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HMF. 5-hidroximetil-2-furaldehido o furfural
HU. Hidroxiurea

l. Isoleucina

IDR. Regiones Intrinsecamente Desordenadas
IUPRED.

K. Lys

KLF. Krippel-like Factors, Factores similares a Kruppel
L. Leucina

Lys. Lisina

M. Metionina

mg / L. miligramo por litro



MMS. Metil Metano Sulfonato

MT. Metalotioneina

mtFAS. Acidos grasos mitocondriales

N. Asparagina

N-terminal. Grupo amino al final de la proteina.

Na*. lon sodio

NADPH. Nicotinamida-Adenina Dinucle6tido fosfato

NPC. Complejos de poros nucleares

ORF. Marco abierto de lectura. Open Reading Frame

P. Prolina

PCR. Polimerase Chain Reaction, Reaccién en cadena de la polimerasa
pH. Menos logaritmo de la concentracion de iones H*

Phe. Fenilalanina

pKa. Menos logaritmo de la constante de disociacion de acidez
PrD. Dominios formadores de priones

PTM. Modificaciones Postraduccionales, Post-translational modifications
Q. Glutamina

R. Arginina

RC. Restriccion calorica

ROS. Reactive Oxygen Species, Especies Reactivas de Oxigeno
RNS. Reactive Nitrogen Species, Especies Reactivas de Nitrdgeno
RNA. Acido ribonucleico

S. Serina

Ser. Serina

SNP. Polimorfismo de nucleotido Unico

SO2. Didxido de azufre

S0s?%. Sulfito

T. Timina

T. Treonina

TF. Transcription Factor, Factor de transcripcion

Trp. Triptofano

Tyr. Tyr

UAS. Upstream activation secuences

UV. Ultravioleta
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V. Valina

Y. Tirosina

W. Triptofano

WT. Wild type

ZF. Zinc Finger, dedo de zinc

Zn. Zinc

ZnF. Dedo de zinc

ZRE. Elemento palindromico sensible al zinc
A. Mutante
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2. Resumen

La presente tesina tiene la finalidad de dar a conocer la investigacion in silico de nueve
proteinas de la familia de dedos de zinc en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
las cuales tienen diferentes funciones entre si. Esta investigacion es parte de la linea
de investigacion “Modificaciones postraduccionales en respuesta a estrés en la
levadura Saccharomyces cerevisiae” en el Instituto de Fisiologia Celular, en donde
previamente se encontré que durante la fermentacion se libera Hz2S, y éste modifica
las proteinas de la glucdlisis favoreciendo la produccion de etanol. Una de las
proteinas bajo estudio en este trabajo es AZF1, el cual es un factor de transcripcion
con dedos de zinc que regula la expresion de genes cuando la glucosa es la fuente
de carbono, hay ocho proteinas similares a ésta (ACE2, COM2, MET31, MIG1, MIG3,
RIM101, RPH1y ZAP1), por lo que se decidi6 indagar si alguna de ellas es susceptible
a ser modificada en sus residuos de cisteina.

Los dedos de zinc son dominios que se encuentran en regiones de algunas proteinas
gue estan formados por compuestos de coordinacién, los cuales se componen de un
ion central (Zn 2*) y los ligandos (grupo tiol de cisteina y nitrégeno del imidazol de
histidina). Se sabe que el grupo tiol de la cisteina es de las especies mas reactivas
de entre todos grupos R laterales de los aminoacidos que conforman las proteinas de
los seres vivos y que este puede sufrir modificaciones postraduccionales, por lo que
en este estudio se realizaron mutaciones puntuales en cada proteina para cambiar
una cisteina por serina y asi evaluar en un futuro el efecto de la posible modificacion
postraduccional. Las proteinas que se investigaron en este trabajo son en su mayoria
factores de transcripcion (ACE2, AZF1, COM2, MET31, MIG1, MIG3 y ZAP1), RPH1
es una histona desmetilasa y RIM101 es un represor transcripcional. Los factores de
transcripcion son proteinas que controlan positiva o negativamente la expresion de
los genes y es importante su investigacion en diversos ambitos: industrial, para la
produccion de algun farmaco; en el sector alimentario la utilizacion de cepas que

produzcan mayor cantidad de etanol o cualquier metabolito de interés.

En este trabajo se describe todo el procedimiento que se realizo para seleccionar las
cisteinas que al ser mutadas por serinas evitarian que estos residuos puedan ser

susceptibles a modificacion postraduccional. Se empleé la base de datos de
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Saccharomyces, por sus siglas en inglés SGD (Saccharomyces Genome Database)
para obtener la informacion de cada gen, su secuencia, sus funciones y su regulacion.
Para realizar los alineamientos de todas las proteinas que se investigaron se
emplearon las siguientes plataformas: T-COFFEE, KALIGN, MUSCLE, CLUSTAL
OMEGA y MAFFT, se comparé el resultado de cada una y se eligieron las que
realizaron un mejor alineamiento. Los modelos tridimensionales de cada proteina se
obtuvieron en AlphaFold y se pudieron visualizar y manipular con el programa PyMOL,
el cual fue el software principal para localizar las cisteinas de interés. Con ayuda de
la plataforma IUPred2A se identificaron regiones de la proteina intrinsecamente
desordenadas en las que al estar en un medio oxidante o reductor cambian su

conformacidn, y, por lo tanto, las cisteinas que se localizan en estas zonas.

Se espera que esta investigacion teorica se pueda aplicar experimentalmente y se
analice la funcion de cada dedo de zinc mutado para estudiar su efecto en la
regulacion de los genes que controla. Adicionalmente, el cambio de estabilidad del
dedo de zinc CysSerHis2 puede ser evaluado en un futuro.

3. Marco tedrico

3.1 Zinc Fingers (dedos de Zn)

3.1.1 Generalidades

Las proteinas de dedo de zinc son metaloproteinas reguladoras de la transcripcién y
la traduccion. La mayoria de las proteinas con dedos de zinc tienen mas de un
dominio. Un solo dominio generalmente tiene 28-30 amino&cidos involucrados en su
funcidén estructural para realizar interacciones especificas de DNA, algunos con RNA,
proteinas y lipidos. Estos dominios, en muchos casos, muestran homologia de

secuencia y similitud estructural en proteinas con dedos de zinc (Eom et al., 2016).

Los dedos de zinc clasicos (Figura 1) representan la familia mas grande de proteinas
de zinc y desempeiian funciones en los sistemas fisiologicos, desde procariotas hasta
eucariotas. Dos residuos de cisteina y dos de histidina (Cys2His2) se coordinan con

el ion zinc para que las funciones estructurales generen un pliegue BBa, y esta
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estructura secundaria admite interacciones especificas con sus socios de union,
incluidos DNA, RNA, lipidos, proteinas y moléculas pequefas a través de puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofébicas. El ion zinc 2* es estructuralmente importante
para generar la estructura secundaria de dedos de zinc tanto clasicos (Cys2His2)
como no clasicos (otras combinaciones de coordinacion de zinc excepto Cys2His2),
(Eom et al., 2016).

C107 H12§ ’}
@b
!

Figura 1. Estructura de dedos de zinc clasicos (Eom Et al., 2016)

La esfera de color cian representa el ion zinc 2*.

Hay regiones enlazadoras entre cada dedo de zinc que suelen mostrar patrones
repetidos en eucariotas. Estas regiones enlazadoras tienen una secuencia TGE (Q)
KP que genera bucles entre cada dominio. Los residuos aromaticos e hidréfobos son
cruciales para el plegado de los dedos de zinc, y los residuos polares e hidrofilos son
cruciales para el plegado para la generacion de interacciones especificas a través de

la hélice a (Elrod-Erickson et al., 1996; Knapska y Kaczmarek, 2004).

Actualmente, existen mas de 10 clases conocidas de ZF, con diversas arquitecturas,
modos de unidén de metales, funciones y reactividad. Entre ellas se encuentran la
familia de dedos de zinc BBa, dedos de zinc tipo TAZ, Gag knuckle, cintas de zinc
(zinc ribbons), dedos de zinc tipo CCCH, tipo CCHHC, clave de sol, (treble clef),
dominios RING, LIM, FYVE, PDH, B-Box, HIT, dedos de zinc tipo Zn2Cys6, entre

otras.
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2.1.2 Reactividad

2.1.2.1 Cisteina

Entre los 20 amino&cidos que forman las proteinas, la cisteina (Cys) se considera
comunmente como el mas reactivo quimica y funcionalmente. Ademas, es el residuo
de unién de Zn (II) mas conservado entre todas las clases de dedos de zinc. Estas
propiedades de Cys se deben a la presencia de un grupo funcional tiol (R — SH) que
es ionizable (Figura 2), (Kluska et al., 2018).

"} Tiolato

Cisteina

Figura 2.lonizacion del grupo tiol de la cisteina, modificado de Kluska et al. (2018)

El &tomo de azufre tiene seis electrones de valencia y un orbital 3d sin llenar, por lo
gue pueden existir los estados de oxidacion de 2-a 6*. El cisteinil tiol tiene un atomo
de azufre en el estado de oxidacion mas bajo posible (2°), pero no influye en la
reactividad y funcion biolégica. Los tioles reaccionan con muchos oxidantes, lo que
en consecuencia da como resultado la formacion de varios estados oxidados del
atomo de azufre. Algunas de las reacciones de oxidacién de Cys son reversibles en
condiciones celulares, mientras que otras no lo son. El estado oxidado mas conocido
de la cisteina es la cistina, presente en todas las proteinas con enlaces disulfuro (—-S
— S-), que es un factor estructural critico para la formacién de estructuras terciarias e
incluso cuaternarias, asi como la estabilidad quimica y térmica. Debido a la facilidad
para aceptar y donar electrones, el cisteinil azufre facilita muchas reacciones redox
gue ocurren en las células. Los tioles experimentan un intercambio de tiol al tiolato
con mayor carga nucleofilica, que es capaz de atacar a los electréfilos y oxidantes
(Kluska et al., 2018).

La reactividad de los cisteiniltioles esta relacionada principalmente con la fuerza del

caracter nucleofilico del azufre. La entidad de azufre-metal, que forma parte de las
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metaloproteinas, muestra una reactividad significativamente diferente en
comparacion con el tiol libre. La diferencia de reactividad entre el tiol unido a proteinas
y el tiol libre se debe a su menor o mayor exposicion al disolvente y al caracter
covalente del enlace de coordinacion que esta relacionado con la tendencia a la
polarizacion del i6n metalico y el ligando. Comunmente, la reactividad de los ndcleos
de zinc en las proteinas esta asociada con el caracter quimico del enlace Zn-S, que
puede ser mas electrostatico o més covalente. En el caso de una interaccion
electrostética, los electrones de azufre estdn mucho mas cerca de los nucleos
aumentando la carga negativa en el atomo de azufre y, en consecuencia, mejoran el
caracter nucleofilo de tiolato (Figura 3). En caso de una interaccién covalente, los
electrones de azufre se alejan de su nucleo, pero se acercan al ion Zn (11). Por lo tanto,
el azufre retira parcialmente la carga positiva del i6n metélico, lo que da como
resultado una disminucion del caracter nucleofilico del tiolato y su reactividad. Los
dedos de zinc CCHH funcionan principalmente como dominios de reconocimiento
estructural y estan altamente protegidas contra la oxidacién y otras modificaciones
qgue ocurren en los residuos de Cys. Los nucleos de zinc con menor afinidad,
tipicamente Zn (Cys) 4, son mucho mas propensos a la oxidacion y otras

modificaciones relacionadas con Cys (Kluska et al., 2018).

% R
Caracter A&7
eovalente AR — e N eiecta
Zn—S
2= \ % R
4 Yo -/ Mayor tendencia
Caracter Zn---8 . a la oxidacion

electrostatico \

Figura 3. Reactividad segun el tipo de enlace de Zn-S, modificado de Kluska et al.
(2018)

2.1.2.2 Efecto del pH en los dedos de zinc

En los dedos de zinc, la union de Zn (1) suele producirse por su coordinacion con el

cisteinil azufre y el nitrdgeno imidazol de la histidina. Por lo general, la uniéon de Zn (I1)
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a las proteinas se produce mediante la desprotonizacion de tiol de Cys. El grupo tiol
en los péptidos que se unen al zinc es bastante basico y en la mayoria de los sitios
estructurales su valor de pKa varia de 8 a 9 (Nelson, 1994). Por otro lado, las especies
protonadas de imidazol tienen un valor de pKa de 6-6,5 y, como resultado, el pH
fisiologico se desprotona a imidazol neutro que se une ademas al Zn (llI) sin
desprotonacién adicional. Por lo tanto, esta claro que la afinidad de Zn (ll) por los
motivos de dedos de zinc depende en gran medida de la acidez del residuo de Cys
de unidn y su orientacion espacial. Se ha demostrado que la ionizacién del tiol puede
ser promovida por grupos vecinos cargados positivamente debido al efecto de
induccion, que en consecuencia da como resultado una disminucién del valor de pKa
del grupo tiol. Por el contrario, la presencia de grupos cargados negativamente cerca
del tiol provoca un aumento de su valor de pKa. En muchos dedos de zinc, las
propiedades acido-base de los residuos de Cys son significativamente diferentes
entre si (Kluska et al., 2018).

2.1.2.3 Oxidacion y nitrosilacion

Se sabe comunmente que el ion Zn (ll) en los ZF reduce el potencial de oxidacién del
tiol, pero cuando las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies de nitrégeno
(RNS) reaccionan con los dominios ZF, el ion Zn (Il) se libera de la esfera de
coordinacion, lo que resulta en la pérdida de la funcién ZF, que se puede restaurar en
condiciones reductoras. Sin embargo, la exposicién constante a ROS / RNS conduce

a una disfuncion fisiolégica (Kluska et al., 2018).

Las (ROS) y (RNS) se producen debido a un estilo de vida aerébico para mantener la
homeostasis y regular las vias de sefializacion fisiologica. Su control adecuado tiene
un impacto significativo en la salud y las enfermedades. El desequilibrio entre ROS /
RNS y sus eliminadores (antioxidantes), llamado estrés oxidativo, se debe a la
sobreproduccion de ROS / RNS y tiene un impacto importante en el desarrollo de
diversos trastornos, por ejemplo, cancer, inflamacion, diabetes y muchos otros.
Debido a la naturaleza altamente reactiva de ROS / RNS, pueden formar especies
radicales y no radicales que son capaces de reaccionar con el DNA y las proteinas

para inducir mutagénesis o influenciar el plegamiento, respectivamente. Por lo tanto,
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ROS / RNS puede tener efectos tanto beneficiosos como perjudiciales sobre la

fisiologia del organismo vivo (Kluska et al., 2018).

En las proteinas blanco, los residuos de Cys pueden oxidarse a diversos productos a
través de un mecanismo de oxidacion reversible o irreversible (Dickinson, 2011). Esta
diversidad esta relacionada con el tipo de oxidante involucrado en la reaccion. Por lo
tanto, la reaccion del radical del tiol (RS, tiilo) con residuos de Cys (mecanismo de un
electrén) da un anion radical disulfuro que pierde un electron para formar disulfuro.
Se sabe que el peréxido de hidrogeno realiza una oxidacion de dos electrones a acido
sulfénico, que puede reaccionar ademas con otro cisteinil tiol para formar disulfuro.
Sin embargo, en ausencia del grupo tiol, el acido sulfénico puede oxidarse
irreversiblemente a especies de acido sulfinico y sulfonico (Kluska et al., 2018).

Se investigo la reactividad de las ZF artificiales con el H202. Se encontré que en todos
los motivos de ZF se oxidan en su mayoria cisteinil sulfuros, disminuyendo la afinidad
delion Zn (1) y desestabilizando el complejo. La oxidacion con H202 a pH 7,0 conduce
a la formacién de bis-disulfuro como producto principal, mientras que a pH superior a

7,5 se forman otros productos (sulfonatos, sulfinatos) (Kluska et al., 2018).

También se conoce sobre la reactividad hacia el O2. En comparacioén con el H20z,
durante la oxidacion con dedos de zinc con Oz, solo el 10% de los productos formados
son disulfuros, mientras que los sulfinatos comprenden el 90% de todos los productos
de oxidacion (Kluska et al., 2018).

El ion Zn (Il) aumenta la reactividad de la cisteina hacia HCIO, que contrasta con la
oxidacion de H202 o Oz, donde los iones Zn (Il) en realidad disminuyen la actividad

de la cisteina hacia estos oxidantes (Kluska et al., 2018).

