Desarrollo: Se exponen los mecanismos y caracteristicas principales del proceso y
posteriormente algunos de los efectos principales de la modificacion covalente
sobre las funciones y propiedades de las proteinas.

Conclusiones: La modificacién covalente es un mecanismo que amplia el campo
de accion de las proteinas permitiendo un rapido cambio en sus propiedades
funcionales y, por lo tanto, constituye un nivel nuevo y cualitativamente superior de
informacioén molecular.
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ABSTRACT

Introduction: Molecular information is an essential property of
biomacromolecules, especially proteins and nucleic acids. This property allows
carrying out specific functions. It derives from variability of macromolecules
components.

Objetive: To prove that covalent modification of proteins represents a new and
higher level of molecular information.

Method: Papers published during the last five years in national and international
journals were analyzed. These articles are available in HINARI, PubMed, and Perii
databases and were localized through www.infomed.sld.cu.

Main text: First, the mechanism and features of covalent modifications of protein
are presented. Next, the principal effects on protein functions and properties are
analyzed.

Conclusions: We conclude that covalent modification of proteins represents a new
and higher level of molecular information.

Key words: Covalent modification of protein, molecular information, protein
interactions, protein turn over.

INTRODUCCION

La informacién molecular es la propiedad que poseen las macromoléculas bioldgicas
que les permite actuar con un alto grado de especificidad en variados procesos con
disminucién de la entropia y con ello minimizar los efectos del azar. Puede ser
principalmente secuencial (como en los acidos nucleicos) o conformacional (como
en las proteinas). La existencia de esta propiedad esta vinculada a la variedad y al
orden de los precursores que forman parte de las macromoléculas.

Mientras la forma secuencial es la idonea para conservar y transmitir la
informacién, la conformacional es la adecuada para la realizacion de funciones
especificas que se realizan mediante el mecanismo de reconocimiento molecular. A
partir del gran nimero de conformaciones posibles, las proteinas realizan las mas
variadas funciones, incluso la formacién de otras moléculas a las cuales dotan de
cierto grado de informacién molecular.

La modificacion covalente es un mecanismo muy generalizado que modula las
funciones y otras propiedades de las proteinas. Este mecanismo incrementa la
variedad de los precursores de una forma muy selectiva, lo cual no solo modifica la
informacioén secuencial y la conformacional, sino que aporta propiedades nuevas a
esas moléculas, modifica sus interacciones con otras moléculas, determina el lugar
y el momento de su actividad, etcétera. Esto significa que el grupo afiadido
covalentemente a las proteinas modifica su contenido informativo
momentaneamente lo que permite una adaptacion a determinadas condiciones en
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un momento determinado. Esta interpretacion del fendmeno no ha sido expuesta
con anterioridad y por eso el objetivo de este trabajo es demostrar que la
modificacion covalente de proteinas constituye un nivel nuevo y superior de
informacién molecular.

MATERIAL Y METODO

Se recopilaron articulos publicados en revistas cubanas y de circulacion
internacional sobre el tema, utilizando las bases de datos HINARI, PubMed y Perii
disponibles en el portal www.infomed.sld.cu. Se realizé una seleccion de los
articulos de los dltimos 5 afios que tienen un valor mas sobresaliente en la tesis
que se pretende demostrar.

DESARROLLO

Primero se hara una exposicion de los principales aspectos conceptuales del
problema; después, se tratara el mecanismo y las modalidades de las
modificaciones covalentes de proteinas y finalmente se ilustrarad con ejemplos
concretos las principales consecuencias de este mecanismo.

La informacion molecular y la modificacidon covalente de proteinas

La informacién genética contenida en el ADN es la fuente primaria de informacion
en los organismos celulares y se transfiere dosificadamente a las proteinas
mediante los procesos de transcripcion y traduccion. ElI ADN solo puede transferir a
las proteinas informacion secuencial, con la cual estas construyen su estructura
tridimensional como fue demostrado hace afios por Anfinsen. Pero la informacion
secuencial en una determinada proteina es permanente, mientras se mantenga la
integridad de la estructura primaria. Este tipo de informacion da lugar a la
conformacional, algo mas flexible, pero de todas formas es también permanente.
Se puede decir que el contenido de esta informacién es "lo que puede hacer esa
proteina”, es decir, su funciéon especifica.

Ahora bien, durante la vida de las células, tratese de organismos monocelulares o
de las que forman parte de los pluricelulares, las condiciones ambientales cambian,
a veces con gran rapidez, y las células necesitan adaptarse a esos cambios. Un
nuevo ambiente puede requerir un aumento o disminucion de la actividad de
determinadas proteinas, un cambio en la localizacién, la separacion o unién de unas
proteinas con otras, la sintesis o protedlisis de algunas proteinas, en fin, la
supervivencia o la muerte celular. Pero en el contenido informativo, tanto
secuencial como conformacional, de las proteinas no esta inscrito ¢con cual
intensidad actuar?, ¢cuando actuar?, ;dénde actuar?, ¢con cual molécula
interactuar?, ;hasta cuando actuar? o ¢en cuales situaciones actuar?

