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RESUMEN

Las chaperonas moleculares constituyen un mecanismo importante para evitar la muerte celular provocada por la
agregacion de proteinas. Las chaperonas independientes del ATP son un grupo de proteinas de bajo peso molecular que
pueden proteger y ayudar a alcanzar la estructura nativa de las proteinas desplegadas o mal plegadas sin necesidad de
un gasto energético. Hemos encontrado que el dominio C-terminal de las catalasas de subunidad grande tiene actividad
de chaperona. Por ello, en esta revision analizamos las caracteristicas mas comunes de las chaperonas pequefias y mas
estudiadas como: aB-cristalina, Hsp20, Spy, Hsp33 y Hsp31. En particular, se examina la participacion de los aminoacidos
hidrofobicos y de los aminoécidos con carga en el reconocimiento de las proteinas sustrato, asi como el papel que tiene
la forma dimérica y su oligomerizacion en la actividad de chaperona. En cada una de esas chaperonas revisaremos la
estructura de la proteina, su funcion, localizacion celular e importancia para la célula.
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Common characteristics of small dimeric chaperones

ABSTRACT

Molecular chaperones constitute an important mechanism to prevent cell death caused by protein aggregation. ATP-
independent chaperones are a group of low molecular weight proteins that can protect or restore the native structure of
unfolded or mis-folded proteins without expenditure of energy. Because we recently found that the C-terminal domain
of large-size subunit catalases has a chaperone activity, we are reviewing common characteristics of the most studied
low molecular size chaperones, such as aB-crystalline, Hsp20, Spy, Hsp33 and Hsp31. We particularly examine the
participation of hydrophobic and charged amino acid residues in protein substrate recognition and the role of dimer
formation and its oligomerization in the molecular chaperone activity. We review for each of these molecular chaperones
its protein structure, its cellular function and localization, and its importance for the cell.
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INTRODUCCION
a agregacion de proteinas debido a la pérdida de la
! estructura funcional es una de las causas del dafio

que puede conducir a la muerte celular. Las células
tienen diferentes mecanismos para contrarrestar el
dafio inminente. Uno de los mas importantes lo constituyen las
chaperonas moleculares que se pueden definir como cualquier
proteina que interactua, estabiliza o ayuda a otra proteina mal-
plegada o parcialmente desplegada a adquirir su conformacion
nativa (Hartl & Hayer-Hartl, 2009). Las chaperonas también son
esenciales durante la traduccion para el plegamiento de novo
de las proteinas, para el transporte a través de las membranas
de los diferentes compartimentos celulares, en la degradacion
de las proteinas agregadas y en laretencion en el citoplasma de
algunos factores de transcripcion (Hall, 2019; Hartl, Bracher &
Hayer-Hartl,2011; Kriegenburg et al.,2014; Morimoto, 2002).

Inicialmente fueron descritas como proteinas de respuesta al
estrés calorico (Heat Shock Proteins, HSP), pero actualmente
se sabe que pueden ser inducidas con diferentes tipos de
estrés, como: el osmotico, el oxidante, el frio, o la falta de
nutrientes, entre otros (Hartl ez al., 2011). Sin embargo, no
todas las chaperonas se inducen en condiciones de estrés.
Las caracteristicas que las describen de mejor manera son: su
presencia en diferentes compartimentos celulares asi como en
el medio extracelular, su abundancia y gran capacidad para
interaccionar con diversas proteinas sin que la interaccion
dependa de dominios o secuencias especificas (Hartl et al.,
2011; Macario, Conway de Macario & Cappello, 2013).

Las chaperonas moleculares se pueden dividir segin su
dependenciade energia en dos grandes grupos: las que dependen
del ATPy las independientes del ATP (Hiller & Burmann, 2018;
Suss & Reichmann, 2015). Las chaperonas dependientes del
ATP emplean ciclos de hidrolisis del ATP junto con grandes
cambios conformacionales para reconocer, replegar y liberar
sus proteinas sustrato. Son proteinas de peso molecular alto y
forman oligdmeros para realizar su actividad de chaperona;
los ejemplos mas estudiados son Hsp60 (GroEL/ES), Hsp70/
Hsp110 (DnaK), Hsp104 (ClpB) y Hsp90 (HtpG) (Hartl et al.,
2011; Hiller & Burmann, 2018).

Las chaperonas independientes del ATP tienen en comun la
caracteristica de prevenir la agregacion y en algunos casos
ayudar aplegar las proteinas sin necesidad de recurrir aun gasto
energético. Ademas, pueden presentar alguna actividad catalitica
de manera independiente a su funcion de chaperona, como la
de proteasa o de isomerasa (Hall, 2019; Suss & Reichmann,
2015). Estas chaperonas constituyen un grupo diverso y ubicuo
de proteinas que tienen un peso molecular entre los 12 a los
43 kDa (Jaspard & Hunault, 2016).