En las células de mamiferos, el 6xido nitrico (NO) se sintetiza bajo demanda de una
manera estrictamente regulada por la NO sintasa endotelial y neuronal. Durante la
activacion de las citocinas inflamatorias, se induce y prolonga la sintesis de NO; por
tanto, el nimero acumulado de especies de NO puede reaccionar para producir
especies mas reactivas como el 6xido nitrico, el diéxido de nitrdgeno, el nitrito y el

acido nitroso. EI NO también puede reaccionar con el anién superdxido, produciendo
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el oxidante fuerte peroxinitrito que induce la destruccién de los dominios ZF. La
concentracion de NO esta intimamente relacionada con su comportamiento, por lo
gue puede actuar como molécula sefial o cuando se sobreproduce puede inducir
estrés nitrosativo. Bajo estrés nitrosativo, se ha demostrado que el RNS reacciona
con los tioles, produciendo S-nitrosotioles para regular la respuesta al estrés celular.
Aunque los cisteiniltioles de los sitios ZF son labiles y propensos a la S-nitrosilacion,
lo que da como resultado la disociacion de Zn (lIl), el cambio conformacional y la
pérdida de la capacidad de union al DNA, se ha demostrado que su S-nitrosilacion,
de manera similar a algunos productos de oxidacion, es reversible (Kluska et al.,
2018).

S-nitrosoglutation (GSNO), que se forma espontdneamente durante la
transnitrosilacion del glutation (GSH) con el grupo NO, causa efectos irreversibles de

estrés nitrosativo cuando su nivel se excede en gran medida (Kluska et al., 2018).

2.1.2.4 Reactividad del H2S con cisteinas

La reactividad del HzS en los sistemas biolégicos se puede dividir en tres grupos: (i)
reaccion con/eliminacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno reactivo (ROS
y RNS); (ii) unién y/o reacciones redox posteriores con centros metalicos; y (iii)
reaccion con proteinas, denominada aqui persulfidacién (alternativamente, S-
sulfhidratacion) (Petrovic et al., 2021).

La persulfidacion de proteinas se reconoce cada vez mas como el principal
mecanismo por el cual el H2S controla las funciones celulares. El grupo persulfuro (-
SSH) es un tipo de disulfuro asimétrico que contiene dos atomos de azufre con
diferentes propiedades (Figura 4). Su azufre interior se considera un azufre sulfano
con un estado de oxidacién de 0, que tiene una naturaleza ligeramente electrofilica
(por lo tanto, susceptible al ataque nucleofilico). Sin embargo, su azufre exterior tiene
un estado de oxidacién de -1, lo que lo hace nucledfilo (por lo tanto, puede reaccionar

con electrdfilos) (Petrovic et al., 2021).

Un concepto errobneo comun es que los persulfuros se forman a través de una
reaccion directa de H2S y un tiolato de cisteina. Sin embargo, esta reaccion es

termodindmicamente desfavorable. Los principales mecanismos por los cuales los
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persulfuros se forman de forma no enzimatica son a través de reacciones de H2S con
cisteinas oxidadas, como P-SOH, disulfuros, o en reacciones de residuos de cisteina
con radicales sulfuro, polisulfuros y otros persulfuros (la llamada transpersulfidacion).
Ademas, las metaloproteinas con hierro o zinc en el sitio activo podrian servir como

catalizadores para la formacién de persulfuro (Petrovic et al., 2021).

Se considera que la persulfidacion es una modificacion reversible y, dada la creciente
evidencia de su destacado papel de sefalizacién, su eliminaciébn enddgena es
esencial. Dos estudios paralelos demostraron que el sistema tiorredoxina/tiorredoxina
reductasa reduce eficientemente los persulfuros restaurando el residuo de cisteina
(Petrovic et al., 2021).

Electrofilico (estado de oxidacion : 0}, similar al disulfuro

Nucleofilico (estado de oxidacion : 1-), similar al tiol

Figura 4. Ejemplo de persulfuracion, modificado de Petrovic et al. (2021)

2.1.3 Clasificacion de los dedos de zinc bajo estudio

2.1.3.1 Familia de dedos de zinc Ba

La familia Bpa ZF es el grupo mas grande de todas las proteinas que contienen ZF
presentes en eucariotas. El motivo CCHH que se presenta comunmente dentro de la
familia BBa ZF con el patrén de consenso (Y / F) -XC-X2,4-C-X3-XL-X2-H-X3,4-H
generalmente consta de 28-30 aminoacidos secuencia con union de metal

conservada (Cys, His), nacleo hidréfobo (Tyr, Phe, Leu) y residuos variables (X). Sin

22



embargo, son posibles otras combinaciones de Cys e His como ligandos (Figura 5),
(Kluska et al., 2018).

Figura 5. Dedos de zinc tipo CCHH, (Kluska et al., 2018)

2.1.3.2 Dedos de zinc tipo Zn2Cys6

El tipo Zn2Cys6 de dedos de zinc es un sitio de union a la proteina de zinc
estructuralmente Unico que en general se divide en dos grupos: reguladores
transcripcionales (por ejemplo, proteina GAL4) con dos dedos de zinc y factores de
transcripcion sensibles al cobre con un dedo de zinc. Los estudios estructurales en la
proteina GAL4 mostraron que el dominio de unién al DNA en esta proteina consiste
en un motivo en el que seis residuos de Cys se encuentran en las dos hebras
helicoidales extendidas conectadas por un bucle largo (Figura 6). Los iones metalicos
estan coordinados con seis residuos de Cys, donde dos de ellos forman ligandos
puente entre dos iones metalicos, lo que sugiere la formacion de un grupo binuclear
estable (Kluska et al., 2018).
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Figura 6. Estructura de dedos de zinc tipo Zn2Cys6 (Kluska et al., 2018)
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3.2 Factores de transcripcion

Los factores de transcripcidbn son proteinas de unién al DNA que controlan la
expresion génica (Strachan, 2019). Cada una de estas proteinas se une a una
secuencia dentro del promotor para facilitar la alineacién adecuada de la RNA
polimerasa en la hebra molde del DNA. Muchas de estas proteinas parecen tener al
menos dos dominios quimicos importantes: un dominio de union al DNA y un dominio
de activacion transcripcional. Estos dominios pueden ocupar partes separadas de la
molécula o pueden solaparse (Snustad, 2015). Un factor de transcripciéon que se ha
unido a un potenciador puede entrar en contacto con una 0 mas proteinas en otros
potenciadores, o puede interactuar directamente con proteinas que se han unido en
la region promotora. A través de estos contactos e interacciones, el dominio de
activacion transcripcional del factor puede entonces inducir cambios
conformacionales en las proteinas ensambladas, allanando el camino para que la

RNA polimerasa inicie la transcripcién (Strachan, 2019).
La expresion génica esta controlada principalmente por el factor de transcripcién y un

fragmento de DNA corto especifico en el promotor o potenciador. Estos fragmentos

cortos de DNA se denominan sitios de unién de factores de transcripcion donde
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ocurren ciertas reacciones quimicas para controlar la expresion génica (Strachan,
2019).

El sitio de unién del factor de transcripcion (TFBS) esta compuesto por un tramo corto
de nucledtidos, que es el elemento regulador de una manera especifica de secuencia.
Generalmente, cuando un factor de transcripcion particular se une a un sitio de union
del factor de transcripcion especifico, el proceso de transcripcion es iniciado. Si hay
otros factores de transcripcion en competencia involucrados en apropiarse del sitio de
union del factor de transcripcion, el proceso de transcripcion se vera afectado. Por
tanto, el reconocimiento de los sitios de unién del factor de transcripcion es de gran

importancia para la expresion génica (Strachan, 2019).

3.3 Modificaciones postraduccionales en cisteinas

La cisteina (Cys) es un objetivo importante para las modificaciones postraduccionales
redox (PTM) que se producen en respuesta a cambios en el entorno redox celular
(Rookyard et al., 2021).

Debido a la alta reactividad, la cisteina podria ser el residuo nucleofilico que ataca al
sustrato. Su cadena lateral tiol también podria reaccionar entre si y formar un enlace
disulfuro que estabilice las estructuras tridimensionales, cambiando el estado redox y
guelando los iones metalicos en algunas metaloproteinas. Ademas, los diferentes
tipos de PTM a menudo ocurren en la cisteina, que se pueden dividir en tres tipos
principales segun la diferencia de moléculas precursoras: PTM de oxidacion (S-
nitrosilacién, S-sulfenilacién, S-glutationilacion, persulfuracion, puentes disulfuro S-
sulfinilacién y S-sulfonilacion), PTM de lipidos (S-palmitoilacion y S-prenilacion) y
PTM de metabolitos (S-carbonilacién, S-itaconacién, S-succinacion y S-AcoAlacién)

segun Meng y Li (2021).

Las PTM de la cisteina (Cys) cumplen muchas funciones en la estructura terciaria de
la proteina y la sefalizacion redox. Algunas PTM de Cys son estables (por ejemplo,
disulfuros), mientras que otras son transitorias y estan influenciadas por el estado
redox de la célula. Las PTM de Cys no son catalizadas por enzimas especificas y
ocurren por reaccion directa de tioles con especies reactivas de oxigeno (ROS),

nitrégeno, cloro y especies electrofilicas, metales y otros tioles (Rookyard et al., 2021).
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Las PTM de Cys oxidantes que pueden reducirse se consideran "reversibles” e
incluyen S-nitrosilacion (SNO), S-glutation (SSG), S-acilacion, S-cisteinilacion, S-
sulfhidratacion y S-sulfenilacion (Cys-SOH), asi como disulfuros intra e
intermoleculares. Aquellas PTM sin medios conocidos de reduccion (acido Cys-
sulfinico y sulfénico; Cys-SO2H / SO3H) se consideran "irreversibles”, se asocian con
"dafio" oxidativo y se consideran marcadores de disfuncion y degradacion de las
proteinas. Existe una Unica excepcion; reduccion enzimatica de peroxiredoxinas

sulfiniladas (Prx I-1V) a su forma activa por sulfiredoxina (Rookyard et al., 2021).

Algunas proteinas, en particular las proteinas de membrana se modifican mediante la
adicion de grupos acilo graso o prenilo. Los grupos agregados normalmente sirven
como anclajes de membrana y las secuencias de amino&cidos hidréfobos aseguran
una proteina recién sintetizada dentro de una membrana plasmatica o del reticulo
endoplasmico (Strachan, 2019).

Las modificaciones postraduccionales que incluyen fosforilacién, acetilacion,
metilacion o nitrosilacion afectan con frecuencia a la funcion de las ZF a través de
cambios en la estructura y dinamica de las proteinas (Kluska et al., 2018).

La reactividad de los ZF con especies reactivas de oxigeno y nitrégeno o agentes de
metilacion influye en la estructura del ZF, provocando una modificacion reversible o
irreversible del azufre del cisteinilo, que en consecuencia disminuye la afinidad del Zn
(I) al péptido y la disociacion de iones metalicos y, por lo tanto, la pérdida de la
Funcién ZF. Por el contrario, la fosforilacién y la acetilaciébn, que ocurren en las
serinas, no afectan los sitios de coordinacion de las ZF, sino que tienen la oportunidad
de controlar el mecanismo de regulacion de la transcripcion. Estas modificaciones
postraduccionales tienen lugar dentro de las regiones enlazadoras ZF conservadas
(Kluska et al., 2018).

3.4 Proteinas de estudio en la levadura Saccharomyces cerevisiae
Todas las proteinas que se abordaron en la presente tesina (ACE2, AZF1, COM2,

MET31, MIG1, MIG3, RIM101, RPH1 y ZAP1) son factores de transcripcion, ademas

RPH1 es histona desmetilasa.
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3.4.1 ACE2

Figura 7. Estructura de la proteina ACE2 (AlphaFold, 2021)

La Figura 7 muestra la estructura de la proteina ACE2. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.1.1 Modificaciones postraduccionales

Se han encontrado fosforilaciones en las serinas 80, 113, 122, 137, 140, 242, 247,
249, 253, 292, 296, 303, 305, 317, 372, 385, 390, 392, 402, 428, 436, 473, 482, 483,
491, 511, 537, 557, 562, 564, 701, 705, 709, 714 y 764, en las treoninas 135, 161,
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245, 259, 384, 422, 486, 501, 531, 563, 700 y 713 (Saccharomyces Genome
Database, 2021).

3.4.1.2 Funciones y regulacion de ACE2

Los genes de metalotioneina (MT) codifican pequefias proteinas de union a metales
ricas en Cys que sirven tanto para mantener los niveles intracelulares de metales
(Weser et al. 1973; Churchich et al., 1989) como para proteger las células contra la
toxicidad por metales pesados (Hamer, 1986; Butt y Ecker, 1987). Los invertebrados
y los mamiferos contienen mdultiples genes MT y la transcripcion aumenta
enormemente en respuesta a metales pesados como cadmio, zinc y cobre (Hamer,
1986; Harlow et al. 1989).

La proteina MT en la levadura Saccharomyces cerevisiae esta codificada por el gen
CUP1 (Fogel y Welch, 1982; Butt et al., 1984). ACE2, actla como un supresor
especifico de alto nimero de copias del fenotipo sensible al cobre de una delecion
acel aumentando los niveles basales de mRNA de CUP1. El gen ACE2 puede
desempeiiar un papel en la activacion de la expresion de nivel basal de CUP1. ACE2,
gue cuando esta presente en multiples copias en una cepa con delecion acel permite
el crecimiento en un medio que contiene niveles significativos de sulfato de cobre
exdgeno. La eliminacién del dominio C-terminal del marco de lectura abierto de ACE2,
incluida la region del dedo de zinc, da como resultado una disminucion en los niveles
de estado estacionario de mMRNA de CUP1 (Butler y Thiele, 1991).

ACE2 es un activador transcripcional del gen CTS1 (que codifica quitinasa, la cual es
necesaria para la separacion de las células madre e hija durante el crecimiento
mitético). Las células con una mutacién ace2 tienen defectos en la separacién celular.
La interrupcion de ACE2 permite la produccion de pseudohifas en algunos
antecedentes genéticos (King y Butler, 1998).

La alteracion de los niveles de fosforilacion es un mecanismo comun para regular el
transporte de diversas proteinas al nucleo (Jans et al., 1995; Vandromme et al., 1996).
En muchos casos, la fosforilacién se asocia con el transporte al nicleo (Mosialos et
al., 1991; Rihs et al., 1991; Vancurova et al., 1995). La entrada regulada por el ciclo
celular de Ace2p en el nucleo esta asociada con la desfosforilacion de una treonina y
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dos residuos de serina. La proteina esta asociada con la cinasa Cdc28 in vivo, lo que
sugiere que esta puede ser la cinasa responsable del evento de fosforilacion
(O'Conallain et al., (1999).

ACE2 regula los genes que se indican en la Tabla 1. ACE2 es necesaria para la
expresion maxima de RME1, que codifica un regulador negativo de la meiosis (Toone
et al., 1995), ASH1 necesaria para la expresion especifica de células madre de HO
(Bobola et al. 1996), el inhibidor de ciclina cinasa Sicl (Knapp et al., 1996; Toyn et
al., 1997) y la transcripcion temprana de EGT2 (Kovacech et al., 1996).

Tabla 1. Genes regulados por ACE2 (McBride et al., 1999)

Gen Funcidn
ASH1 Represor especifico hijo de la expresion de HO
CDC6 Iniciador de la replicacion del DNA

EGT2 Requerido para la separacion celular

PCL2 Socio para la cinasa dependiente de ciclina Pho85
PCL9 Socio para la cinasa dependiente de ciclina Pho85
RME1 | Represor de la meiosis; activador de la transcripcion CLN2
SIC1 Inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina Cdc28

Los mutantes de delecibn para ACE2 muestan rendimientos de etanol
incrementados. La sobreexpresion de ACE2 en células de tipo silvestre redujo sus
rendimientos de etanol. Por lo tanto, Ace2 es un regulador negativo del rendimiento
de etanol durante la fermentacion estatica de las células de levadura, y tanto CTS1
como RPS4a son los principales efectores que median estos dos factores de

transcripcion en la regulacion de la produccion de etanol (Wu et al., 2016).
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3.4.2 AZF1

Figura 8. Estructura tridimensional de la proteina AZF1 (AlphaFold, 2021)

La Figura 8 muestra la estructura de la proteina AZF1. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.2.3 Modificaciones postraduccionales

No se sefialan modificaciones postraduccionales en los aminoacidos de la proteina

en la literatura.
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3.4.2.5 Funciones y regulacion de AZF1

Azflp es un factor de transcripcion de levadura formadora de priones que contiene
dos dominios de homorrepeticion, un dominio de poliglutamina y uno de
poliasparagina. Las repeticiones enriquecidas en un solo aminoécido se consideran
homorrepetidas. Los priones son proteinas que tienen multiples conformaciones, al
menos una de las cuales es autorreplicativa y epigenéticamente hereditaria. Los
dominios formadores de priones (PrD) se caracterizan por secuencias de aminoacidos
de baja complejidad que a menudo son ricas en N (Asn) y Q (GIn) e intrinsecamente
desordenadas en su estado nativo. Existe una creciente evidencia de que los priones
de levadura actian como estrategias de adaptacion, especialmente durante el estrés
ambiental.

