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Resumen

La familia de las proteinas DING recibe este nombre porque en
especies filogenéticamente distantes, dichos aminoacidos estan
altamente conservados en el extremo N-terminal. Sus integrantes
tienen un peso molecular ~40 kDa, estan relacionadas con el
metabolismo del fosfato, son secretadas y en su mayoria poseen
actividad enzimatica de fosfatasa. Inicialmente se crey6 que las
proteinas DING eran exclusivas de Pseudomonas sp., pero ahora
se sabe que estan distribuidas en los diferentes reinos biolégicos.
El descubrimiento de esta familia se fundamenté en la
secuenciacion de aminoacidos debido a que, con excepcion de
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa y algunos otros
procariontes, los genes que las codifican no han sido
encontrados en las bases de genes de los eucariontes cuyos
genomas han sido ya secuenciados. Las proteinas DING tienen
funciones biolégicas controversiales y por ello estan siendo
objeto de intensa investigacion. En células animales se les ha
asociado con la aparicién de enfermedades como el cancer de
mama y la caquexia, pero también con la protecciéon contra la
arterioesclerosis y la litiasis. En vegetales, algunas proteinas
DING muestran propiedades citotoxicas sobre células tumorales
o de inhibicion de la replicacion del virus VIH-1. La evidencia
biolégica muestra que el mecanismo de accion de las proteinas
DING puede ser variado y el resultado contrastante. Dada la
potencial aplicacion terapéutica de estas proteinas, en esta
revision se describen los hallazgos que se han realizando en
esta familia debido a que previamente a su aplicacién es necesario
entender los mecanismos que regulan sus funciones.

Palabras clave: Hypericum perforatum, Pseudomonas sp.,
proteinas DING, anticancerigenos.
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Abstract

The DING family of proteins called because in phylogenetically
distant species, these amino acids are highly conserved in the
N- terminal. The members have a molecular weight of ~40 kDa,
are related to phosphate metabolism, are secreted and have
mostly phosphatase enzymatic activity. Initially it was believed
that DING proteins were unique to Pseudomonas sp., but is
now known they are distributed in different biological kingdoms.
The discovery of this family was based on the sequencing of
amino acids because, with the exception of Pseudomonas
fluorescens, P. aeruginosa and some other prokaryotes, the
genes that encode them have not been found on the basis of
genes of eukaryotes whose genomes have already been
sequenced. The DING proteins have controversial biological
functions and are therefore the subject of intense research. In
animal cells they have been associated with the occurrence of
diseases such as breast cancer and cachexia, but also to
protection against atherosclerosis and gallstones. In plants,
DING proteins exhibit some cytotoxic properties on tumor cells
or on inhibiting the replication of HIV-1 virus. Biological evidence
shows that the mechanism of action of the DING proteins can
be varied and with contrasting results. Given the potential
therapeutic application of these proteins, in this review, we
described the findings that have been made in this family, since
before its exploitation it is necessary to understand the
mechanisms that regulate their functions.

Keywords: Hypericum perforatum; Pseudomonas sp., DING
proteins, anticancer drugs.
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Introduccion

as proteinas DING reciben este nombre debido a que se ha determinado que aun en
especies filogenéticamente distantes, los amino&cidos, acido aspartico (D),
isoleucina (1), asparagina (N) y glicina (G), estan altamente conservados en el extremo

N-terminal de esta familia de proteinas (Berna et al., 2008).

Las proteinas DING tienen un peso
molecular promedio de 40 kDa, son secretadas
y estan relacionadas con el metabolismo del
fosfato dado que lo unen con alta afinidad (Berna
etal., 2008; Darbinian et al., 2009). Inicialmente
se creyo que las proteinas DING eran exclusivas
de Pseudomonas sp., pero evidencias poste-
riores han confirmado su existencia en los
diferentes reinos bioldgicos (Lewis y Crowther,
2005; Berna et al., 2009b; Bernier, 2013). En
eucariontes, el descubrimiento y descripcion de
esta familia se fundamento en la secuenciacion
directa de aminoacidos a partir de péptidos
aislados o directamente de las proteinas de
interés, debido a que, con excepcion de
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeruginosa y algunos otros procariontes, los
genes que las codifican no han sido encontrados
en las bases de secuencias de genes de los
organismos eucariontes cuyos genomas han
sido ya secuenciados (Berna et al., 2009b).
Hasta la fecha, las Unicas proteinas DING
secuenciadas en su totalidad a nivel de
aminodcidos son la proteina humana de unién
a fosfatos (HPBP, por sus siglas en inglés) y
pfluDING de Pseudomonas fluorescens (Ahn et
al., 2007; Diemer et al., 2008).