Debido a su bajo peso molecular, dichas chaperonas han sido
muy estudiadas para tratar de dilucidar su mecanismo de

accion, ya que permiten el uso de técnicas como NMR, SAXS,
FRET y espectrometria de masas combinada con métodos
computacionales para su estudio (Suss & Reichmann, 2015).
El mecanismo de accidn de estas chaperonas es similar entre
ellas a pesar de la diversidad estructural que presentan. Se basa
principalmente en la union de superficies hidrofobas flexibles
con las superficies hidrofobas expuestas de la proteina sustrato,
junto con interacciones de alta afinidad combinadas con una
dinamica de baja afinidad para estabilizar la interaccion (Webster,
Darling, Uversky & Blair,2019). La forma dimérica favorece la
flexibilidad de la estructura de las chaperonas volviéndolas mas
dinamicas (Santhanagopalan ef al., 2018; Suss & Reichmann,
2015) y en algunos casos, se pueden organizar en oligomeros
de dimeros (Saio, Kawagoe, Ishimori & Kalodimos, 2018;
Santhanagopalan ef al., 2018).

Recientemente hemos descubierto que el dominio C-terminal
de las catalasas de subunidad grande tienen actividad de
chaperona (Nava Ramirez, 2017; Nava Ramirez & Hansberg,
2020). Este dominio C-terminal se parece en estructura a las
chaperonas DJ-1 y Hsp31. En el tetramero de la catalasa los
dominios C-terminal estan relacionados de manera que forman
dos dimeros. Estamos interesados en dilucidar el mecanismo
molecular de la actividad de chaperona de esos dominios y si
funcionan como dimeros. Por otro lado, en algunas chaperonas
de bajo peso molecular se ha visto la importancia para su
actividad de algunos aminoacidos hidrofobicos y de algunos
aminoacidos con carga que se encuentran en la superficie
de la proteina. El motivo de esta revision es analizar en las
chaperonas de bajo peso molecular la participacion de los
aminoacidos hidrofébicos y de los aminoacidos con carga en
el reconocimiento de las proteinas sustrato, asi como el papel
de la forma dimérica y de su oligomerizacion en la actividad de
chaperona. Revisaremos las chaperonas mas estudiadas como
son: las chaperonas pequenas del estrés caldrico (sHSP por sus
siglaseninglés), laaB-cristalinay la Hsp20, las bacterianas Spy
y Hsp33 y las ubicuas Hsp31. Estas chaperonas forman parte
de una red de defensa de las células para el mantenimiento de
la homeostasis proteica.

aB-CrIsTALINA (HsPBS)

La a-Béasico-cristalina (aB-cristalina, aBc), también
llamada HspBS5, es una chaperona de 20 kDa perteneciente
a la superfamilia de las sHSP en los mamiferos (Gruvberger-
Saal & Parsons, 2006). Esta proteina se asocia en solucion
principalmente como un dimero estable, el cual presenta una
mayor actividad de chaperona que el monémero (Muranova &
Gusev, 2018). A partir del dimero se pueden formar multimeros
que llegan a ser hasta de 40 subunidades (Figura 1 A-C), ya
sean homo-oligdmeros o hetero-oligomeros con otras sHSP
como son las aA-cristalina (aAc), Hsp27, HspB6 y HspBS.
En el cristalino del ojo la interaccion aAc/aBc 3:1 es la mas
abundante (Boelens, 2014).
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Figura 1. Estructura cristalografica del dominio sHSP de la chaperona aB-cristalina de humano. A) Monomero. B) Dimero. C) Oligomero de
24 subunidades, se forma como un dodecamero de dimeros. D) Superficie del dimero. Los aminoacidos hidrofébicos estin marcados en amarillo
y los residuos hidrofébicos que participan en la interaccion con el sustrato en color naranja. Los aminoacidos con carga estin marcados en verde
y los residuos con carga que participan en la interaccion con el sustrato en rojo. Los demas aminoacidos se muestran en azul. Cédigo de acceso
del PDB: 2wj7 para el panel A, B y D; 2ygd para panel C (Bagnéris et al., 2009; Braun ef al., 2011).

La aBc se expresa también en los tejidos de diferentes 6rganos
como: el pulmon, el estdbmago, el colon, la vejiga, el cerebro,
el corazdn, el musculo esquelético, el higado, el bazo y el timo
(Klemenz, Andres, Frohli, Schifer & Aoyama, 1993). En el
cristalino del ojo la aBc es una de las proteinas mas abundantes
junto con la aA-cristalina, ambas representan el ~40% de las
proteinas del citoplasma y su estructura confiere la transparencia
al cristalino (Gruvberger-Saal & Parsons, 2006). Anivel celular
se localiza principalmente en el citoplasma (Brodehl et al.,
2017), en la mitocondria (Jin et al., 2008), en la membrana
plasmatica y en el nucleo (Vos, Kanon & Kampinga, 2009).
Durante el estrés por calor la aBc se traslada a las estructuras
subnucleares conocidas como puntos de “splicing” nuclear, que
son zonas donde se realiza el procesamiento del mRNA (Vos
et al., 2009). La funcién que realiza en este sitio es favorecer
el plegamiento de las proteinas desnaturalizadas, asi como el
transporte de la proteina FBX4, una proteina que se requiere
para la ubiquitinacion de las proteinas y su degradacion (Den
Engelsman et al., 2004; Vos et al., 2009). La localizacion en
esta zona no depende de la interaccion con el DNA o el RNA,
sino que se asocia s6lo con otras proteinas que estan presentes
en ese sitio (Den Engelsman et al., 2004).