Ese tipo de informacién se incorpora a las proteinas mediante la adicién o
sustraccion de grupos quimicos especificos que se unen a aminoacidos especificos
en posiciones definidas de la cadena polipeptidica mediante el mecanismo de
modificacién covalente. Resulta asombroso que la adicién de un grupo tan pequefio
como el hidroxilo a un aminoéacido especifico pueda dar como resultado un cambio
tan intenso en las propiedades de una proteina. Dotar a las proteinas de ese nuevo
contenido informativo que determina la intensidad, la localizacion, el momento, la
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situacion, los acompafantes, etcétera de su actividad es la funciéon esencial del
mecanismo de modificacién covalente.

Claro esta que, todas las posibilidades enunciadas en el parrafo anterior se
encuentran como posibilidad en la proteina original, pero para la supervivencia del
organismo es trascendental la transicion de la posibilidad a la realidad que se logra
mediante el mecanismo que se analiza en este trabajo.

Como quiera que la adaptacién al ambiente es un proceso de supervivencia para las
células y los organismos, la modificacion covalente dota a las proteinas de un
contenido informacional cualitativamente superior y como esta interpretacion no se
ha dado anteriormente puede considerarse totalmente nueva.

Diversidad y especificidad de la modificacidon covalente de proteinas

La informacién molecular esta relacionada con la variedad y la posicién de
precursores a lo largo del polimero. Mientras mayor sea la variedad, mayor sera el
contenido informativo de una macromolécula.

El nimero de grupos quimicos reportados que pueden unirse covalentemente a las
proteinas esta cercano a los veinte (ver mas adelante), mientras que el niUmero de
aminoéacidos modificables apenas alcanzan los diez, sin tener en cuenta que en
ocasiones la modificacion covalente ocurre en el aminoacido N-terminal sin una
gran especificidad.

Se pudiera pensar entonces en un total de 200 modificaciones teniendo en cuenta
que son 20 donantes y 10 aceptores. Sin embargo, la modificacién covalente no
solo es especifica para el grupo modificador y el aceptor, sino también para la
posicion de este dltimo en el polimero. Todo lo anterior indica que la modificacion
covalente introduce un alto grado de diversidad en la estructura de las proteinas y
con alto grado de especificidad. Afiadir grupos quimicos a una proteina es como
afadir letras a un alfabeto, con lo cual seguramente se pueden elaborar mensajes
mas complejos.

Para ilustrar lo anterior, tomemos el ejemplo de la lisina. Este aminoacido puede
ser monometilado, dimetilado, trimetilado, acetilado o modificado por los péptidos
de la familia de la ubiquitina (al menos seis). Asi, que por arte de la modificacion
covalente un aminoécido se convierte en 10. A esto hay que afadir la posiciéon de la
lisina en la proteina.

Por lo tanto la variaciéon en el contenido informativo de una proteina es un
fendmeno complejo y que puede dar lugar a diferentes resultados. Una relacién,
seguramente incompleta de los aminoacidos modificados y sus modificadores se
muestra en la Tabla 1.

Uno puede preguntarse ¢cual es la fuente de esa informacion? Seguramente, la
informacién genética contenida en el ADN. Tanto la proteina sustrato como las
enzimas modificadoras estan codificadas en el ADN y por eso la modificacién
covalente puede interpretarse como un mecanismo de interaccion entre genes
mediante sus productos primarios. Lo cual lleva a pensar que la modificacién
covalente es un mecanismo codificado genéticamente. Este fenédmeno se ilustra en
la Figura 1.
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Tabla 1. Modificaciones que experimentan los aminoaddos en las proteinas

Modificacidn Aminoacido modificado
Fosfarilacidn Serina. Treonina, Tirodna

Sulfihidrilacidn Cisteina

Mitrosil acidn Cisteina

Hi droxilacidn Prolina. Asparagina

Mekilacion Lisina "', &Arginina

Scetl acdn Lisina, &rginina, &minoacido M-teminal
Agilacidn Serina. Aminoacido N-terminal
AOP-ribosilacion” Lisina, &rginina, Glutamico, Aspartico, Jsheina, Asparagina
Glicosil azidn Serina, Treonina, Asparadina