Las proteinas DING han sido asociadas con
diferentes actividades enziméaticas, siendo la
mas prominente la de fosfatasa (Darbinian et
al., 2009). La funcién de esta familia de proteinas
es motivo de controversiay por ello estan siendo
objeto de intensa investigacion. En células
animales se les asocia con la aparicion de
enfermedades como la artritis reumatoide (Hain
et al., 1996), el cancer de mama (Lamartiniere
etal., 1995) y la caquexia (Todorov et al., 2007),
pero también hay evidencias de que las
proteinas DING participan en la proteccion

contra la arterioesclerosis (Morales et al., 2006)
y la litiasis (Kumar et al., 2004). En vegetales
se han descrito algunas proteinas DING con
propiedades terapéuticas; por ejemplo, una
proteina DING de 28 kDa aislada de Helianthus
tuberosum fue citotoxica para células tumorales
(Bookland et al., 2012) y un polipéptido de 263
aminodcidos (denominado p27%Y), aislado de la
planta Hypericum perforatum inhibio la
replicacion del HIV-1 en células infectadas con
el mismo (Perera et al., 2008); cabe mencionar
que p27%’ es un fragmento de degradacion de
p38%Y, el cual fue obtenido posteriormente (Amini
et al., 2009). En general, se conoce muy poco
sobre las proteinas DING, pero la evidencia
sugiere que los mecanismos de accién pueden
ser variados y que el resultado puede ser
totalmente contrastante, dado que en ciertos
tipos celulares puede desencadenar enfer-
medad y en otros actuar como agente preventivo
del desorden (Berna et al., 2009a; Bernier,
2013). En nuestro grupo hemos estado
trabajando con una fraccion proteica de chile
habanero que contiene proteinas DING y
mantenemos un interés particular en las
posibilidades terapéuticas y agroecoldgicas de
dicha fraccion; es por ello, que en este trabajo
de revision se describen los hallazgos que han
llevado a la descripcion de esta interesante
familia de proteinas. Es necesario entender los
mecanismos que regulan las funciones
biol6gicas de la familia de proteinas DING para
poder aprovechar su enorme potencial, tanto a
nivel terapéutico como agroecoldgico.

Origen de las proteinas DING

Las proteinas DING son una familia
descubierta en la década de 1990 e inicialmente
se crey0 que eran exclusivas del reino
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procarionte, particularmente de Pseudomonas
sp. (Lewis y Crowther, 2005), y que su deteccién
en organismos eucariontes, especificamente en
plantas, era producto de contaminacion, dada
la coexistencia comensal o simbittica entre
dichos organismos (Lewis y Crowther, 2005).
En la actualidad, esa hipotesis ha sido
descartada, de tal forma que los hallazgos
experimentales sustentan la ubicuidad de las
proteinas DING en los diferentes reinos (Di Maro
etal., 2008; Berna et al., 2009b; Bernier, 2013).

En procariontes se ha determinado que
tanto las proteinas DING como los genes que
las codifican estan representados en cinco
especies de Pseudomonas sp. y que incluyen
P. brassicacearum, P. extramaustralis (Bernier,
2013), y las ya bien caracterizadas Pseudo-
monas fluorescens SBW-4 y P. aeruginosa
PA14 (Lewis y Crowther, 2005; Ball et al., 2012).
Hallazgos alternos han mostrado la existencia
de proteinas DING en otros procariontes como
Thermus thermophilus (Pantazaki et al., 2008),
Bacillus mojavensis (Haddar et al., 2009),
Streptomyces mirabilis (Yang et al., 2012) y
Sulfolobus solfataricus (Di Maro et al., 2008).
En contraste, el descubrimiento y descripcion
de las proteinas DING eucariontas se
fundamento en la secuenciacion parcial de los
aminoacidos del extremo N-terminal de las
proteinas aisladas y a partir de la alta
conservacion de la secuencia D[I/VINGGG es
que se les asign6é su nombre (Berna et al.,
2009b; Figura 1). En lo que respecta a los genes
gue codifican a las proteinas DING en
eucariontes, éstos han sido dificiles de
amplificar por PCR, ya sea a partir del DNA
gendémico o de DNA complementario (Lewis y
Crowther, 2005; Berna et al., 2009b). La
blusqueda de los genes que codifican a estas
proteinas en los genomas eucariontes ya
secuenciados ha rendido escasos resultados,
y s6lo unos pocos fragmentos de cDNA o DNA
han sido registrados en las bases publicas de
genes (Darbinian-Sarkisian et al., 2009; Bernier,
2013). La ausencia de las secuencias génicas
para estas proteinas en las bases de genes
parece estar asociada con la depuracion de las

=s L

secuencias, dado que dichos genes al parecer
tienen altos contenidos de los nucleétidos G y
C o se encuentran en regiones que contienen
altos porcentajes de Gy C, y por ello se pudieron
haber descartado como ADN silente (Sachdeva
y Simm, 2011). El alto contenido de Gy C de
las secuencias de ADN codificantes de las
proteinas DING, también puede ser uno de los
factores que dificultan su amplificacion mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
a partir de los DNAs o cDNAs aislados de los
diversos organismos de interés. Esta hipotesis
ha encontrado sustento en el hecho de que
recientemente, a partir del mMRNA de las células
CD4, se consigui6 amplificar el cDNA
codificante de la proteina X-DING-CD4
mediante PCR, gracias a una estrategia
novedosa de anillamiento ultra rapido de DNA
desnaturalizado en cadenas lineales de
poliacrilamida (Sachdeva y Simm, 2011).

