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ABSTRACT 
 

Ermp1 is a putative metalloprotease from S. pombe and a member of the Fxna peptidases, 

the function of which is not yet fully understood. Previous investigations of orthologous 

proteins in rats and humans suggest their involvement in the maturation of ovarian 

follicles and in increasing proteotoxic stress in the endoplasmic reticulum (ER). To 

elucidate the function of Ermp1 in fission yeast and what role it would have in the ER 

stress response, this study reports the first in silico predictions of protein-protein 

interactions of this metalloprotease. To achieve this, bioinformatics tools were used to 

predict protein-protein interactions by comparing human-yeast interologues and 

molecular docking. Thanks to this strategy, it is proposed that Ermp1 could interact with 

45 highly conserved proteins in humans and yeast. These proteins include Gsk3 and 

Amk2, previously genetically related to Ermp1 in fission yeast. It is also proposed that 

Ermp1 would not only act as a proteolytic enzyme, but also play an important role in 

maintaining ER lumen homeostasis by interacting with other proteins. Therefore, three 

chemical agents were evaluated to induce the stress response in ER, evidencing 

Tunicamycin as the most effective inducer in S. pombe. Gene expression analysis of wild 

type cells revealed fluctuations in the expression of the erm1, amk2, and gsk3 genes during 

stress induction. The expression of erm1 initially decreased followed by a significant 

increase over time, while amk2 and gsk3 exhibited a progressive increase in expression. At 

the protein level, Amk2 and Gsk3 participate in key signaling pathways that regulate 

cellular activity and response to metabolic and stress signals. Therefore, elucidating the 

correlation of Ermp1 with Amk2 and Gsk3 would support in the identification of more 

cellular regulatory processes that have not yet been described. In conclusion, the 

bioinformatic and experimental findings reported in this thesis would serve as support 

for future investigations of Fxna peptidases from other species such as humans. 

 

 

 

KEY WORDS: Ermp1; S. pombe; metalloprotease; protein-protein interactions; docking 

molecular; stress; UPR. 
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RESUMEN 
 

Ermp1 es una metaloproteasa putativa de S. pombe y miembro de las Fxna peptidasas, 

cuya función aún no se comprende completamente. Investigaciones previas de 

proteínas ortólogas en rata y humano han demostrado su relación en la maduración de 

folículos ováricos y en el incremento del estrés proteo-tóxico en el retículo 

endoplásmico (RE). Para elucidar la función de Ermp1 en la levadura de fisión y qué 

papel tendría en la respuesta al estrés en RE, este estudio reporta las primeras 

predicciones in silico de interacciones proteína-proteína de la metaloproteasa. Para 

lograrlo, se emplearon herramientas bioinformáticas para predecir interacciones 

proteína-proteína mediante comparación de interólogos humano-levadura y docking 

molecular. Gracias a esta estrategia, se propone que Ermp1 pudiera interactuar con 45 

proteínas altamente conservadas en humanos y levaduras. Entre estas proteínas se 

incluyen Gsk3 y Amk2, previamente relacionadas genéticamente con Ermp1 en la 

levadura de fisión. También se plantea que Ermp1 no solo ejercería una función como 

enzima proteolítica, sino que también desempeñaría un papel importante en el 

mantenimiento de la homeostasis del lumen del RE al interactuar con otras proteínas. 

Por lo tanto, se evaluaron tres agentes químicos para inducir la respuesta al estrés en 

RE, evidenciando a Tunicamicina como el inductor más efectivo en S. pombe. El análisis 

de la expresión génica de células wilde type reveló fluctuaciones en la expresión de los 

genes erm1, amk2 y gsk3 durante la inducción del estrés. La expresión de erm1 

experimentó una disminución inicial seguida de un aumento significativo en función 

del tiempo, mientras que amk2 y gsk3 exhibieron un aumento progresivo en su 

expresión. A nivel de proteínas, Amk2 y Gsk3 están implicadas en vías de señalización 

clave que regulan la actividad celular y la respuesta a señales metabólicas y de estrés. 

Por lo tanto, elucidar la correlación de Ermp1 con Amk2 y Gsk3 ayudaría en la 

identificación de más procesos de regulación celular que aún no han sido descritas. En 

conclusión, los hallazgos bioinformáticos y experimentales reportados en esta tesis 

servirían de apoyo para futuras investigaciones de Fxna peptidasas de otras especies 

como los humanos. 

 

PALABRAS CLAVE: Ermp1; S. pombe; metaloproteasa; interacciones proteína-

proteína; docking molecular; estrés; UPR.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La Metaloproteasa 1 de Retículo Endoplásmico (ERMP1), Fxna peptidasa o Felix-

ina, es una proteasa de nueve dominios transmembranales y tiene un dominio de la 

familia M28 de zinc metalopeptidasas [1,2]. El gen se identificó por primera vez en las 

células de la granulosa de los folículos ováricos de rata, donde su expresión es necesaria 

para la organización folicular, probablemente para facilitar el procesamiento de 

precursores proteicos necesarios en la comunicación celular intraovárica [1]. 

 

1.1. Relación entre ERMP1 humana y la Respuesta a Proteínas Desplegadas (UPR) 

Los estudios in vitro han demostrado que la sobreexpresión de ERMP1 humana 

contribuye al aumento del estrés del RE al activar la Respuesta a Proteínas Desplegadas 

(UPR) a través de GRP78-PERK-CHOP [2–4]. La vía UPR requiere de tres proteínas 

transmembranales que actúan como sensores del estrés en el RE: IRE1, PERK y ATF6 

[5–7] (Figura 1). Cada sensor se encuentra unido a la chaperona GRP78/BiP formando 

un complejo inactivo, el cual se disocia cuando existe una acumulación de proteínas 

mal plegadas en el RE [5–7]. En seguida, estos mediadores activan la vía de rescate UPR 

para mantener la integridad y la funcionalidad del organelo mediante la regulación de 

otros procesos como la expansión de la membrana del RE, la síntesis selectiva de 

chaperonas, así como la disminución de la carga proteica a través de la ubiquitinación, 

degradación por el proteosoma y/o autofagia [8,9]. Si el estrés proteo-tóxico se reduce 

rápidamente, las células logran adaptarse con éxito al estrés, pero si persiste y 

compromete la homeostasis celular, la vía de señalización activa la apoptosis a través 

de CHOP [10] (Figura 1). UPR compromete otros procesos que son críticos para la 

célula, como la proliferación y supervivencia celular, la respuesta antioxidante, la 

regulación metabólica, así como las respuestas inmune e inflamatoria [6,11,12].  
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Figura 1. Modulación del estrés de RE a través de la vía de señalización UPR en mamíferos. Imagen 

creada en BioRender.com. 

 

Por otro lado, existen estudios donde se ha demostrado que la regulación positiva 

de ERMP1 se relaciona con la proliferación celular y progresión de cáncer a través de la 

vía PI3K/AKT/mTOR/β-catenina, por lo que se ha considerado como un posible 

marcador de detección y progresión de diferentes tipos de cáncer como mama, pulmón, 

intestino y colon, así como un prometedor blanco terapéutico [13,14]. Aunque hay 

evidencia de que ERMP1 en humanos podría desempeñar un papel importante en las 

vías de señalización anteriormente mencionadas, el mecanismo molecular sigue sin 

estar claro. En la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe, el gen erm1 

(SPCC1259.02c) codifica la proteína Ermp1 (Metalopeptidasa Putativa de Retículo 

Endoplásmico). De acuerdo con la inferencia de homología, se considera una proteína 

homóloga de ERMP1 de humano y rata. Sin embargo, su función celular no se ha 

estudiado en este microorganismo.   

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2539040/
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1.2. La levadura de fisión como organismo modelo en estudios de biología molecular 

S. pombe es un ascomiceto evolutivamente lejano de Saccharomyces cerevisiae con 

una separación estimada de aproximadamente 420 millones de años [15]. Esta eucariota 

unicelular tiene una forma cilíndrica de 3-4 µm de diámetro y 7-14 µm de longitud. Se 

divide formando un septo en la zona media para dar lugar a dos células hijas iguales 

de tipo haploide o diploide [16] (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Microfotografías de Schizosaccharomyces pombe. (A) Células haploides que tienen un septo 

de división. (B) Células diploides. Imagen de Hoffman y colaboradores; 2015 [15]. 

 

Este patrón de división hace que S. pombe sea un organismo modelo de mamíferos 

en estudios de crecimiento y división celular, diferenciación, replicación, mecanismos 

de reparación del ADN, dinámica cromosómica, recombinación y segregación durante 

la mitosis y meiosis [17] (Figura 3).   

 

 

Figura 3. Ciclo celular de S. pombe. Imagen de USC Dornsife. PombeNet Forsburg Lab. 
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La levadura de fisión comparte muchas características con las células eucariotas a 

pesar de su divergencia evolutiva de alrededor de 1144 millones de años [16]. La 

conservación genética entre S. pombe y humanos se ha confirmado mediante la 

complementación funcional de mutantes de la levadura con genes humanos, 

demostrando una alta similitud entre ambas especies [16–19]. El genoma de S. pombe 

codifica alrededor de 5054 proteínas, de las cuales se ha establecido que al menos 1355 

son ortólogas en humanos [17,20]. Los ortólogos se definen como genes homólogos que 

divergen después de un evento de especiación, pero mantienen su función principal 

conservada. Por lo tanto, S. pombe es un organismo modelo útil para el análisis funcional 

de genes eucariotas relacionados con el ciclo celular y la regulación de la expresión 

génica [21,22].  

 

1.3. Vía UPR conservada en S. pombe 

En S. pombe, la vía UPR opera sólo con Ire1, que es altamente conservada en 

eucariotas, ya que carece de PERK y ATF6 [23,24]. Por lo tanto, Ire1 es el principal 

regulador de la respuesta al estrés en el RE. Una de sus funciones principales es 

degradar los ARNm que ingresan al lumen del RE (Figura 4-A). Este proceso tiene como 

objetivo disminuir la carga proteica para disminuir el estrés. Además, Ire1 procesa 

ARNm específicos, como Bip1 (Figura 4-A), a través de un mecanismo conocido como 

Regulación de la Degradación de ARNm Dependiente de Ire1 (RIDD) y que se conserva 

en humanos [23,25]. Existen otros elementos que trabajan en sinergia con Ire1, como la 

UDP-glucosa-glicoprotein-glucosiltransferasa (UGT) [26], el ortólogo de la calnexina 

humana (cnx1) [27] que regulan el plegamiento de proteínas, y la identificación reciente 

de Epr1 [28] que promueve la autofagia en condiciones de estrés celular (Figura 4-B). 



7 

 

 

Figura 4. Mecanismos de respuesta al estrés de RE en S. pombe. (A) Vía de señalización UPR. Imagen 

de WU Haoxi y colaboradores; 2014 [24]. (B) Ire1 promueve la autofagia en RE mediante la regulación 

positiva de Epr1. Imagen de Zhao Dan y colaboradores; 2020 [28]. 

 

Por lo que la vía UPR parece ser adaptable y se remodela de manera diferencial de 

acuerdo con las necesidades de las células. Esto sugiere que existirían más factores de 

regulación que aún no se han identificado, y abre una puerta para el estudio de otros 

elementos de la vía en levaduras y humanos. 

 

1.4. Agentes químicos que inducen estrés en RE 

Como este proyecto aborda la inducción de estrés reticular en S. pombe, fue 

necesario abordar el fundamento de inducción en modelos celulares. Durante varios 

años, el estrés en el RE ha surgido como un objetivo potencial para diferentes drogas 

terapéuticas, siendo crucial para el estudio de mecanismos importantes como la 

disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo [29].  