Prenilacicn™ Cisteina

Uhiguiting'® Lisina

SUMO Lisina

HEDDE Lisina

15G15 Lisina

ATGE Lisina

SUMO Lisina

FAT10 Lisina

a) Puede ser mono- di- o frimetiladas; (b} Puede afiadirse en forma monomerica o
polimerica; {c) Existen numerosas formas de glicosilacion; (d) Existen al menos tres form as

de preniladan, (g) Puede ser mono- poli- o multivbiquitna,

Zen A Zen B Zen
RN AR i

Figura 1. Tres genes interactian mediante sus productos,
El gen B codifica una proteina que es regulada mediante
modificacion covalente. El gen A codifica la enzima que
afiade el grupo modificador, mientras que el gen C codifica
la enzima que sustrae al agente modificador, De esta

forma se establece una interaccion entre los genes A, B y C,
pero no directamente, sino mediante sus productos,
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Pero un par de enzimas modificadoras puede tener numerosos sustratos, lo cual
significa un ahorro considerable de material genético. De modo que la modificacién
covalente de proteinas puede ser considerada un ejemplo del principio de maxima
economia tipico de los seres vivos.

Todas las razones expuestas anteriormente nos llevan a considerar a la
modificacién covalente de proteinas como un nivel nuevo y cualitativamente
superior de la informacién molecular.

Mecanismo y modalidades

La modificacion covalente consiste en la adicién, mediante una unién covalente, de
una especie quimica a la cadena lateral de alguno de los aminoacidos de la proteina
salida del ribosoma. Como se trata de la formacion y ruptura de enlaces covalentes
es necesaria la participacion de una enzima para catalizar la union y otra para la
separacion que en la mayoria de los casos es una hidrolasa. De este modo, se
originan dos formas de la proteina, diferentes en sus propiedades y que, a los
efectos de este trabajo, se denominaréan la original (no modificada) y la modificada.

La adiciéon del grupo modificador provoca una perturbaciéon de la estructura
tridimensional que puede tener mayor o menor alcance. Debido a eso, las dos
formas de la proteina pueden exhibir diferencias en la intensidad de su actividad,
en sus interacciones con otras moléculas, en su localizacion celular, en sus
mecanismos de control y regulacién, etcétera.

Las modificaciones pueden ser reversibles o irreversibles. En el primer caso, pueden
ser Unicas o multiples y estas Ultimas ser de un mismo grupo modificador o de
grupos diferentes. Las modificaciones multiples tienen efectos muy variados.
Primero pueden producirse efectos sinérgicos o antagoénicos. Por ejemplo, las
fosforilaciones en la treonina-14 (T14) y la tirosina-15 (Y15) en las kinasas
dependientes de ciclinas, Cdk (del inglés, Cyclin-dependet kinase) tienen un efecto
sinérgico, pues ambas son inhibidoras, mientras que la fosforilacién en treonina-
160 (T160) tiene un efecto antagdnico con las anteriores pues es activadora. Por lo
general en estos casos, hay una que tiene caracter dominante, esto es, su efecto se
expresa independientemente del estado de modificacion de otros grupos, tal como
sucede en las Cdk que son inactivas si estan fosforiladas en T14 y Y15
independientemente de si T160 esta fosforilada o no.* Este es un ejemplo de cémo
la modificacion covalente influye en el estado de actividad de una enzima, sin
modificar su accion especifica.

Otro caso de antagonismo se evidencia en el control de la transcripciéon por la
proteina de uniéon al elemento de respuesta al Adenosinmonofosfato ciclico. Cuando
uno de sus coactivadores, CRTC2 (del inglés Cyclic AMP-Regulated
TranscriptionalCo-activators) es fosforilado en las serinas 70 y 171, esto
proporciona el sitio de unién a proteinas de la familia 14-3-3 que lo mantienen
retenido en el citosol. Sin embargo, la adicién de N-acetilglucosamina en los
mismos residuos tiene el efecto contrario.? De esta manera, la modificacion
covalente modifica las interacciones entre proteinas o de estas con el ADN.

Cuando son modificadores diferentes pueden presentar un caracter cooperativo,
que es positivo cuando una primera modificacién favorece la realizacion de la
siguiente y negativo en el caso contrario. Asi, la fosforilacién de la beta-catenina en
la serina 45 por la caseina kinasa lalfa permite la fosforilacion en las serinas 41, 37
y 33 por la glucégeno sintasa kinasa 3beta, modificacion necesaria para su
eliminacion via ubiquitina.® O sea, la modificacion determina hasta cuando
permanecera activa la beta-catenina, algo que no forma parte del contenido
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informativo de esa proteina. Mientras la acetilacion de la kinasa dependiente de
AMP (AMPK) en las lisinas 31, 33 y 71 por p300 (proteina de 300 kDa), dificulta la
fosforilacion por la LKB1 (del inglés, Liver Kinase B) de la treonina 172 del lazo de
activacion de la kinasa manteniendo a AMPK en su forma inactiva.” Otra vez la
modificacién covalente determina el grado de actividad de una enzima.