Laestructura de esta chaperona es caracteristicade las SHSP, que
en la aBc del humano estd compuesta de la region N-terminal
variable (NTR), que va del aminoacido 1 al 68; el dominio
a-cristalina (ACD), que va del residuo 69 al 150, y la region
C-terminal (CTR), del aminoacido 151 al 175 (Dimauro,
Antonioni, Mercatelli & Caporossi, 2017). El dominio ACD
presentauna estructura de sandwich compuesta por ocho cadenas
[ antiparalelas conectadas porunbucle interdominio (Figura 1 A,
B). Las cadenas f6/B7 forman la interface de la forma dimérica
(Bagnéris et al., 2009). En la region CTR hay un motivo IXI/V
(I-P-I/V) que también se encuentra en otras sHSP, que tiene
la capacidad de interaccionar con el surco formado entre las

cadenas 4/B8 del ACD de otro dimero para la formacion de
los oligomeros (Dimauro ef al., 2017; Liu et al., 2018).

La principal funcién de aBc es prevenir la agregacion de otras
proteinas, como la a-sinucleina localizada en el cerebro o la
proteina Titin en el corazdn, entre otras (Boelens, 2014). La
zona de interaccion con los agregados amiloides incluyen los
aminoacidos K90, K92, V93, 1L.94, 1124, T134, S135, S136
y L137, pertenecientes a las f4/B8, que son también el sitio
de interaccion con el dominio C-terminal de la proteina que
favorece la oligomerizacion (Liu et al., 2018) (Figura 1 D). Se
ha propuesto que el mecanismo de regulacion de la actividad
de chaperona de esta proteina en los diferentes tejidos es a
través de la auto-inhibiciéon por oligomerizacion, ya que los
multimeros presentan una baja actividad de chaperona en
condiciones normales, mientras que en el estrés se favorece
la disociacion de los multimeros en dimeros, dejando libre el
surco de las cadenas 4/B8, aumentando asi su actividad de
chaperona (Liu ef al., 2018).

Hsr20 (HsrB6)

La Hsp20, también conocida como HspB6, es una chaperona
de 17 kDa perteneciente a la familia de chaperonas Hsp20.
Esta familia estd ampliamente distribuida en procariontes y en
eucariontes. Ha sido estudiada principalmente en mamiferos
(Li, Xiao, Zhou, Hu & Yang, 2017).

A diferencia de otras sHSP, la HspB6 humana no forma
oligdbmeros grandes sino que forma tnicamente dimeros en
solucion, cuya formacion no depende de su concentracion o
de su estado de fosforilacion (Weeks et al., 2014). Aunque
en la rata se ha observado que se forman oligémeros de dos
tipos (van de Klundert ef al., 1998): la forma dimérica que
presenta actividad de chaperona comparable con otras sHSPy
las formas oligoméricas que tienen baja actividad de chaperona
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(Dreiza et al., 2010; van de Klundert ef al., 1998). La HspB6
puede interaccionar con la HspB5 o con la HspB1 y formar
hetero-oligdbmeros que pueden ir de los 100 a los 300 kDa.
Estaoligomerizacion depende de la temperatura y del estado de
fosforilacion de las sSHSP (Bukach, Seit-Nebi, Marston & Gusev,
2004; Seit-Nebi & Gusev, 2009). Por otro lado, la formacion de
hetero-oligdbmeros regula la actividad de las otras sHSP: en el
caso de los oligdmeros de HspB1 se vuelven mas especificos
hacia un sustrato, mientras que en el caso de los oligdémeros de
HspB5 aumentan su actividad, debido a que son especies mas
pequeiias que sus homo-oligdémeros (Mymrikov et al., 2019).

HspB6 se localiza principalmente en el citoplasma (Rembold
& Zhang, 2001), aunque su localizacion cambia con el estrés.
Por ejemplo, en condiciones de isquemia, migra del citoplasma
a las miofibrillas (Golenhofen, Perng, Quinlan & Drenckhahn,

2004) y con la inhibicion del proteosoma, se transfiere al
citoesqueleto de actina (Verschuure et al., 2002). Esto sugiere
que protege la estructura celular a través de su interaccion con
los componentes del citoesqueleto (Li et al., 2017). HspB6
esta asociada con diferentes tejidos en los que el nivel de
su expresion suele ser alto, como en los tejidos del sistema
cardiovascular, en el musculo esquelético, en el musculo liso
y en el cerebro (Edwards, Cameron & Baillie, 2011). Se ha
observado que la concentracion de la HspB6 estd aumentada
en la sangre de pacientes con enfermedades vasculares, ya que
inhibe la agregacion de las plaquetas (Niwa, Kozawa, Matsuno,
Kato & Uematsu, 2000).