Figura 1. Esquematizaciéon de los diferentes reinos donde se
ha descrito la presencia de proteinas DING. La barra intermedia
representa la secuencia de aminoacidos conservados en las
proteinas DING, tanto de procariontes como de eucariontes.
La secuencia de aminoacidos D[I/V]NGGG en el extremo amino
terminal de la proteinay la regién de unién a fosfatos localizada
entre los dos dominios globulares. Se cree que cercano al
extremo carboxilo (CO) se encuentra(n) el(os) aminoacido(s)
responsables de la capacidad para inhibir la replicaciéon del
virus VIH-1, agente causal del sindrome de la inmuno-
deficiencia humana.
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Se ha descrito la secuenciacion parcial de
52 proteinas de la familia DING; 20 son de origen
animal, 11 se han obtenido de plantas, 16
provienen de procariontes, cuatro de hongos y
una de algas (Berna et al., 2008; Darbinian et
al., 2009; Bernier, 2013). La primera proteina
DING que se describi6 se obtuvo de
lipoparticulas del plasma humano, y actualmente
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se le conoce como HPBP (por sus siglas en
inglés; Human Phosphate Binding Protein),
ademas de que es la Unica proteina cuya
secuencia de aminoacidos se ha obtenido en
su totalidad (Diemer et al., 2008).

Hasta la fecha, se han obtenido secuencias
parciales de aminoacidos para proteinas DING
a partir de 11 especies de plantas (Cuadro 1);
no obstante, la primera secuencia de una
proteina DING de vegetales se obtuvo en un
estudio protedémico de la pared celular del frijol
francés (Robertson et al., 1997); sin embargo,
como en ese entonces la superfamilia de las
proteinas DING aun no se conocia, la proteina
secuenciada en frijol no pudo ser relacionada
con ninguna clase de proteinas. Posteriormente,
éstas fueron redescubiertas en plantas en un
estudio sobre las proteinas parecidas a la
germina (GLPs, por sus siglas eninglés Germin
Like Proteins). En ese estudio, el gen de la
germina AtGER3 de Arabidopsis thaliana fue
sobreexpresado en plantas de tabaco; la
proteina heteréloga de 23 kDa fue copurificada
de manera estable con una proteina de 40 kDa.
La secuenciacion de los primeros 28
amino&cidos del extremo amino terminal y de
varios péptidos internos, mostro claramente que
la proteina de 40 kDa pertenecia a la
superfamilia de las proteinas DING (Perera et
al., 2008). Hasta el momento ninguna de las
proteinas DING aisladas de plantas ha sido
secuenciada completamente; esto se debe a
gue todas se han aislado como productos de
protedlisis (péptidos). La protedlisis parece ser
producto de un proceso autoproteolitico, dado
gue en la secuencia de la proteina HPBP sélo
se ha encontrado un péptido blanco para la
proteasa Xa, un factor de coagulacion (Morales
et al., 2006). No obstante, y contrario a lo que
se pudiera esperar, ain como fragmentos
peptidicos, las proteinas DING muestran una
actividad bioldgica importante.

En procariontes, las proteinas DING tienen
un peso molecular de 40 kDa y hasta la fecha
No se conocen precursores proteicos de mayor
peso molecular que les den origen. En

contraste, en eucariontes, i.e., plantas, mediante
inmunoblots y electroforesis desnaturalizante se
ha determinado que las proteinas DING
provienen de precursores de mayor peso
molecular, y que su desnaturalizacion por calor
resulta en un polipéptido de 40 kDa (Perera et
al., 2008).

Cuadro 1. Especies de plantas donde se ha detectado la
presencia de proteinas DING. Modificado de Bernier (2013).

Origen de Actividad enzimética
Especie Proteina, DNA o ” . Referencia
o funcién conocida
cDNA

Arabidopsis ~ Fragmentos de No determinada Bernier (2013)
thaliana DNA
Brassica rapa Proteina de yemas [-esterasa Zhang et al. (2010)

florales
Brassica Proteina de Parte del complejo de Samaha et al. (2010)
oleracea Inflorescencia ribonucleoproteinas
Phaseolus Proteina extraida ~ Proteina de pared Robertson et al. (1997)
vulgaris de suspensiones  celular

celulares
Nicotiana Proteina de hojas  Ligando de la proteina Perera et al. (2008)
tabacum parecida a germina
Ipomoea Proteina de retofios No determinada Bernier (2013)
batatas
Solanum Proteina de No determinada Bernier (2013)
tuberosum tubérculo
Triticum Proteina de Hojas  No determinada Aviram y Rosenblat
aestivum (2004)
Hypericum  Proteina extraida  Fosfatasa Darbinian et al. (2009)
perforatum  de callos celulares
Helianthus Proteina de Toxicidad para Griffaut et al. (2007)
tuberosum secrecion de células tumorales

tubérculo
Seshania Proteina de flor Inhibidor de Laladhas et al. (2010)
grandiflora o-glucosidasa
Capsicum Proteina de semilla Fosfatasa Datos no publicados
chinense

Estructura de las proteinas DING y
caracteristicas de su dominio de
union de fosfatos