Por dltimo, las modificaciones multiples pueden crear un cédigo combinatorio con
multiples lecturas dependiendo de los aminoacidos modificados, su localizacion en
la cadena polipeptidica y los grupos modificadores. El mas notorio de estos casos es
el de los nucleosomas donde las histonas que los forman pueden presentar un
amplio grado de modificaciones que determina fundamentalmente el acceso al ADN
necesario para procesos tales como la duplicacién, transcripcion y reparacion del
ADN. ° Las modificaciones de las histonas componentes de los nucleosomas se
ilustra en la Figura 2.

I & 09 ®
M HI-SG RGKOGCKARAKAK M Hz'PE: SHSAPAKKGSHEAITHRAQEKDGHKRKRSRK

O 2

HOOCKGKAKHHSETKK SK-COOH
@ e ¢ O @0 O O C @
NHzﬂRTHQTﬂRKSTGGHAPRHQLA;I;ID Ac-SGRGHGGHGLEHGGAKRHRKVLRD
A
RHPHKVGGTAPASKRA
Q0

@ metilo O acetilo @ fosfato Y ubiquitina

Figura 2. Los nucleosomas estan formados por un ndacleo de las histonas H2A,
HZB, H3 v H4 con dos ejemplares de cada una, Todas presentan una estructura
desordenada hacia el extremo N-terminal v la HZA también hacia el C-terminal,
Yarios residuos de aminodcidos son modificados covalentemente en cada una de
esas estructuras dando lugar a una gran variedad de formas de cada proteina, al
conjunto wvariable de esas modificaciones se le ha dado el nombre de “codigo de las
histonas”,

Modificaciones reversibles de proteinas

La modificaciéon reversible es uno de los principales mecanismos de regulaciéon y
control de numerosas funciones celulares. Los principales grupos modificadores
covalentes pueden ser moléculas inorganicas como fosfato, sulfihidrilo (H»S), 6xido
nitrico (NO); grupos funcionales organicos como metilo, acetilo, acilos, hidroxilo, N-
acetil-glucosamina, prenilo, ADP-ribosa; polipéptidos como la ubiquitina y sus
similares SUMO (del inglés, Small Ubiquitin-likeMOdifier), 1ISG15 (del inglés,
Interferon-StimulatedGenes 15), NEED8 (del inglés, NEural precursor cell
Expressed Developmentally downregulated protein 8), FAT10 (del inglés,HLA-F-
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Adjacent Transcript 10), ATG-8 (del inglés, AuTofaGia-related 8). En la Tabla 2, se
muestran las funciones donde intervienen mecanismos de modificacion covalente.

Tabla 2. Ejemplos de fundones controladas mediante mecanismos de modificacian
covalente a partir de los grupos modificadores

Grupo Funcidn controlada.
Fosfato Metabalisma. Ciclo celular. Transducddn de sefiales.
H:5 Estrés del reticulo endoplasmico. Muerte celul ar,
MO Actividad de receptores de membrana. Canales idnicos. Metabalismao.
Transducdon de sefiales.
Metila Dinamica de la arom atina,
Acetila Actividad enzim atica. Acceso al ADN.
Adla ™ Asociacion a membranas.
oH Degradacion de proteinas.
M=tc-Glch Transcripcion genetica.
Prenilo Asociacion a membranas.
ADP-ribosa Estructura de orden superior de la cromatina, Reparacidon del ADN,
Transcripcidn.
Lbiquitina™ Duplicaddn vy reparacion del ADM. Dinamica de |la cromatina.
Degradacion de proteinas,
SUMOD Transcripcion. Ciclo celular. Transduccidn de sefiales.
I5;5-15 Respuesta inmune.
HMEDD -8 Desarrallo.
FAT-10 Fespuesta inmune.
ATG-8 Autofagia.
Colesteral Transduccion de sefiales,
Glicanas™ Orientaddn en la membrana. Destino celular. Protecdon de la
superficie celular.
GPI Unidn de proteinas a la membrana hacia el espacio extracelular,
" Puede ser monometilacian, dimetiladdon o trimetiladdn. ' La modificacign puede ocurrir
con acidos grasos de cadena media (CB-C10), mirisiico, palmitico o palmitoleico, ' Existen
variantes con geranilo, farnesilo v geranil-geranilo. "' Los polimeros pueden ser lineales o
ramificados y de longitudes diferentes. ' Existen al menos tres wariantes, monoubiquiting,

multiubiguitinag v poliubiquitina, "' Existen al menos 10 000 variantes de glicosiladan, Las
abreviaturas estan definidas en el texto.