Azflp tiene un conjunto de genes blanco en gran parte que no se superponen durante
el crecimiento en fuentes de carbono fermentables y no fermentables, y se ha
demostrado que el mutante nulo tiene un defecto de crecimiento severo en el glicerol.
AZF1 también es importante para la integridad de la pared celular. EI conformero
prionico, designado [AZF1 +], confiere resistencia al farmaco radicicol en una forma
de ganancia de funcion, pero disminuye la expresion de los genes blanco de Azflp.
Azflp contiene un dominio polyN y polyQ. El dominio polyN de Azflp juega un papel
sutil en la transcripcién, pero no es necesario para la localizacién de Azflp o la
formacion de priones (Stewart et al., 2021).

Se ha informado anteriormente que Azflp es un activador transcripcional que es
importante para el crecimiento de glicerol y otras fuentes de carbono no fermentables.
La delecion del dominio polyN acorta moderadamente la fase de retraso en la glucosa
(Stewart et al., 2021). La delecién del dominio polyN afecta la expresién génica tanto
en glucosa como en glicerol, o que sugiere que este dominio esta involucrado en la
actividad TF de Azflp.

Durante el crecimiento en ambas fuentes de carbono, mas genes se regulan al alza
gue se regulan a la baja tras la delecion del dominio polyN. Este resultado es
consistente la hipotesis de que el dominio polyN juega un papel en la funcion represiva
de Azflp. La eliminacion del dominio polyN no parece afectar a la localizacién de
Azflp. Es consistente con el resultado de que la eliminacion del dominio polyN afecta

la expresion de solo un subconjunto de los genes blanco de Azflp, ya que la
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localizacion alterada probablemente afectaria a todos los objetivos de Azflp. En
cambio, el dominio polyN puede actuar como un dominio de unidn con cofactores
transcripcionales. Los diferentes genes diana tienen diferentes combinaciones de
reguladores transcripcionales. EI dominio polyN puede ser importante para unirse
con solo un subconjunto de los cofactores de Azflp, lo que hace que la delecién de
este dominio afecte la expresion de sélo un subconjunto de los genes diana de Azflp
(Stewart et al., 2021).

Azfl sensible al azicar y Mga2 sensible al oxigeno, juegan papeles importantes, pero
sutiles, en la mediacion de la fermentacion anaerobica de xilosa en la cepa Y128. Hay
sitios de unién en tAndem de Azfl, un factor de transcripcion (TF) que responde a
azucares no preferidos. Mas de la mitad (68) de los 128 genes inducidos
progresivamente albergaban motivos Azfl rio arriba, incluidos casi todos los genes
hipdxicos clasicos. De hecho, la sobreexpresion de AZF1 aumentd las tasas de
crecimiento, el consumo de xilosa y la produccion de etanol en la cepa Y128, pero
solo cuando las células se cultivaron en xilosa y de forma anaerdébica. Por el contrario,
la delecion de AZF1 disminuy6 el crecimiento y la fermentacion del azucar, en

crecimiento de xilosa anaerdbica (Myers et al., 2019).

Azfl puede unirse a los segmentos 5y 6 del promotor FLO11. Azfl es un activador
de la expresion de FLO11 que funciona, al menos en parte, al unirse al segmento 6.
Azfl se localiza en el promotor FLO11 y es necesario para la expresion adecuada de
FLO11l cuando las células se exponen a medios frescos que contienen glucosa
(Mirzaei et al., 2013).

La expresion de Azflp aumentaba en condiciones de crecimiento no fermentables
(Stein et al., 1998; Zampar et al., 2013) . En presencia de glucosa, Azflp activa la
transcripcion de genes implicados en el crecimiento y metabolismo del carbono, como
VID24, TKL2, HOR2 y SIP4, y se sabe que se une a las regiones promotoras de CLN3
y FLO11 para regular positivamente su transcripcion. Durante el crecimiento en
fuentes de carbono no fermentables, Azflp regula positivamente la transcripcion de
genes involucrados en el mantenimiento de la integridad de la pared celular, como
ECM33, GAS1 y SRL1. Mientras que la union de Azfl al promotor FLO11l fue

32


https://www.yeastgenome.org/reference/S000304846
https://www.yeastgenome.org/reference/S000246880
https://www.yeastgenome.org/reference/S000151994
https://www.yeastgenome.org/reference/S000153127

detectada en condiciones postdialxicas, AZF1 no fue necesaria para la expresion de
FLO11 en estas condiciones (Mirzaei et al.,2013).

Azflp esté localizado en el nucleoplasma. Tiene al menos cuatro dedos de zinc que
se predice que se uniran al DNA (Bohm et al., 1997). Por tanto, Azflp es
probablemente un factor de transcripcion nuclear que regula la expresion de otros

genes en el nucleo (Stein et al., 1998).

Los niveles mas altos de transcripcion de AZF1 se encuentran en las células cuando
se cultivan con glicerol o acido oleico como unica fuente de carbono. Una fuente de
carbono no fermentable sola no es suficiente para la induccion de altos niveles de
transcripcion para AZF1, como lo indica el bajo nivel de transcripcion en medio de
etanol. Las malas condiciones nutricionales o las fuentes de carbono no fermentables
inducen la expresion de Azflp. Se suprime a niveles basales muy bajos en medios
completos ricos en glucosa (Stein et al., 1998).

Las células que carecen de AZF1 son incapaces de transcribir eficazmente varios
genes implicados en el mantenimiento de la integridad de la pared celular (Slattery et
al., 2006).

La restriccion caldrica (RC) es la intervencién mejor estudiada conocida por retrasar
el envejecimiento y extender la vida Util en organismos evolutivamente distantes que
van desde levaduras hasta mamiferos en el laboratorio. Se descubrieron los
principales reguladores rio arriba de esos genes significativamente modificados,
incluidos AZF1 (YOR113W), HSF1 (YGLO73W) y XBP1 (YIL101C). Se confirmé que
las deleciones de dos genes, AZF1 y XBP1 (HSF1 es esencial y, por lo tanto, no se
probd), disminuyen la extension de la vida util mediada por la restriccion calérica (Choi
et al., 2013).

En muchos casos, el estado pridonico mejoro la tasa de crecimiento de la levadura en
diferentes estreses ambientales, incluido el estrés osmatico y por presencia de acido
en el medio (Chakrabortee et al., 2016; Stewart et al., 2021).
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3.4.3 COM2

Figura 9. Estructura tridimensional de la proteina COM2 (AlphaFold,
2021)

La Figura 9 muestra la estructura de la proteina COM2. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.3.5 Funciones y regulaciéon de COM2

El diéxido de azufre (a menudo abreviado como sulfito o SO2). El SO2 se suele afiadir
al mosto (en la elaboracion de vinos) en forma de metabisulfito de sodio o potasio
gue, en solucion, tiene una especiacion dependiente del pH. A pH bajo, la especie

mas abundante es el SO2 molecular (pKa ~ 1.8), sin embargo, en el pH del vino (entre
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3y 3.8) el bisulfito (HSO3"; pKa 6.9) es la forma mas abundante. Se cree que el
potencial antimicrobiano del SO2 resulta de su capacidad para penetrar la membrana
plasmatica microbiana por difusién pasiva, similar a lo que se sabe que ocurre con los
acidos organicos carboxilicos débiles que también se utilizan como conservadores (p.
Ej., Acido acético o propionico). Una vez dentro de las células microbianas, el SO
molecular se disocia en bisulfito (HSO3") y sulfito (SO3?") debido a que el pH interno
supera los valores de pKa. Se describié que los efectos deletéreos causados por la
acumulacion de SOz, HSO3™ o SO3z* dentro de las células de Saccharomyces
cerevisiae incluyen el agotamiento de ATP causado por la inhibicion de gliceraldeido-
3-fosfato deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasas, perturbacion de la estructura de
la membrana plasmatica y dafios a proteinas, vitaminas o coenzimas. Aunque se
observa una variabilidad significativa de cepa a cepa con respecto a la tolerancia al
SOz, los estudios han identificado cepas de levadura deterioradas capaces de crecer
en presencia de concentraciones tan altas como 600 mg / L, muy por encima de los
niveles permitido legalmente en enologia que se encuentran en el rango de 150 a 400
mg / L. Durante la vinificacion, las células de Saccharomyces cerevisiae se exponen
con frecuencia a altas concentraciones de diéxido de azufre (SO2) que se utiliza para
evitar el crecimiento excesivo de bacterias u hongos no deseados presentes en el
mosto. Com2 controla, directa o indirectamente, la expresion de mas del 80% de los
genes activados por SO2 (Lage et al., 2019).

El gen SSU1, que codifica una bomba de membrana plasmatica esencial para la
salida de sulfito y bisulfito. Este aumento de la transcripcién de SSU1 observado en
cepas de vino tolerantes al SOz es el resultado de reordenamientos cromosémicos
gue intercambian el promotor nativo por uno mas fuerte. El factor de transcripcion
Fzfl es el regulador de la expresion de SSU1 de su promotor endégeno, sin embargo,
no juega ningun papel en el control de la expresibn mas alta de las cepas mas
tolerantes, ya que no tiene un sitio de unién en los promotores SSU1 modificados que
estas cepas albergan. Aunque se encontré que la transcripcion de Com2 aumentaba
en las células de S. cerevisiae expuestas a acidos acético, propiénico o benzoico (a
pH 4), no se pudo atribuir ningun efecto protector contra estos acidos a este regulador.
La delecion de COM2 abolié la activacién transcripcional de 503 genes y redujo, en
mas del 50%, la activacion inducida por SOz de otros 15 genes. Desde el punto de

vista funcional, este conjunto de dianas de Com2 estaba altamente enriquecido para
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genes implicados en la asimilacién de sulfatos (MET8, MET10, MET3, MET5, MET14,
MET1, MET22 y MET16) y transporte (SUL1 y SUL2), asi como otros genes asociados
con el metabolismo y la regulacién de la Met y Cys (MET32, SAM2, HOM3, MET13
MET1, MHT1, SAM1, MET4, STR2, MET30 y STR3). También se incluyen en este
regulén genes implicados en la biosintesis de Lys (LYS2, LYS21, LYS20, LYS14,
LYS4, LYS5, LYS1y LYS9), Arg (ARG5, ARG4, ARG2, ARG3, ARG7, ARGS, ORT1
y CPA1) o biotina (BIO2, VHRL1, ISA1, BIO5, BIO4 y BIO3), una vitamina que contiene
azufre. En total, se encontré que 47 genes activados por Com2 en respuesta al SOz
contribuyen a la tolerancia maxima a esta sustancia quimica, incluidos no solo los
genes de la via de activacion del sulfato, sino también los genes necesarios para la
biosintesis de Lys y Arg, entre otros que tienen funciones mas generales en respuesta
al estrés ambiental. De manera constante, las fermentaciones de vino realizadas en
presencia de SO2 agotan rapidamente la Arg disponible en el mosto (en comparacion
con el consumo observado en ausencia de SOz), lo que también se observa para la
Lys, aunque en un grado mucho menos significativo (Lage et al., 2019).

En ausencia de SO2, Com2 no tiene un efecto significativo sobre el transcriptoma de
levadura, lo que sugiere que se vuelve activo solo cuando las células estan expuestas

a esta sustancia quimica (Lage et al., 2019).
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3.4.4 MET31

Figura 10. Estructura tridimensional de la proteina MET31 (AlphaFold, 2021)

La Figura 10 muestra la estructura de la proteina MET31. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.4.3 Modificaciones postraduccionales

Se han encontrado fosforilaciones en las serinas 45, 46, 142 y 158 (Saccharomyces
Genome Database, 2021).
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3.4.4.5 Funciones y regulacién de MET31

MET31 codifica un factor de transcripcién de dedos de zinc de la familia beta-beta-
alfa. Met31p reconoce motivos de unién de la secuencia 5'-GTGGCG-3 'y sirve como
un adaptador dedicado para reclutar el activador transcripcional Met4p, que carece
de actividad de unién al DNA, a los promotores. La expresion de la mayoria de genes
gue codifican enzimas implicadas en el metabolismo del azufre requiere Met4p.
Met32p también puede servir como adaptador Met4p. Se han identificado promotores
dependientes de Met4p en 45 genes, y cada uno contiene un sitio de unién a Met31p
/ Met32p. La asociacion de Met31p / Met32p con sus sitios de union en los promotores
de MET proporciona una plataforma para reclutar e interactuar con Met4p. Bajo la
limitacién de azufre, estas interacciones permiten que Met4p active la transcripcion a
través del reclutamiento de los complejos coactivador mediador y acetiltransferasa de
histona SAGA. Los grupos de Met31p y Met32p no asociados con Met4p se degradan

de manera constitutiva (Ljungdahl y Daignan-Fornier, 2012).

El metabolismo del azufre de la levadura esté regulado transcripcionalmente por el
activador Met4. Met4 carece de capacidad de unidén al DNA y se basa en interacciones
con Met31 y Met32, proteinas paralogas que se unen al mismo elemento regulador
cis, para activar sus objetivos. Aunque Met31 y Met32 son redundantes para el
crecimiento en ausencia de metionina, los estudios indican que Met32 tiene un papel
prominente sobre Met31 cuando Met30, un regulador negativo de Met4 y Met32, esta
inactivo. Met32 se superponia precisamente con todas las regiones unidas a Met4, lo

gue respalda a Met32 como la plataforma principal para Met4 (Carrillo et al., 2012).

Hay dos categorias de cofactores de Met4 que se unen al DNA: 1) Met31 y Met32 son
proteinas con dedos de zinc C2H2 muy similares, y cada una se une a un elemento
regulador en cis de Met31 / Met32 (con la secuencia de consenso de AAACTGTGGC),
y 2) Cbfl es un proteina basica hélice-bucle-hélice que se homodimeriza para unirse
a un elemento regulador en cis de Cbfl (que consta de un motivo CACGTGA; Thomas
et al., 1989, 1992; Kuras y Thomas, 1995; Kuras et al., 1996; Blaiseau et al. , 1997;
Blaiseau y Thomas, 1998; Lee et al., 2010). Todos los promotores de regulones

centrales de Met4 contienen motivos Met31 / Met32, lo que indica un papel esencial
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para la union del promotor Met31 / Met32 en la transcripcion activada por Met4. Solo
un subconjunto de promotores blanco contiene sitios Cbfl. La delecion de Met31 y
Met32 elimina la transcripcién activada por Met4 de todo el regulon del ndcleo de Met4
(Carrillo et al., 2012).

Met31 y Met32 desempeiian algunas funciones distintas en la célula. Primero, las
células met32A son significativamente mas grandes que las células met31A
(Jorgensen et al.,, 2002). En segundo lugar, las respuestas de -crecimiento
dependientes de Met4 son diferentes en las células met31Ay met32A. Esta diferencia
es mas evidente cuando Met4 y Met32 no estan regulados por Met30, un componente
del complejo de ubiquitina ligasa SCFMet30. SCFMet30 regula Met4 por
ubiquitinacién usando dos mecanismos: 1) poliubiquitinacién de Met4 dirige Met4 al
proteasoma para su degradacion, y 2) oligoubiquitinacion de Met4 inhibe la capacidad
de activacion transcripcional de la proteina estable Met4 (Patton et al., 1998; Kaiser
et al., 2000; Rouillon et al., 2000; Kuras et al., 2002; Flick et al., 2004). La pérdida de
Met30 da como resultado una forma transcripcionalmente activa de Met4 que no esta
dirigida a la degradacion. Si la actividad de Met4 se prolonga, se producen una serie
de defectos del ciclo celular y del crecimiento que conducen a la detencion del
crecimiento y, finalmente, a la muerte celular (Patton et al., 2000; Su et al., 2005).
Met4 y Met32 son los Unicos blancos de ubiquitinacion confirmadas de SCFMet30
(Patton et al., 1998; Ouni et al., 2010). La delecién de MET4 o la inactivacion de
mutaciones dentro de su dominio de activacién de la transcripcion evita la letalidad de
met30A (Patton et al., 2000). De los cofactores de Met4, sélo la delecion de MET32
evita la letalidad de met30A (Patton et al., 2000).

El papel destacado de Met32 se demuestra aun mas cuando las células se exponen
al cadmio. Tras la exposicion, Met30 no puede apuntar a Met4 para la ubiquitinacion,
y Met4 se activa (Barbey et al., 2005). Como resultado, los genes del metabolismo
del azufre se expresan y el glutation antioxidante que contiene azufre se produce en
grandes cantidades para permitir la desintoxicacién del cadmio (Li et al., 1997;
Fauchon et al., 2002). Para desviar el uso de azufre hacia la produccion de glutation,
las células experimentan un cambio dependiente de Met4 del uso de enzimas ricas
en azufre comunmente utilizadas a isoenzimas con menor contenido de azufre
(Fauchon et al.,, 2002). De acuerdo con el papel que desempeiia Met4 en la
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desintoxicacion de cadmio, las células met4A y met31Amet32A son sensibles al
cadmio. Aunque no son tan sensibles al cadmio como las células met31Amet32A, las
células met32A son mas sensibles al cadmio que las células met31A (Barbey et al.,
2005).