La HspB6 humana es una chaperona de 160 residuos (Figura
2 A-C), que presenta una estructura caracteristica de las sHSP,
con un dominio conservado ACD rigido (del residuo 61 al 146),

Figura 2. Estructura cristalografica de la chaperona Hsp20, Spy y Hsp33. Estructuras de Hsp20 o HspB6 de humano A) Monémero. B)
Dimero. C) Superficie del dimero. HspB6 puede formar hetero-oligémeros al interaccionar con la HspB5 o con la HspB1, estos oligdmeros
pueden ir de los 100 a los 300 kDa (Seit-Nebi & Gusev, 2009), sin embargo, no hay estructura cristalografica de estos. Estructuras de Spy
de E. coli D) Monomero. E) Dimero. F) Superficie del dimero. Spy es una proteina dimérica, no se ha observado que forme oligémeros.
Estructuras de Hsp33 de Bacillus subtilis. G) Monémero. H) Dimero. I) Superficie del dimero. Hsp33 es una chaperona dimérica que en
su estado oxidado activo puede formar especies oligoméricas con mayor actividad que el dimero (Akhtar ef al., 2004), sin embargo, no hay
estructura cristalografica de estas especies. Los aminoacidos hidrofébicos estin marcados segun lo indicado en la Figura 1. Cédigo de acceso
del PDB: Slum para los paneles A, By C (Sluchanko et al., 2017), 3039 para los paneles D, E y F (Quan ef al., 2011), 1vzy para los paneles

G, Hel (Janda et al., 2004).
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flanqueado por la region NTR (del residuo 1 al 60) variable
y el dominio CTR (del residuo 147 al 160) (Fan & Kranias,
2010). Una caracteristica importante de esta chaperona es
que su region CTR no presenta el motivo de anclaje IXI/V
necesario para la formacion de los oligémeros y del dimero
en las sHSP (Heirbaut, Beelen, Strelkov & Weeks, 2014). La
region CTR no presenta similitud con la secuencia canoénica
para las sHSP, en vez de ello, cuenta con una secuencia rica en
prolina y alanina (Weeks et al., 2014). La dimerizacion de la
HspB6 ocurre por la interaccion del surco hidrofobico de las
cadenas $4/B8 con un motivo tripéptido (IPVPV) de la region
NTR de otro mondémero de la HspB6, que suple la ausencia
del motivo de anclaje IXI/V. Esta interaccion se pude llevar a
cabo con otras sHSP para formar complejos (Heirbaut et al.,
2014; Weeks et al., 2014).

La interaccion de la HspB6 con las proteinas parcial o
completamente desnaturalizadas se realiza con los residuos
188, V90, V99, V132, S134 y L156 de las cadenas 4/BS,
como en otras SHSP (Fuchs et al., 2009). Ademas, la region
NTR es importante para la actividad de chaperona, ya que la
eliminacion total o parcial de los residuos del 21 al 30 y del 41
al 60 disminuye su actividad. Por otro lado, la eliminacion de
los residuos 31 al 35 mejora la capacidad de chaperona de la
HspB6 (Figura 2 C). Esta region estd muy conservada en las
otras sHSP (Heirbaut et al., 2014).

Sey

La proteina Spy es una chaperona de 16 a 18 kDa que pertenece
ala familia Cpx/Spy, presente en protobacterias, endobacterias
y en algunas cianobacterias (Koldewey, Horowitz & Bardwell,
2017;Kwon, Kim, Gross, Gross & Kim, 2010). Esuna chaperona
diméricay sudimerizacion es necesaria para poder interaccionar
con las proteinas sustrato (He, Sharpe, Mazur & Hiller, 2016).
No se ha observado que forme oligémeros en solucion.

Spy es una proteina periplasmica y su expresion se regula por
los sistemas de dos componentes Bae y Cpx, que monitorean el
plegamiento de las proteinas extra-citoplasmicas (Srivastava,
Lambadi, Ghosh, Pathania & Navani, 2014). La expresion de
Spy aumenta con la exposicion a diferentes tipos de estrés,
principalmente el estrés osmotico y por la exposicion a agentes
que alteran la membrana, como el etanol y los antimicrobianos,
y también durante la formacion de esferoplastos (Vogt &
Raivio, 2012).

Spy tiene la funcién de evitar la agregacion de las proteinas
peripldsmicas. Debido alanaturaleza permeable de lamembrana
externamuchas proteinas del periplasma se pueden desnaturalizar
(Merdanovic, Clausen, Kaiser, Huber & Ehrmann, 2004). La
actividad de chaperona de Spy también favorece el plegamiento
de las proteinas desplegadas, lo cual es importante debido a la
ausencia de chaperonas dependientes del ATP en el periplasma
(Koldewey, Stull, Horowitz, Martin & Bardwell, 2016).