Las células son capaces de regular la cantidad relativa de cada forma de la
proteina, y asi controla la actividad de las enzimas que participan en el ciclo de
modificacion. Estos mecanismos proporcionan una respuesta rapida a las
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necesidades celulares, pues la modificacion catalizada por enzimas puede presentar
una alta velocidad a la vez que proporciona en muchos casos una amplificacién de
la sefial inicial. También es rapido el final del efecto provocado por la forma
predominante pues la modificacidon en sentido contrario también es catalizada por
enzimas. A continuacién se exponen los ejemplos mas sobresalientes de
modificacion reversible que permiten demostrar la tesis que se plantea en este
trabajo.

Las células son capaces de regular la cantidad relativa de cada forma de la
proteina, y asi controla la actividad de las enzimas que participan en el ciclo de
modificacion. Estos mecanismos proporcionan una respuesta rapida a las
necesidades celulares, pues la modificacion catalizada por enzimas puede presentar
una alta velocidad a la vez que proporciona en muchos casos una amplificacién de
la sefial inicial. También es rapido el final del efecto provocado por la forma
predominante pues la modificacién en sentido contrario también es catalizada por
enzimas. A continuacion se exponen los ejemplos mas sobresalientes de
modificacion reversible que permiten demostrar la tesis que se plantea en este
trabajo. (Tabla 2)

Modificacion de la velocidad de reacciéon de las enzimas

El metabolismo es el area de actividad celular donde primero fueron descritos los
mecanismos de modificacidon covalente, esencialmente el ciclo de
fosforilacion/desfosforilacién. La importancia de este fendmeno fue destacada por el
otorgamiento a Edmond H. Fischer y Edwin G. Krebs en 1992 del Premio Nobel de
Medicina.

El caso mas conocido es el del metabolismo del glucégeno. Dos enzimas controlan
este proceso: la glucdégeno sintasa (la glucogénesis) y la glucégeno fosforilasa (la
glucogenolisis). Mientras la glucdgeno sintasa es mas activa en su estado no
fosforilado, la glucégeno fosforilasa lo es en su estado fosforilado. Esto permite el
control coordinado de los dos procesos en respuesta a diferentes estimulos. La
hipoglicemia estimula la fosforilaciéon y con ello la glucogenolisis, mientras que la
hiperglicemia incrementa la desfosforilacion y con ello la glucogénesis.® De manera
que la modificacién dota a estas enzimas de una nueva informacion, es decir, en
cuales condiciones actla una o la otra.

En estas dos enzimas, las modificaciones tienen un efecto acumulativo. La
glucégeno sintasa presenta ocho sitios de fosforilacién y va perdiendo actividad en
la misma medida que esos sitios son modificados. Por su parte la glucégeno
fosforilasa est4 formada por cuatro subunidades (alfa-beta-gamma-delta). La
fosforilacion de la subunidad alfa aumenta la actividad que se incrementa alin mas
con la fosforilacion de la subunidad beta. Se desprende que la informacién sobre la
intensidad de la actividad depende de la cantidad de grupos modificados.

La proteina kinasa B (PKB) participa en el mecanismo de accién de la insulina. La
adicion de un grupo NO (6xido nitrico) a un residuo especifico de cisteina de la PKB
inhibe la actividad catalitica de la enzima en respuesta a la insulina y se asocia con
fenémenos relacionados con el envejecimiento. ’ De nuevo la intensidad de la
actividad esta regulada por una modificacion covalente.

Los mecanismos de fosforilacion/desfosforilacion estan muy asociados a los de
nitrosilacion tanto para seril-(treonil)-proteina kinasa como para tirosil-proteina
kinasa.
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La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) constituye un buen ejemplo de
la accidén antagdnica de los modificadores. La nitrosilacion de la enzima en la
cisteina-150 inhibe su funcién en la glicdlisis, pero facilita su transporte al nucleo
donde participa en varias funciones incluyendo la transcripcién.® Sin embargo, la
sulfihidrilaciéon en el mismo residuo incrementa su actividad ~ 700 veces.® En una
misma proteina modificaciones diferentes pueden determinar la localizacion y
funcion o cambios en la intensidad de la actividad.

Modificaciéon en la especificidad de sustrato, de accion o de ambas de las
enzimas

Un caso aln mas interesante es el de la enzima fosfofructokinasa/bisfosfofructo
fosfatasa-2 (FFK/FFF-2). Esta enzima en uno de sus extremos presenta un sitio
activo de kinasa mientras en el otro es de fosfatasa. En su forma no fosforilada se
expresa la actividad de kinasa que cataliza la conversion de la fructosa-6-fosfato en
fructosa-2,6-bisfosfato que es un potente activador de la glucdlisis. En su estado
fosforilado, se expresa la actividad de fosfatasa que cataliza la hidrolisis de la
fructosa-2,6-bisfostado a fructosa-6-fosfato lo que propicia la intensificacion de la
gluconeogénesis. Este es un caso notorio de efectos de la modificacién covalente
pues se modifica al mismo tiempo tanto la especificidad de accibn como la
especificidad de sustrato.'® Pero esos cambios se producen en respuesta al estado
de la glicemia y, por lo tanto, la modificacién también determina cuando se expresa
una actividad y cuando la otra.