Solo dos estructuras de proteinas DING han
sido resueltas a nivel de cristalografia, la
proteina PfluDING (Ahn et al., 2007; Moniot et
al., 2007; Liebschner et al., 2009) y la proteina
HPBP (Morales et al., 2006). Dada la alta
conservacién encontrada mediante la
superposicion del arreglo estructural y de la
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secuencia de aminoacidos de ambas proteinas,
en la actualidad se acepta que la estructura de
las proteinas DING se ha conservado a través
del proceso evolutivo (Berna et al., 2009b). Las
proteinas DING tienen una estructura de pliegue
alargado compuesta de dos dominios globulares
adyacentes, entre los cuales se forma un
pliegue en forma de canal. Cada dominio esta
formado por un nucleo central de aminoacidos
en arreglos laminares de tipo B, dicho arreglo
es flanqueado a su vez por arreglos de
aminoacidos en a-hélice. Entre ambos arreglos
hay establecido un enlace disulfuro, el cual en
la proteina HPBP puede involucrar a las
cisteinas C113-C158 o a C306-C359. Ambos
dominios estan interconectados por dos
arreglos pB-laminares antiparalelos que acttan
como una bisagra. Los dos dominios forman
una hendidura profunda en cuyo interior, con una
elevada afinidad se asocia una molécula de
fosfato. A dicha disposicién estructural también
se le conoce como «atrapamoscas de Venus»
0 «trampa de Venus». Es de resaltar que este
arreglo estructural esta presente en la familia
de proteinas PstS (Felder et al., 1999), asi como
en las seis que unen solutos (SBP, por sus
siglas en inglés Solute Binding Proteins; Felder
etal., 1999).

Los andlisis de la superposicion estructural
entre PfluDING y HPBP revelaron que las
estructuras son tan parecidas que Unicamente
se pudieron detectar diferencias de 0.65 A, en
la comparacion de 366 de sus carbonos alfa
(Ca) y que cuando ambas se comparan con la
estructura parcialmente dilucidada de PstS de
Escherichia coli, ambas mantienen diferencias
de sélo 1.88 A en 276 de sus carbonos o. De
hecho, las mayores diferencias entre las
proteinas DING y PstS es la presencia de cuatro
asas que sobresalen de los dominios globulares
de las proteinas DING y los dos puentes
disulfuro, los cuales estan ausentes en PstS
(Berna et al., 2009b).

El andlisis estructural revelé que en las
proteinas DING el sitio de union al fosfato se
encuentra entre los dos dominios globulares,
especificamente en la hendidura que se forma

entre ambos dominios. En dicha region se
secuestra o captura un fosfato inorganico, ya
sea en forma libre o unido a moléculas
organofosfatadas; la asociacion de dicho i6n
induce importantes cambios conformacionales
en la estructura de la proteina, pero aun se
desconoce el significado biolégico de tales
cambios (Berna et al., 2009a; Bernier, 2013).
En la hendidura, el fosfato se encuentra
estrechamente unido a la proteina a través de
12 puentes de hidrogeno establecidos con ocho
residuos de aminoacidos, localizados en ambos
lados de la hendidura. Los enlaces de hidrégeno
mas cortos (2.43 A) involucran al atomo de
oxigeno del fosfato [PO,] y al carboxilato de una
cadena lateral del &cido aspértico (Wang et al.,
1997; Leibschner et al., 2009). Los enlaces son
de baja energia y son los Unicos aceptores de
hidrogeno en la hendidura de las proteinas
DING. Aunque aun no se ha establecido de
manera definitiva, se hipotetiza que el &cido
aspartico 62 podria desempefar una funcién
clave en la especificidad de la union del fosfato,
puesto que so6lo aceptaria especies protonadas
de fosfato (Luecke y Quiocho, 1990; Liebschner
et al., 2009). Con respecto a su afinidad por el
ligando, HPBP une al fosfato con una afinidad
nanomolar (Morales et al., 2006), mientras que
PfluDING tiene una afinidad en el rango
micromolar (Scott y Wu, 2005) y PstS tiene
afinidades de entre 0.34 y 1 micromolar (Berna
et al., 2009a). Esta diferencia de afinidades
apoya la hipétesis de que las proteinas DING,
como proteinas extracelulares, transfieren el
fosfato a las proteinas PstS, dado que estas
Gltimas estan unidas a la célula (Berna et al.,
2009a).

El estudio particular de la mécanica de
movimiento del dominio «atrapamoscas de
Venus», mostré que remover el fosfato de tal
sitio no es una tarea facil, pero que, si por
mutagénesis se ocasionan cambios en los
amino&cidos involucrados en la unién del fosfato
(Wang et al., 1994: Berna et al., 2009b),
entonces se puede obtener el dominio en su
conformacion abierta. En contraste, mientras
el ligando se encuentra unido, la estructura
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adopta una conformacion cerrada (Felder et al.,
1999). Tal cambio conformacional indica que la
modificacion en la conformacion abierta-cerrada
es un aspecto comun en la funcion bioquimica
de las proteinas DING. La expresion heterdloga
de una forma truncada de PfluDING (carente
del carboxilo terminal) en la que el sitio de unién
a fosfato (flytrap) esta totalmente abierto, mostré
que la proteina resultante tiene importante
actividad biologica, debido a que estimula la
proliferacion de fibroblastos humanos, y que tal
actividad se potencia cuando el sitio de unién a
fosfato (flytrap) se encuentra abierto (Ahn et al.,
2007).