La proteina Spy de Escherichia coli tiene 161 residuos. La
estructura del mondmero consiste en cuatro o-hélices que se
estructuran formando una horquilla larga y curvada (Figura 2
D). La estructura se divide en tres regiones. Dos de ellas con
un alto grado de desorden: la region 1 o N-terminal, que va de los
residuos 1 al 52 (hélice 1, H1), y la region 3 o C-terminal, que va
del residuo 144 al 161 (hélice 4, H4); en cambio, la region 2, que
vade losresiduos 53 al 143 estd mas estructuraday compuesta por
las hélices 2 y 3 (H2 y H3) (Kwon et al., 2010). Las hélices H1
y H2 con la hélice mas larga H3 forman dos puntas que estan
conectadas a través de un asa entre H2 y H3. La formacion del
dimero se da por la interaccion del asa y una region cercana
(H2 y el N-terminal de H3) de un mondmero con las hélices
H3 con H4 del C-terminal de otro mondémero, de manera
antiparalela. El dimero de Spy tiene una forma ovalada bastante
plana y concava, parecida a una silla de montar (Figura 2 E).
En la region concava es donde interaccionan las proteinas
sustrato. Esta region tiene cuatro zonas hidrofobicas rodeadas
de aminodcidos hidrofilicos con carga positiva, pertenecientes
a laregion N-terminal flexible y al asa que conecta H1 con H2
(Koldewey et al., 2017; Kwon et al., 2010; Wu, Stull, Lee &
Bardwell, 2019) (Figura 2 F).

La proteina Spy ha sido muy estudiada y sirve como modelo
de la interaccion chaperona/proteina sustrato. Esto se debe al
tamafio pequeflo de Spy y a que se han identificado algunos
de sus sustratos especificos, como la proteina Im7 (Wu et al.,
2019). El mecanismo por el que Spy favorece el plegamiento
de otras proteinas se debe a que la proteina sustrato se une a la
chaperona a partir de interacciones electrostaticas transitorias
de largo alcance. Este complejo se estabiliza mediante
interacciones hidrofébicas de corto alcance, generando el
colapso hidrofébico de la proteina desplegada debido al
desplazamiento de las moléculas de agua. Cuando se ocultan
los residuos hidrofobicos de la proteina sustrato la afinidad
por Spy disminuye, permitiendo asi su liberacion (He et al.,
2016; Hiller & Burmann, 2018).

Hsp33

Las Hsp33 son proteinas que van de los 25 a los 33 kDa y
pertenecen a la familia Hsp33. Estan presentes en la mayoria
de los procariontes asi como en algunos pardsitos eucariontes
unicelulares, como los Tripanosomatidos, y también en algunas
algas; no se encuentran en animales (Kumsta & Jakob, 2009;
Segal & Shapira, 2015). La Hsp33 esta normalmente como
mondmero en solucion y es necesario la formacion del dimero
parasuactivacion; la forma monomeérica presenta una actividad
de chaperona muy reducida (Chi et al., 2011; Graumann et al.,
2001). Eldimero en estado oxidado activo puede formar especies
oligoméricas con mayor actividad que la especie dimérica (un
85% mas eficiente) debido a un aumento significativo en las
superficies hidrofobicas expuestas en las especies oligomeéricas,
lo cual es relevante durante el estrés oxidante en la célula
(Akhtar et al., 2004).
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Figura 3. Estructuras cristalograficas de algunas chaperonas de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl. Estructuras dela Hsp31 de E. coli. A) Monémero.
B) Dimero. C) Superficie del dimero. Estructuras de la DJ-1 de humano. D) Monémero. E) Dimero. F) Superficie del dimero. Estructuras
del dominio C-terminal de la CAT-3 de N. crassa. G) Monémero. H) Dimero. I) Superficie del dimero. Los aminoacidos estan marcados
segun lo indicado en la Figura 1. El arreglo de la forma dimérica puede ser empleada para clasificar las chaperonas de esta superfamilia: las
que se ensamblan como la Hsp31 y las que lo hacen como la DJ-1(Wei, Ringe, Wilson & Ondrechen, 2007). Hsp31 de E. coli puede generar
especies oligoméricas cuando se une el zinc y también con una temperatura mayor a 60°C, formando especies de alto peso molecular (Kim
et al., 2018), sin embargo no hay estructura cristalografica. Codigo de acceso del PDB: lizy para los paneles A, By C (Lee et al., 2003); 1ucf
para los paneles D, E y F (Honbou et al., 2003); 3ej6 para los paneles G, H e I (Diaz, Valdés, Rudifio-Pifiera, Horjales & Hansberg, 2009).

La Hsp33 se localiza principalmente en el citoplasma donde
evita la agregacion de proteinas causada por la oxidacion o por
una temperatura elevada. Por otro lado, en las algas se localiza
en los cloroplastos y es inducida cuando hay fotooxidacion
(Kumsta & Jakob, 2009; Segal & Shapira, 2015). En bacterias
su expresion es constitutiva (~1.5 pM en Escherichia coli) en
ausencia de estrés y aumenta con diferentes tipos de estrés,
como el oxidante, el calorico o el causado con el HOCI. En
estas condiciones el factor de transcripcion *? determina su
expresiony el factor transcripcion OxyR laaumenta ain mas con
el estrés oxidante (Kumsta & Jakob, 2009; Voth & Jakob, 2017).