Modificacién de interacciones con otras macromoléculas

La formacion de complejos no covalentes de macromoléculas es un fenémeno
frecuente y en muchos casos decisivo para la progresion de un proceso. En
ocasiones, esas interacciones estdn moduladas por la modificacién covalente de una
o varias proteinas que forman el complejo.

Los genes, cuyos productos intervienen en la duplicacién del ADN, se encuentran
bajo el control del factor de transcripcion E2F (del inglés, Early promoter2 Factor).
Al inicio de la fase G1, estos genes se encuentran silenciados pues la proteina del
retinoblastoma (pRB) esta asociada a E2F inhibiendo su funcién. Cuando, a
mediados de G1, se induce la sintesis de la ciclina D, esta forma un complejo con
las Cdk4 (del inglés, Cyclin-dependent kinase) o Cdk6 y fosforilan a pRB, que se
disocia de E2F y permite la expresion de los genes bajo su control y la progresion
de la célula hacia la fase S. Pero la ciclina D es inducida en respuesta a la acciéon de
factores de crecimiento y, por lo tanto la actividad, de las Cdk depende de las
condiciones celulares. Se publico recientemente un estudio detallado del papel de
los ciclos de fosforilacién y desfosforilacién durante el ciclo celular.®

La duplicacién del ADN en ocasiones se ve interrumpida por la existencia de dafios
en esa molécula que provocan la detencion del proceso. En esos casos el antigeno
nuclear de células proliferantes PCNA (del inglés, Proliferating Cell Nuclear Antigen)
es modificado covalentemente mediante la adicidon de ubiquitina a la lisina 164
(K164) de cada una de sus subunidades. Esta modificacion permite la disociacion
de las polimerasas duplicativas, delta o epsilon, y el reclutamiento de ADN
polimerasas de la familia Y que realizan copias menos fidedignas, capaces de
continuar la sintesis sobre un molde dafiado.'* Esto significa que las interacciones
del PCNA cambian como resultado de la modificacion. Aunque este modo de
continuar es propenso a errores, permite la sobrevivencia de la célula que de otra
manera activaria los procesos de muerte celular. Los errores cometidos pueden ser
reparados mediante otros de los diversos mecanismos existentes.
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Uno de los dafios mas graves que puede presentar el ADN es la rotura de una o
ambas hebras. La proteina mas eficiente en el reconocimiento de estos dafios es la
polimerasa de ADP-ribosa PARP-1 (del inglés, Poly[ADP-Ribosyl]-Polymerase) la
cual una vez detectado el dafio se automodifica (adicion de ADP-ribosa a un residuo
de aminoacido) y modifica a las histonas. Esta modificacién permite reclutar hacia
el sitio de la lesién proteinas que restauran la integridad del ADN.*?

En el mecanismo de reparacion por escision de bases, la enzima timidina-ADN
glicosilasa separa la base dafiada pero se mantiene unida fuertemente al ADN
interrumpiendo el proceso de reparacion. La unién covalente de SUMO a la enzima
disminuye su afinidad por el ADN y permite la separacion de la enzima y que el
proceso continle hasta su culminacion. ** Estos dos Gltimos ejemplos muestran
como la interacciéon de unas proteinas con otras puede ser alterada mediante la
modificacion covalente de una de ellas.

También la transcripcidon esta asociada a mecanismos de modificacién covalente. El
dominio carboxilo terminal de la subunidad mayor de la ARN polimerasa Il presenta
una cadena no estructurada con repeticiones Tirl_Ser2_Pro3_Tre4_Ser5_Pro6_Ser7
(YSPTSPS). Los residuos de serina de las posiciones 2, 5y 7 son fosforilados
reversiblemente durante el curso de la transcripcién lo que permite la unién de
proteinas que participan en el procesamiento del transcrito primario. ** En efecto,
todas las etapas del proceso se realizan con la intervencion del mecanismo de
modificacién covalente postraduccional reversible. Aqui se evidencia la importancia
de la localizacion del residuo aminoacidico modificado, pues es la serina la que se
modifica y siempre por fosforilacion, pero la fosforilacién en cada posicidn tiene un
significado diferente para la etapa de la transcripcion.

La siguiente etapa en la expresion de la informacion genética es la traduccion. El
proceso se inicia cuando el factor de iniciacion elF4E se une al extremo

5" modificado del ARNm. Sin embargo, en estado de reposo el elF4E se encuentra
unido a la proteina 4BP (del inglés, 4E Binding Protein). La fosforilacion de 4BP
provoca que esta se separe de elF4E y este puede unirse al ARNm dando inicio asi,
a la sintesis de proteinas. *° La informacién afiadida por la modificacion significa
cuando debe comenzar el proceso. Por lo tanto las dos etapas fundamentales del
proceso global de expresién de la informacion genética estan vinculadas a
mecanismos de modificacidon covalente postraduccional reversible de proteinas.