Actividades cataliticas de las
proteinas DING

Con base en la homologia de secuencia y
la similitud de funcién, se sabe que en
procariontes las proteinas DING forman parte
de la superfamilia de proteinas que unen fosfato,
y que incluye a: (i) las proteinas membranales
o periplasmicas conocidas como PstS y que
funcionan en coordinacion con transportadores
ABC, (ii) algunas fosfatasas alcalinas de bajo
peso molecular solamente descritas en
Pseudomonasy, (iii) las «verdaderas» proteinas
DING, las cuales su extremo N-terminal inicia
con la secuencia de amino&cidos DING y que
originalmente se pensé estaban restringidas a
Pseudomonas sp. (Berna et al., 2008; Bernier,
2013). Las proteinas PstS y las fosfatasas
alcalinas de bajo peso molecular son
exclusivas de los organismos procariontes
(Bernier, 2013), mientras que las proteinas DING
bacterianas son una familia distinta, puesto que
mantienen un parecido mas estrecho con las
proteinas DING purificadas de eucariontes.

Las proteinas DING en eucariontes han sido
asociadas a diferentes funciones cataliticas
(Darbinian et al., 2009), la mayoria, sino es que
todas ellas, de tipo hidrolitico, i.e. fosfatasas,
fosfodiesterasas y nucleotidasas, proteasas y
cutinasas (Tan y Worobec, 1993; Pantazaki et
al., 2008; Chen et al., 2007; Bernier, 2013). En
los procariontes existen evidencias que sugieren

gue esta familia de proteinas tienen otras posibles
funciones. En Thermus thermophilus se aisl6
una proteina DING, la cual posee actividades
asociadas de fosfatasa alcalina, ATPasa y
nucleasa (Pantazaki et al., 2008). En Sulfolobus
solfataricus se aislo una enzima tipo DING que
posee actividad de poly-(ADP ribosa) polimerasa
(Di Maro et al., 2008).

Se ha especulado que algunas de las
actividades observadas en dichas proteinas
son el resultado de una actividad de esterasa
no especifica (Berna et al., 2009b). No obstante
tal diversidad de funciones enziméticas
descritas en las proteinas DING, la habilidad
para unir y transportar fosfato es la carac-
teristica comun que comparten entre todas ellas
(Liebschener et al., 2009). Tal caracteristica
puede ser el resultado de la perfecta
conservacion del sitio de unién de fosfato, tal
como ha sido revelado por los estudios de
cristalografia (Bernier, 2013). La sorprendente
diversidad de actividades enziméticas
observadas en las proteinas DING no tienen un
precedente; sin embargo, esta caracteristica
puede ser explicada como el resultado de la
formacion de varios homo y hetero-oligémeros
de las proteinas DING con otras proteinas, de
esta forma, las proteinas DING podrian estar
actuando como moléculas efectoras y
reguladoras de las interacciones con otras
enzimas. Esta propuesta se sustenta en la
observacion experimental que mostré que la
paraoxonasa del plasma sanguineo es
estabilizada por HPBP (Rochu et al., 2007;
Bernier, 2013). Adicionalmente, las proteinas
DING de eucariontes frecuentemente se
encuentran como isoformas de diferente tamafo
(Berna et al., 2009a). Cada isoforma podria
poseer actividades enzimaticas intrinsecas o
modular las actividades de proteinas oligomeéri-
cas, tal como ocurre con las «microproteinas»,
las cuales actian como supresores dominantes
negativos de la funcién de complejos proteicos
mayores o de factores de transcripcion (Seo et
al., 2011; Staudt y Wenkel, 2011).
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Importancia fisiologica de las
proteinas DING y contradicciones
acerca de su funcion

La presencia de las proteinas DING en
humanos se asocia con el desarrollo de
enfermedades como la artritis reumatoide, el
cancer de mama y la caquexia asociada al
cancer (Renault et al., 2006; Berna et al.,
2009a); sin embargo, muy poca correlacion se
ha visto entre las propiedades cataliticas de las
proteinas DING y la induccion de la enfermedad,
debido a que el inicio de estas enfermedades
es el resultado de varios desordenes fisioldgicos
gue resultan en complejas interacciones
multifactoriales (Berna et al., 2009a; Bernier,
2013). En contraste, se ha demostrado que la
presencia de las proteinas DING protege a los
humanos contra la arteriosclerosis, debido a
que la proteina HPBP estabiliza a la proteina
PONL1, la cual es la protectora primaria contra
la arteriosclerosis (Morales et al., 2006; Bernier,
2013). En el desorden conocido como
nefrolitiasis, la proteina DING, inhibidora de la
adhesion a calcio (CAl, por sus siglas en inglés),
se une de manera importante a los cristales de
oxalato de calcio monohidratado, y con ello evita
su adhesion a las paredes del epitelio de rifion
y facilita su excrecion en la orina (Kumar et al.,
2004).

En el caso de las proteinas DING descritas
en plantas, recientemente se observo que los
tubérculos heridos de Helianthus tuberosum
excretan una proteina de 28 kDa con un amino
terminal, relacionado a las proteinas DING y a
la fosfatasa alcalina de Pseudomonas sp. Esta
proteina se asocia estrechamente con una
proteina de 18 kDa, la cual mostro actividad de
superoxido dismutasa. En conjunto, ambas
proteinas mostraron actividad citotoxica contra
células tumorales de origen animal (Griffaut et
al., 2007).