La Hsp33 de E. coli estd compuesta por 294 aminoéacidos y
consta de dos dominios caracteristicos de su estructura, el

dominio de unidn al sustrato o N-terminal que va del residuo
1 al 178 y el dominio donde se une el zinc o C-terminal que
va del residuo 232 al 294; los dominios estan conectados
a través de una region de enlace que va del residuo 179 al
231 (Chi et al., 2011; Won et al., 2004) (Figura 2 G, H). La
estructura del dominio donde se une el zinc consta de dos
hélices que forman un angulo recto entre si, ademas de tener
una horquilla de hojas B plegadas y una tercera hélice en el
extremo carboxilo. Este dominio presentaun motivo conservado
de cuatro cisteinas C-X-C-X —-C-X-X-C (232,234,262 y
265 en E. coli) que incorporanunionde zinc (Reichmann et al.,
2012; Wonetal.,2004). Enlas algas, la Hsp33 perdi6 la primera
cisteina del motivo. Aunque presenta actividad de chaperona
y el zinc se sigue uniendo, su capacidad para reconocer los
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sustratos esta disminuida en comparacion con las Hsp33 de las
bacterias (Segal & Shapira, 2015). La estructura del dominio
que incorpora el zinc tiene un mecanismo de activacion que
funciona como un interruptor redox: la pérdida del i6n de
zinc altera la estructura plegada de la proteina, permitiendo
que las cisteinas se oxiden formando puentes disulfuro. Esta
oxidacion provoca la desestructuracion de la region de enlace
(~40 aminoacidos) que en condiciones normales esta plegada,
es estable e interacciona con la superficie hidrofoba del dominio
N-terminal (Cremers, Reichmann, Hausmann, Ilbert & Jacob,
2010; Groitl et al., 2016; Won et al., 2004). Para su activacion
esnecesaria lapresencia simultanea de agentes oxidantes, como
el H,0,, y de una temperatura elevada (> 40 °C) (Graumann
etal., 2001).

La Hsp33 interacciona con las proteinas desplegadas mediante
la desestructuracion de laregion de enlace, lo que la vuelve mas
flexible y expone los residuos hidrofobicos esenciales para su
interaccion con las proteinas sustrato, los cuales estan rodeados
de residuos polares que participan en la interaccion. La zona
de interaccion mas fuerte con las proteinas sustrato involucra
a los aminoacidos F157, M172, F187, L202, L203, W212 y
Y223, mientras que los aminoacidos Y12 y Y39 del dominio
N-terminal presentan un menor nimero de interacciones
(Figura21). Eldominio C-terminal no estd implicado en launion
con las proteinas sustrato (Groitl et al.,2016). La Hsp33 ha sido
estudiada como modelo debido a que su funcion de chaperona
se da mediante la interaccion entre una region desestructurada
de la chaperona con las proteinas sustrato desdobladas.

Hspr31

Las Hsp31 son proteinas que van de los 25 a los 33 kDa.
Pertenecen a la superfamilia de proteinas DJ-1/Thil/Pfpl que
estan presentes en los tres dominios de la vida, siendo la proteina
DJ-1 humana la mas estudiada (Aslam & Hazbun, 2016; Lucas
& Marin, 2007). Los miembros de la familia DJ-1 con actividad
de chaperona se caracterizan por ser proteinas diméricas y
se pueden clasificar segin la forma en la que se unen los
mondmeros en el dimero (Jungetal.,2012; Wei, Ringe, Wilson
& Ondrechen, 2007). Algunos miembros de esta superfamilia
se organizan en hexameros cuya unidad principal son dimeros,
como el caso de la proteasa Pfpl en bacterias, pero no se ha
observado que estas proteinas tengan actividad de chaperona
(Jung et al., 2012). Las proteinas mutantes de DJ-1 humana
que inhiben la formacién del dimero carecen de actividad
de chaperona y se degradan (Alvarez-Castelao, Sanchez,
Goethals, Vandekerckhove & Castafio, 2012; Blackinton et
al., 2005). Hsp31 en E. coli se oligomeriza cuando incorpora
un i6n de zinc y también con una temperatura mayor a 60 °C,
formando especies de alto peso molecular, lo que incrementa
significativamente su actividad de chaperona debido al aumento
de la zona hidrofobica expuesta en la superficie del oligomero
(Kim et al., 2018).

Lasproteinas Hsp31 selocalizan principalmente en el citoplasma
en condiciones normales, tanto en procariontes como en
eucariontes, aunque durante condiciones de estrés también
se localizan en los cuerpos P y en los cuerpos de inclusion
(Aslam & Hazbun, 2016; Bankapalli ef al., 2015). La Hsp31
en las levaduras se transloca del citoplasma a las mitocondrias
durante condiciones de estrés, principalmente estrés oxidante, y
contribuye a preservar la integridad mitocondrial manteniendo
el NADPH y por ende el glutation (Aslam & Hazbun, 2016;
Bankapalli et al., 2015). En humanos, DJ-1 no sdlo se localiza
en el citoplasma, la mitocondria y los cuerpos de estrés, sino
también en el nucleo, en el aparato de Golgi, en el reticulo
endoplasmico y en las balsas lipidicas de la membrana celular
(Kim et al., 2013; Kim et al., 2012; Moutaoufik et al., 2019;
Usami et al., 2011).