El RE desempeña un papel crucial en la síntesis de todas las proteínas que son 

secretadas por las células o insertadas en las membranas de otros compartimentos 

celulares [30,31]. El plegamiento eficiente de las proteínas en el RE depende de un 

estrecho acoplamiento entre la llegada de nuevas proteínas al lumen del RE y la 
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capacidad de plegamiento del organelo. Para lograr un plegamiento eficiente, son 

necesarias proteínas residentes en el RE, como chaperonas y foldasas dependientes de 

Ca+2 [31]. Numerosas situaciones fisiológicas o patológicas pueden interferir con el 

plegamiento de proteínas y, por ende, afectar la homeostasis del RE. Estas incluyen 

alteraciones en las reservas luminales de calcio en el RE, agotamiento de energía, 

cambios en el potencial redox, deficiencia de glucosa, acumulación de lípidos, 

infecciones virales, intoxicación por etanol y exposición a xenobióticos [32–35]. Como 

se compromete la viabilidad celular, el estrés en el RE desencadena la activación de la 

respuesta a proteínas desplegadas (UPR), cuyo objetivo es mantener la homeostasis de 

las proteínas. Esto se logra reduciendo la carga de proteínas desplegadas y aumentando 

el plegamiento eficiente de las mismas.  

Los medicamentos pueden inducir estrés en el RE a través de diferentes 

mecanismos, incluidos la inhibición del proteosoma, la disfunción mitocondrial y la 

alteración de componentes clave del RE [29]. Los agentes químicos más utilizados en 

biología celular y molecular han sido Tapsigargina, Tunicamicina y DTT, los cuales se 

han empleado en distintas células eucariotas (Figura 5).  

La Tapsigargina es un potente inductor del estrés reticular que se obtiene de la 

planta mediterránea Thapsia garganica. Actúa inhibiendo las ATPasas de Ca+2 (Figura 5) 

del retículo sarco-endoplásmico (SERCA), lo que conduce a un agotamiento severo del 

Ca+2 en el RE [36]. Esta disminución activa efectores que pueden desencadenar la muerte 

celular, además del aumento concomitante del Ca+2 citosólico libre, y que también 

funciona como una señal pro-apoptótica potente en diversos tipos de células [37].  
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Figura 5. Mecanismos potenciales de agentes químicos que inducen estrés en RE. La figura indica los 

respectivos blancos de inhibición de Tapsigargina, Tunicamicina y DTT en las células. Imagen creada 

en BioRender.com. 

 

La Tunicamicina es un antibiótico que contiene glucosamina producida por 

Streptomyces lysosuperificus. Este fármaco actúa contra diferentes tipos de 

microorganismos, incluidas las bacterias grampositivas, hongos, levaduras y virus [29]. 

Se ha demostrado que este antibiótico es capaz de inhibir la síntesis de N-glicoproteínas 

(Figura 5), específicamente, impidiendo la transferencia de la N-glucosamina al lípido 

dolicol fosfato poliisoprenoide, en el primer paso de síntesis de oligosacáridos 

precursores de N-glicoproteínas [38]. En particular, este proceso biosintético tiene lugar 

dentro del RE en células eucariotas. De manera que, la alteración del proceso de 

glicosilación de proteínas recién sintetizadas provoca defectos en su plegamiento [8]. 

Respecto al DTT, se trata de un potente agente reductor capaz de atravesar las 

membranas celulares y modificar el potencial redox del RE, lo que afecta la formación 

de enlaces disulfuro (Figura 5) y, en consecuencia, impacta negativamente en el 

plegamiento de proteínas [39,40].  
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Dado que los tres agentes inductores tienen como objetivo la alteración del 

plegamiento de proteínas y, por ende, la activación de la vía UPR, la selección del agente 

químico dependerá del impacto fenotípico que se desee estudiar, así como del modelo 

celular utilizado.  

 

1.5. Interacción proteína-proteína: una estrategia comparativa de interólogos entre 

especies 

En los últimos 20 años se ha incrementado el número de publicaciones científicas 

enfocadas a la identificación de redes de interacción proteína-proteína (PPIs) para la 

caracterización de vías de señalización, complejos de interacción y la investigación de 

funciones celulares de proteínas putativas [41–43].  

Por lo tanto, estas limitaciones han motivado a la comunidad científica al 

desarrollo de herramientas computacionales para la predicción de PPIs a gran escala 

como STRING, PEPPI y Deep Neural Networks [44–46]. Aun así, su precisión y 

fiabilidad dependen en gran medida del conocimiento previo de las proteínas 

analizadas. Por otro lado, existen bases de datos que recopilan las interacciones 

reportadas en publicaciones basadas en evidencia experimental como BIND, DIP, 

INTACT, MINT y BioGRID [47–52]. 

Además de la detección empírica de PPIs, la estrategia comparativa de 

interacciones de proteínas conservadas en diferentes especies, también denominados 

interólogos, ha contribuido a la anotación funcional de proteínas no caracterizadas [53]. 

Aunque la predicción de interólogos humanos inferidos a partir de organismos modelo 

es menos abundante de lo esperado, la alta conservación de pequeños grupos de 

ortólogos se ha podido relacionar con procesos celulares altamente conservados 

evolutivamente [42,53–55].  
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En los últimos años, S. pombe también ha sido útil para el estudio de aspectos 

bioquímicos de los productos genéticos, tales como la identificación de dominios 

relacionados con la actividad catalítica y la interacción con otras proteínas [20–22,56].  

Por otro lado, la determinación estructural de las proteínas es fundamental para 

entender su función celular, sin embargo, existe un número limitado de estructuras 

tridimensionales de proteínas procedentes de distintos organismos de interés biológico. 

Las dificultades que implica la determinación experimental de las estructuras atómicas 

de proteínas hacen que los métodos predictivos de modelado 3D sean herramientas 

invaluables [57]. Además, el docking proteína-proteína ha sido otro importante método 

computacional para delinear características específicas de las interacciones, como el 

papel de las mutaciones de residuos cruciales en las interacciones de unión y las 

predicciones de afinidad [58–60].  

Un campo poco explorado ha sido la interacción proteolítica de metaloenzimas y 

proteínas diana [61–63]. La predicción de la susceptibilidad proteolítica ha sido una 

tarea difícil, debido a que es un mecanismo que no depende solamente de la secuencia 

de aminoácidos para la búsqueda de sitios potenciales de escisión [64], sino que debe 

considerarse el orden estructural de las proteínas, la co-expresión proteasa-sustrato y 

las condiciones fisiológicas [64,65]. El conocimiento de los sitios específicos de hidrólisis 

por proteasas no es sólo fundamental para entender la interacción dinámica entre las 

enzimas y sus sustratos, sino que es un prerrequisito para el diseño de sensibilidad y 

actividad específica de inhibidores [66–68]. 

Actualmente existen herramientas bioinformáticas específicas para la predicción 

de sitios potenciales de escisión proteolítica a partir de la secuencia de aminoácidos 

[68,69]. Por ejemplo, el servidor web PROSPER es una herramienta que predice sitios 

escindibles de las proteínas con buena especificidad para 4 grupo de proteasas: 

aspártico-, cistein-, serin-, y metalo-proteasas [70–72]. Los resultados de predicción han 

sido comparables con las determinaciones experimentales, por lo que, se considera una 
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herramienta predictiva confiable [72,73]. Por lo tanto, los métodos computacionales de 

determinación estructural de proteínas y análisis de interacción no sólo aportan 

información sobre la termodinámica de las moléculas, sino también son potencialmente 

útiles en la comprensión de redes de interacción de proteínas. 

 

2. ANTECEDENTES DIRECTOS 

En el año 2012, nuestro grupo de investigación reportó en un trabajo de tesis que 

la expresión de Ermp1 en S. pombe se mantiene constante a lo largo de la cinética de 

crecimiento celular (Figura 5). Esto fue realizado mediante la semi-cuantificación de 

productos de RT-PCR observados en gel de agarosa [74], sin embargo, a nivel de 

proteína no se ha podido caracterizar. 

 Debido a que no existen anticuerpos comerciales para la identificación de un gran 

número de proteínas de la levadura, en 2019 se continuó con la producción de 

anticuerpos policlonales [75]. La estrategia consistió en la expresión de la región C-

terminal citosólica de Ermp1 en células de E. coli y su posterior purificación mediante 

cromatografía de afinidad. El purificado se utilizó como antígeno para la inmunización 

en gallinas como método no invasivo para la recuperación de los anticuerpos. El proceso 

de obtención de anticuerpos se basó en la deslipidación de las yemas de huevo y su 

posterior purificación, obteniendo altos rendimientos de recuperación. Estos 

anticuerpos fueron específicos para la identificación de la región C-terminal 

recombinante de Ermp1 en E. coli. Actualmente, la evaluación de especificidad de estos 

anticuerpos continúa en estudio. Se ha estado trabajando en la optimización de técnicas 

de extracción de proteínas de membrana en S. pombe para la identificación de Ermp1 

mediante western-blot, sin embargo, dichos estudios aún no han concluido. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La dificultad metodológica para purificar proteínas de membrana ha sido una de 

las principales razones para la falta de información sobre la caracterización estructural 

y funcional de las Fxna peptidasas, como Ermp1 de S. pombe. Aunque algunas proteínas 

de membrana son abundantes en las células, aquellas que están implicadas en la 

comunicación intracelular, regulación del transporte de iones y metabolitos 

generalmente se encuentran en niveles muy bajos. Aunque la expresión heteróloga es 

una buena estrategia de sobre-expresión, enfrenta desafíos significativos. Además, la 

purificación de las proteínas de membrana requiere de experimentos de extracción y 

solubilización que demandan tiempo y recursos, ya que se deben optimizar parámetros 

como el uso de detergentes, pH, concentración salina y aditivos que no afecten su 

estructura.  

 

4. JUSTIFICACIÓN 

Debido a la falta de precedentes sobre la interacción de Ermp1 con otras proteínas 

en S. pombe, así como la ausencia de su caracterización estructural, fue necesario recurrir 

a estrategias bioinformáticas para ayudar en la elucidación de su papel funcional.  

S. pombe conserva la vía de señalización UPR, lo que nos permite estudiar el estrés 

proteo-tóxico en el RE y su posible relación con Ermp1. Además, S. pombe se ha 

consolidado como un organismo modelo para el análisis funcional de genes eucariotas 

debido a su fácil manipulación en el laboratorio. El interés en el estudio de ERMP1/Fxna 

ha aumentado significativamente desde su descubrimiento en ovario de rata, siendo 

objeto de estudio en numerosos centros de investigación de todo el mundo en los 

últimos 8 años. Algunos grupos de investigación han tenido cierto interés en el estudio 

del posible rol de ERMP1 en la biología molecular del cáncer.  
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Por lo tanto, nuestro proyecto busca contribuir a la investigación del papel 

funcional de las Fxna peptidasas, mediante la identificación de procesos celulares 

altamente conservados entre S. pombe y humanos. 

 

5. HIPÓTESIS 

Al comparar interólogos entre el ser humano y la levadura de fisión S. pombe, se 

podría obtener una comprensión más profunda del papel funcional de la proteína 

Ermp1 en la levadura de fisión. Además, es posible que la expresión génica de Ermp1 

en S. pombe sea sensible al estrés en el RE, de manera similar a lo observado con ERMP1 

en humanos. 

 

6. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el papel funcional de Ermp1 en S. pombe mediante un enfoque in silico 

y análisis de expresión génica, con el propósito de explorar su posible relación con la 

respuesta al estrés en el RE.  

 

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Predicción in silico de una red de interacción proteína-proteína de Ermp1 en S. 

pombe mediante la comparación de interólogos levadura-humano.  

2. Modelado 3D de Ermp1 y posibles proteínas diana empleando las herramientas 

Phyre2 y AlphaFold. 

3. Análisis estructural de Ermp1 y docking molecular con posibles proteínas diana en 

los programas ClusPro y BioLuminate.  