Reclutamiento de proteinas

El fendbmeno de reclutamiento se observa cuando una proteina se une a un sitio
determinado y favorece la unién al mismo de otra proteina que por si sola no puede
hacerlo y que es en realidad la que realizara la funcidon. En ocasiones para el
reclutamiento es necesaria la modificacion covalente de la proteina reclutadora.

Para la realizacion de la transcripcion es necesario que la maquinaria molecular del
proceso tenga acceso a las secuencias especificas del ADN donde debe comenzar el
proceso (el promotor). EI ADN se encuentra enrollado alrededor de un nucleo de
histonas formando el nucleosoma. Cuando los grupos aminos de lisinas
pertenecientes a las histonas son acetilados la union entre las histonas y el ADN se
debilita y permite el acceso al promotor. Las lisinas acetiladas sirven como
reclutadoras para muchos factores de transcripcidon que poseen dominios de unién a
lisinas acetiladas pero no se unen a las no acetiladas.*® La desacetilacién en general
tiene el efecto contrario. De nuevo la modificacion determina cuando y dénde.

Sin embargo, hay genes o conjunto de ellos que deben permanecer en estado
silente durante la vida de la célula. Para lograr eso, la histona H3 es metilada en la
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lisina 9 (H3K9) y asi recluta la proteina de la heterocromatina 1. La unién de HP-1 a
un nucleosoma recluta a una metilasa que modifica al nucleosoma adyacente al

cual nuevamente se une HP-1 y el proceso se repite.’” Este mecanismo propaga el
estado de heterocromatina hasta arribar a sefiales que impiden la propagacion mas
alla de ellas. De esta forma grupos de genes son silenciados permanentemente. La
modificacion covalente determina la inactividad transcripcional de los genes que
forman parte de la heterocromatina. La formacion de la heterocromatina se ilustra
en la Figura 3.

H3K9m

Figura 3. Proceso de formacion de la heterocromatina, (1) La histona H3 es
metilada en la lisina 9 (H3K9m. (2) A ella se une la. HP1 mediante su
domino bromo y (3 recluta hacia ese sitio a una metil-transferasa (MT) (4)
gque produce |a H3K9m en el nuclecsoma adyacente. L.a HP1 se une a la
nueva histona metilada (&) v a su vez mediante su dominio de interaccion
con proteinas se une a la. HP1 presente en el nuclecsoma adyacente. Este
proceso se repite dando lugar a grandes zonas de genes silenciados,

El reclutamiento de proteinas es una fase primordial en el mecanismo de
transduccioén de sefiales, especialmente en receptores con actividad de tirosil-
proteina kinasa. Una vez unido al ligando, el receptor se autofosforila en residuos
de tirosina. Estas tirosinas fosforiladas reclutan proteinas que poseen un dominio
SH2 y que a su vez resultan fosforiladas por el receptor.*® Aunque la tirosina
fosforilada es el elemento clave para el reclutamiento, los aminoacidos que estan a
su alrededor determinan cual proteina con dominio SH2 se unira al receptor. Este
mecanismo es general para otras tirosil-proteinas kinasas que no son receptoras.
De nuevo la modificacidon covalente influye en las interacciones entre proteinas.

Modificaciones irreversibles de proteinas

En ocasiones, el grupo modificador no es separado de la proteina pues la
modificacion cumple una funcién permanente. Las modificaciones irreversibles
pueden influir en la velocidad de recambio de las proteinas, su localizacion
subcelular o su actividad bioldgica especifica.

Efecto sobre la actividad especifica de proteinas

Los casos mas notorios se refieren a proteinas o polipéptidos que actian como
mensajeros intercelulares. Al menos tres mensajeros moleculares intercelulares
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experimentan modificaciones covalentes imprescindibles para su actividad. La
grelina una hormona digestiva que estimula el apetito requiere la adicion de
residuos de acidos grasos de cadena media (C8-C19) en la serina 3 para su total
actividad.'® Por su parte, la familia de ligandos WNT (del inglés wingless, sin alas)
son acilados para mostrar su accién. Por ultimo, los ligandos de la familia erizo (en
inglés, hegdehog) son modificados por la adicion de acido palmitico en la cisteina-
77, modificacidn necesaria para su secrecion, y un residuo de acido palmitoleico es
esterificado a la serina-209, modificacién necesaria para su actividad.?® En todos los
casos anteriores, la modificacion covalente influye sobre la actividad de las
proteinas.