Aunqueenelhumano DJ-1sehaasociado conmultiples funciones
(glioxalasa/deglicasa, peptidasa, cofactor transcripcional, oxido-
reductasa tipo peroxirredoxina, atrapador de cobre, proteinas
de union a hormonas), alin no esta clara su actividad principal
en las células. Sin embargo, la actividad de chaperona es
importante, yaque en el caso de lasmutaciones de DJ-1 quetienen
disminuida esta funcion, aumenta la agregacion de proteinas
en las células del cerebro, como la a-sinucleina, asociada con
diferentes enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson
y el Alzheimer (Alvarez-Castelao ef al., 2012; Dolgacheva,
Berezhnov, Fedotova, Zinchenko & Abramov, 2019). LaHsp31
de E. coliylas de Saccharomyces cerevisiae tienen actividad de
desglicasa (glioxalasa)y de chaperona (Aslam & Hazbun,2016;
Bankapallietal.,2015). Ademas, enel casodelaHsp31deE. coli
se ha observado in vitro que puede ayudar a la recuperacion de
la forma nativa de las proteinas después de ser desnaturalizadas
(Sastry Korotkov, Brodsky & Baneyx, 2002). Las diferentes
Hsp31 de S. cerevisiae protegen a la célula de la agregacion
de proteinas y desagregan las fibrillas que se producen durante
el estrés oxidante, el osmdtico o una temperatura elevada,
y también evitan la agregacion de la proteina prion Sup35.
Ademas, evaden la toxicidad celular debida a la modificacion
de las proteinas por el metilglioxal, el glioxal o el acido acético,
producidos en la glicdlisis. Se ha visto que estan implicadas en
lasupervivenciade las levaduras durante el crecimiento diatixico
y la fase de crecimiento estacionario (Miller-Fleming et al.,
2014; Skoneczna, Kaniak & Skoneczny, 2015; Tsai et al.,
2015). En E. coli la Hsp31 protege a la célula de la toxicidad
debido a la agregacion de proteinas de manera independiente
de otros sistemas de chaperonas, e incrementa la supervivencia
de las bacterias cuando el pH del medio se acidifica en la fase
estacionaria (Malki, Kern, Abdallah & Richarme, 2003; Mujacic,
Bader & Baaneyx, 2004; Mujacic & Baneyx, 2006).

La Hsp31 de E. coli consta de 286 aminoacidos y tiene dos
dominios caracteristicos en su estructura, el dominio A y el
dominio P, que estan unidos por un asa de enlace flexible
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(Figura 3 A). El dominio A, también llamado dominio ThiJ,
tiene una estructura tipo Rossmann que estd compuesta por
un arreglo de a-hélices y hojas B antiparalelas. En este arreglo
las a-hélices rodean las hojas 8 en forma de sandwich. En el
dominio A se encuentra la triada catalitica Cys-His-Glu(Asp)
caracteristica de la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl; mientras que
el dominio P es responsable de la dimerizacion. El dimero
presenta una forma concava tipo cuenco en donde hay varios
aminoacidos hidrofobicos rodeados de aminoacidos con carga,
los cuales interaccionan con las proteinas sustrato (Lee
et al., 2003; Quigley, Korotkov, Baneyx & Hol, 2003, 2004)
(Figura 3 B).

La zona de interaccion con las proteinas sustrato no ha sido
identificada completamente, pero parala Hsp31 de E. coli se ha
observado una reduccion de la actividad de chaperona al mutar
algunos aminoacidos hidrofobicos de la zona del cuenco del
dominio Ay del asa de enlace. En el dominio A las mutaciones
F19E, F20E y Y24E reducen la actividad en un 20% mientras
que la mutacion L26E la reduce en un 50-60%. Por otro lado,
las sustituciones L80E y I1220E en el asa reducen la actividad
en un 60-65%, mientras que L85E la reduce en un 35% (Figura
3 C). Esto sugiere que la interaccion con la proteina sustrato
ocurre en la superficie hidrofobica del cuenco y que la actividad
es regulada por el asa de enlace, que normalmente cubre esta
zona y con una temperatura elevada (> 45 °C) se produce un
cambio conformacional que flexibiliza el asa y expone laregion
hidrofébica (Quigley, Korotkov, Baneyx & Hol, 2004; Sastry,
Quigley, Hol & Baneyx, 2004) (Figura 3 C). En el caso de la
DJ-1 humana se considera como posible zona de interaccion
una region hidrofobica extensa en la superficie de la proteina
comprendida por los aminoacidos V146, F162, L166, A167,
A178 y L187 (Lee et al., 2003) (Figura 3 D-F).