El ejemplo mas importante donde se ha
demostrado el potencial terapéutico de las
proteinas DING, se obtuvo con un fragmento de
263 aminoacidos denominado p27% aislado a

partir de Hypericum perforatum, también
conocida como hierba de San Juan (Darbinian-
Sarkissian et al., 2006). Dicho polipéptido inhibio
la expresién génica, asi como la replicacion de
células infectadas con HIV-1, células de
glioblastoma y glioma (Henderson y Calame,
1997). Lainhibicién de la replicacion se registro
después de que p27%’ interaccion6 con el factor
de transcripcion C/EBPf, y lo mantuvo en el
citoplasma celular, previniendo de esta forma
la activacion de los genes nucleares blanco de
su regulacién (Darbininian-Sarkissian et al.,
2006).

En pacientes de glioma, se ha visto que C/
EBPp esta desregulado. La inhibicién de C/
EBPP es consistente con las propiedades
antiproliferativas de p27%’ observadas en las
células del glioblastoma. Las proteinas C/EBPf3
se requieren para la replicaciéon del HIV-1 en
macrofagos (Henderson y Calame, 1997). Por
lo tanto, y con base en la inhibicion del
crecimiento de las células cancerigenas, asi
como de las células infectadas con el virus del
HIV-1, se puede concluir que la proteina p27%’
tiene un potencial terapéutico muy interesante
para el tratamiento del HIV-1, particularmente
en las primeras etapas de infeccién de este
virus.

El modelado de la interaccion entre la forma
truncada p27%) y C/EBPf, mostré que el sitio
de interaccion entre ambas proteinas ocurre en
el sitio de union de fosfatos, lo que sugiere que
la capacidad para modular la actividad
transcripcional de estas proteinas esta asociada
con su capacidad de unién a fosfato
(Darbinnian-Sarkissian et al., 2006). La
secuenciacion de aminoacidos de p27% revelo
que el polipéptido se deriva de la proteina CHP-
10, la cual tiene una masa molecular de 39 kDa
y un extremo amino terminal idéntico a las
proteinas DING (Khalili y Sarkissian, 2003). A
partir de la secuencia de aminoacidos, se
disefaron iniciadores de DNA con la intencion
de clonar el cDNA que codifica a la proteina
completa. La clona mas grande codifica un
polipéptido de 27 kDa truncado en el extremo
carboxilo terminal.
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En otro estudio, la expresion heterdloga de
una version truncada de la proteina p27%’
presento actividad de fosfatasa y ésta abate el
nivel de fosforilacion de la ERK1/2. En
consecuencia, Erk1/2 pierde capacidad para
fosforilar sustratos ubicados corriente abajo en
su ruta de transduccion de sefiales; STATS3,
CREB vy la ciclina A se afectan de forma
dramética. La modificacion de las actividades
cataliticas y/o regulatorias de dichas proteinas
impacta de forma directa el ciclo celular,
reduciendo la division celular (Darbinian et al.,
2009). En eucariontes, la proteina p27% es la
segunda caracterizada en la familia DING; su
interaccion con los factores de transcripcion y
su efecto sobre el ciclo celular, son los
mecanismos mediante los cuales inhibe el
crecimiento de ciertos tipos de células
tumorales y abate la replicacion viral (Darbinian
et al., 2009). Sin embargo, es importante
caracterizar bioguimicamente las actividades
cataliticas y los mecanismos que regulan las
funciones biolégicas de otras proteinas DING.

En mamiferos es bien conocido que la
ingesta frecuente de etanol causa muerte
neuronal a través del estrés oxidativo y que tal
evento produce serios dafios fisicos, cognitivos
e intelectuales (Watts et al., 2005). Es por ello
gue es necesario encontrar alternativas naturales
gue activen los mecanismos de defensa
celulares que prevengan la oxidacion de los
componentes fundamentales de la célula. Es
bien conocido que en los sistemas vegetales
existe una amplia bateria de compuestos, tanto
del metabolismo primario como secundario, i.e.,
flavonoides, fenoles, glutation, etc., mismos que
pueden actuar en la prevencion de los fendmenos
de oxidacion celular. En este sentido, Amini et al.
(2009) describieron que una proteina DINGG
denominada p38%’, obtenida de Hypericum
perforatum protegio a las células neuronales
contra el dafio oxidativo causado por el abuso
del alcohol, de tal forma que las proteinas DING
podrian considerarse como una potencial
alternativa para prevenir/reducir el dafio celular
causado por la produccion celular excesiva de
especies reactivas de oxigeno.

Durante varios afios, nuestro grupo ha
estado interesado en identificar y estudiar
proteinas de origen vegetal con actividad
biolégica, y que puedan ser la base para el
desarrollo de antimicrobianos naturales o de
agentes con propiedades antitumorales y
anticancerigenas (Islas-Flores et al., 2005; Brito-
Argéez et al., 2009; Moguel-Salazar et al., 2011).
A partir de nuestro interés y del trabajo
desarrollado en Capsicum chinense Jacq.,
aislamos una fraccién proteica denominada
G10P1.7.57 que contiene una proteina DING. La
secuencia de aminoacidos para algunos de los
péptidos de esta proteina ha sido determinada,
y creemaos que la caracterizacion bioquimica y
molecular de la misma permitira obtener
informacién acerca de los mecanismos de
regulacién y de sus propiedades cataliticas.
Ademas, esta informacién es importante para
entender a las proteinas DING en su actividad
antimicrobiana en C. chinense.