Determinacion de la localizacién subcelular

Aunque las proteinas suelen tener una sefal interna que indica su localizacion
celular; en muchos casos, estas sefiales aparecen en estado criptico y solo se
exponen a los mecanismos de transporte después de una modificacidon covalente.

Asi algunas proteinas que realizan sus funciones asociadas a las membranas
requieren el procesamiento del extremo carboxilo terminal. Mediante un mecanismo
en tres etapas, un grupo farnesilo se afiade al grupo sulfihidrilo de una cisteina.
Después se eliminan los tres aminoacidos posteriores a la cisteina prenilada y
finalmente el carboxilo del ultimo aminoacido es metilado. De esta forma, la
proteina es dotada de una cadena apolar (el grupo prenilo) que le permite asociarse
con la membrana. Asi sucede, por ejemplo, con la proteina Ras ?* que es un
importante intermediario en la via de transducciéon de sefiales de hormonas y
factores de crecimiento.

En otros casos, se modifica el extremo N terminal mediante la adicion de grupos
acilos largos, como el miristilo o el palmitilo. El grupo acilo afiadido permite la
asociacion de la proteina a la membrana como sucede con la subunidad alfa de las
proteinas G triméricas que actan acopladas a receptores de membrana.??

Las proteinas lisosomales tienen que ser procesadas para afadirle la sefial de
localizacién que consiste en un oligosacarido que contiene manosa-6-fosfato. La
manosa-6-fosfato es reconocida por un receptor similar al del factor de crecimiento
insulinoide 2 (IGF-2) y de esta forma se incorpora a los lisosomas nacientes en el
aparato de Golgi.**

Otra modificacion que determina la localizacién de proteinas es la adicién de
glucosil-fosfatidil-inositol al extremo C-terminal de proteinas. Esta modificacion une
a la capa externa de la membrana plasmatica proteinas con importantes funciones
en la transmision de sefiales y la respuesta inmune.?* En todos los casos anteriores
la localizacion definitiva y, por tanto, funcional de la proteina depende de la
modificacién covalente de alguno de sus grupos.

Modificacién de la vida media de las proteinas

Existen proteinas que solamente pueden estar activas durante un periodo corto de
tiempo (el llamado efecto de intervalo). Una vez concluido ese tiempo la forma mas
radical de eliminar su funcién es la degradacién de la proteina. Para la realizacion
de la protedlisis, las proteinas deben ser marcadas previamente mediante un
mecanismo de modificacién covalente. El sistema mejor conocido es la via
ubiquitina-proteasoma. Para mas detalles sobre este sistema ver el articulo de
reciente publicacién "La via ubiquitina-proteasoma. ¢Destruir o construir?" 2°
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Sin embargo, en ocasiones la adicion de ubiquitina requiere de una modificacion
previa. Asi, la proteina reclutadora de la glucégeno sintasa R5/PTG (del inglés,
Protein Target of Glycogen) es fosforilada por la AMPK que la hace sustrato del
complejo laforina-malina que la marcan con ubiquitina y entonces es degradada por
el proteasoma.?® En estos casos la modificaciéon covalente determina hasta cuando
una proteina debe actuar.

Otra modificacién que determina la protedlisis es la hidroxilacion. El caso mas
conocido es el del factor inducible por hipoxia HIF (del inglés, Hypoxia-Inducible
Factor). Este factor estad formado por dos subunidades, una de localizaciéon nuclear,
HIF-beta y otra citoplasmatica HIF-alfa. En condiciones de aporte normal de
oxigeno HIF-alfa es hidroxilado en dos residuos de prolina. Esta modificacion
permite su reconocimiento por el complejo BC-VHL (formado por las elonguinas B y
C y de la proteina de von Hippel Lindau) que lo marca con ubiquitina y es
degradado por el proteasoma. Cuando los niveles de oxigeno disminuyen, la
hidroxilacién no es posible y HIF-alfa es transportado al ntcleo donde en unién de
HIF-beta induce la expresion de un gran nimero de genes relacionados con la
respuesta a la hipoxia. ?’ En este caso la modificacién covalente determina dénde
debe localizarse la proteina de acuerdo con las condiciones celulares.

CONCLUSIONES

Como se ha explicado el mecanismo de modificacion covalente de proteinas es un
evento crucial en multiples funciones celulares, tales como el metabolismo, la
localizacion de proteinas, la expresion de la informacion genética, la transduccion
de sefales, la duplicacion y reparacion del ADN, entre otras.

La adicién de grupos modificadores en residuos especificos introduce en la proteina
una informacién nueva que modifica sus propiedades generalmente de forma
transitoria y que permite la adaptacion del organismo ya sea monocelular o
pluricelular a los cambios ambientales. Por eso la modificacién covalente de
proteinas puede ser considerada como un nivel nuevo y cualitativamente superior
de la informacién molecular.
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