La levadura industrial S. cerevisiae es generalmente mas tolerante a los estimulos
ambientales que las cepas modelo de laboratorio. Mostré mas resistencia contra los
compuestos inhibidores liberados de la conversién de biomasa lignoceluldsica (Zhou
et al., 2014; Liu et al., 2018). La moderada resistencia innata de la levadura industrial
permiti6 su adaptacion para adquirir una mayor aptitud resistente al 2-furaldehido
(furfural) y al 5-hidroximetil-2- furaldehido (HMF), compuestos toxicos comunes
derivados de la conversion de biomasa lignocelulésica (Liu, 2018). La cepa adaptada
Y-50049 es capaz de soportar desafios sinérgicos de furfural y HMF y convertir estas
sustancias téxicas en compuestos no dafiinos de furanmetanol (FM) y furandimetanol

(FDM), respectivamente, mientras produce etanol (Liu et al., 2004).

Entre muchos factores de transcripcion importantes, Yapl, Met4, Met31 / 32, Msn2 /
4 y Pdrl / 3 aparecieron con la frecuencia mas alta en relacion con los fenotipos
tolerantes recientemente identificados involucrados en la supervia de la biosintesis
de aminoacidos, el REDOX defensivo reforzado, el transporte celular y la
desintoxicacion celular. Se ha documentado que el aumento de la respuesta de
expresion contra el arsenito en la levadura esta controlado por Yapl y Met4 (Thorsen
et al., 2007). Met4 regula la expresion de genes implicados en la biosintesis de
aminoacidos que contienen azufre, el metabolismo del glutatién, la respuesta a
metales pesados y la respuesta ahorradora de azufre (Wheeler et al., 2003). Dado
gue Met4 no tiene actividad de union al DNA, regula los genes diana al asociar los
cofactores Met31 / 32 de unién al DNA. La expresion de otros genes como MET3 y
MET14 también depende de la presencia de Met31 / 32 (Liu y Ma, 2020).
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3.4.5 MIG1
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Figura 11. Estructura tridimensional de la proteina MIG1 (AlphaFold, 2021)

La Figura 11 muestra la estructura de la proteina MIG1. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.5.3 Modificaciones postraduccionales

Se han encontrado fosforilaciones en las serinas 80, 108, 129, 138, 178, 179, 214,
216, 218, 220, 222, 230, 231, 262, 264, 278, 302, 310, 311, 314, 328, 350, 367, 370,
377, 379, 381, 400, 402, 403 y 451, en las tirosinas 267 y treoninas 280, 369, 371,
374 y 455 (Saccharomyces Genome Database, 2021).
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3.4.5.5 Funciones y regulacion de MIG1

La glucosa, fructosa y manosa son las fuentes de carbono y de energia preferidas
para la levadura Saccharomyces cerevisiae. La ausencia de fuentes de energia
preferidas activa la desrepresion de la glucosa, que esta regulada por la cinasa Snfl.
Cuando las fuentes de energia preferidas se vuelven limitantes, la cinasa Snfl se
fosforila y activa (Schmidt y McCartney 2000; Chandrashekarappa et al., 2013). El
Snfl activado fosforila Migl que se exporta desde el nucleo al citosol, lo que conduce
a la desrepresion de genes para la utilizacion de fuentes de energia alternativas.
Cuando las fuentes de energia preferidas estan disponibles, Snfl y Migl se
desfosforilan (Ludin et al., 1998) y Migl vuelve a entrar en el nacleo y reprime la
transcripcion de genes blanco mediante el reclutamiento del complejo represor Tupl
/ Ssn6 (Schmidt et al., 2020).

Durante el crecimiento en glucosa, los genes de las vias alternativas de utilizacion del
carbono, por ejemplo, los genes de galactosa (GAL), maltosa (MAL) y sacarosa
(SUC), se reprimen activamente. MIGL1 codifica un factor de transcripcion de dedos
de zinc Cys2His2 de la familia beta-beta-alfa. Miglp es el principal efector en la
represion de glucosa de los genes SUC, MAL y GAL, y se une a motivos 5'-
MCCCCRS-3' (Laidlaw et al., 2021).

La proteina MIG1 se une a dos sitios en la region rio arriba de SUC2, un gen de
levadura que esta reprimido por la glucosa. Un conjunto de genes para los que se ha
estudiado la represién de la glucosa son los genes GAL. Estos genes estan sujetos
tanto a la induccién de galactosa como a la represion de la glucosa. ElI gen SUC2,
codifica la enzima invertasa que degrada la sacarosa y la rafinosa. La expresiéon de
SUC2 esta controlada Unicamente por la glucosa, y se han identificado varios genes

implicados en la regulacion de SUC2 (Nehlin y Ronne, 1990).

En las células de levadura, Snfl se activa cuando las células carecen de glucosa, y
esta activacion conduce a la inhibicion de la acetil-coenzima A-carboxilasa y a la
expresion de un gran conjunto de genes necesarios para la gluconeogénesis, la
respiracion y el metabolismo de las fuentes de carbono alternativas. Migl se inactiva

por fosforilacion en mdltiples sitios en minutos cuando las células estan agotadas en
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glucosa. Esta fosforilacion depende de Snfl y conduce a la exclusion nuclear de Migl
y la desrepresion de genes necesarios para el metabolismo de fuentes de carbono
distintas de la glucosa (Dubacq et al.,2004). La eliminacion del represor MIG1
relacionado de la cepa de laboratorio, que en otros estudios se demostroé que afecta
la expresion de ~200 genes en condiciones de crecimiento estandar (Lutfiyya et al.,
1998; Westholm et al., 2008; Lewis y Gasch, 2012).

3.4.6 MIG3

Figura 12. Estructura tridimensional de la proteina MIG3 (AlphaFold, 2021)

La Figura 12 muestra la estructura de la proteina MIG3. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.
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3.4.6.3 Modificaciones postraduccionales

Se ha reportado sitio de modificacion en la serina 265 (Saccharomyces Genome
Database, 2021).

3.4.6.5 Funciones y regulacion de MIG3

El estrés genotoxico se refiere a todas las situaciones en las que se compromete la
duplicacion o la integridad del genoma. Las células han desarrollado amplias
respuestas a este tipo de estrés, incluida la inhibicion de la progresion del ciclo celular;
regulacion transcripcional y postranscripcional de las vias de replicacion, reparacion
y recombinacion del DNA; y apoptosis. Los niveles de mRNA de MIG3 aumentan
cuando las células se someten a estrés genotdxico. El mMRNA de MIG3 aumenta cinco
veces cuando las células se tratan con MMS (metil metano sulfonato), HU
(Hidroxiurea), UV, fleomicina y cadmio. ElI aumento de mRNA de MIG3 y la
fosforilacidon inducida de la proteina Mig3 en presencia de dafio en el DNA sugirié que

es parte de una via de respuesta al dafio del DNA (Dubacq et al., 2004).

Mig3 es un represor transcripcional de algunos genes blanco no identificados cuando
las células se cultivan con glucosa como fuente de carbono. En presencia de un
estrés genotoxico, Mig3 se fosforila e inhibe de una manera dependiente de las
cinasas Snfl y Mecl (Dubacq et al., 2004).

Se encontro que Mig3p afecta la expresion de cientos de genes sensibles a la glucosa
en la cepa YPS163, tanto durante el crecimiento en condiciones estandar como en el
tratamiento con etanol. Se sugiere que Mig3p puede actuar como un activador /
represor multifuncional que desempefia papeles separados en condiciones estandar
frente a condiciones de estrés y que esta funcién se ha perdido en gran medida en
las cepas de laboratorio. La cepa de laboratorio y varias cepas silvestres albergan
mutaciones que disminuyen la funcion de Mig3p, en la figura 21 se ilustra lo dicho

anteriormente (Lewis y Gasch, 2012).
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La cepa de laboratorio S288c tiene una respuesta aberrante al etanol, se identificaron
nuevos genes y procesos involucrados en la tolerancia al etanol (Lewis et al.,
2010). MIG3 se descubrié como un gen que se expresaba diferencialmente entre las
cepas que respondian al etanol (con una fuerte represion dependiente del etanol en
la cepa de laboratorio pero no en las cepas silvestres). Mig3p es una proteina de
dedo de zinc Cys2His2 que comparte similitud de secuencia con otros dos factores
de transcripcion, Miglp y Mig2p. Aunque Mig2p y Mig3p son mas similares entre si,
los tres factores de transcripcion comparten una identidad extensa (> 70%) en sus
dominios de unidn al DNA, y se unen a secuencias casi idénticas in vitro (Lutfiyya et
al., 1998).

Mig3p no juega un papel significativo en la represion catabolica por glucosa (Lutfiyya
et al., 1998; Westholm et al., 2008). Un estudio separado implic6 a Mig3p en la
respuesta transcripcional al dafio del DNA (Dubacq et al., 2004), mientras que otro
estudio encontré que la sobreexpresion de Mig3p podria conferir resistencia al
arsénico (Takahashi et al., 2010).

Las cepas de laboratorio son notablemente mas proliferativas en medios ricos, pero
crecen relativamente deficientemente en fuentes de carbono respiratorio. La cepa de
laboratorio S288c también tiene un defecto importante en la respuesta al etanol en
comparacién con otras cepas. Es posible que el paso de laboratorio en medios
enriquecidos haya hecho que Mig3p sea prescindible o haya conducido a una pérdida
selectiva de funcién. A través del analisis de secuencia, se identifico un SNP en MIG3
gue conduce a una sustitucibn de V36G no conservadora. Esta sustitucion se
encuentra junto al primer dedo de zinc C2H2 en el dominio de union al DNA de Mig3p,
gue posiblemente podria afectar la funcién de Mig3p. Este SNP se identificd en solo
4 de 53 cepas de S. cerevisiae. Dos de ellas son cepas silvestres que albergan la
sustitucion V36G, asi como un coddén de término prematuro en el residuo 50 que
probablemente produce la pérdida total de la funcion Mig3p. La pseudogeneizacion
podria haber ocurrido después de la sustitucién de V36G debido a la pérdida de la
restriccion evolutiva (Lewis y Gasch, 2012).

MIG3 codifica un factor de transcripcién de dedos de zinc Cys2His2 de la familia beta-
beta-alfa. Mig3p se une a motivos 5'-CCCCRSV-3 '. Como Miglp y Mig2p, Mig3p

reprime la transcripcibn de genes que codifican enzimas para la utilizacién de
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azucares maltosa, sacarosa o galactosa cuando hay glucosa presente. En algunas
cepas, esta contribucion a la represion de la glucosa por Mig3p es marginal. En otras
cepas, Mig3p afecta la expresion de cientos de genes que responden a la glucosa.
Mig3p participa en la respuesta transcripcional al dafio del DNA y reprime la
transcripcion de la histona desacetilasa SIR2 involucrada en el silenciamiento de
genes y el control del envejecimiento. Mig3 estd bajo control de doble nivel por
glucosa, es decir que la transcripcion de MIG3 es inducida por glucosa, y Mig3p esta
sujeta a fosforilacion dependiente de Snfl y posterior degradacién en ausencia de
glucosa. (MIG3 | SGD, s. f.).

Mig3 regula negativamente el gen SIR2 que codifica una histona desacetilasa
involucrada en el silenciamiento de genes y el control del envejecimiento. Mig3 no se
dirige a los mismos genes que Migl y Mig2, sino que regula negativamente el gen
SIR2 (Westholm et al., 2008).

El gen MIG3 es inducido por glucosa (Kaniak et al., 2004), y la proteina Mig3 esta
sujeta a fosforilacion dependiente de Snfl y degradacion subsiguiente en ausencia
de glucosa (Dubacq et al., 2004). ElI gen MIG3 también es inducido por estrés
genotoxico, y hay evidencia de que Mig3 funciona como un efector descendente en
la respuesta dependiente de Snfl a la hidroxiurea (Dubacq et al., 2004; Westholm et
al., 2008).

Mig3 contribuye marginalmente a la represion de algunos genes reprimidos por
glucosa, es decir, SUC2, HXT2, SNF3, MRK1 y MTH1 (Kaniak et al., 2004), pero solo
uno de ellos, MRK1, se vio afectado en la delecion mig3. MRK1 es una proteina cinasa
involucrada en la sefializacion de estrés (Hirata et al., 2003). Sin embargo, el efecto
mas significativo de una delecion de mig3 es en el gen SIR2. SIR2 codifica una histona
desacetilasa que participa en el silenciamiento, pero Sir2 también se ha implicado en
el mantenimiento de la integridad del genoma (Gottlieb y Esposito, 1989) y en
contrarrestar el envejecimiento tanto en levaduras como en animales. Una delecion
de sir2 reduce la duracion de la replicacion (Kaeberlein et al., 2005) pero aumenta la
duracion cronoldgica de la levadura (Fabrizio, 2005). Mig3 regula negativamente SIR2

proporciona una posible explicacion para la observacion de que la actividad reducida
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de Snfl conduce a un envejecimiento acelerado en la levadura, ya que Snfl inhibe
Mig3 (Dubacq et al., 2004).

3.4.7 RIM101

Figura 13. Estructura tridimensional en la proteina RIM101 (AlphaFold, 2021)

La Figura 13 muestra la estructura de la proteina RIM101. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.7.3 Modificaciones postraduccionales

Se encontraron fosforilaciones en las serinas 42, 76 y 329 y una N-glicosilacion en la

asparagina 369 (Saccharomyces Genome Database, 2021).
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3.4.7.5 Funciones y regulacién de RIM101

Represor transcripcional de dedos de zinc Cys2His2; implicado en la represion de
genes de respuesta alcalina como parte de la adaptacion a condiciones alcalinas;
involucrado en el ensamblaje de la pared celular; requerido para el crecimiento
invasivo y la esporulacion haploide alcalina estimulado por pH; activado por
procesamiento proteolitico alcalino-dependiente que da como resultado la eliminacion
de la cola C-terminal; similar a A. nidulans PacC (RIM101|SGD, s.f.).

La represion transcripcional es la principal funcion biologica de Rim101p. El objetivo
de represion Rim101p, Nrglp es a su vez necesario para la represion de dos genes
alcalinos inducibles por pH, incluido el gen de la bomba de Na* ENAL, que es
necesario para la tolerancia a los iones. Por tanto, Nrglp, un represor transcripcional
conocido, funciona como inhibidor de las respuestas de pH alcalino (Lamb y Mitchell,
2003).

Una caracteristica ambiental con amplias consecuencias para la adaptacion y
diferenciacion es el pH extracelular. En la levadura Saccharomyces cerevisiae, el pH
extracelular gobierna la expresion de genes que especifican las bombas de iones y
los transportadores que promueven la adaptacion a los cambios de pH. El pH
extracelular también gobierna dos programas de diferenciacion, es decir, crecimiento
invasivo haploide y esporulacién; estos se inhiben en condiciones acidas y se
favorecen en condiciones alcalinas. Varias de estas respuestas dependen de una via
reguladora conservada que actla a través del factor de transcripcion Rim101p (Lamb
y Mitchell, 2003).

Rim101p, se identific6 por primera vez mediante andlisis de mutantes como un
regulador positivo de la expresion y esporulacion del gen meiético. Rim101p es parte
de una via o complejo que también incluye Rim8p, Rim9p y Rim13p. La posibilidad
de que estos productos génicos actlien en una via de respuesta al pH provino del
hallazgo de que el regulador de respuesta al pH de Aspergillus nidulans PacC es un
homologo de Rim101p. PacC y Rim101p se activan mediante la escision proteolitica
C-terminal que se estimula a pH alcalino. Varios productos génicos necesarios para
la escisién de PacC y Rim101p son homologos entre si e incluyen la proteasa de tipo
calpaina de S. cerevisiae Rim13p (también llamada Cpllp), el andamio de proteasa

Rim20p, las supuestas proteinas transmembrana Rim9p, Rim21p y Rim8p, de origen
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bioguimico desconocido. Los estudios con Yarrowia lipolytica y Candida albicans han
establecido que Rim10lp y su via de procesamiento se conservan y que son
necesarios para las respuestas dependientes del pH (Lamb y Mitchell, 2003).

Los mutantes de S. cerevisiae rim101 son sensibles a los iones Na * o Li * y crecen
mal a bajas temperaturas (Lamb y Mitchell, 2003).