4. Evaluación de la expresión de Ermp1 y genes relacionados con la vía UPR en un 

modelo de estrés reticular de S. pombe mediante qRT-PCR. 
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7. METODOLOGÍA 

7.1. Esquema metodológico 

 

 

 
 

 

7.2. Predicción de interacciones proteína-proteína 

La red de PPI de ERMP1 humano se obtuvo del repositorio BioGRID [52]. Las 

consultas se realizaron en la plataforma entre 2020 y 2023, teniendo en cuenta las últimas 

actualizaciones de la base de datos. El servidor DIOPT Ortholog Finder [76] se utilizó 

para la búsqueda de proteínas ortólogas en S. pombe utilizando la red PPI de ERMP1 

humano como referencia. DIOPT emplea un conjunto de herramientas y algoritmos, 

incluidos En-sembl Compara, HomoloGene, Inparanoid, Isobase, OMA, orthoMCL, 

Phylome, RoundUp y TreeFam, para predecir ortólogos en una variedad de especies, 

incluidos humano, ratón, mosca de la fruta, gusano, pez cebra y levaduras [76]. Estas 

herramientas proporcionan un método simplificado para integrar, comparar y acceder 

a predicciones ortológicas basadas en la homología de secuencias, árboles filogenéticos 

y similitud funcional. DIOPT calcula una puntuación simple que indica la cantidad de 

herramientas que respaldan la relación del par de genes ortólogos.  
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Posteriormente se utilizó Gene Ontology para la asignación de la localización 

subcelular y los procesos biológicos de las proteínas ortólogas identificadas en S. pombe. 

Para la distribución de la red binaria de interacciones proteína-proteína de Ermp1 se 

utilizó como criterio de distribución la puntuación de relación ortológica asignada por 

DIOPT. La edición de las redes de PPI se realizó en el software Cytoscape 3.10. 

 

7.3. Selección de proteínas diana: predicción de secuencias de escisión proteolítica 

Del grupo de proteínas que conforman la red de PPI que se predijo para Ermp1 en 

S. pombe, se seleccionaron aquellas con puntuaciones DIOPT superiores a 9 para la 

predicción de secuencias de escisión proteolítica y el análisis posterior de docking 

molecular con el dominio proteolítico M28 de Ermp1. Además de la puntuación de 

DIOPT, también se consideró para la selección de las proteínas su localización en el 

compartimento citosólico, incluidas proteínas de membrana con regiones citosólicas. 

Las proteínas diana seleccionadas en este estudio fueron las primeras en ser 

identificadas como verdaderos homólogos humanos en la levadura de fisión desde que 

se consultó el repositorio BioGRID en 2020.  

Las secuencias de aminoácidos de las proteínas Amk2, Ypt5, Pex12, Oca8, Fis1 y 

Pmc1 fueron analizadas en PROSPER [77]. Esta herramienta utiliza un sistema de 

aprendizaje autónomo (machine learning) para predecir secuencias consenso de escisión 

proteolítica a partir de la determinación de estructuras secundarias y accesibilidad 

proteolítica de las secuencias [77]. PROSPER tiene información específica sobre cuatro 

grupos de proteasas (aspártico, cisteína, metalo- y serin-proteasas) derivadas de la base 

de datos MEROPS. En este estudio, la predicción se realizó con el grupo de 

metaloproteasas.  Las secuencias consenso de escisión de cada una de las proteínas diana 

fueron seleccionadas bajo dos criterios: la puntuación de probabilidad superior a 0,8 

calculada por el programa [78], y la estructura secundaria de las secuencias consenso. Se 

dio prioridad a las asas para aumentar la probabilidad de accesibilidad proteolítica. 
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A pesar de que PROSPER ha demostrado una buena especificidad, con 

predicciones comparables a los resultados experimentales [70–73], decidimos validar el 

programa utilizando las secuencias de aminoácidos de sustratos conocidos de las Matriz 

Metaloproteinasas MMP8 y MMP12, un grupo de metaloenzimas de Zn+2 ampliamente 

estudiadas. Los sustratos seleccionados fueron Fibronectina 1 y el Factor XII de 

Coagulación. 

 

7.4. Modelado 3D de Ermp1 y proteínas diana 

El dominio M28 de Ermp1 y las proteínas diana Ypt5, Pex12, Oca8, Fis1 y Pmc1 se 

modelaron por homología en Phyre2 [79]. Las plantillas se seleccionaron en función del 

porcentaje de homología de las secuencias, conservación de dominios y función celular. 

Además, se revisaron los informes de validación de las plantillas propuestas por Phyre2 

en el Protein Data Bank para seleccionar aquellas que cumplieran con los criterios de 

aceptación de calidad, como el método experimental, la resolución de las estructuras y 

las puntuaciones de los percentiles (que van de 0 a 100) de las métricas de validación 

globales: R- Value Free, R-Value Work y R-Value Observed; y los valores atípicos de los 

gráficos de Ramachandran. Los modelos fueron validados en PDBeFold [80] y 

PROCHECK-SAVES v6.0 Structure Validation Server [81]. Se consideraron como los 

principales parámetros de validación el valor de RMSD <1 Å y un Q-score 

aproximadamente a 1, debido a la calidad del alineamiento de las estructuras 

secundarias con respecto a la plantilla y su asociación con el porcentaje de residuos 

alineados [80,82,83]. 

Dado que un segmento N-terminal de la proteína Amk2 no podía ser modelado 

mediante homología y era esencial para el análisis de docking molecular, se obtuvo el 

modelo 3D de la base de datos AlphaFold [84]. Asimismo, se descargaron los modelos 

3D de Ermp1 y las proteínas diana transmembranales Sei1, Yos1, C630.12 y Emp70 de 

misma base de datos para el posterior análisis de docking molecular.   
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7.5. Análisis del dominio M28 de Ermp1 y región transmembranal 

Se realizó un análisis de alineamiento de secuencias del dominio M28 de las 

proteínas ERMP1 humana (Q7Z2K6) y Ermp1 de S. pombe (O94702) en NCBI-BLAST 

para la determinación del porcentaje de homología. También se recuperó información 

complementaria de la base de datos PhosphositePlus [85] para la búsqueda de 

modificaciones postraduccionales reportadas en ERMP1 humana. Además, se utilizó el 

servidor NetPhos 3.1 [86] para realizar un análisis predictivo de posibles sitios de 

fosforilación de serina en ambas proteasas. Las puntuaciones >0.9 calculadas por el 

programa fueron consideradas como una medida de precisión de las predicciones [87].   

Por otro lado, el modelo de AlphaFold de Ermp1 se analizó en el servidor MIB (Metal 

Ion-Binding Site Prediction and Docking Server) [88] para la predicción de sitios potenciales 

de unión a Ca+2 de la región transmembranal.  

MIB proporciona información precisa para la búsqueda de residuos de unión a 

iones metálicos utilizando el método de transformación de fragmentos. El método de 

transformación realiza una comparación estructural entre las proteínas de consulta y 

las plantillas de su base de datos [88]. De acuerdo con la similitud de las estructuras 

analizadas, el programa calcula una puntuación de los posibles residuos de unión para 

12 iones metálicos (Ca+2, Cu+2, Fe+3, Mg+2, Mn+2, Zn+2, Cd+2, Fe+2, Ni+2, Hg+2, Co+2 y Cu+) con 

una distancia de 3,5 Å. Al final, MIB proporciona el acoplamiento de los iones metálicos 

después de la predicción. 

 

7.6. Optimización de la estabilidad conformacional y minimización de energía de los 

modelos 3D  

Los archivos PDB de las proteínas se prepararon para la optimización de su 

estabilidad estructural y se minimizó la energía a pH 7.4 utilizando la herramienta 

Protein Preparation Wizard (PrepWizard) de Maestro 13.0 [89] previo al docking 

molecular. Se revisó y ajustó la integridad de cada una de las estructuras. Se agregaron 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q7Z2K6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O94702/entry
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átomos de hidrógeno para cada proteína y se verificaron las conformaciones de los 

rotámeros de residuos polares. Además, los estados tautoméricos y de protonación de 

Asp, Glu, Arg, Lys e His se ajustaron a pH 7.4. La orientación de los enlaces de hidrógeno 

se ajustó utilizando PROPKA a pH 7.4 y las proteínas se minimizaron utilizando el 

campo de fuerza OPLS4 con un RMDS de 0.3 Å [90]. Los modelos fueron editados en 

UCSF Chimera 1.17.1 [91] y Maestro 13.0. 

 

7.7. Docking proteína-proteína 

Se realizó docking molecular rígido y ciego en ClusPro 2.0 [92] y Bio-Luminate 4.5 

[93]. Dado que ClusPro y BioLuminate utilizan el método de Transformación Rápida 

de Fourier de PIPER para el muestreo de miles de orientaciones de complejos proteína-

proteína en múltiples etapas, la cantidad de conformaciones que predicen podrían ser 

cercanas a las nativas. Por lo tanto, para validar la capacidad predictiva de interacciones 

metaloenzima-proteína diana de los programas, se utilizaron las estructuras 

cristalográficas de MMP8 (PDB ID: 2OY2) y MMP12 (PDB ID: 3EHX) y sus respectivos 

sustratos Fibronectina 1 (PDB ID: 2HA1) y Factor XII de Coagulación (PDB ID: 6GT6).  

Por otro lado, los modelos de Ermp1 fueron designados como receptores rígidos y las 

proteínas diana como los ligandos en ambos programas. 

Los archivos PDB fueron importados a ClusPro 2.0, y el docking proteína-proteína se 

inició automáticamente con un RMSD < 10 Å entre el receptor y el ligando. ClusPro 

utiliza el método de correlación de la Transformada Rápida de Fourier (FFT) y el 

modelo computacional PIPER para la predicción de los acoplamientos [92,94]. Los 

mejores 1000 modelos de interacción son procesados para ser agrupados de acuerdo 

con las puntuaciones de contribución energéticas que se derivan en 4 categorías: 

electrostáticas-favorecidas, hidrofóbicas-favorecidas, van der Waals-electrostáticas y 

contribuciones de energía equilibradas [92]. En este estudio se utilizó la configuración 

predeterminada por el programa, por lo que los resultados de los acoplamientos se 
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seleccionaron de la categoría de energía equilibrada. Debido a que ClusPro elimina los 

iones metálicos durante el procesamiento de los archivos PDB, los iones Zn+2 del 

dominio M28 de Ermp1 fueron agregados a los complejos de interacción de acuerdo 

con las coordenadas del modelo.  

En el software BioLuminate 4.5, los ensayos de docking proteína-proteína se 

realizaron con un límite de 70 000 rotaciones para cada ligando evaluado. De manera 

particular, el potencial electrostático de los átomos de Zn+2 del dominio M28 de Ermp1 

se asignó para cada complejo de interacción usando PIPER y Prime. Finalmente, los 

mejores 30 modelos fueron analizados en Maestro 13.0. Las interacciones moleculares 

del dominio M28 y proteínas diana fueron analizadas en la herramienta DIMPLOT del 

programa LigPlus [95].  

 

7.8. Solvatación de modelos de interacción: dominio M28 de Ermp1 y proteínas diana 

Los modelos de interacción del dominio M28 de Ermp1 con las proteínas diana 

fueron solvatados en la herramienta WaterMap [96]. Se llevó a cabo una simulación de 

dinámica molecular en presencia del disolvente y también se realizó un análisis 

termodinámico del agua en el sitio de unión de la proteína [97]. Los cálculos de 

WaterMap se ejecutaron con los parámetros de simulación predeterminados: modelo 

de solvente TIP4P a 300 K, 1 atm y 2 ns de simulación. Posteriormente, se realizó un 

análisis de los clusters para identificar los principales sitios de hidratación, mediante la 

partición de la distribución de densidad del solvente dentro de la cavidad de unión 

[96,98]. 

 

7.9. Dinámica molecular: dominio M28 de Ermp1 y proteínas diana 

Los modelos de interacción obtenidos del docking molecular fueron analizados 

para identificar aquellos que exhibían una mayor proximidad entre la cavidad catalítica 

de la metaloproteasa y las secuencias consenso de las proteínas diana. Por lo tanto, se 
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realizó una simulación de dinámica molecular en Desmond [99,100] de los complejos 

de interacción Ermp1-Amk2, Ermp1-Ypt5 y Ermp1-Pex12 para evaluar su estabilidad. 