Las catalasas de subunidad grande (large subunit catalases, LSC)
son proteinas presentes en bacterias, hongos y algunas arqueas.
A diferencia de otras hemo-catalasas tienen un dominio extra
en el extremo carboxilo de entre 100 y 190 aminoacidos (Diaz,
Valdés, Rudifio-Pifiera, Horjales & Hansberg, 2009; Hansberg,
Salas-Lizana & Dominguez, 2012). Este dominio C-terminal
se ha incluido en la superfamilia DJ-1/ThiJ/Pfpl debido a su
parecido estructural con estas proteinas, aunque a nivel de
secuenciano se parecen y tampoco conservan la triada catalitica
caracteristica de la superfamilia (Hansberg, Salas-Lizana &
Dominguez, 2012; Lucas & Marin, 2007) (Figura 3 G-I). Se ha
observado que el dominio C-terminal le confiere estabilidad a las
catalasas en condiciones de estrés calorico (Chelikani, Donald,
Duckworth & Loewen, 2003). Hemos descubierto que este
dominio C-terminal también presenta actividad de chaperona
molecular en condiciones in vitro protegiendo a otras proteinas
de la desnaturalizacion debida a una temperatura elevada, a una
concentracion alta de urea o a la oxidacion con H,O, y es mas
eficiente como chaperonaquelaHsp31de E. coli (NavaRamirez,
2017). El C-terminal aislado de la catalasa-3 de N. crassa

confiere a E. coli una mayor supervivencia en condiciones de
estrés calorico y oxidante (Nava Ramirez & Hansberg, 2020).
Algunos datos preliminares indican que varios aminoacidos
hidrofébicos de la superficie del dominio son importantes para
su funcion de chaperona.

PARTICIPACION DE ZONAS HIDROFOBICAS Y AMINO-
ACIDOS CARGADOS

En todos los casos las zonas de interaccion con el sustrato
presentan principalmente aminoacidos hidrofobicos asi
como algunos aminoacidos con carga que pueden interactuar
con la proteina sustrato. En el caso de Spy, el plegamiento
de la proteina sustrato depende del desplazamiento de las
moléculas de agua desde el interior de la proteina debido
a las interacciones hidrofobicas y a la desestructuracion de
los aminoacidos de una region mal plegada mediante las
interacciones electrostaticas, lo que favorece el plegamiento
de la proteina sustrato en su estructura nativa funcional (He
et al., 2016; Hiller & Burmann, 2018).

LA IMPORTANCIA DE LA ESTRUCTURA DIMERICA

En los ejemplos mencionados en esta revision, la dimerizacion
de las chaperonas es necesaria y en algunos casos, como los de
Spy, Hsp33 y Hsp31, es esencial para su actividad. La forma
monomérica de este tipo de chaperonas no presenta actividad o
es muy reducida. La formacion del dimero en las sHSP, Hsp31
y Spy favorece los sitios de unién con la proteina sustrato al
aumentar la superficie hidrofobica, ademas en Hsp31 y Spy
también se favorece la formacion de una estructura concava
que es importante para la interaccion con la proteina sustrato
(Dreiza et al., 2010; Koldewey et al., 2017; Liu et al., 2018;
Sastry et al., 2004). En el caso de la Hsp33 la formacion del
dimero permite la activacion por oxidacion de la chaperona,
esto genera la desorganizacion de una parte de la proteina y
una mayor exposicion de la zona hidrofobica, lo que favorece
la interaccion con las proteinas sustrato (Groitl et al., 2016).

LA OLIGOMERIZACION CONTROLA LA ACTIVIDAD DE
CHAPERONA

En los casos de las chaperonas que pueden generar oligdmeros
el cambio estructural es importante para la regulacion de la
actividad de chaperona, ya sea de manera negativa o positiva.
En la aB-cristalina la formacion de oligdbmeros de alto peso
molecularregulanegativamente suactividad, yaqueinvolucra
el surco hidrofobico formado por las cadenas [4/B8
que es la zona de interaccion con las proteinas sustrato. En
condiciones de estrés se deshacen los oligdmeros y con la
exposicion del surco hidrofobico se incrementa la actividad de
chaperona (Groitl ez al., 2016; Liu et al., 2018). En la Hsp31
y la Hsp33 la formacion de oligomeros regula de manera
positiva su actividad, ya que aumenta la exposicion de las
zonas hidrofobicas. En ambos casos se requieren condiciones
de estrés para la oligomerizacion (Akhtar et al., 2004; Kim et
al., 2018). En el caso de la Hsp20 (HspB6), aunque no puede
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formar homo-oligémeros, la formacion de hetero-oligoméros
regula su actividad de dos formas dependiendo con cual de
las sHSP interacciona: al unirse con HspB1 se vuelve mas
especifica a un tipo de sustrato y al unirse a HSpB5 aumenta
su actividad de chaperona en comparacion con las especies de
homo-oligdmeros mas grandes de HspBS (Mymrikov et al.,
2019). Esto también ocurre en las chaperonas dependientes del
ATP, las cuales forman complejos que potencian su actividad,
como es el caso del complejo Hsp40/Hsp70 o las Hsp60
(GroEL en bacterias y TRiC en eucariontes) que se organizan
en maquinarias moleculares sumamente complejas (Hartl et
al., 2011). Estos datos sugieren que la estructura oligomérica
de una chaperona es un aspecto relevante y posiblemente sea
un factor determinante para su actividad.
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