Nrglp tiene un papel importante en la regulacion de genes sensibles al pH y la
tolerancia a los iones. Una funcién clave de Nrglp es regular negativamente ENAL,
un gen de la bomba de salida de Na* que es fundamental para el crecimiento en
medios alcalinos y para la tolerancia a Na* y Li*. Estudios anteriores indican que la
actividad de Nrglp es inhibida por la proteina cinasa Snflp, que media la represion
de la glucosa. Se sabe que Snflp promueve la expresion de ENAL en parte mediante
la inhibicion del represor Miglp, pero es posible que Snflp también promueva la
expresion de ENA1 mediante la inhibicion de Nrglp (Lamb y Mitchell, 2003).

Nrglp es un regulador negativo de un segundo gen inducido por pH alcalino,
ZPS1. La funcion de Zpslp es incierta, pero tanto ZPS1 como su homdlogo de C.
albicans, PRA1, son genes inducidos por pH alcalino dependientes de Rim101p
(Lamb y Mitchell, 2003).

RIM101 contiene un dominio de union al DNA también conocido como grupo de zinc
binuclear Zn2Cys6 o nudillo de zinc. Dos de los principales objetivos de la represién
de Rim101p son NRG1 y NRG2, que codifican represores transcripcionales. Rim101p
regula una variedad de procesos, ya sea directa o indirectamente a través de la
represion de NRG1 y NRG2: respuesta al pH alcalino, estrés acido débil y condiciones
anaeroébicas; crecimiento filamentoso; meiosis y esporulacion; montaje de septo
divisional, respuesta a la asimetria lipidica alterada en la bicapa de la membrana
plasmatica; y montaje de pared celular. Rim101p reprime la transcripcion reclutando
el complejo Cyc8p-Tuplp en los promotores. La actividad de Rim101p esta regulada
por protedlisis. En condiciones acidas, Rim101p existe como una forma inactiva de
larga duracion. A pH alto, la cola C-terminal es eliminada por la proteasa Rim13p,
activando Rim101p como represor transcripcional. La localizacidbn nuclear de
Rim101p también esta regulada mediante fosforilacion. Esta regulacion depende de
la cinasa Pho85p, pero no se sabe si Rim101p es un objetivo directo de Pho85p in
vivo (RIM101 | SGD, s. f.).
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Varios de los genes regulados por la via RIM101 en S. cerevisiae codifican actividades
de remodelacién de la pared celular, como CRH1, CRH2 o CTS1 (Castrejon et al.,
2006).

Formalmente, Rim101p es un regulador positivo del gen activador meiético IME1 y de
varios genes alcalinos inducidos por pH. Sin embargo, ni IMEL1 ni los genes inducidos
por pH alcalino que responden a RIM101 tienen sitios PacC en sus promotores, lo
gue sugiere que pueden ser dianas indirectas (Lamb y Mitchell, 2003).

Las mutaciones por delecién de dos dianas de represion de Rim101p, NRG1y SMP1,
suprimen cada una un subconjunto de fenotipos mutantes de rim701A. Rim101p esta
asociado con muchas regiones promotoras diana, independientemente de si se
procesa 0 no; sin embargo, se requiere el procesamiento de Rim101lp para su
actividad como represor. Como el complejo correpresor Tuplp-Ssn6p también regula
negativamente todos los objetivos directos de represion de Rim101p, es posible que
se requiera el procesamiento de Rim101p para la interaccion funcional de Rim101p-
Tuplp-Ssn6p. Aungue los hallazgos difieren en varios aspectos del paradigma PacC,
se argumenta que las funciones de represion biologica y molecular de Rim101p y

PacC pueden conservarse (Lamb y Mitchell, 2003).
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3.4.8 RPH1

Figura 14. Estructura tridimensional de la proteina RPH1 (AlphaFold, 2021)

La Figura 14 muestra la estructura de la proteina RPH1. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.8.3 Modificaciones postraduccionales

Se presentan fosforilaciones en las serinas 124, 139, 405, 412, 425, 426, 429, 430,
434, 458, 459, 497, 501, 511, 552, 555, 557, 561, 575, 584, 587, 588, 590, 626, 652,
656, 668, 688 y 689 y en las treoninas 381, 399 y 480, acetilaciones en las lisinas 3,
214, 288, 424 y 705 (Saccharomyces Genome Database, 2021).
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3.4.8.5 Funciones y regulacion de RPH1

El gen de reparacion del DNA de Saccharomyces cerevisiae PHR1 codifica una
fotoliasa que cataliza la reparacion dependiente de la luz de los dimeros de pirimidina.
La expresion de PHRL1 es inducida a nivel de transcripcidon por una variedad de
agentes que dafian el DNA. El regulador principal de la respuesta al dafio de PHR1
es una secuencia de 39 pb llamada URSPHR1 que es el sitio de union para una
proteina que constituye el represor PRP sensible al dafio. Rphlp y Gislp regulan la
expresion de PHR1 a través de URSPHR1. Ambas proteinas contienen dos dedos de
zinc putativos que son idénticos en toda la regién de unién al DNA, y se requiere la
delecién de RPH1 y GIS1 para desreprimir completamente PHR1 en ausencia de
dafio. La desrepresion de PHR1 aumenta la velocidad y el alcance de la
fotorreactivacion in vivo, lo que demuestra que la respuesta al dafio de PHR1 mejora
la capacidad de reparacién celular. Los estudios de competencia de union y de huella
in vitro indican que la secuencia AG4 (C4T) dentro de URSPHRL es el sitio de union
para Rphlp y Gislp y sugiere que al menos un componente de union de DNA

adicional esté presente en el complejo PRP (Sancar y Smith, 1989).

Se sugiere que Rphlp y Gislp reconocen secuencias idénticas. Junto con la
observacion de que tanto RPH1 como GIS1 deben eliminarse para desreprimir
completamente la expresion de PHR1, los datos indican que RPH1 y GIS1 son

funcionalmente redundantes con respecto a la represion de PHR1 (Jang et al., 1999).

El represor Rphl se fosforila en respuesta al dafio del DNA y esta modificacion esta
mediada por la via del punto de control del dafio del DNA. Ademas, la proteina cinasa
Rad53 es necesaria para la fosforilacion de Rphl. La proteina Rphl se fosforila en
residuos de Ser / Thr (Kim et al., 2002).

La metilacion de histonas es una modificacion postraduccional importante que
contribuye a los procesos basados en la cromatina, incluida la regulacion
transcripcional, la reparacion del DNA y la herencia epigenética. En la levadura en
Saccharomyces cerevisiae, la metilacion de la Lys de la histona se produce en las Lys
4,36y 79 de la histona H3, y su depdsito se acopla principalmente a la transcripcion.

Hasta hace poco, se consideraba que la metilacion de histonas era irreversible, pero
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la identificacion de las enzimas histonas desmetilasa ha revelado que esta
modificacion puede regularse dinamicamente. En la levadura, hay cinco proteinas que
contienen el dominio JmjC, un motivo caracteristico que se encuentra en una gran
familia de histonas demetilasas que abarcan muchos organismos. Una proteina que
contiene el dominio JmjC en la levadura es Jhd1, que se ha identificado recientemente
como una histona desmetilasa que se dirige a H3K36 modificada en el estado di- y
monometil. Se identificd una segunda histona desmetilasa que contiene el dominio
JmjC, Rph1l, que puede desmetilar especificamente estados de modificacién de tri- y
dimetilo de H3K36. Sorprendentemente, Rphl puede eliminar la metilacion de H3K9,
una modificacion de histona que no se encuentra en la cromatina de levadura. La
capacidad de Rphl para desmetilar H3K9 proporciona la primera indicacion de que
S. cerevisiae puede haber codificado alguna vez un sistema de metilacion de H3K9 y
sugiere que Rphl es un vestigio funcional de este sistema de modificacion. La
desmetilacion de H3K9 mediada por Rphl puede ser un vestigio funcional de un
sistema de metilacion de H3K9 extinto en S. cerevisiae. Rphl es una desmetilasa
H3K36, estos datos revelan la primera histona desmetilasa de levadura capaz de
eliminar el estado de modificacion de me3 y demuestran que Rphl se dirige a la
desmetilacion de H3K36me3 y H3K36me2 (Klose et al., 2007).

La delecién de RPH1 no causa ningun fenotipo celular manifiesto (Klose et al., 2007).
Rphl funciona para desmetilar H3K36 in vivo y los niveles elevados de Rphl
conducen a defectos de crecimiento que son independientes de la actividad
desmetilasa (Klose et al., 2007).

Rph1 no es una molécula alargada, sino que consta de cuatro subunidades Rphl de
90,2 kDa (masa tedrica). Es sorprendente que Rphl no forme un complejo proteico
heterogéneo estable en la levadura dado que muchas otras enzimas modificadoras
de la cromatina se encuentran en complejos de alto peso molecular que tienen
proteinas accesorias implicadas en dirigir la actividad enziméatica a la cromatina. Una
explicacion de la aparente ausencia de un complejo Rphl estable podria ser la
capacidad intrinseca de Rph1l para unirse directamente al DNA a través de su dominio
ZF C-terminal. Las propiedades de union al DNA de Rphl pueden permitirle funcionar
independientemente de los factores asociados en el reconocimiento de sitios diana
en la cromatina y permitir interacciones mas transitorias con factores proteicos

adicionales mientras antagoniza la metilacion de H3K36. La delecion de RPH1 no
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afecta los perfiles de metilacion de la histona H3K36 global, y las cepas de delecion

son viables, sin mostrar defectos morfologicos o celulares obvios (Klose et al., 2007).

3.4.9 ZAP1

Figura 15. Estructura tridimensional de la proteina ZAP1 (AlphaFold, 2021)

La Figura 15 muestra la estructura de la proteina ZAP1. Los dominios donde se
localizan los dedos de zinc se encuentran en las regiones de color naranja, las zonas
de color azul son las cisteinas y las de color cian son las histidinas que forman los
dedos dedos de zinc C2H2.

3.4.9.3 Modificaciones postraduccionales

Se presentan fosforilaciones en las serinas 9, 151, 156, 166, 515, 856 y 858 y en la

treonina 5 (Saccharomyces Genome Database, 2021).

54


https://www.yeastgenome.org/reference/S000121953

3.4.9.5 Funciones y regulacion de ZAP1

ZAP1 codifica una proteina de 93 kDa con una secuencia similar a los activadores
transcripcionales; los 174 aminoacidos C-terminales contienen cinco dominios de
dedos de zinc C2H2, y el extremo N (residuos 1 a 706) tiene dos dominios de
activacion acidos potenciales. Regula la transcripcion de su propio promotor en
respuesta al zinc a través de un mecanismo autorregulador positivo (Zhao y Eide,
1997).

Los genes blanco de Zaplp estan involucrados en la homeostasis del zinc y la
adaptacion metabdlica a la deficiencia de zinc. Zaplp se inactiva cuando hay
abundancia de zinc (ZAP1 | SGD, s. f.).

En las células deficientes en zinc, Zaplp se une como monémero a un elemento
palindrémico sensible al zinc (ZRE), 5'-ACCTTNAAGGT-3'. Los promotores regulados

por Zaplp contienen tipicamente uno o algunos ZRE reconocibles.

Los siete dedos de Zapl se ajustan a la secuencia consenso de dedos de zinc y se
prevé que formen la estructura BRa encontrada para otros dominios de este tipo. Zap1
ZnF1y ZnF2 no son necesarios para la uniéon de ZRE de alta afinidad. ZnF1y ZnF2
se unen a Zn?* con menor afinidad que los otros cinco dominios de dedos de Zap1
(Bird et al., 2000).

Zapl usa cuatro de sus siete dominios de dedos de zinc para contactar el ZRE y dos
de estos dominan la interaccion al contactar los extremos esenciales de ACC-
GGT. Dos dominios de dedo de Zn (ZF1 y ZF2) no entran en contacto con el DNA,
ZF3 puede ser mas importante para las interacciones proteina-proteina entre dedos.
Los dedos 4 y 7 hacen contacto con los extremos ACC-GGT, mientras que los dedos
5y 6 hacen contacto con la secuencia central de ZRE de 5 pb (Evans-Galea et al.,
2003).

De losdedos 4 a 7, el 4y, en menor medida, el 7 desempeian los papeles principales
en el contacto con la ZRE. Las mutaciones en estos dedos redujeron en gran medida
la afinidad de Zapl por el ZRE de tipo silvestre. Las mutaciones en los dedos 5y 6
tuvieron poco efecto, lo que sugiere que estos dedos son mucho menos importantes

en la unién especifica del sitio (Evans-Galea et al., 2003).
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La region requerida para la capacidad de respuesta al zinc del dominio de activacion
de AD1, denominada 'ZRDAD1, se asign0 a los residuos 182-502. AD1 esta
incrustado dentro de su dominio sensible al zinc mas grande. Se identificaron residuos
clave dentro de ZRDAD1 requeridos para su regulacion por zinc. La mayoria de estos
residuos son cisteinas e histidinas que potencialmente podrian servir como ligandos
de Zn (Il). Tanto la AD1 como la AD2 son fundamentales para el control total de la
expresion génica en respuesta al zinc. La regulacion de AD2 por zinc requiere un par
de dedos de zinc C2H2 adicionales, ZF1 y ZF2. AD2 se encuentra dentro de los
puntos finales de ZF2. AD2 esta activo cuando el zinc no esta unido a estos dedos y
esta funcion de activacion es inhibida por la unién de Zn (2+) tanto a ZF1 como a
ZF2. Por tanto, ZF1 y ZF2 pueden servir como sensores de zinc para controlar la
funcion AD2. AD1 se localizé en los residuos 332-402 (Drysdale et al., 1995;
Triezenberg, 1995).

Los residuos en ZRDAD1 que son importantes para la capacidad de respuesta del
zinc de AD1 son: C202, C203, H207 y H461-464, como particularmente criticos. La
mutacion de estos residuos afecta en gran medida la capacidad de respuesta del zinc.
AD1 es menos activo en células limitadas en zinc bajo estrés por calor y AD2 juega
un papel mas importante en esas condiciones. Estos resultados sugieren que AD2
puede contribuir mas a la funcién de Zapl cuando la deficiencia de zinc se combina
con otras tensiones ambientales. La respuesta al choque térmico se induce en
condiciones de deficiencia severa de zinc (Frey y Eide, 2011). AD1 juega el papel
principal en todos los promotores regulados por Zapl. Con respecto a la funcién de
AD2, los genes diana de Zapl se clasifican en dos clases generales, aquellos genes
gue son activados de manera eficiente por AD2 y aquellos en los que AD2 esta
inactivo. AD2 es un dominio mas débil que AD1 y esto puede explicar por qué es
menos capaz de activar algunos promotores. AD2 puede ser necesario para ayudar
a AD1 cuando la deficiencia de zinc se combina con otras tensiones como el estrés

por calor (Frey y Eide, 2012).

En abundancia de zinc, el almacenamiento de zinc esta mediado por dos
transportadores en la membrana vacuolar, Cotlp y Zrclp. En condiciones de
deficiencia de zinc, las reservas vacuolares de zinc se movilizan mediante la actividad

de Zrt3p, un transportador de la familia ZIP en la membrana vacuolar. ZRC1 también

56



es inducido por Zaplp durante la deficiencia de zinc como una medida protectora para
las células expuestas a un influjo repentino de zinc producido por la expresion de

sistemas de absorcién en niveles altos (MacDiarmid, 2000).

Fet4p es un transportador de metales de baja afinidad y amplia especificidad, cuya
expresion es inducida por Zaplp en condiciones limitantes de zinc. Zrgl7p, parte de
un transportador heterodimérico con Msc2p que transfiere zinc desde el citosol a la
luz del ER, y miembro de la familia de bombas de eflujo de facilitadores de difusion
de cationes, también esté regulado por zinc directamente a través de Zaplp (ZAP1 |
SGD, s. f.).

ZAP1 también puede regular otros genes implicados en la utilizacion de fuentes de
fosfato y carbono (PHO13 y ADH4), el control de la biosintesis de aminoécidos
(MET30) y el transporte de cationes intracelulares (PMR2 y ZRC1). Muchas proteinas
dependientes de zinc se encuentran dentro de organulos, por ejemplo, mitocondrias,
reticulo endoplasmico, etc.; por lo tanto, es importante que el zinc se transporte a
estos organulos de manera eficiente. Como se describié anteriormente, Zrclp puede
cumplir este papel en la vacuola. Varios otros genes en nuestra lista de objetivos de
Zaplp también codifican proteinas transportadoras de zinc potenciales, incluidas
YNRO039c y YOL002c (Zhao y Eide, 1997).

DPP1 (ZRG1) depende completamente de la funcion de ZAP1, lo que sugiere un
papel en la homeostasis del zinc (Zhao y Eide, 1996). La estructura de la proteina
DPP1 sugirié un papel en el transporte de zinc, con seis dominios transmembrana y

un conjunto altamente conservado de tres residuos de histidina (Toke et al., 1998).