La simulación se realizó dentro de una caja ortorrómbica, con el complejo receptor- 

ligando situado en el centro a una distancia de 10 Å. Se utilizaron moléculas de agua 

para solvatar la caja, y se utilizó una concentración de 150 nM de cloruro de sodio para 

simular las condiciones fisiológicas. El sistema energético se minimizó utilizando el 

campo de fuerza OPLS4 con 2000 iteraciones, con un criterio de convergencia de 1 

kcal/mol/Å [101]. Finalmente, se realizó una simulación de 120 ns a 300 K y 1 bar de 

presión. La desviación cuadrática media (RMSD) y la fluctuación cuadrática media 

(RMSF) fueron reportadas para cada complejo de interacción.  

 

7.10.  Inducción de estrés reticular en células de S. pombe 

Se incubaron células de la cepa 972 h- wilde type de S. pombe en 15 mL de medio 

YES durante 24 horas a 30 °C en agitación constante. Posteriormente, las células se 

cultivaron en matraces de 15 mL de medio mínimo YNB con una densidad óptica inicial 

de 0.4 a 600 nm. Las células fueron sometidas a cuatro condiciones independientes: 

tratamiento con 10 µM de Tapsigargina, 1 µg/mL de Tunicamicina, 1 mM de DTT, y 

agua estéril para el control sin tratamiento.  Las células se incubaron a 30°C en agitación 

constante. Se monitoreó el crecimiento midiendo la densidad óptica cada 4 horas 

durante 24 horas. Se graficaron las absorbancias en función del tiempo para construir 

las cinéticas de crecimiento, utilizando el modelo de crecimiento microbiano de Monod. 

Para la determinación de la viabilidad se tomaron alícuotas de 20 µL de células 

(equivalente a 2 U.A.) cada 4 horas y se mezclaron con un volumen igual de azul de 

tripano. La mezcla se incubó durante 5 minutos y se depositó una alícuota de 20 µL en 

una cámara de Neubauer de 0.01 mm por capilaridad. Una vez que la muestra se 

distribuyó en toda la cámara de Neubauer, se realizó el conteo de las células de 5 

cuadrantes en microscopio óptico a 40X.  
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El porcentaje de viabilidad se calculó con la siguiente fórmula:  

 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
No. células vivas

No. células muertas
 x 100 

 

7.11. Extracción de ARN total 

Se tomaron muestras de 1 a 4 mL (equivalente a 2 U.A.) de los cultivos celulares 

tratados con 1 µg/mL de Tunicamicina a las 4, 8 y 12 horas de incubación. Las muestras 

se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos a 4°C para separar las células del medio 

de cultivo. Las células se lavaron 2 veces con agua estéril fría entre cada centrifugación. 

Después las células se resuspendieron en 30 µL de buffer de zimoliasa con 0.1 mg de 

zimoliasa y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, las suspensiones 

celulares se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se descartaron los 

sobrenadantes. Las células se resuspendieron en 500 µL de TriZol Reagent de Invitrogen 

y se homogeneizó por pipeteo hasta obtener una suspensión homogénea sin restos 

celulares visibles. Las suspensiones se incubaron durante 5 minutos a temperatura 

ambiente y en seguida se agregaron 100 µL de cloroformo. Se agitó vigorosamente en 

vórtex por 30 segundos aproximadamente hasta homogeneizar. Se incubó nuevamente 

5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 12000 rpm durante 15 minutos a 

4°C. Se recuperó la fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo y se adicionaron 250 µL de 

isopropanol frío sobre las paredes del tubo y se mezcló suavemente por inversión hasta 

homogeneizar. Se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugó a 

12000 rpm por 10 minutos a 4°C y se eliminó el sobrenadante. La pastilla de ARN total 

se lavó con 1 mL de etanol frío al 75% en vórtex durante 30 segundos y se centrifugó a 

12000 rpm por 5 minutos. Se decantó el sobrenadante y las pastillas de ARN total se 

secaron a temperatura ambiente con los tubos invertidos por 5 minutos. El ARN total 

se resuspendió en 20-30 µL de agua de DEPC al 0.1%. Se cuantificó a 260 nm y se 
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determinó su pureza mediante la relación 260/280 nm. Se verificó la integridad del ARN 

por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El ARN se almacenó a -20°C hasta su uso.  

 

7.12. Síntesis de ADNc (RT-PCR) 

Para la síntesis de ADNc, previamente se trató 1 µg de ARN total con Thermo 

Scientific DNasa I (1 U/µL) en un volumen de reacción de 10 de acuerdo con el protocolo 

del kit. Se utilizó el kit ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis de New England 

BioLabs para la transcripción reversa de 200 ng de ARN total tratado con DNasa I en un 

volumen de reacción de 10 µL de acuerdo con la Tabla 1. 

 
Tabla 1. Preparación de reacciones para síntesis de ADNc con ProtoScript® II First Strand cDNA 

Synthesis Kit. 

    Reactivo Volumen µL 

Agua libre de nucleasas 1 

ProtoScript II Reaction Mix (2X) 5 

ProtoScript II Enzyme Mix (10X) 1 

Oligo d(T)23 VN 1 

ADNc (200 ng) 2 

Volumen total 10 

 

En el termociclador se programó un ciclo a 42°C/ 60 minutos y un ciclo a 70°C/ 10 

minutos. El ADNc se almacenó a -20°C hasta su uso.  

 

7.13. Diseño de primers 

Se utilizó Primer designing tool de NCBI para el diseño de primers de los genes 

erm1, amk2, gsk3, ire1, bip1 y el gen endógeno sdh1 para la amplificación de regiones de 

70-102 pb. El análisis de las propiedades de los primers se realizó en OligoAnalyzer Tool 

y SnapGene Viewer 7.1.2. Los primers se sintetizaron en el Instituto de Biotecnología de 
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la UNAM, en la Unidad de síntesis y Secuenciación de ADN. En la Tabla 2 se muestran 

las secuencias de los primers y sus propiedades.  

 
Tabla 2. Propiedades de primers diseñados para qRT-PCR. 

Amplicon Primer Secuencias pb Tm (°C) 

 

GC (%) 

 

71 pb erm1-F 5´-AAGCCGTTCTCATCAATGCT-3´ 

 

20 62.4 45.0 

 erm1-R 5´-AGCAAGAGCATCATCAGTGG-3´ 

 

20 62.2 50.0 

70 pb 

 

amk2-F 5´-CGGAACTTCAGGATCGAGTG-3´ 20 61.9 55.0 

 amk2-R 5´-AGGCTGATGTGTCTTCTTGC-3´ 

 

20 62.4 50.0 

76 pb gsk3-F 5´-GAACTATCCATTCGTCCTGACC-3´ 

 

22 62.0 50.0 

 gsk3-R 5´-CAAGTTTCACGGGTAAAGCATC-3´ 

 

22 61.9 45.5 

102 pb ire1-F 5´-TGCTGCCACAGTGTTTGATA-3´ 

 

20 62.3 45.0 

 ire1-R 5´-GGTTGTCGAAGCAGAACAGA-3´ 

 

20 62.2 50.0 

81 pb bi1-F 5´-GGTATCAATCCCGATGAGGC-3´ 

 

20 61.9 55.0 

 bip1-R 5´-GTTATCACTTCCTTCCTCGC-3´ 

 

20 60.0 50.0 

100 pb sdh1-F 5´-TCTTGCACACTCTTTACGGGCAATCTC-3´ 

 

27 68.2 48.1 

 sdh1-R 5´-CCACGACATTCACCACCTTCCATGAT-3´ 

 

26 68.2 50.0 

 

7.14. PCR de punto final 

Para determinar la temperatura óptima de alineamiento para la amplificación de 

los fragmentos de ADN de cada gen, se realizaron evaluaciones a 60, 61 y 63 °C. Se 

realizaron reacciones de PCR de punto final en un volumen de reacción de 10 µL, de 

acuerdo con el protocolo del kit PCR Master Mix 2X de Thermo Scientific (Tablas 3 y 4). 

Los productos de PCR se observaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % y 

se determinó que la temperatura de alineamiento óptima fue a 61 °C. 
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Tabla 3. Preparación de reacciones de PCR de punto final con Kit PCR Master Mix 2X de Thermo 

Scientific. 

    Reactivo Volumen µL 

Agua libre de nucleasas 2 

Master Mix 2x 5 

Primer-F (1 µM) 1 

Primer-R (1 µM) 1 

ADNc (20 ng) 1 

Volumen total 10 

 

Tabla 4. Condiciones de termociclador para PCR de punto final. 

Etapa de PCR Temperatura Tiempo 

Pre-desnaturalización 95°C 3 min 

Desnaturalización 95°C 30 seg 

Alineamiento 60, 61, 63°C 30 seg 

Extensión 72°C 45 seg 

40 ciclos 

Extensión final 72°C 10 min 

 

7.15. PCR en tiempo real 

Se utilizó el equipo StepOne ™ Real Time PCR System de Applied Biosystems, 

Thermo Scientific para la detección cuantitativa de los productos de PCR y el kit Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific). Las reacciones se realizaron en 

volúmenes de 10 µL de acuerdo con el protocolo del kit. La concentración de los primers 

que se utilizaron para las reacciones de qPCR de validación, rango dinámico y 

comparación de niveles de expresión se muestran en la Tabla 5.  
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Tabla 5. Preparación de reacciones de PCR con kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 

(Thermo Scientific). 

Primers Concentración µM Reactivo Volumen (µL) 

erm1 0.9 Agua libre de nucleasas c.b.p. 

amk2 0.8 SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X 5 

gsk3 0.9 Primer-F (0.3-0.9 µM) c.b.p. 

ire1 0.6 Primer-R (0.3-0.9 µM) c.b.p. 

bip1 0.9 ADNc (1-16 ng) < 1 

sdh1 0.3 Volumen total 10 

 

La determinación del rango dinámico se realizó con 3 réplicas y 5 registros de 

concentración de ADNc (1, 2, 4, 8, y 16 ng). La eficiencia de amplificación de las reacciones 

de qPCR se calculó en función de la pendiente de la curva estándar, donde el log de la 

concentración de ADNc está en el eje X y los valores de Ct en el eje Y. Debido a que se 

utilizó el agente intercalador SYBR Green, también se determinaron las curvas de 

disociación o Melting Curve para evaluar la especificidad de los primers. Los valores de Ct 

y las curvas de disociación se obtuvieron del software StepOne v2.3. Las condiciones de 

amplificación que se utilizaron en el equipo StepOne ™ se muestran en la Tabla 6.  
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Tabla 6. Condiciones de amplificación en el equipo StepOne ™ Real Time PCR System de Applied 

Biosystems, Thermo Scientific para la detección cuantitativa de los productos de PCR. 

Etapa del termociclador Temperatura (°C) Tiempo 

Etapa inicial 

Desnaturalización inicial 95 10 min 

Etapa de amplificación 

No. ciclos: 40 

Desnaturalización 95 30 seg 

Alineamiento 61 30 seg 

Extensión 72 30 seg 

Etapa de curva de disociación 
 

95 15 seg 
 

61 + 0.3 hasta 95 1 min 
 

95 15 seg 

 

7.16. Determinación de la eficiencia de reacción q-PCR de primers 

 

Se evaluó la eficiencia de reacción de PCR en tiempo real (q-PCR) tomando en 

cuenta el rango dinámico, el valor de R2, la precisión y la sensibilidad del método.  

Para la validación de las corridas de q-PCR se utilizó como plantilla ADNc de la 

cepa 972 h- de S. pombe sin tratamiento y primers diseñados para la amplificación del gen 

endógeno sdh1 y los genes erm1, amk2, gsk3, ire1 y bip1. En la Figura 6 se presentan las 

curvas de disociación y los gráficos de curva estándar de cada gen en función del log10 

de las concentraciones de ADNc (eje X) y los valores de Ct (eje Y). Se puede observar que 

cada curva de disociación mostró la formación de un solo pico, que representa la 

amplificación de un único producto de PCR y, por ende, denota la especificidad de la 

reacción.  
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Figura 6. Validación de la eficiencia de reacción q-PCR mediante la determinación del rango dinámico. 