Perspectiva sobre las aplicaciones
biotecnoldgicas potenciales de las
proteinas DING

Los reportes recientes revelan la
importancia biolégica y el potencial
biotecnoldgico de la familia de proteinas DING,
pero debido al escaso conocimiento que aun
se tiene sobre ellas, es que su estudio resulta
de gran relevancia cientifica. Por ejemplo, en el
mundo hay decesos frecuentes debido a
desordenes relacionados con el cancer (Ferlay
et al., 2013), y aunque la tasa es variable y
dependendiente de factores tanto genéticos
(Belenky et al., 2003) como ambientales (Bray
et al., 2013), i.e., la localizacion geografica de
las ciudades, los grupos étnicos, la edad, las
actividades industriales de las areas y la
alimentacion, entre otras. Es claro también que
la cura para tal desorden no radica en encontrar
o diseflar un medicamento alopatico Unico,
porque en la aparicion de los diferentes tipos
de cancer no parece haber un elemento comun
que actue como gatillo y que a través de él se
originen las células malignas. Ademas, los
resultados obtenidos con las estrategias de cura
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de tipo quimico (quimioterapia) o radiol6gica
(radioterapia), en muchas ocasiones tienen mas
efectos colaterales adversos en contraste con
el beneficio. Por otra parte, el uso de
compuestos naturales como agentes
preventivos contra la aparicién de cancer es una
practica ampliamente extendida, usualmente
por factores culturales (i.e., los asiaticos
consumen altas cantidades de soya, la cual
contiene altas concentraciones de isoflavo-
noides, compuestos que se ha visto inhiben la
aparicion de cancer). La genisteina, uno de los
isoflavonoides més abundantes en soya, se
conoce que es inhibidor de las cinasas de
tirosina, proteinas involucradas en la regulacion
de las rutas de sefializacion que transducen las
sefiales mitogénicas mediadas por los factores
de crecimiento (Yu et al., 2013). Si bien las
terapias preventivas atenuan la posibilidad de
la aparicion de cancer, no hay garantia de que
dicho desorden no aparecera, de tal forma que
la busqueda de procedimientos alternos o
complementarios para inhibir el desarrollo de la
enfermedad son totalmente validos.

Ciertos tipos de cancer se presentan como
consecuencia de infecciones virales (i.e,
leucemias, y osteosarcomas), por lo que es
deseable encontrar estrategias que prevengan
la infeccién viral y en caso de no ser posible,
entonces de implementar estrategias para
contener la replicacion viral. En este sentido,
las proteinas DING representan una alternativa
biotecnoldgica interesante, particularmente la
proteina de origen vegetal denominada como
p27%, dado que se ha demostrado su habilidad
para interaccionar fisicamente o funcionalmente
con varias proteinas regulatorias, incluyendo C/
EBPByla RNA polimerasa ll, y con ello modular
la expresion de los genes virales y celulares
(Perera et al., 2008). Mediante construcciones
moleculares que incluian la secuencia parcial
de cDNA de p27%’ y su sobreexpresion en
células animales, se encontré que p275’ 0 p38%
modifican la sefializacién y la proliferacion
celular a través de la hipofosforilacién de la
cinasa ERK1/2 (Darbinian et al., 2009; Bookland
etal., 2012). Estudios en la linea celular maligna

U-87MG (glioma humano) demostraron la
habilidad de p27%° para inhibir la sintesis de la
ciclina A a través de la modulacién de ERK1/2
y, por lo tanto, inhibir la progresion del ciclo
celular en lafase Sy G2 (Darbinian et al., 2009;
Bookland et al., 2012).