La movilizacion del zinc almacenado en la vacuola esta mediada por el transportador
Zrt3p (MacDiarmid et al., 2000). La expresion de ZRT1, ZRT2 y ZRT3 aumenta en
las células limitadas en zinc. Esta induccién esta mediada por el activador
transcripcional Zap1p. Un solo ZRE es suficiente para conferir expresion dependiente
de Zaplp (MacDiarmid et al., 2000; Zhao et al., 1998).

Las isoenzimas (Adhlp, Adh2p, Adh3p y Adh5p) en S. cerevisiae utilizan zinc como
cofactor. Por el contrario, Adh4p puede utilizar hierro en lugar de zinc. Las cuatro

isoenzimas de ADH dependientes de zinc se expresan a niveles mas bajos en
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condiciones limitantes de zinc. Varias enzimas involucradas en el metabolismo del
etanol (p. Ej., Las aldehido deshidrogenasas codificadas por ALD2 y ALD3 también
se ven afectadas de manera dependiente de Zaplp, lo que sugiere que esta via
bioquimica es particularmente sensible a la deficiencia de zinc). La proteina ADH4 se
ha caracterizado como una alcohol deshidrogenasa dependiente de zinc que se
pensé que se expresaba minimamente (Drewke y Ciriacy, 1988). La induccién de la
expresion de ADH4 en condiciones de bajo contenido de zinc sugiere que esta
proteina funciona en estas condiciones como respaldo de la alcohol deshidrogenasa
fuertemente expresada codificada por ADH1. Durante la inanicion de zinc, se requiere
Zapl para la represion de la expresion de ADH1. ADH1 codifica la principal alcohol
deshidrogenasa dependiente de zinc que se utiliza durante la fermentacién. Durante
la inanicion de zinc, Zapl se une rio arriba del activador Zapl e induce una
transcripcion de RNA intergénica, ZRR1. La expresion de ZRR1 conduce al
desplazamiento transitorio de Rapl del promotor ADH1 que da como resultado la
represion de ADH1. ADH3, la principal alcohol deshidrogenasa mitocondrial, esta
regulada de manera similar a ADH1. Por lo tanto, durante la deficiencia de zinc, Zapl
media la represion de dos de las enzimas que requieren zinc mas abundantes. Adhl
y Adh3 que contienen Zn estan reprimidos en células limitadas con zinc, mientras que
el gen de la alcohol deshidrogenasa similar al hierro, ADH4, se induce al
maximo. Adh4 es la Unica alcohol deshidrogenasa en levadura que se asemeja a las
alcohol deshidrogenasas que contienen hierro. Aunque los ligandos de unién al hierro
se conservan en Adh4, la purificacién de Adh4 de S. cerevisiae revel6 la presencia de
zinc unido y no de hierro. Ademas, los estudios de reconstitucion de Adh4 in vitro
demostraron que solo el Zn (Il) y no el Fe (Il) podian activar la enzima (Drewke y
Ciriacy, 1988; Lyons et al., 2000; Bird et al., 2006).

La localizacion nuclear de Zapl no cambia en respuesta al zinc, lo que sugiere que el
zinc regula la unién al DNA y / o la funcion del dominio de activacion. Es probable que
el zinc nuclear esté en equilibrio con la reserva citoplasmatica porque el ibn metalico
probablemente puede difundirse sin obstaculos a través de grandes estructuras de
canales que se encuentran en los complejos de poros nucleares (Paine et al., 1975;
Hinshaw et al., 1992).
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El agotamiento de zinc del medio de crecimiento de las células de tipo silvestre da
como resultado cambios en el metabolismo de los fosfolipidos, incluido un aumento
en el contenido de fosfatidilinositol (lwanyshyn et al., 2004). Se examinaron los
efectos del agotamiento del zinc sobre la regulacion de la fosfatidilinositol sintasa
codificada por PIS1, la enzima que cataliza la formacion de fosfatidilinositol a partir de
CDP-diacilglicerol e inositol. La regulacion de la expresion del gen PIS1 por la
deplecion de zinc estaba mediada por el factor de transcripcion regulado por zinc
Zaplp. La actividad de la Pl sintasa esté elevada en las células con deplecién de zinc
(Iwanyshyn et al., 2004; Han et al., 2005).

La regulacion de la etanolamina cinasa mediada por zinc y la sintesis de fosfolipidos
a través de la rama CDP-etanolamina de la via Kennedy estan controladas en parte
por Zaplp. Esa regulaciéon por deplecion de zinc no se perdio totalmente en el mutante
zap1A se indicé que factores de transcripcion adicionales estaban involucrados en la

regulacion de EKI1 por zinc (Kersting y Carman, 2006).

La levadura Saccharomyces cerevisiae también experimenta estrés oxidativo cuando
tiene deficiencia de zinc. El gen TSA1 es uno de esos objetivos de Zaplp cuya
expresion aumenta con la deficiencia de zinc. TSA1 codifica una peroxidasa citosoélica
dependiente de tiorredoxina responsable de degradar el peroxido de hidrégeno y los

hidroperdxidos organicos (Wu et al., 2007).

El agotamiento de zinc dio como resultado una induccion de la expresion de CKI1
dependiente de la concentracion. Esta regulacion fue mediada por el activador

transcripcional inducible por zinc y sensible al zinc Zaplp (Soto y Carman, 2008).

Existe un mecanismo de represion génica mediada por Zapl mediante el cual la
transcripcion de los genes MET3, MET14 y MET16 se reprime en células limitadas en
zinc. Estos genes codifican las tres primeras enzimas de la via de asimilacién de
sulfatos. MET30, que codifica un componente de la ubiquitina ligasa SCFMet30, es
un gen diana directo de Zapl. La expresion de MET30 aumenta en células limitadas
en zinc, y esto conduce a la degradacion de Met4, un factor de transcripcion
responsable de la expresion de MET3, MET14 y MET16 cuando los niveles de estos

compuestos que contienen azufre son bajos. Esta via media la conversion de SO42
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en metionina, S-adenosilmetionina, cisteina y glutation. Met4 es inactivada por la
ubiquitina ligasa SCFMet30 a través del sistema ubiquitina-proteasoma cuando estos
compuestos se acumulan a niveles altos. Zapl promueve la degradacion de la
proteina Met4 en células limitadas en zinc activando la expresion del gen MET30. De
esta manera, la acumulacion de proteina Met4, la expresiéon de MET3, MET14 y
MET16 y la asimilacion de sulfato disminuyen en las células limitadas en zinc. De
acuerdo con una disminucion en la asimilacion de sulfato en las células limitadas en
zinc, un estudio anterior sugirié que SAM3 es un objetivo potencial de la activacion de
Zapl. SAM3 codifica una permeasa de S-adenosilmetionina que puede transportar S-
adenosilmetionina extracelular al interior de la célula (Rouillon et al., 1999). La S-
adenosilmetionina importada podria usarse como fuente de metionina o como fuente
de homocisteina para la sintesis de cisteina y glutation. Por tanto, el aumento de la
captacion de S-adenosilmetionina extracelular por Sam3 puede evitar la asimilacion

disminuida de sulfato que se produce en las células limitadas en zinc (Wu et al., 2009).

Las proteinas Msc2 y Zrgl7 de Saccharomyces cerevisiae son miembros de la familia
de transportadores de zinc que facilitan la difusidbn de cationes. Estas proteinas
forman complejos heteroméricos que transportan zinc al RE (reticulo endoplasmico).
Los niveles de mRNA de ZRG17 estaban elevados en las células limitadas con zinc
de una manera dependiente de Zapl y también estaban elevados en las células
repletas de zinc que expresaban un alelo constitutivamente activo de Zapl. ZRG17
es un gen blanco directo de Zapl y su regulacién tiene importancia biolégica para

mantener la funcién del RE (Wu et al., 2011).

Se ha demostrado que el metabolismo de triacilglicerol (TAG) esta regulado por el
factor de transcripcion Pho4 en condiciones bajas de fosfato (Yadav et al., 2015). La
delecién del factor de transcripcion ZAP1 mostré un aumento significativo de
triacilglicerol (TAG). Encontramos que la expresion de ETR1, una enzima involucrada
en la via de sintesis de acidos grasos mitocondriales (mtFAS), esta regulada a la baja
en la cepa zap14, y la delecion de ETR1 da como resultado un aumento significativo
de lipidos neutros. El ETR1 cataliza la reduccién dependiente de NADPH de 2-enoil
tioésteres. La via mtFAS se conserva en eucariotas y produce acido octanoico, que
es un precursor del cofactor acido lipoico (LA). LA es indispensable para la funcién de

varias enzimas mitocondriales (Schonauer et al.,, 2009; Hiltunen et al.,
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2010). Estudios anteriores demostraron que la delecion o los cambios en la expresion
de cualquier gen involucrado en mtFAS dieron como resultado mitocondrias
rudimentarias que eran deficientes en la competencia respiratoria (Hiltunen et al.,
2009). Los genes de la ruta MtFAS en zap1A mostraron un nivel de expresion
comprometido. EI ETR1, al igual que otros genes diana regulados por Zaplp, tiene
una secuencia ZRE en su promotor que responde moderadamente a los cambios en
las condiciones del zinc. La regulacion de los genes de la via mtFAS a nivel
transcripcional no se comprende bien. ZAP1 afecta la funcion mitocondrial a través
de la regulacion transcripcional de ETR1. Una reduccion en el nivel de expresion de
ETR1 en ausencia de Zaplp provoca una disminucion de la competencia respiratoria
debido a alteraciones en la morfologia y funciones mitocondriales, lo que a su vez

conduce a una acumulacion de TAG en la cepa zap1A4 (Singh et al., 2016).

UBI4 codifica cinco monomeros de ubiquitina en tandem y es esencial para el
crecimiento en condiciones de deficiencia de zinc. Zapl controla UBI4 induciendo la
transcripcion de un promotor intragénico, y el mRNA truncado resultante codifica solo

dos de las cinco repeticiones de ubiquitina (MacDiarmid et al., 2016).

4. Objetivo general

Identificar cisteinas susceptibles a modificacion postraduccional en nueve proteinas

de la familia de dedos de zinc.

5. Objetivos particulares

e Conocer los tipos de modificaciones postraduccionales en las cisteinas.
e Determinar si las cisteinas susceptibles a modificacién postraduccional se

encuentran en los dominios de dedos de zinc.

6. Procedimiento

Para cumplir con el objetivo principal se sigui6 el siguiente procedimiento.
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6.1 Obtencion de las secuencias de proteinas

En la pagina de Saccharomyces Genome Database se descargaron las secuencias
de amindacidos en formato FASTA, las cuales se emplearon en los programas
mencionados en los objetivos, tales como: AlphaFold, CLUSTAL-OMEGA, KALIGN,
T-COFFEE, MAFFT, MUSCLE y IUPred2A.

6.2 Alineamientos de las proteinas de estudio

Se emplearon cinco plataformas (CLUSTAL-OMEGA, KALIGN, T-COFFEE, MAFFT
y MUSCLE) para realizar los alineamientos de las proteinas ACE2, AZF1, COM2,
MET31, MIG1, MIG3, RIM101, RPH1 y ZAP1. En todos los programas, se colocaron
las secuencias de las proteinas de interés en una sola corrida y se obtuvieron los

alineamientos. Se eligieron los que obtuvieron una mejor alineacion

6.3 Obtencion de los modelos tridimensionales de las proteinas

Una vez obtenidas las secuencias de aminoacidos de Saccharomyces Genome
Database, se insertaron en el software de AlphaFold, el cual predice las estructuras
tridimensionales de las secuencias de aminoacidos a partir de un sistema de

inteligencia artificial desarrollado por la empresa DeepMind (Jumper et al.,2021).

6.4 Visualizacién y manipulacién de los modelos para la identificacion de cisteinas

de interés

Los modelos obtenidos en la pagina web de AlphaFold se visualizaron en el programa
PyMOL, el cual es un software que permite la visualizacion y la manipulacion de las
estructuras tridimensionales de las proteinas.

Se identificaron las cisteinas que cumplan con todas las siguientes caracteristicas:

1. Aquellas que se encuentran en la superficie.
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2. Tienen aminoacidos basicos (Arg, Lys e His) o aromaticos (Tyr, Phe, Trp e His)
a menos de 7 A de distancia entre el azufre del grupo tiol de la cisteina y el
ultimo atomo del grupo funcional del aminoacido de interés.

3. Pueden sufrir alguna modificacién postraduccional en medio oxidante o

reductor.

6.4.1 Cisteinas sensibles al medio oxidante o reductor

La plataforma de IUPred2A (por sus siglas en inglés Prediction of Intrinsically
Unstructured Proteins) identifica regiones de proteinas intrinsecamente
desordenadas basandose en un modelo basado en la biofisica, el cual permite
calcular la energia de cada residuo en funcion de sus interacciones con otros residuos
en contacto en la estructura, con base en la estimacién de energia, los residuos que
tienen energias favorables se pronostican ordenados y los residuos con energias
desfavorables se pronostican desordenados. El usuario puede ingresar cualquier
secuencia de proteina e IUPred2A devuelve una puntuacion entre 0 y 1 para cada
residuo, correspondiente a la probabilidad de que el residuo dado sea parte de una
region desordenada. Los residuos con una puntuacion predicha superior a 0,5 se
consideran desordenados, mientras que los residuos con puntuaciones mas bajas se
consideran ordenados. Se basa en las cisteinas para predecir las regiones
desordenadas que se ven afectadas por el ambiente reductor u oxidante en el que se
encuentra la cisteina. En condiciones reductoras, los residuos de cisteina pueden
comportarse como aminoacidos polares, muy similares a la serina. Las cisteinas
pueden desempefiar funciones esenciales en la estabilizacion de la conformacion
plegada mediante la coordinacién de iones Zn?* en condiciones reductoras, o
mediante la formacién de enlaces disulfuro que suelen utilizar las proteinas
extracelulares que experimentan condiciones oxidativas (Mészaros et al., 2018).

En IUPred2A los residuos de cisteina se cambian a serina en la secuencia de
aminoacidos. Asi, se generan dos perfiles de prediccion de desorden, uno
correspondiente al estado que se logra a través de la estabilizacion de cisteina (redox-
plus) y otro sin estabilizacion de cisteina (redox-minus), modelados por un intercambio
de cisteina/serina. En muchos casos, los dos perfiles no difieren significativamente.

Sin embargo, la suposicion es que, en el caso de proteinas redox condicionalmente
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desordenadas, los dos perfiles estarian separados y resaltarian regiones sensibles a
redox (zonas de color lila) en funcion de sus diferentes tendencias de desorden. Estas
regiones se definen cuando la linea redox-menos (con cisteina) predice el desorden
para una regiéon minima de 10 residuos, mientras que el perfil redox-mas (con serina)
no predice ningun desorden para la misma region (Mészéros et al., 2018).

IUPred2A ofrece tres tipos diferentes de prediccion de trastornos, cada uno con
diferentes parametros optimizados para aplicaciones ligeramente diferentes. Estos
son: desorden largo, desorden corto y dominios estructurados. En la opcion del
desorden largo predice el desorden estructural global que abarca al menos 30
residuos consecutivos de la proteina. En el desorden corto, IUPred2A predice
regiones desordenadas cortas, como residuos faltantes en la estructura de rayos X
de una proteina globular. En los dominios estructurados, el algoritmo encuentra
regiones continuas ordenadas. Las regiones vecinas cercanas entre si se fusionan,
mientras que las regiones mas cortas que el tamafio de dominio minimo de al menos
30 residuos se ignoran. Cuando se selecciona este tipo de prediccion, se devuelven
las regiones previstas para corresponder a dominios estructurados/globulares.

Con la plataforma de IUPred2A se buscaron aquellas cisteinas que en medio oxidante
pudieran ser inestables, para ello, se insertaron las secuencias de aminoacidos en
tres opciones (desorden largo, desorden corto y dominios estructurados) y se obtuvo
una lista de todos los aminoacidos, aquellos que tienen un 1 en lugar de un 0 (Figura
16, Figura 18 y Figura 20) son aquellos que son sensibles en medio oxidante y son
de interés para este estudio, en particular las cisteinas. Ademas, se obtuvieron
graficas donde se sefiala la sensibilidad al medio oxidante en la secuencia de la

proteina (Figura 17, Figura 19 y Figura 21).
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Figura 16. Resultados de long disorder en ACE2 de IUPred2A
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Figura 17. Grafica de long disorder de ACE2
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Figura 21. Gréfica de Structured Domains de ACE2 en IUPred2A

Cuando se obtuvieron los resultados de IUPred2A para todas las proteinas se
recopilaron en una tabla aquellas cisteinas sensibles al medio redox. Estas cisteinas

se localizaron en los modelos de las proteinas con ayuda del programa PyMOL.