(A-F) Curvas de disociación y curvas estándar de los genes de interés de S. pombe. El valor de TM 

representa la temperatura de disociación. Las curvas estándar representan el 95% de confianza de una 

serie de 5 log de la [ADNc] con un mínimo de 3 réplicas. Desviación estándar ≤ 0.250. 
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En la Tabla 7, se muestran los parámetros de validación de la eficiencia de reacción 

q-PCR calculados de cada uno de los genes de S. pombe.  

 
Tabla 7. Parámetros de validación de la eficiencia de reacción de q-PCR de genes de S. pombe a una 

temperatura de alineamiento de 61°C. 

Gen [primers] µM Pendiente Eficiencia (%) R2 

sdh1 0.3 -3.573 90.49 0.998 

ire1 0.6 -3.337 99.37 0.995 

bip1 0.9 -3.388 97.31 0.999 

erm1 0.9 -3.335 99.46 0.988 

amk2 0.8 -3.331 99.62 0.999 

gsk3 0.9 -3.329 99.71 0.993 

 

 

Para determinar con precisión la eficacia de una reacción de PCR, el valor de la 

pendiente debe oscilar en -3.3 ±10% para que refleje una eficiencia del 100% ±10%. La 

eficiencia calculada en la mayoría de los genes se obtuvo en un rango de 97.31 al 99.71%, 

a excepción del gen endógeno sdh1 que tuvo una eficiencia de 90.49%. Esto demuestra 

que la eficiencia calculada se encontró dentro del rango aceptable, lo que indicaría que 

el sistema es capaz de amplificar y detectar eficazmente un mínimo de copias de la 

plantilla inicial, alcanzando así el máximo nivel de sensibilidad.  Otro parámetro crítico 

para evaluar la eficiencia es el coeficiente de determinación (R2), que es un término 

estadístico que supone que tan cerca están los datos de la línea de regresión ajustada. 

Los valores de R2 calculados para todos los genes oscilaron alrededor de 0.99 (Tabla 7), 

lo que significa que el modelo lineal proporciona un alto nivel de confianza en cuanto 

a la correlación de los datos.  
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7.17. Cuantificación relativa por el método de la curva estándar 

El método de la curva estándar se considera cuando se evalúa un número reducido 

de muestras, se buscan cambios de expresión muy discretos y las eficiencias de PCR de 

los genes no son equivalentes. Este método proporciona resultados cuantitativos muy 

precisos porque los valores se interpolan a partir de curvas estándar, donde la 

cuantificación relativa de la muestra problema se expresa en relación con un calibrador 

(control sin tratamiento). Es decir, el calibrador se convierte en el valor de referencia 1X, 

y todos los demás valores cuantificados de las muestras problema se expresan como n 

veces de la diferencia relativa con respecto al calibrador. Para todas las muestras 

experimentales, el valor de la concentración de cada gen de interés fue normalizado con 

el valor del control endógeno sdh1 para la condición tratada con 1 µg/mL de 

Tunicamicina y la condición sin tratamiento, de acuerdo con las siguientes fórmulas: 

 

𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 (𝑇𝑒𝑠𝑡) =
[𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡]

[𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑒𝑛𝑑ó𝑔𝑒𝑛𝑜]
 

 

𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 (𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟) =
[𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡]

[𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑒𝑛𝑑ó𝑔𝑒𝑛𝑜]
 

 

Posteriormente, cada uno de los valores de las muestras problema normalizadas se 

dividió por el valor normalizado del calibrador para generar los niveles de expresión 

relativas: 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝑑𝑖𝑓𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑖𝑛 𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 =
𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 (𝑇𝑒𝑠𝑡)

𝑇𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 (𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟)
 

 

Para el análisis, se utilizó ADNc de muestras de ARN total que se obtuvieron a las 

4, 8 y 12 horas de la cinética de crecimiento de células de S. pombe con y sin tratamiento 

inductor de estrés de RE. Se realizaron 3 experimentos independientes de qPCR, cada uno 

con triplicados para cada gen en ambas condiciones. El análisis estadístico de los datos de 

cuantificación se realizó con una prueba t student para dos muestras independientes.   
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8. RESULTADOS 

8.1. Predicción de interacciones proteína-proteína de Ermp1 en S. pombe 

 

Durante el periodo de consulta entre 2020 y 2023 en BioGRID, se obtuvo un 

registro de 190 proteínas con evidencia experimental de interacción con ERMP1 en H. 

sapiens (Q7Z2K6), incluidas ocho proteínas virales del SARS-CoV-2 y una del SARS-

CoV (Figura 7). A pesar de esto, no se observó evidencia de interacción con las 

principales proteínas de la vía UPR, como IRE1, PERK, ATF6 y GRP78. Sin embargo, el 

análisis de la red reveló la presencia de proteínas que están relacionadas con la 

activación de la vía en el RE de manera no canónica, como TM9SF4 [102], IER3IP1 [103] 

y BSCL2 [104] (Figura 7), aunque el mecanismo exacto aún no está claro.  

 

 

Figura 7. Red PPI de ERMP1 humana. Información obtenida de la base de datos BioGRID. La red fue 

editada en Cytoscape 3.10. 

 

De acuerdo con el repositorio de BioGRID, actualmente no existe una red de PPI 

de Ermp1 en S. pombe (O94702), pero hay un registro de interacciones genéticas (GI) 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q7Z2K6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O94702/entry
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positivas con los genes amk2 y gsk3. Estas interacciones se reportaron en un estudio de 

matrices genéticas y sintéticas (SGA) de simples y dobles mutantes de la levadura de 

fisión, donde se identificaron genes relacionados con procesos dependiente de la vía de 

señalización TORC1 (Complejo de Rapamicina) [105].  

Por lo tanto, se sugiere que Ermp1 interactúe físicamente con Amk2 y Gsk3, ya 

que puede haber una sinergia entre las interacciones genéticas y las interacciones 

proteína-proteína. Estas proteínas se incluyeron en la red PPI de Ermp1, y las proteínas 

ortólogas humanas, PRKAB1 y GSK3B, también fueron agregadas a la red de 

interacción de ERMP1 humana (Figura 7, resaltadas en naranja). 

En DIOPT se identificaron 45 proteínas ortólogas humanas en S. pombe (Figura 7, 

resaltadas en amarillo y naranja). Estas proteínas se distribuyeron en una red de 

interacción de acuerdo con la puntuación asignada por DIOPT. Aquellas proteínas con 

puntuaciones superiores a 9 (Figura 8, resaltadas en verde) se consideraron verdaderos 

homólogos, debido a sus características topológicas y funcionales conservadas entre S. 

pombe y humanos.  

 

 

Figura 8. Predicción de red PPI para Ermp1 en S. pombe. La red fue editada en Cytoscape 3.10.   
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Tabla 8. Comparación de proteínas ortólogas que interactúan con ERMP1/Ermp1 en humano y S. pombe. Categorias GO: componente celular y 

proceso biológico. Score DIOPT, porcentajes de similitud e identidad. Las proteínas resaltadas en gris se usaron en el análisis de propensión 

proteolítica y docking molecular. 

 
Proteína 

humana 

Componente 

celular 

 GO 

Proceso 

biológico GO 

Ortólogos  

S. pombe 

Componente 

celular 

GO 

Proceso biológico 

GO 

Score 

DIOPT 

% 

similitud 

% identidad 

PGRMC1 RE, 

Mitocondria 

Síntesis del 

grupo hemo 

SPAC25B8.01 

(Dap1) 

RE Metabolismo de 

lípidos 

14 61 44 

ERCC4 Núcleo Reparación de 

ADN 

SPCC970.01 

(Rad16) 

Núcleo Reparación de ADN 13 54 32 

PRKAB1 Citosol, Núcleo Transducción 

de señales 

SPCC1919.03c 

(Amk2) 

Citosol, 

Núcleo 

Adhesión celular, 

señalización 

13 55 38 

EMC2 RE Inserción de 

proteínas en la 

membrana del 

RE  

SPBC15C4.01c 

(Oca3) 

RE Inserción de 

proteínas en la 

membrana del RE 

12 47 28 

ATP6V0C Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

de protones 

SPAC1B3.14 

(Vma3) 

RE, Vacuola Transporte 

transmembranal de 

portones  

12 89 76 

GSK3B Citosol, Núcleo Transducción 

de señales 

SPAC1687.15 

(Gsk3) 

Citosol, 

Núcleo 

Señalización 12 40 22 

EMC1 RE Inserción de 

proteínas en la 

membrana del 

RE  

SPAC25H1.07 

(Emc1) 

RE Inserción de 

proteínas en la 

membrana del RE 

12 54 34 

TM9SF4 Golgi, 

Endosomas 

Colocación de 

proteínas en la 

membrana 

SPBC1105.08 

(Emp70) 

Golgi, 

Endosomas 

Localización de 

proteínas hacia la 

membrana celular  

12 47 36 

TMEM30B Membrana 

plasmática 

Transporte de 

lípidos 

SPBC11B10.07c 

(Ivn1) 

RE Organización de 

membrana celular, 

traslocación de 

complejos de 

ATPasas  

12 76 62 

CYB5B RE, 

Mitocondria 

Transportes de 

electrones 

SPCC16A11.10c 

(Oca8) 

RE Metabolismo de 

lípidos, transporte de 

electrones  

12 61 38 
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PEX12 Peroxisoma Organización 

del peroxisoma, 

actividad de 

transferasa en la 

ubiquitinación 

de proteínas  

SPAPB17E12.03 

(Pex12) 

Peroxisoma Organización del 

peroxisoma, 

ubiquitinación de 

proteínas 

11 40 21 

RAB5C Endosomas Transporte 

intracelular de 

proteínas  

SPAC6F6.15 

(Ypt5) 

Citosol, 

Endosomas 

Transporte 

intracelular de 

proteínas 

11 78 68 

ATP2B2 Membrana 

plasmática 

Transporte de 

calcio 

SPAPB2B4.04c 

(Pmc1) 

Vacuola Transporte de calcio 11 49 34 

IRE3IP1 RE Mediación de 

transporte 

vesicular de RE 

al Golgi 

SPAC19A8.09 

(Yos1) 

RE, Golgi Regulación del 

transporte vesicular 

RE a Golgi 

10 67 45 

WDR5 Núcleo Regulación de 

transcripción, 

conformación 

de histonas  

SPBC354.03 

(Swd3) 

Núcleo, 

Citosol 

Regulación de 

transcripción, unión 

de histonas 

10 45 27 

BSCL2 RE Formación de 

esferas lipídicas, 

metabolismo de 

lípidos  

SPAC3A11.04 

(Sei1) 

RE Formación de esferas 

lípidas, metabolismo 

de lípidos 

10 34 24 

NCEH1 Membrana 

plasmática, RE 

Catabolismo de 

lípidos 

SPAC1039.03 Citosol, 

Núcleo 

Catabolismo de 

lípidos 

10 58 38 

FIS1 Mitocondria Fisión de la 

membrana 

mitocondrial  

SPBC11G11.01 

(Fis1) 

Mitocondria Fisión de la 

membrana 

mitocondrial 

10 62 29 

MPPE1 Golgi, RE Transporte RE a 

Golgi, 

biosíntesis del 

ancla GPI  

SPAC630.12 RE Síntesis del ancla GPI 9 40 23 

CCDC47 RE Inserción de 

proteínas en la 

membrana del 

RE, chaperonas 

SPBC2G5.01 RE Inserción de 

proteínas en la 

membrana del RE, 

chaperona 

9 41 22 

SLC23A2 Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

SPAC1399.01c Vacuola, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

nucleótidos 

8 39 21 

SLC13A4 Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

SPBC3B8.04c 

(Plt1) 

RE, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

fosfatos 

8 37 21 
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SLC31A2 Membrana 

plasmática 

Trasporte 

transmembranal 

SPBC23G7.16 

(Ctr6) 