Los gliomas malignos son tumores
cerebrales altamente agresivos con una pobre
prognosis dado que son altamente invasivos,
frecuentemente incurables y resistentes a la
guimioterapia y la radioterapia (Bookland et al.,
2012). Por lo tanto, se requiere de nuevas
terapias cuyo blanco sean las rutas involucradas
en el crecimiento y sobrevivencia de las células
tumorales, con el fin de tratar esta clase de
tumores cerebrales. Estudios previos (Darbinian
et al., 2009) revelaron que los receptores del
factor de crecimiento epidérmico y las cinasas
reguladas por factores extracelulares (ERKSs), las
cuales estén involucradas en la induccion de la
proliferacion celular estan activadas en los tipos
de glioma méas agresivos (i.e. glioblastoma
multiforma o GBM); de hecho, GBMs con niveles
aumentados de actividad de ERK, exhiben
fenotipos mas agresivos que otros con
actividades moderadas de ERKs, resaltando con
ello la importancia de ERKs y su actividad de
cinasa en el desarrollo y progresion de esa clase
de tumores (Bookland et al., 2012). La evaluacion
del efecto de p38% en el crecimiento de las lineas
celulares malignas de glioma T98G y U-87MG,
mostré que P38, a través de su actividad de
fosfatasa, afectd el estado de fosforilacion de
varias cinasas importantes en la modulacion de
las rutas del crecimiento celular y la proliferacion,
y que con ello redujo la viabilidad del glioma y
detuvo la progresion del ciclo celular en GO/G1.
La inhibicion del crecimiento resulté de la
disminucion de la actividad de proteinas clave
del ciclo celular, incluyendo a la ciclina E, Cdc2y
E2F-1. Esos resultados sugieren que p38%)
puede considerarse como un potencial candidato
para el desarrollo de un agente terapéutico para
el tratamiento directo de los gliomas malignos, o
como un radiosensibilizador previo a la aplicacion
de la radioterapia (Bookland et al., 2012).
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En el caso de las infecciones con el virus
HIV-1, agente causal del sindrome de la
inmunodeficiencia humana, el tratamiento de
esta infeccién viral se realiza mediante la
combinacion de terapia anti-retroviral (CART, por
sus siglas en inglés), medicamentos que inhiben
la entrada del virus a nuevas células o que
inhiben la retrotranscripcion del genoma viral,
impidiendo asi su integracion al genoma del
hospedante, o medicamentos que impiden la
maduracion de las proteinas virales (Suh et al.,
2013). El tratamiento en conjunto es efectivo en
reducir la carga viral, pero no consigue la
erradicacioén total del virus, por lo que la
posibilidad de mutacién viral y la adquisicion de
resistencia al tratamiento contintan siendo una
preocupacion y un reto de salud (Colgrove y
Japour, 1999; Shafer et al., 2008; Domingo y
Vidal, 2011; Suh et al., 2013). Es en este sentido
que las proteinas DING podrian ser empleadas
COmMo una estrategia complementaria de curacion
debido a su capacidad para actuar como
reguladores de la transcripcion en humanos
(Suh et al., 2013) y en particular como proteinas
que inhiben la replicacién del VIH-1 a través del
secuestro de los factores de transcripcién
esenciales para la retrotranscripcion viral. Se
estan realizando esfuerzos sustanciales para
el desarrollo de p27%’ y p38% recombinantes
para destinarlos al combate del VIH-1
principalmente, pero las proteinas resultantes,
ya sea truncadas o en forma de péptidos,
podrian también ser activos contra los
glioblastomas y otros tipos de tumores
(Bookland et al., 2012).

Por ultimo, la comparacion estructural in
silico de las proteinas DING de procariontes
PA14DING y pfluDING, mostré que ambas tienen
un 74% de identidad a nivel de secuencia
primaria de aminoacidos y que, sin embargo, a
nivel de estructura terciaria s6lo se pueden
detectar unas pocas diferencias a nivel de tres
asas externas, denominadas a, b y c,
respectivamente. Tales diferencias son en solo
5, 6 y 15 aminoé&cidos, de acuerdo al orden
mencionado para las asas. Esas pequefas
diferencias de aminoacidos parecen ser

fundamentales para la regulacion de la actividad
inhibitoria de la transcripciéon del VIH-1, de tal
forma que es posible sugerir que esas
pequefas regiones de péptidos podrian ser
utilizadas como farmacoéforos dirigidos al
tratamiento de la infeccion por VIH-1 o de
tumores, y que debido a su pequefio tamafio,
tales péptidos podrian tener una mejor cinética
de absorcion y de estabilidad, dado que serian
poco susceptibles a la degradacion por
proteasas (Suh et al., 2013).

En lo que respecta a la proteina DING
obtenida a partir de chile habanero (C.
chinense), esta también ha mostrado actividad
de fosfatasa y de manera interesante tiene
actividad citotoxica contra microorganismos
bacterianos, fungicos y lineas humanas de tipo
tumoral, pero aun falta explorar su selectividad
y su potencia (datos no mostrados). Si bien estos
hallazgos pueden definirse como preliminares,
también permiten ver que C. chinense podria
ser una fuente aun no explorada para la
obtencion de esta familia de proteinas, cuya
posibilidad de aplicacién més clara es el area
meédica, pero que podria tener aristas
importantes orientadas a la proteccion agricola,
un area a la que poca atencion se ha prestado.
Es claro que las plantas también son blanco de
agentes fitopatégenos, i.e., virus, bacterias,
hongos, etc., mismos que las diezman, ya sea
de forma simultanea o separada.

Se conoce que durante el proceso infectivo
los patégenos desarrollan estrategias generales
de colonizacion que pueden ser comunes, tanto
en la infeccion de células animales como
vegetales, i.e., la inserciéon de virus de DNA o
retrovirus en el genoma, la colonizacioén fungica
y la infeccion bacteriana (Haldar et al., 2006).
Bajo esta perspectiva, las proteinas DING
también podrian ser utilizadas para el combate
de dichos fitopatdégenos. Es por ello que en el
grupo de trabajo, ademas de estudiar las
propiedades antimicrobianas, antifingicas y
antitumorales de la proteina DING, también
hemos estado intentando clonar el cDNA que
en chile habanero codifica a la proteina DING
de esta especie. Si bien, los resultados de la
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clonacion no han sido los esperados, si
creemos que la expresién en sistemas
heter6logos, i.e., levadura, células de insecto o
bacteria, del cDNA que codifica a la proteina
DING ser& benéfica, dado que permitira
obtenerla en mayor cantidad con el objetivo de
realizar los estudios pertinentes que permitan
demostrar su potencial como biocidas
agricolas. Es claro que la clonacién y la
expresion heterologa de la proteina DING de chile
habanero o de cualquier planta es un reto
intelectual y técnico, pero que la expresion
heter6loga de este tipo de proteinas, por su
potencial médico y biotecnoldgico, representa
una posibilidad estratégica de explotacion que
no debe dejarse de lado.
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