5.4.2 Cisteinas en superficie y con aminoacidos basicos y aromaticos cercanos

Se identificaron aminoéacidos basicos y aromaticos que estuvieran a 7 A de distancia
del grupo tiol de las cisteinas y se recopilaron las cisteinas con sus respectivos

aminoacidos vecinos (basicos y aromaticos) en las tablas de la seccion de resultados.
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Aquellas cisteinas que no tuvieran ese tipo de aminoacidos a esa distancia se

descartaron. Solamente se seleccionaron las cisteinas que estuvieran en la superficie.

Para encontrar los aminoacidos que se encuentran alrededor se empled la
herramienta “wizard” en PyMOL, la cual te permite medir la distancia entre los atomos

gue conforman la proteina (Figura 22).

.--.-.‘".

Figura 22. Ejemplo de mediciones con wizard en PyMOL (PyMOL,2021)

6.5 Cambio de cisteina a serina in silico

Las cisteinas que tuvieron las caracteristicas de estar en la superficie, que tienen
aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms y son sensibles en medio
oxidante se cambiaron por serinas (in silico) y se evalué la estructura obtenida en
IUPred2A. Esto con el fin de averiguar qué cisteinas son mas sensibles en medio
oxidante, estas cisteinas se pueden identificar porque al ser cambiadas por serinas,
la region sensible al medio oxidante que ocasiona la cisteina se elimina parcial o
totalmente de la gréfica. Lo anterior se realiza para evaluar en un futuro las

modificaciones postraduccionales que pueden tener.
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7. Resultados

7.1 Alineamientos

Se realizaron alineamientos de las 9 proteinas de estudio en programas de alineacion

de secuencias multiples: Clustal Omega, Kalign, Muscle, T-COFFEE y MAFFT

7.1.1 CLUSTAL OMEGA

MIG3
MIG1
ACE2
RIM101
comM2
AZF1
ZAP1
RPH1
MET31

MIG3

MIG1
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RIM101
coM2
AZF1
ZAP1
RPH1
MET31
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Figura 23. Alineamiento de las proteinas ACE2, AZF1, COM2, MET31, MIG1, MIG3,

RIM101, RPH1 y ZAP1, por medio de la plataforma CLUSTAL OMEGA

Se puede observar en los alineamientos de la figura 23 que las Cys e His (ambas de

color verde) se marcan con asteriscos, ademas de Lys (color morado) y Phe (color

rojo).
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7.1.2 T-COFFEE

ACE2 NKVFKRRYNIR - SHIQTH-- LQDRPYSCDFPGCTKAFVRNHDLIRHKI-S
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MIBE 3 sesmsssveascessesasnnn PRPHAC - -PTCHRAFHRLEHQTRHMR - I
MIGZ 3 sunsissdsasshobnneanes QRPFRC - -EICSRGFHRLEHKKRHGR-T
RIM101 HDHVGRKSHKN - = = = == === = = LQ- LNCHWGDCTTKTEKRDHITSHLR-V
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ZAP1 HRTFPQRQKLI - RHLKVH- - SKYKPYKC - -KTCKRCFSSEETLVQHTR-T
. * » *
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MET31 HSLVLPHICS - -NCGKGFARKDALKRHSNTL -TCQRN- -R= == ===~~~
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RIM101 HVPLKPFGCS - - TCSKKFKRPQDLKKHLK ITHL - E - - SGGILKRKRGPK - -
RPH1 HSGEKPHSCP - - KCGKRFKRRDHVLQHLNKKIPCISN- === === == ===~
ZAP1
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* * * % % .

Figura 24. Alineamiento de las proteinas ACE2, AZF1, COM2, MET31, MIG1, MIGS3,
RIM101, RPH1 y ZAP1, por medio de la plataforma T-COFFEE

Las zonas marcadas con asteriscos muestran las Cys, His, Phe y Lys alineadas
(Figura 24).
7.2 ldentificacion de cisteinas de interés

Tabla 2. Cisteinas sensibles al medio oxidante en las proteinas ACE, AZF1, COM2,
MET31, MIG1, MIG3, RIM101, RPH1 y ZAP1

Proteina Cisteinas
ACE2 C635, C640, C664, C666, C685
AZF1 C595, C598, C623, C626, C651, C654, C679, C684
COM2 C391, C394, C414, C420, C423
MET31 C97, C100, C125, C128, C147
MIG1 C40, C43, C68, C73
MIG3 C19, C22, C47, C52
RIM101 C148, C153, C168, C184, C189, C214, C217, C261, C269
RPH1 C711, C714, C740, C743, C763
ZAP1 C96, C102, C108, C192, C194, C202, C203, C256, C286, C290,
C294, C323, C326, C335, C352, C387, C570, C581, C586, C590,
C618, C623, C631, C639, C670, C707, C712, C740, C745, C770,
C773, C776, C798, C801, C826, C829, C852, C855, C872
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Las cisteinas sensibles al medio oxidante se localizaron con ayuda del programa

IUPred2A, se puede notar en la Tabla 2 que existen mas de una cisteina con esta

caracteristica.

Tabla 3. Cisteinas sensibles al medio oxidante en las proteinas ACE, AZF1, COM2,
MET31, MIG1, MIG3, RIM101, RPH1 y ZAP1 que se encuentran en la superficie

Proteina Cisteinas
ACE2 C664, C666
AZF1 C651, C654
COM2 C420, C423
MET31 C97, C100, C125, C128, C147
MIG1 C40, C43
MIG3 C19, C22, C52
RIM101 C148, C153, C184, C189
RPH1 C711, C714, C740, C743
ZAP1 C581, C586, C618, C623,
C798, C801

Tabla 4. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las
cisteinas de interés en ACE2

Cys | No. AA Distancia (A)

664 | Phe 670 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 664 al hidrogeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 670.

His 679 3.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 664 al hidrogeno del
nitrdgeno del grupo imidazol de la His 679.

666 | Lys 668 5.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 666 al hidrogeno del
amino del grupo R de la Lys 668.

Phe 670 6.0 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 666 al hidrogeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 670.

His 679 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 666 al hidrogeno del
nitrégeno del grupo imidazol de la His 679.

La proteina ACE?2 tiene dos cisteinas en superficie con aminoacidos (basicos y

aromaticos) a menos de 7 angstroms.
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Tabla 5. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en AZF1

Cys | No.AA Distancia (A)

651 | Phe 658 | 6.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 651 al hidrégeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 658.
His 667 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 651 al hidrégeno

del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 667.
His 671 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 651 al hidrégeno

del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 671.
654 Lys 656 | 5.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 654 al hidrogeno

del amino del grupo R de la Lys 656.

Phe 658 | 6.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 654 al hidrégeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 658.
His 667 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 654 al hidrégeno

del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 667.
His 671 4.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 654 al hidrégeno

del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 671.

AZF1 tiene 2 cisteinas en superficie con aminoacidos basicos y aromaticos a menos

de 7 angstroms.

Tabla 6. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en COM2

Cys No. AA Distancia (A)
420 His 421 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 420 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 421.
Phe 427 | 6.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 420 al hidrégeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 427.
His 436 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 420 al hidrogeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 436.
His 440 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 420 al hidrogeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 440.
423 Lys 425 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 423 al hidrégeno

del amino del grupo R de la Lys 425.
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Phe 427 | 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 423 al hidrogeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 427.
His 436 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 423 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 436.
His 440 3.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 423 al hidrogeno

del nitrégeno del grupo imidazol de la His 440.

COM2 tiene 2 cisteinas en superficie con aminoacidos basicos y aromaticos a
menos de 7 angstroms.

Tabla 7. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en MET31

Cys No. AA Distancia (A)
97 His 113 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 97 al hidrégeno del
nitrdgeno del grupo imidazol de la His 113.
His 117 | 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 97 al hidrégeno del
nitrdgeno del grupo imidazol de la His 117.
Phe 104 6.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 97 al hidrégeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 104.
100 His 113 4.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 100 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 113.
His 117 6.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 100 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 117.
Phe 104 | 6.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 100 al hidrégeno en
posicion para del grupo fenil de la Phe 104.
125 His 141 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 125 al hidrogeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 141.
Phe 132 | 6.8 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 125 al hidrégeno en
posicion para del grupo fenil de la Phe 132.
128 Lys 130 6.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 128 al hidrégeno
del amino del grupo R de la Lys 130.
His 141 3.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 128 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 141.
Phe 132 | 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 128 al hidrégeno en

posicion para del grupo fenil de la Phe 132.
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147

His 141 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 147 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 141.
Phe 132 | 6.8 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 147 al hidrégeno en

posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 132.

MET3L1 tiene 5 cisteinas en superficie con aminoacidos basicos y aromaticos a

menos de 7 angstroms.

Tabla 8. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en MIG1

Cys No. AA Distancia (A)

40 Phe 47 3.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 40 al hidrogeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 47.
His 56 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 40 al hidrégeno

del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 56.
His 60 6.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 40 al hidrégeno

del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 60.
43 Phe 47 6.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 43 al hidrogeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 47.
His 56 3.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 43 al hidrégeno

del nitrogeno del grupo imidazol de la His 56.
His 60 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 43 al hidrogeno

del nitrogeno del grupo imidazol de la His 60.

MIGL1 tiene 2 cisteinas en superficie con aminoacidos bésicos y aromaticos a menos

de 7 angstroms.

Tabla 9. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en MIG3

Cys No. AA Distancia (A)
19 Phe 26 6.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 19 al hidrégeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 26.
Lys 32 6.7 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 19 al hidrégeno
del amino del grupo R de la Lys 32.
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His 35 3.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 19 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 35.
His 39 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 19 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 39.
22 Phe 26 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 22 al hidrégeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 26.
His 35 3.0 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 22 al hidrégeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 35.
His 39 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 22 al hidrégeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 39.
52 Lys 54 5.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 52 al hidrégeno
del amino del grupo R de la Lys 54.
His 69 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 52 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 69.
Phe 56 6.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 52 al hidrégeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 56.
His 65 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 52 al hidrégeno

del nitrégeno del grupo imidazol de la His 65.

MIG3 tiene 3 cisteinas en superficie con aminoacidos basicos y aromaticos a menos

de 7 angstroms.

Tabla 10. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en RIM101

Cys No. AA Distancia (A)

148 Phe 157 6.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 148 al hidrégeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 157.
His 166 3.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 148 al hidrégeno

del nitrogeno del grupo imidazol de la His 166.
His 171 3.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 148 al hidrégeno

del nitrogeno del grupo imidazol de la His 171.
153 Phe 157 6.0 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 153 al hidrogeno
en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 157.
His 166 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 153 al hidrogeno

del nitrégeno del grupo imidazol de la His 166.

74



His 171 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 153 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 171.

184 His 202 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 184 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 202.

His 206 3.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 184 al hidrogeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 206.

189 His 202 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 189 al hidrégeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 202.

His 206 3.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 189 al hidrogeno

del nitrégeno del grupo imidazol de la His 206.

RIM101 tiene 4 cisteinas en superficie con aminoacidos basicos y aromaticos a

menos de 7 angstroms.

Tabla 11. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en RPH1

Cys No. AA Distancia (A)
711 Phe 718 | 6.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 711 al hidrogeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 718.
His 727 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 711 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 727.
Lys 728 5.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 711 al hidrégeno
del amino del grupo R de la Lys 728.
His 732 3.6 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 711 al hidrogeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 732.
714 Arg 716 5.7 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 714 al hidrogeno
del ultimo grupo amino del grupo R de la Arg 716.
Phe 718 | 5.7 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 714 al hidrogeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 718.
His 727 3.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 714 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 727.
His 732 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 714 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 732.
740 Phe 747 | 6.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 740 al hidrégeno en

posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 747.
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His 756 3.5 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 740 al hidrégeno
del nitrdgeno del grupo imidazol de la His 756.
743 Lys 745 5.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 743 al hidrégeno
del amino del grupo R de la Lys 745.
Phe 747 | 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 743 al hidrogeno en
posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 747.
His 756 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 743 al hidrogeno

del nitrégeno del grupo imidazol de la His 756.

RPH1 tiene 4 cisteinas en superficie con aminoécidos basicos y arométicos a

menos de 7 angstroms.

Tabla 12. Aminoacidos basicos y aromaticos a menos de 7 angstroms en las

cisteinas de interés en ZAP1

Cys No. AA Distancia (A)
581 His 599 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 581 al hidrégeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 599.
His 604 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 581 al hidrogeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 604.
586 His 599 3.1 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 586 al hidrogeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 599.
His 604 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 586 al hidrogeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 604.
618 His 636 3.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 618 al hidrégeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 636.
His 641 3.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 618 al hidrogeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 641.
623 His 636 3.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 623 al hidrogeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 636.
His 641 3.8 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 623 al hidrogeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 641.
798 His 799 5.9 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 798 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 799.
Phe 805 6.4 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 798 al hidrogeno

en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 805.
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His 814 3.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 798 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 814.

His 818 3.8 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 798 al hidrégeno
del nitrogeno del grupo imidazol de la His 818.

801 Lys 803 5.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 801 al hidrogeno

del amino del grupo R de la Lys 803.

Phe 805 6.3 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 801 al hidrogeno

en posicion para del grupo fenil del grupo R de la Phe 805.

His 814 3.2 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 801 al hidrégeno
del nitrégeno del grupo imidazol de la His 814.

His 818 5.0 A Del azufre del grupo tiol de la Cys 801 al hidrogeno

del nitrégeno del grupo imidazol de la His 818.

ZAP1 tiene 6 cisteinas en superficie con aminodcidos basicos y aromaticos a menos

de 7 angstroms.

7.3 Resultados del programa IUPred2A (cambio de cisteina a serina)

La interfaz de IUPred2A permiti6 identificar cisteinas sensibles al medio redox (Tabla

13), pues estas cambian la estructura de la proteina. En las graficas se puede

observar cémo zonas de sensibilidad al medio redox, que se muestran de color lila.

Si al cambiar estas cisteinas por serinas, las zonas de color lila disminuyen, la cisteina

se seleccionaba.

Tabla 13. Cisteinas que son susceptibles a modificaciones postraduccionales

Proteina Cisteina (s)
ACE2 C664 y C666
AZF1 C651 y C654
COM2 C420y C423
MET31 Cl125y C128
MIG1 C43
MIG3 C22

RIM101 C189
RPH1 C740y C743
ZAP1 C581 y C586
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En cada gréfica, el eje de las ordenadas representa la puntuacion adimensional de 0
a 1 que indica qué tan desordenadas estan las zonas de la proteina, donde 0 significa
gue hay menor desorden y 1 mayor desorden. En el eje de las abscisas se encuentra
la posicion de los aminoacidos de la proteina. Los resultados obtenidos que forman
la linea de color morado en la grafica, también denominada “Minus”, representa la
prediccidon del desorden si a la proteina no se le realiza ningn cambio. Por otro lado,
la linea de color rojo “Plus” sefiala el resultado de que a la proteina se le cambiaran
las cisteinas por serinas. Las zonas donde ambas lineas se separan, dejan un espacio
y se ilumina de color lila indica que hay cisteinas que son sensibles a un medio
oxidante, ya que hubo un cambio en la estructura. Ademas, para cada cisteina que
se cambid se obtuvieron 3 graficas distintas que corresponden regiones largas
desordenadas, regiones cortas desordenadas y dominios estructurados.