Vacuola, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

cobre 

7 45 25 

SPAG4 Núcleo Diferenciación 

celular 

SPBC12D12.01 

(Sad1) 

Núcleo División nuclear 7 48 28 

SLC5A6 Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

SPBC23G7.13c Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

urea 

5 41 19 

SLC7A14 Membrana 

plasmática, 

Lisosoma 

Transporte de 

aminoácidos 

SPAP7G5.06 

(PRE1) 

Golgi, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

aminoácidos 

5 36 21 

ATP2A1 RE Transporte 

transmembranal 

de calcio 

SPBC31E1.02c 

(Pmr1) 

RE, Golgi, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

calcio 

5 51 35 

NUP35 Núcleo Transporte 

núcleo a 

citoplasma 

SPAC19E9.01c 

(Nup40) 

Núcleo Transporte núcleo a 

citoplasma, 

exportación de ARNr 

5 38 24 

TRHDE Membrana 

plasmática 

Catabolismo de 

péptidos 

SPBC1921.05 

(ape2) 

Vacuola, 

Citosol 

Catabolismo de 

péptidos 

5 49 28 

ATP2A3 RE Transporte 

transmembranal 

de calcio 

SPBC31E1.02c 

(Pmr1) 

RE, Golgi, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

calcio 

5 51 34 

YWHAH Citosol Transducción 

de señales 

SPAC8E11.02c 

(Rad24) 

Citosol, 

Núcleo 

Señalización de 

mitosis 

4 78 62 

SCN4A Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

de sodio 

SPAC6F6.01 

(Cch1) 

Membrana 

plasmática 

Importación de calcio 

al citosol 

4 38 21 

ENTPD2 Membrana 

plasmática, RE 

Catabolismo de 

nucleósidos 

difosfatados 

SPCC11E10.05c 

(Ynd1) 

RE, Golgi, 

Membrana 

plasmática 

Metabolismo de 

nucleótidos 

4 40 26 

RNF185 RE, 

Mitocondria 

Catabolismo de 

proteínas 

dependiente de 

ubiquitinación 

SPBC17A3.10 

(Pas4) 

Peroxisoma, 

RE 

Ubiquitinación 4 48 31 

ACPT Membrana 

plasmática 

Actividad de 

fosfatasa acida 

SPBC4.06 Mitocondria Metabolismo de 

lípidos, metabolismo 

de fosfolípidos 

4 33 23 

GGT7 Membrana 

plasmática 

Síntesis de 

glutatión 

SPAC664.09 

(Ggt1) 

Vacuola, RE Catabolismo de 

glutatión 

3 46 27 
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AQP2 Golgi, 

Membrana 

plasmática 

Transporte de 

agua 

SPAC977.17 Membrana 

plasmática 

Transporte de agua 3 42 30 

RHCG Membrana 

plasmática 

Transporte de 

amonio 

SPCPB1C11.01 

(Amt1) 

Golgi, 

Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal de 

amonio 

3 37 22 

SLC39A5 Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

de Zinc 

SPAP8A3.03 

(Zip3) 

RE Transporte 

transmembranal de 

zinc 

2 48 28 

ELAVL1 Núcleo Estabilización 

del ARNm vía 

3’-UTR 

SPAC343.07 

(Mug28) 

Núcleo Unión a ARN 2 39 22 

ZDHHC12 RE, Golgi Adición de 

ácido palmítico 

a proteínas 

SPBC3H7.09 

(Erf2) 

RE, Golgi Adición de ácido 

palmítico a proteínas 

2 41 26 

AQP6 Membrana 

plasmática 

Transporte de 

agua 

SPAC977.17 Membrana 

plasmática 

Transporte de agua 1 42 27 

ISG15 Citosol Ubiquitinación SPAC1805.12c 

(Ubi2) 

Citosol, 

Núcleo 

Ubiquitinación 1 57 37 

CREB3L1 Núcleo, RE Regulación de 

transcripción 

por la ARN 

polimerasa II 

SPBC29B5.01 

(Atf1) 

Núcleo Regulación de la 

transcripción 

1 32 20 

RXFP1 Membrana 

plasmática 

Regulación de 

vías de 

señalización 

hormonales, 

organización de 

la matriz 

extracelular 

SPBC887.09c 

(Sog2) 

Citosol, 

Núcleo 

Polarización de las 

células 

1 40 26 

SLC22A23 Membrana 

plasmática 

Transporte 

transmembranal 

SPAC20G8.03 

(Itr2) 

Membrana 

plasmática, 

RE 

Transporte 

transmembranal de 

inositol 

1 38 21 
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Las proteínas se clasificaron en categorías GO de acuerdo con Gene Ontology: 

componente celular y proceso biológico (Tabla 8). 

Se identificaron 29 proteínas ubicadas abundantemente en la membrana del RE, 

la membrana celular y el citosol, mientras que las proteínas restantes se clasificaron en 

otros compartimentos celulares como núcleo, vacuola, mitocondria, peroxisoma y 

aparato de Golgi (Tabla 8, Figura 9-A). En cuanto a la clasificación de los procesos 

biológicos, 15 proteínas se asociaron con el transporte transmembranal (Figura 9-B). La 

función principal de estas proteínas es transportar iones, incluidos, Ca+2, Cu+2, Zn+2 y H+. 

Se pueden encontrar los detalles adicionales en la Tabla 8. 

 

 

Figura 9. Agrupación de proteínas que interactúan con Ermp1 en S. pombe. (A) Localización celular y 

(B) anotación del proceso biológico en categorías GO. 

 

Por otro lado, se identificaron 9 proteínas asociadas con el metabolismo de lípidos 

y péptidos (Figura 9-B). Como se señaló anteriormente, el RE desempeña un papel 

crucial en diversos procesos celulares, como la síntesis de proteínas, el almacenamiento 

de Ca+2, la desintoxicación de compuestos químicos, la síntesis de lípidos y el 

ensamblaje de membranas lipídicas [8]. Además, se identificaron proteínas relacionadas 

con el transporte de proteínas, la regulación transcripcional, ubiquitinación la 

palmitoilación, todas ellas implicadas en mecanismos de procesamiento de proteínas.  
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8.2. Comparación del dominio M28 de Ermp1 entre humanos y S. pombe 

 

Dado que las Fxna peptidasas como Ermp1 aún no han sido clasificadas a una 

subfamilia en MEROPS debido a su estado putativo, no existen referencias sobre su 

caracterización estructural o enzimática. 

Por consiguiente, este estudio llevó a cabo un análisis de secuencias comparativas 

entre el dominio M28 de ERMP1 humano y su homólogo en S. pombe, con el fin de 

determinar su grado de similitud. Ambas proteínas comparten un 37% de identidad y 

conservan los residuos del centro activo: His, Asp y Glu, que se unen al Zn+2 (Figura 10, 

resaltados en naranja). También se identificaron otros residuos Glu y Tyr que 

desempeñarían papeles importantes en el proceso catalítico (Figura 10, resaltados en 

morado y magenta respectivamente).  

 

 

Figura 10. Alineamiento de secuencias del dominio M28 de Ermp1 en humanos y S. pombe. 

 

De acuerdo con la evidencia experimental proporcionada por PhosphoSitePlus 

[106], está demostrado que el residuo Ser326 de ERMP1 humana es susceptible a la 

fosforilación [107]. Dada esta información, decidimos investigar si Ermp1 de S. pombe 
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también podría conservar este sitio. Como se muestra en la Figura 10, se identificó el 

alineamiento de Ser326 con Ser279 de Ermp1 de S. pombe, cuyo sitio se encuentra dentro 

de una secuencia consenso conservada (Figura 10, resaltado en cian y gris, 

respectivamente). Las secuencias de ambas metaloproteasas también fueron analizadas 

en NetPhos 3.1, y se observó que los sitios de fosforilación que predijo el programa 

coincidieron con las referencias y el alineamiento de secuencias. 

Además, en NetPhos 3.1 se predijeron otros sitios de fosforilación que coincidieron en 

el alineamiento de secuencias, correspondientes a Ser212 de ERMP1 humana y Ser168 

de Ermp1 de S. pombe (Figura 10, resaltada en gris y cian respectivamente). 

En la red PPI de Ermp1, se identificó a Ubi2, una ubiquitina-ligasa (Figura 8 y 

Tabla 8). Por lo tanto, se realizó la búsqueda de secuencias consenso de ubiquitinación 

para Ermp1. Vale la pena señalar que, según la referencia experimental en 

PhosphoSitePlus, el residuo Lys356 de ERMP1 humano se puede ubiquitinar [108,109]. 

Además, en el análisis de las secuencias, se observó el alineamiento de Lys356 con 

Lys309 de Ermp1 de S. pombe (Figura 10, resaltada en verde). Es posible que Ubi2 

participe en la degradación proteasómica de Ermp1, tal como lo sugieren las 

predicciones. 

8.3. Modelado 3D del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe 

 

Ermp1 conserva el dominio M28 de las metaloproteasas dependientes de Zn+2 en 

su región N-terminal citosólica. Para continuar con el análisis funcional de Ermp1 fue 

necesario obtener una estructura tridimensional de la proteína. Desafortunadamente, 

no existen estructuras cristalográficas de Fxna peptidasas en el Protein Data Bank. Por 

lo tanto, optamos por el modelado in silico.  

La inteligencia artificial AlphaFold ha sido ampliamente reconocida por su 

capacidad para predecir con precisión estructuras 3D completas utilizando un sistema 

de redes neuronales de aprendizaje profundo [110]. Sin embargo, se observó que el 
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modelo 3D de Ermp1 (O94702) obtenido de la base de datos AlphaFold no era el 

adecuado para analizar el dominio M28 debido a su conformación estructural, ya que 

impediría la interacción del centro activo de la enzima con otras proteínas. 

Por otro lado, debido a la escasez de plantillas que exhibieran altos porcentajes de 

homología, una cobertura de modelado adecuada y métricas de validación esenciales 

para la generación de un modelo tridimensional del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe, 

las plantillas disponibles fueron evaluadas minuciosamente. En el proceso de selección 

se dio prioridad a las plantillas que pudieran generar parámetros de validación 

cercanos a los valores ideales en PDBe-Fold y PROCHECK. En consecuencia, la 

aminopeptidasa Ap1 de V. proteolyticus (PDB ID: 1RTQ) se determinó como la plantilla 

óptima para el modelado por homología en Phyre2. 

La secuencia modelada abarcó las posiciones 39-339 del dominio M28 de Ermp1, 

con un porcentaje de identidad del 20% respecto a la plantilla y se obtuvo un modelo 

con un Q-score de 0,76 y un RMSD de 0,72 Å. Estos parámetros se relacionan con el 

porcentaje de residuos alineados y la calidad del alineamiento de las estructuras 

secundarias con respecto a la plantilla. 

La Figura 11-A muestra la estructura 3D del dominio M28 de Ermp1. La estructura 

se caracteriza de láminas β rodeadas por hélices α, donde el centro activo se ubica en 

un conjunto de asas (Figura 11-A, representado por los residuos de unión de Zn+2, 

resaltados en naranja). Esta topología es similar a la aminopeptidasa Y de S. cerevisiae, 

la aminopetidasa S de Streptomyces griseus, la aminopeptidasa IAP de E. coli y la 

aminopeptidasa Ap1 de Vibrio proteolyticus [111–113]. 

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O94702
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Figura 11. Estructura 3D del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe. (A) Modelado por homología en 

Phyre2. El sitio de unión Zn+2 se muestra en naranja. (B) Validación del modelo en PROCHECK-

SAVES v6.0. El gráfico de Ramachandran muestra que el 85,4 % de los residuos se encuentran en las 

regiones más favorecidas. Edición del modelo en UCSF Chimera 1.17.1. 

 

De acuerdo con la bilbiografía, para validar la estructura tridimensional de las 

proteínas, se recomienda que más del 85-90 % de los residuos se encuentren en las 

regiones favorecidas de cada estructura secundaria modelada (láminas β, hélices α y 

bucles) en un gráfico de Ramachandran [114]. El modelo del dominio M28 de Ermp1 

obtenido en Phyre2 representa el 85,4% de los residuos en las regiones favorecidas en 

el gráfico de Ramachandran (Figura 11-B). Por lo tanto, el modelo fue considerado 

adecuado para los propósitos de este estudio. 

La Figura 12-A muestra la representación de superficie del dominio M28 de 

Ermp1, destacando su conformación globular y la exposición del centro activo, el cual 

sería crucial para la interacción con proteínas y péptidos diana. La cavidad catalítica 

está conformada por los residuos de unión de Zn+2, incluidos His161, Asp173, Glu208, 

Glu234 e His307, así como los residuos responsables del proceso catalítico Glu207 y 
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Tyr306 (Figura 12-A residuos resaltados en naranja, morado y magenta 

respectivamente). 

 

Figura 12. Representación de la cavidad catalítica del dominio M28 de Ermp1 de S. pombe. (A) Modelo 

de superficie y (B) residuos que comprenden la cavidad catalítica. Edición del modelo en Maestro 13.0. 

 

Como se puede observar en la Figura 12-A, la cavidad catalítica se restringe al 

acceso de pequeños péptidos y estructuras secundarias flexibles, como las asas de las 

proteínas. En la Figura 12-B se muestran los aminoácidos que se identificaron en la 

cavidad catalítica. Tomando de referencia a la metaloproteasa Ap1 de V. proteolyticus 

[115], los residuos Asp173, Glu208 e His307 forman enlaces de coordinación con un ion 

Zn+2 para la activación de una molécula de H2O a OH-. Además, se sugiere que Glu207 

desempeña un papel crucial en la aceptación del protón, un mecanismo necesario para 

aumentar la polaridad del ataque nucleofílico del Zn+2 sobre el enlace peptídico del 

sustrato. Es importante señalar que estos hallazgos estarían sujetos a una mayor 

investigación e interpretación. 
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El ion Zn+2 adicional se coordinaría con His161, Asp173 y Glu234, posiblemente 

para reducir el pKa de la molécula de H2O, promoviendo una mayor especificidad y 

estabilización de la reacción catalítica [111]. El residuo Tyr306 (Figuras 12-A y 12-B, 

resaltado en magenta) desempeñaría un papel en la estabilización del estado de 

transición del intermediario del sustrato en el paso final de la catálisis. Los aminoácidos 

hidrofóbicos correspondientes a los residuos Leu210, Ala235, Ile277 y Leu278 (Figuras 

12-A y 12-B, resaltados en amarillo) podrían desempeñar un papel crucial en el 

mantenimiento de la conformación estructural de la cavidad catalítica. Además, como 

se muestra en las Figuras 12-A y 12-B, los sitios potenciales de fosforilación que se 

predijeron anteriormente se localizan cerca del centro activo de Ermp1 (resaltados en 

azul cian), específicamente Ser168 y Ser279. Por lo que, no se descartaría la posibilidad 

de que la actividad proteolítica de Ermp1 sea regulada por algún tipo de cinasa. 

 

8.4. Validación de herramientas computacionales para la predicción de interacciones 

metaloenzima-proteína diana 

En ausencia de referencias metodológicas para investigar las interacciones 

proteína-proteína que involucran metaloproteasas de Zn+2 y proteínas diana, realizamos 

un estudio previo enfocado en la predicción de secuencias consenso con susceptibilidad 

proteolítica de metaloproteasas y sustratos conocidos. De acuerdo con la bibliografía, la 

Metaloproteinasa 8 (MMP8) exhibe una preferencia proteolítica por el residuo P1´-

Leu721 de la Fibronectina-1 humana [116]. Por otro lado, la Metaloproteinasa 12 

(MMP12) tiene preferencia por la escisión del Factor XII en los residuos Leu377 y Leu380 

[117]. En consecuencia, se empleó el servidor web PROSPER para la predicción de sitios 

de escisión por el grupo de metaloproteasas. En la Tabla 9 se muestran los resultados 

de las predicciones realizadas en el programa. Efectivamente, se identificó en la 

secuencia de Fibronectina-1 el sitio de escisión Leu721 en la secuencia PFSPLVAT con 
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una puntuación de 0,98 para MMP9. Mientras que en la secuencia del Factor XII se 

identificó el sitio escindible Leu377 en la secuencia VVGGLVAL con puntuaciones de 

1,06 para MMP2 y MMP9, y 0,97 para MMP3. Aunque, el programa no identificó a 

Leu380 como sitio de escisión del Factor XII, este residuo se localizó dentro de la 

secuencia consenso de Leu 377.  

 

Tabla 9. Predicción de sitios de escisión de Fibronectina-1 y Factor XII humanas por el grupo de 

metaloproteasas en PROSPER. 

Proteína 

ligando 

UniProt 

ID 

Predicción 

MMP1 

Sitio de 

escisión 

Secuencia 

escindible 

Score 

Fibronectina-1 

humana 

P02751 

 

MMP9 720-721 PFSP   LVAT 0.98 

Factor XII 

humana 

P00748 MMP2 

MMP3 

MMP9 

376-377 VVGG   LVAL 1.06 

0.97 

1.06 

1 Metaloproteinasa. 

        Sitio de escisión. 

 

 Una vez evaluada la capacidad predictiva de PROSPER, se realizó un docking 

rígido y ciego de las proteínas. Afortunadamente, se dispone de estructuras 

cristalográficas en el Protein Data Bank tanto de las MMPs (MMP8, PDB ID: 2OY2; 

MMP12, PDB ID: 3EHX) como de sus respectivos ligandos (Fibronectina 1, PDB ID: 

2HA1; Factor XII, PDB ID: 6GT6). El docking se realizó en ClusPro 2.0, BioLumiante 4.5 

y PathDock para evaluar su capacidad predictiva de complejos de interacción 

metaloenzima-proteína diana. En la Tabla 10 se muestran los resultados de predicción 

de ambos programas, el ranking y la puntuación de energía de interacción global. 

  

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02751/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00748/entry
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Tabla 10. Resultados del docking proteína-proteína de MMP8-Fibronectina 1 y MMP12-Factor XII en 

ClusPro 2.0, BioLuminate 4.5. y PatchDock. 

Programa Docking MMP8-

Fibronectina 1 

(Leu 721) 

Score 

Energía 

Global 

Docking MMP12-

Factor XII 

(Leu 380) 

Score 

Energía 

Global 

ClusPro 2.0 Positivo -710.50 Positivo -671.60 

BioLuminate 

4.5 

Positivo -732.27 Positivo -668.06 

PatchDock-

FireDock 

Negativo --- Negativo --- 

 

Con respecto a los resultados del docking proteína-proteína en PatchDock, 

cualquier predicción del TOP10 no se consideró favorecida porque no se identificó 

ninguna interacción entre el bolsillo catalítico de las MMPs y las secuencias escindibles 

de sus respectivos ligandos. Debido a que PathDock utiliza un algoritmo de 

complementación geométrica para determinar la interacción entre dos proteínas, este 

programa no sería el adecuado en la predicción de complejos de interacción enzima-

sustrato, ya que la tasa de éxito reportada es inferior al 25% [118]. No obstante, este 

porcentaje aumenta al 60% para la predicción de otro tipo de complejos de interacción 

[60,118]. La capacidad predictiva tanto de ClusPro como de BioLuminate fue similar, 

ya que los complejos obtenidos fueron coherentes con las interacciones entre la cavidad 

catalítica de las MMPs y los sitios escindibles de sus respectivas proteínas diana 

(Figuras 13 A-B).  
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Figura 13. Docking molecular de MMP8 y MMP12 con sus respectivas proteínas diana Fibronectina 1 

y Factor XII de Coagulación en ClusPro y BioLuminate. (A) Interacción del bolsillo catalítico de 

MMP8 con el sitio de escisión de Leu721 de Fibronectina 1. (B) Interacción del bolsillo catalítico 

MMP12 con el sitio de escisión de Leu380 del Factor XII. Edición de los modelos en UCSF Chimera 

1.17.1 y Maestro 13.0. 
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En el ranking del TOP10 de ambos programas, se logró una tasa de positividad de 

hasta el 50%. No obstante, es importante señalar que las puntuaciones de energía global 

calculadas por ClusPro y BioLuminate no pueden considerarse medidas de afinidad de 

unión, ya que se necesitarían de la aplicación de métodos de refinamiento para la 

minimización de energía. Por lo tanto, el ranking y el tamaño de los clusters podrían 

considerarse como criterios de selección inicial para reducir la cantidad de falsos 

positivos. Este estudio evidenció que las herramientas PROSPER, ClusPro y 

BioLuminate poseen una aceptable capacidad predictiva, dado que los resultados de 

interacción de las MMPs con sus respectivas proteínas diana coincidieron con las 

publicaciones experimentales previamente reportadas. Es importante destacar que este 

estudio fue publicado en julio de 2023 en la revista Life in Silico como uno de los 

productos derivados de este proyecto [119]. 

 

8.5. Identificación de secuencias consenso de escisión y generación de modelos 3D de 

proteínas diana de Ermp1 

Tomando en cuenta la validación realizada de los programas, se continuó con el 

análisis de propensión proteolítica de algunas de las proteínas de la red PPI de Ermp1 

que se propone en S. pombe. Dado a que la cavidad catalítica del dominio M28 de Ermp1 

es angosta, es probable que la interacción con proteínas diana sea en los motivos donde 

se ubican las asas, ya que estas estructuras tienen una mayor probabilidad de ser 

escindidas debido a su accesibilidad y flexibilidad [65].  

La Tabla 11 muestra los resultados de predicción de propensión proteolítica de 

PROSPER realizadas para las proteínas Amk2, Ypt5, Pex12, Oca8, Fis1 y Pmc1. Cabe 

mencionar que estas proteínas fueron seleccionadas para el estudio debido a que fueron 

las primeras en ser identificadas en el análisis comparativo de interólogos humano-

levadura realizado en 2020.  
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Tabla 11. Predicción de segmentos escindibles de posibles proteínas diana de Ermp1 en S. pombe 

realizada en PROSPER. 

 

Proteína 

humana 
UniProt ID 

Ortólogo 

SCHPO1 

UniProt 

ID 

Predicción 

MMP2 

Segmento 

escindible 
Posición Score3 

PRKAB1 Q9Y478 Amk2 P78789 MMP9 RAQS   MISI Met40 1.16 

RAB5C P51148 Ypt5 P36586 MMP9 SLAP   MYYR Met83 1.08 

PEX12 O00623 Pex12 Q8TFH8 MMP9 FWRL   MI Met342 1.22 

CYB5B O43169 Oca8 Q9USM6 MMP9 GEEV   LVDL Leu45 0.98 

FIS1 Q9Y3D6 Fis1 Q9USZ8 MMP9 EALK   LKNR Leu117 1.05 

ATP2B2 Q01814 Pmc1 Q9HDW7 MMP9 TTMA   MRTE Met429 1.23 
 

1 Schizosaccharomyces pombe. 
2 Metaloproteinasa.  
3 Valores superiores a 0.8 aumentan la confianza de la predicción. 

  Sitio de escisión. 
 

 

En la Tabla 11 se observa que la predicción de los segmentos escindibles de cada 

una de las proteínas mostró puntuaciones superiores a 0.8 con la Matriz 

Metaloproteinasa 9 (MMP9), donde la mayoría de las escisiones proteolíticas se 

localizaron en el extremo N-terminal de los residuos de Met y Leu. 

Para determinar la posible interacción entre el dominio M28 de Ermp1 y las 

secuencias consenso de escisión proteolítica, fue necesario modelar cada una de las 

proteínas para el análisis posterior de docking molecular. En la Tabla 12 se muestran las 

plantillas que se utilizaron para el modelado por homología en Phyre2 de las posibles 

proteínas diana de Ermp1, con la excepción de Amk2. 