7.3.1 ACE2

Gréfica 1. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoé&cidos en ACE2 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Gréfica 2. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ACE2 después de la mutacion de la cisteina 664 por serina en
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regiones largas desordenadas
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Grafica 3. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ACE2 después de la mutacion de la cisteina 666 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Grafica 1 muestra el antes y las Gréficas 2 y 3 el después de que las cisteinas 664
y 666 de ACE2 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 4. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ACE2 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Grafica 5. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ACE2 después de la mutacion de la cisteina 664 por serina en

regiones cortas desordenadas
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Grafica 6. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ACE2 después de la mutacion de la cisteina 666 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Grafica 4 muestra el antes y la Grafica 5y 6 el después de que las cisteinas 664 y
666 de ACE2 se mutaran por serina. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 7. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoéacidos en ACE2 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 8. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en ACE2 después de la mutacion de la cisteina 664 por serina de
dominios estructurados
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Grafica 9. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en ACE2 después de la mutacion de la cisteina 666 por serina de
dominios estructurados
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La Grafica 7 muestra el antes y las Gréficas 8 y 9 el después de que las cisteinas 664

y 666 de ACE2 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.2 AZF1

Gréfica 10. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Grafica 11. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 después de la mutacion de la cisteina 651 por serina en
regiones largas desordenadas
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Grafica 12. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 después de la mutacion de la cisteina 654 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Grafica 10 muestra el antes y las Graficas 11y 12 el después de que las cisteinas
651 y 654 de AZF1 se mutaran por serina. Se puede observar que la zona de color
lila disminuyé considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 13. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Grafica 14. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 después de la mutacion de la cisteina 651 por serina en
regiones cortas desordenadas
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Gréfica 15. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoéacidos en AZF1 después de la mutacion de la cisteina 654 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Grafica 13 muestra el antes y las Gréficas 14 y 15 el después de que las cisteinas
651 y 654 de AZF1 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color
lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 16. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoé&cidos en AZF1 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 17. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 después de la mutacion de la cisteina 651 por serina en
dominios estructurados
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Grafica 18. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en AZF1 después de la mutacion de la cisteina 654 por serina en
dominios estructurados

Redox sensitive disorder score —— Minus — Plus

0.5 ]
0.6
PR
2 1
@]
043

0] , , . . " . . . . ,
0 200 400 600

Paosition

La Grafica 16 muestra el antes y las Gréficas 17 y 18 el después de que las cisteinas
651y 654 de AZF1 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.3 COM2

Gréfica 19. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Grafica 20. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 después de la mutacion de la cisteina 420 por serina en
regiones largas desordenadas
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Gréfica 21. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoacidos en COM2 después de la mutacion de la cisteina 423 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Grafica 19 muestra el antes y las Graficas 20 y 21 el después de que las cisteinas
420 y 423 de COM2 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color
lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 22. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Grafica 23. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 después de la mutacion de la cisteina 420 por serina en
regiones cortas desordenadas
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Grafica 24. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 después de la mutacion de la cisteina 423 por serina en
regiones cortas desordenadas

Redox sensitive disorder score == Minus == Plus

ua_'

| Valati ™
T T AT

T T T T T T t
L] 100 700 300 400
Position

Score

La Grafica 22 muestra el antes y las Gréficas 23 y 24 el después de que las cisteinas
420y 423 de COM2 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color
lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 25. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en COM2 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 26. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 después de la mutacion de la cisteina 420 por serina en
dominios estructurados
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Gréfica 27. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en COM2 después de la mutacion de la cisteina 423 por serina en
dominios estructurados
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La Grafica 25 muestra el antes y las Gréficas 26 y 27 el después de que las cisteinas

420 y 423 de COM2 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color
lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.4 MET31
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Grafica 28. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MET31 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Grafica 29. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en MET31 después de la mutacion de la cisteina 125 por serina en
regiones largas desordenadas
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Gréfica 30. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoacidos en MET31 después de la mutacién de la cisteina 128 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Gréfica 28 muestra el antes, la Gréafica 29 y 30 el después de que las cisteinas 125
y 128 de MET31 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.
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Grafica 31. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MET31 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Gréfica 32. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MET31 después de la mutacién de la cisteina 125 por serina en
regiones cortas desordenadas

Redox sensitive disorder score —— Minus — Plus

,\ /
:f‘% W WWV\H\:,\/

t T T T T t
100 150

Score

Position

Grafica 33. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en MET31 después de la mutacion de la cisteina 128 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Gréfica 31 muestra el antes, la Gréafica 32 y 33 el después de que las cisteinas 125
y 128 de MET31 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.
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Grafica 34. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MET31 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 35. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en MET31 después de la mutacion de la cisteina 125 por serina en
dominios estructurados
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Gréfica 36. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoacidos en MET31 después de la mutacién de la cisteina 128 por serina en
dominios estructurados
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La Gréfica 34 muestra el antes, la Gréafica 35y 36 el después de que las cisteinas 125

y 128 de MET31 respectivamente se mutaran por serina. Se puede observar que la
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zona de color lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es

sensible en medio redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.5MIG1

Grafica 37. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MIG1 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Gréfica 38. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoacidos en MIG1 después de la mutacion de la cisteina 43 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Gréfica 37 muestra el antes, la Grafica 38 el después de que la cisteina 43 de
MIG1 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuy6

considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.
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Grafica 39. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MIG1 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Gréfica 40. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoéacidos en MIG1 después de la mutacion de la cisteina 43 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Gréfica 39 muestra el antes, la Grafica 40 el después de que la cisteina 43 de
MIG1 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuyé
considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 41. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoé&cidos en MIG1 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 42. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MIG1 después de la mutacion de la cisteina 43 por serina en
dominios estructurados
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La Grafica 41 muestra el antes, la Grafica 42 el después de que la cisteina 43 de
MIG1 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuy6
considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.6 MIG3

Grafica 43. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MIG3 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Grafica 44. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MIG3 después de la mutacion de la cisteina 22 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Grafica 43 muestra el antes, la Grafica 44 el después de que la cisteina 22 de

MIG3 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuyd
considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 45. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoé&cidos en MIG3 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Grafica 46. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en MIG3 después de la mutacion de la cisteina 22 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Grafica 45 muestra el antes, la Gréafica 46 el después de que la cisteina 22 de

MIG3 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuyé
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considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 47. Puntuacioén del desorden sensible a redox en los dominios estructurados
con respecto a la posicion de los aminoacidos en MIG3 sin mutar en dominios

estructurados
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Gréfica 48. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoéacidos en MIG3 después de la mutacion de la cisteina 22 por serina en
dominios estructurados

Redox sensitive disorder score — Minus — Plus

; MW“\

VAR \(W“V‘"\[U

Score

—t T
0 50 100 150 200 250 300 350
Position

La Grafica 47 muestra el antes, la Gréafica 48 el después de que la cisteina 22 de
MIG3 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuyd
considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.
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7.3.7 RIM101

Grafica 49. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoéacidos en RIM101 sin mutar en regiones largas desordenadas
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Gréfica 50. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoacidos en RIM101 después de la mutacién de la cisteina 189 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Gréafica 49 muestra el antes, la Grafica 50 el después de que la cisteina 189 de

RIM101 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuy6
considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 51. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoéacidos en RIM101 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Grafica 52. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoé&cidos en RIM101 después de la mutacion de la cisteina 189 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Gréafica 51 muestra el antes, la Grafica 52 el después de que la cisteina 189 de

RIM101 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuyé
considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 53. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoéacidos en RIM101 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 54. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoé&cidos en RIM101 después de la mutacion de la cisteina 189 por serina en
dominios estructurados
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La Gréafica 53 muestra el antes, la Grafica 54 el después de que la cisteina 189 de

RIM101 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila disminuyé
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considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio redox y causa

un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.8 RPH1

Grafica 55. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en RPH1 en regiones largas desordenadas
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Gréfica 56. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en RPH1 después de la mutacion de la cisteina 740 por serina en
regiones largas desordenadas
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Gréfica 57. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en RPH1 después de la mutacién de la cisteina 743 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Grafica 55 muestra el antes, las Graficas 56 y 57 el después de que las cisteinas

740y 743 de RPH1 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila
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disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 58. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en RPH1 sin mutar en regiones cortas desordenadas

| 4 o

t — T T t T T T T t
0 100 200 300 400 500 600 700

Position

Redox sensitive disorder score == Minus — Plus

Gréfica 59. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en RPH1 después de la mutacion de la cisteina 740 por serina en
regiones cortas desordenadas
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Gréfica 60. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoacidos en RPH1 después de la mutacién de la cisteina 743 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Grafica 58 muestra el antes, las Gréficas 59 y 60 el después de que las cisteinas
740y 743 de RPH1 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color
lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 61. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en RPH1 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 62. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoé&cidos en RIM101 después de la mutacion de la cisteina 740 por serina en
dominios estructurados
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Grafica 63. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoé&cidos en RIM101 después de la mutacion de la cisteina 743 por serina en
dominios estructurados
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La Grafica 61 muestra el antes, las Graficas 62 y 63 el después de que las cisteinas

740y 743 de RPH1 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color
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lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

7.3.9 ZAP1

Grafica 64. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ZAP1 en regiones largas desordenadas

w 4 h} ‘idiilykawm@\wm*r “w ( ; lﬁl‘l"l mlru.

Position

Gréfica 65. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ZAP1 después de la mutacién de la cisteina 581 por serina en
regiones largas desordenadas
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Grafica 66. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en ZAP1 después de la mutacién de la cisteina 586 por serina en
regiones largas desordenadas
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La Grafica 64 muestra el antes, las Gréficas 65 y 66 el después de que las cisteinas
581 y 586 de ZAP1 se mutara por serina. Se puede observar que la zona de color lila
disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio
redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Grafica 67. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los aminoacidos en ZAP1 sin mutar en regiones cortas desordenadas
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Grafica 68. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en ZAP1 después de la mutacion de la cisteina 581 por serina en
regiones cortas desordenadas
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Gréfica 69. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoéacidos en ZAP1 después de la mutacion de la cisteina 586 por serina en
regiones cortas desordenadas
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La Grafica 67 muestra el antes, las Graficas 68 y 69 el después de que las cisteinas

581 y 586 de ZAP1 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color
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lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

Gréfica 70. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en ZAP1 sin mutar en dominios estructurados
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Grafica 71. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicion de
los amino&cidos en ZAP1 después de la mutacion de la cisteina 581 por serina en
dominios estructurados
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Gréfica 72. Puntuacion del desorden sensible a redox con respecto a la posicién de
los aminoéacidos en ZAP1 después de la mutacion de la cisteina 586 por serina en
dominios estructurados
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La Grafica 70 muestra el antes, las Gréficas 71y 72 el después de que las cisteinas

581 y 586 de ZAP1 se mutaran por serinas. Se puede observar que la zona de color
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lila disminuy6 considerablemente, lo cual indica que la cisteina es sensible en medio

redox y causa un cambio en la estructura de la proteina.

8. Discusién

8.1 Alineamiento de las proteinas

Se llevaron a cabo alineamientos para ubicar las zonas de homologia de las proteinas
bajo estudio, las cuales pertenecen a la familia de dedos de zinc clasicos (C2H2) y en
el caso de RIM101 que contiene un dedo de zinc tipo Zn2Cys6. Se realizaron los
alineamientos en las interfaces de MAFFT, KALIGN, T-COFFEE, MUSCLE vy Clustal
Omega. Se obtuvieron buenos alineamientos en T-COFFEE y Clustal Omega, en las

demas no todas las cisteinas e histidinas se alinearon adecuadamente.

8.2 Prediccion de los modelos de las proteinas con AlphaFold

En los modelos que se obtuvieron de cada proteina bajo estudio, se puede apreciar
gue se predice poca estructura terciaria, a excepcion de los dominios de zinc, los
cuales al ser manupulados con la herramienta PyMOL se pudieron observar las
estructuras caracteristicas de dedos de zinc. Esto se debe a que hay regiones
proteicas intrinsecamente desordenadas (IDPR’s) y/o proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs), ya que son dominios funcionales que carecen de una estructura
secundaria y/o terciaria estable (Darling & Uversky, 2018). De hecho, con el software
de IUPred-2A, se encontraron varias regiones desordenadas, cuyas graficas se
encuentran en la seccion resultados. Las IDP’s y IDPR’s, junto con las modificaciones
postraduccionales (PTM’s) que puedan existir en las proteinas dan lugar a
conformaciones dinamicas que no dan lugar a una estructura unica (Darling y
Uversky, 2018).

8.3 Identificaciéon de cisteinas de interés
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En todas las proteinas se pudieron encontrar al menos una cisteina con las
caracteristicas deseadas (que se encuentren en superficie, que tengan aminoacidos
basicos o0 arométicos a menos de 7 angstroms y que sean sensibles en un medio

oxidante.

8.4 Mutaciones puntuales para cambiar cisteina por serina in silico

A la secuencia de aminoacidos de cada proteina se le cambio una cisteina por serina
ala vez, esto permitié identificar cual de todas las cisteinas que se seleccionaron (que
estuvieran en la superficie, que son sensibles al medio oxidante y que tuvieran
aminoacidos basicos o aromaticos a menos de 7 angstroms) es mas sensible en
medio oxidante y por lo tanto mas susceptible a ser modificada postraduccionalmente.
Cada secuencia de proteina con su respectivo cambio se introdujo en la pagina de
IUPred2A para verificar si hubo algin cambio en la grafica con respecto a las zonas
de la proteina que indicaran sensibilidad al medio oxidante, si no se observaba una
considerable disminucion de zonas sensibles en medio oxidante (que se representan
de color lila), la cisteina no se seleccionaba, por lo que se eligieron las cisteinas que
eliminaran en mayor parte la zona de color lila. Todas las proteinas poseen al menos
una cisteina que es susceptible a modificacion postraduccional y estas cisteinas se
encuentran en los dedos de zinc.

Las cisteinas 664 y 666 de ACE2 se encuentran en el tercer dedo de zinc de tipo
CCHC segun el alineamiento de Butler y Thiele (1991), los 3 dedos de zinc son
importantes, pues se ha informado previamente que la delecion del gen ACE2
conduce a defectos en la separacion de las células pero incrementa la produccion de
etanol durante la fermentacion (Wu et al., 2016).

C651 y C654 de AZF1 se localizan en el tercer dedo de zinc, sus dedos de zinc activan
genes cuando la levadura S. cerevisiae crece en medios sin glucosa en fuente de
glicerol (Stewart et al., 2021), la delecion de AZF1 disminuye el crecimiento y la
fermentacién del azucar, en crecimiento de xilosa anaerébica (Myers et al., 2019).
COM2 es un regulén que induce una gran cantidad de genes para regular el exceso
de SO:2 que se forma por la adicion del conservador metabilsulfito de sodio o potasio
en los vinos, (Lage et al., 2019), COM2 tiene dos dedos de zinc, se cambiaron C420

y C423 por S420 y S423 respectivamente y ambas estan en el segundo dedo de zinc.
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La proteina MET31 y su paralogo MET32 inducen la expresion del regulon MET4, el
cual esta implicado en la via de asimilacién de sulfatos (Carrillo et al., 2012), aunque
MET32 tiene un papel mas importante, su delecion ocasiona que las células sean mas
grandes y sensibles al cadmio (Barbey et al., 2005), la delecion de ambos genes
elimina la transcripcion activada por Met4 (el metabolismo del azufre de la levadura
estd regulado transcripcionalmente por el activador Met4). Se realizaron las
mutaciones puntuales en C125 y C128 de MET31 y ambas se hallan en el segundo
dedo de zinc de la forma CCHC.

Durante el crecimiento en glucosa, los genes de las vias alternativas de utilizacion del
carbono, por ejemplo, los genes de galactosa (GAL), maltosa (MAL) y sacarosa
(SUCQC), se reprimen activamente por MIG1 (Gancedo, 1998), se cambid C43 de MIG1,
la cual esta en su primer dedo de zinc.

La expresion de MIG3 confiere resistencia al estrés genotoxico (Dubacq et al., 2004),
se eligio C22 para la mutacion puntual, ésta se ubica en el primer dedo de zinc.

La represion de genes de respuesta alcalina como parte de la adaptacion a
condiciones alcalinas se debe a RIM101 (RIM101|SGD, s.f.), C189 de RIM101
aparece en el segundo dedo de zinc, aunque en la pagina de Saccharomyces
Genome Database los tres dedos de zinc juntos los considera un dominio Zn2Cys6,
por lo que la mutacién se encuentra dentro de este dominio.

En RPH1 se determin6 que C740 y C743 se encuentran en el segundo dedo de zinc.
RPHL1 es un represor de la fotoliasa PHR1 y una histona desmetilasa, sin embargo,
se ha reportado que la delecion de este gen da lugar a células viables sin defectos
(Klose et al., 2007).

En ZAP1 las cisteinas 581 y 586 se encuentran en el primer dedo de zinc. Este dedo
de zinc es importante debido que tanto el ZF1 y ZF2 sensan la cantidad de zinc en el
ambiente y controlan la expresion génica en respuesta al zinc.

Se sabe que la estabilidad del dedo de zinc en términos de reactividad es mayor en
un dedo de zinc C2H2 y disminuye a medida que aumenta el numero de cisteinas y
es consistente con el tercer dedo de ACE2 en donde se encuentran las cisteinas 664
y 666 y el segundo dedo de zinc de MET31 el cual esta formado por las cisteinas 125
y 128, estas cisteinas son susceptibles a modificaciones postraduccionales (Kluska
et al., 2018).
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9. Conclusiéon

Se identificaron las cisteinas susceptibles a modificacion postraduccional en todas las
proteinas bajo estudio (ACE2, AZF1, COM2, MET31, MIG1, MIG3, RIM101, RPH1 y
ZAP1) de la levadura Saccharomyces cerevisiae con ayuda de softwares que
permitieron la manipulacion de la secuencia de cada proteina, localizando las
cisteinas que se encontraban en la superficie, que tuvieran residuos aromaticos o
basicos a menos de 7 angstroms y estuvieran en zonas sensibles al medio redox. Se
eligieron las cisteinas que al ser mutadas puntualmente disminuyeron las regiones
sensibles al medio redox, dichas mutaciones in silico consistieron en cambiar cisteina
por serina. Se espera que este estudio se pueda llevar a cabo experimentalmente en
un futuro con la finalidad de determinar qué tipo de modificaciones producidas por la
exposicion a Hz2S se realizan en particular en estos residuos de cisteina, y los efectos
de estas modificaciones como puede ser: un cambio en la estructura del dedo de zinc
en el que se encuentra la cisteina, el aumento o disminucién en la produccién de

etanol o algun otro metabolito.
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