 

 

 

 

 

 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9Y478/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P78789/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P51148/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P36586/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O00623/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8TFH8/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O43169/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9USM6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9Y3D6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9USZ8/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q01814/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9HDW7/entry
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Tabla 12. Plantillas utilizadas para el modelado por homología en Phyre2 de proteínas diana. 

Parámetros de validación obtenidos de PDBeFold y PROCHECK-SAVES v6.0. 

Proteína 

SCHPO1 Plantilla  Organismo PDB ID 

Porcentaje 

de 

identidad 

Q-score2 RMSD3 

(Å) 

Ramachandran 

Plot4 

Ypt5 Rab11 H. sapiens 2D7C [120] 

 

43 % 0.95 0.33 87.1 % 

Pex12 Ring 3 ligase S. 

cerevisiae 

4R7E [121] 

 

28 % 0.71 0.71 85.1 % 

Oca8 Cytochrome 

b5 

B. taurus 1M2I [122] 

 

50 % 1.00 0.00 90.3 % 

Fis1 Fis1 H. sapiens 1NZN [123] 

 

25 % 0.90 0.49 90.0 % 

Pmc1 SERCA2b H. sapiens 6LLE [124] 28 % 0.80 0.47 87.5 % 

1 Schizosaccharomyces pombe. 
2 Q-score: calidad del alineamiento, la puntuación más alta = 1. 
3 RMSD: cuanto menor sea el RMSD, mejor será el modelo en comparación con la plantilla. 
4 Ramachandran Plot: se esperaría que un modelo de buena calidad tenga más del 85-90% de los residuos en las regiones 

más favorecidas del gráfico. 

 

 

La selección de las plantillas se realizó en función del criterio de Phyre2 para 

calcular el porcentaje de confiabilidad del modelado. El porcentaje de confiabilidad 

calculado por Phyre2 considera la homología de secuencias entre la plantilla y la 

proteína a ser modelada, por lo tanto, este porcentaje es distinto de la calidad del 

modelo. Es importante destacar que la disponibilidad limitada de plantillas para 

modelar proteínas de S. pombe con altos porcentajes de homología comprometió la 

calidad de los modelos de las proteínas diana. Sin embargo, los valores de los 

parámetros de validación se aproximaron a los ideales. Además, en los diagramas de 

Ramachandran, más del 85% de los residuos modelados de cada proteína se 

encontraron en las regiones favorecidas para cada estructura secundaria (Figura 14).  
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Figura 14. Estructuras 3D de posibles proteínas diana de Ermp1 de S. pombe. (A-E) Representación de 

los modelos y diagramas de Ramachandran. Modelado por homología en Phyre2 y validación de los 

modelos en PROCHECK-SAVES v6.0. Edición de los modelos en UCSF Chimera 1.17.1. 

 

En el caso particular de Amk2, el modelo 3D se obtuvo de AlphaFold (P78789). 

Aunque existen estructuras cristalográficas de Amk2 de S. pombe depositadas en el 

Protein Data Bank (PDBs ID: 2OOX, 2OOY, 2QR1, 2QRC, 2QRD y 2QRE), cabe señalar 

que no tienen el segmento escindible de interés. Esto se debe a que la secuencia está 

  

 

 

 

 

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/P78789
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ubicada en una región intrínsecamente desordenada (IDR), la cual exhibe una transición 

estructural que varía entre el orden y el desorden. Este tipo de regiones no pueden ser 

resueltas mediante cristalografía [125,126]. Como resultado, el modelado por 

homología también se consideró inadecuado para incluir IDRs. A pesar de que el 

diagrama de Ramachandran del modelo de AlphaFold muestra el 81,1% de los residuos 

en las regiones más favorecidas, se puede atribuir que los residuos que se encuentran 

fuera son IDRs. Como estas regiones se consideran dinámicas, carecen de una estructura 

secundaria definida (Figura 15). Esto es consistente con la puntuación pLDDT < 50 

calculada en AlphaFold para esa región, que, de acuerdo con el programa, 

correspondería a una región no estructurada o IDR. Por lo tanto, es importante destacar 

que AlphaFold se ha convertido en una valiosa herramienta bioinformática para la 

predicción y modelado de IDRs. 

 

 

Figura 15. Predicción la estructura 3D de Amk2 de S. pombe. Modelo de AlphaFold y diagrama de 

Ramachandran donde se muestra que el 81.1 % de los residuos se encuentran en las regiones más 

favorecidas. 

 

8.6.Docking proteína-proteína del dominio M28 de Ermp1 y candidatos proteolíticos 

 

Para determinar si se favorece la interacción del dominio M28 DE Ermp1 con los 

segmentos escindibles de posibles proteínas diana que se predicen en PROSPER, se 
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realizó el docking proteína-proteína en los programas ClusPro 2.0 y BioLuminate. En la 

Tabla 13 se muestran los resultados de las predicciones que se favorecieron en el 

ranking TOP30 y el tamaño de los clusters correspondientes.  

 
Tabla 13. Predicción de la interacción del dominio M28 con las secuencias consenso de escisión de 

posibles proteínas diana de S. pombe. Comparación de resultados del docking molecular en ClusPro y 

BioLuminate. 

Ligando 

SCHPO1 

Predicción Docking Software  

Docking 

 

Score de energía 

global PIPER 

Tamaño 

del cluster 

Amk2 RAQS   MISI 
ClusPro 

BioLuminate 

-923.2 

-951.3 

28 

57 

Ypt5 

 

S    LAPMYYR 

 

ClusPro 

BioLuminate 

-645.5 

-638.4 

31 

28 

Pex12 

 

FWR   LMI 

 

ClusPro 

BioLuminate 

-680.8 

-667.4 

124 

78 

Oca8 

 

GEEVLVD    L 

 

ClusPro 

BioLuminate 

-500.6 

-542.6 

62 

54 

 

Fis1 

 

EALKLKN    R 

 

ClusPro 

BioLuminate 

 

-607.1 

-633.0 

 

92 

74 

Pmc1 

 

TT   MAMRTE 

 

ClusPro 

BioLuminate 

-1137.7 

-1212.5 

 

35 

20 

 
1 Schizosaccharomyces pombe. 

  Sitio de escisión. 

 

Debido a que en ambos programas se obtuvieron modelos de interacción 

similares, los scores de energía global no fueron muy diferentes. Además, si bien los 

programas de docking mostraron desplazamientos en los sitios de escisión que predijo 

PROSPER de las proteínas diana (indicados por flechas rojas en la Tabla 13), cabe 

señalar que se favoreció la interacción del dominio M28 de Ermp1 con las secuencias de 

consenso escindibles (Figuras 16 A-F).  
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Figura 16. Docking molecular del dominio M28 de Ermp1 con posibles dianas proteicas en 

BioLuminate (A-F). Los sitios de unión para Zn+2 se resaltan en naranja, el sitio catalítico en violeta y 

el estabilizador catalítico en magenta. La predicción de los sitios de fosforilación se resalta en azul cian. 

Los residuos hidrofóbicos se resaltan en amarillo. Los segmentos escindibles de las dianas proteicas 

están representados en azul y los sitios de escisión se resaltan en rosa. Solvatación de los complejos en 

WaterMap. Edición en Maestro 13.0. 

 

Las secuencias consenso escindibles fueron identificadas principalmente en las 

asas de las proteínas, con la excepción de Oca8 y Fis1, que se localizaron en proximidad 

de las cadenas cortas de las α hélices (Figuras 17 A-F).  
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Figura 17. Representación del docking molecular del dominio M28 de Ermp1 con posibles dianas 

proteicas en BioLuminate (A-F). El segmento escindible de las dianas proteicas se muestra en azul y los 

residuos de escisión se muestran en rosa. Edición de los modelos en Maestro 13.0. 

 

El análisis en DimPlot mostró que en el docking molecular se favoreció la 

interacción de algunos residuos de la cavidad catalítica de Ermp1 con residuos de las 

secuencias consenso de las proteínas mediante puentes de hidrógeno, principalmente 

Leu, Met y Arg (Figura 18).  
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Figura 18. Representación de Interacción 2D de DIMPLOT. Interacciones identificadas entre los 

residuos de la cavidad catalítica del dominio M28 de Ermp1 y los posibles residuos de escisión de las 

proteínas diana evaluadas (A-F). La línea discontinua horizontal representa la interfaz. La línea de 

puntos verde representa la longitud del enlace de hidrógeno. 

 

De acuerdo con las predicciones, es posible que el dominio M28 de Ermp1 pudiera 

tener una preferencia de interacción con segmentos de proteínas que incluyen estos 

aminoácidos como la aminopeptidasa Ap1 de V. proteolyticus. 

En el mecanismo de acción de las metaloproteasas se describe que es necesaria la 

interacción de una molécula de agua con el Zn+2 del centro activo. Por lo tanto, también 

se realizó una simulación de hidratación de los complejos de interacción en WaterMap 

(Figuras 16 A-F). De acuerdo con el mecanismo de hidratación e intercambio entre el 

agua y el Zn+2, la distancia de enlace entre el Zn+2 y el oxígeno del H2O debería oscilar 

entre 2,0 y 2,1 Å en la primera esfera de coordinación del metal, 3,6 Å en la segunda 

esfera, y longitudes entre 2,7 y 3,0 Å en los estados de transición entre ambas esferas 

[127].  
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Figura 19. Representación de la solvatación de los complejos de interacción del dominio M28 de Ermp1 

y dianas proteicas (A-F). Los sitios de unión de Zn+2 se muestran en naranja. El sitio catalítico se 

muestra en violeta. El estabilizador catalítico se muestra en magenta. Los sitios de escisión de las 

posibles dianas proteicas se muestran en rosa. Solvatación realizada en WaterMap. Edición de los 

modelos en Maestro 13.0. 
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En las simulaciones de WaterMap, se observó que la hidratación de los complejos 

se favoreció principalmente en la cavidad catalítica del dominio M28 de Ermp1, por lo 

que, las distancias entre el Zn+2 y el oxígeno del agua se midieron en cada uno de los 

complejos. En la Figura 19 se muestran las variaciones en la longitud de los enlaces Zn-

O que oscilaron entre 2.46-3.51 Å, de tal manera que las interacciones se encontrarían 

entre la primera y segunda esfera de coordinación del Zn+2. Estas predicciones coinciden 

con otros estudios de química computacional, donde el intercambio de ligandos y los 

mecanismos catalíticos se ven favorecidos en los estados de transición de ambas esferas 

de coordinación del Zn+2 [128,129]. 

 

8.7. Dinámica molecular 

Para determinar si las predicciones de las interacciones proteína-proteína pueden 

ser estables, se analizaron tres complejos de interacción del dominio M28 de Ermp1 que 

resultaron interesantes para observar su comportamiento a través de estudios de 

dinámica molecular. Los complejos Ermp1-Amk2, Ermp1-Ypt5 y Ermp1-Pex12 fueron 

seleccionados para la simulación debido a que las interacciones entre la cavidad 

catalítica del dominio M28 de Ermp1 y las secuencias consenso de escisión de las 

proteínas resultaron más favorecidas. La desviación cuadrática media (RMSD) de cada 

snapshot relativo a la estructura inicial minimizada en energía se calculó luego del 

alineamiento basado en los Cα para cada trayectoria. Como se muestra en la Figura 20, 

los valores de RMSD para todos los sistemas exhibieron fluctuaciones razonables, que 

oscilaron entre 0,8 y 2,6 Å a lo largo de la simulación. Se observó que después de los 120 

ns de simulación la conformación del complejo proteína-proteína no tuvo cambios 

importantes. 
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Figura 20. Simulación de dinámica molecular. Variación en la desviación cuadrática media (RMSD) de 

los complejos Ermp1-Pex12, Ermp1-Amk2 y Ermp1-Ypt5. Cada simulación tuvo una duración de 120 

ns en Desmond Molecular Dynamics System para evaluar la estabilidad de las interacciones. 

 

Por otro lado, los datos de la trayectoria de RMSF mostraron que las fluctuaciones 

de la mayoría de los aminoácidos oscilaron entre 0,4 y 3,2 Å (Figura 21). Se puede 

observar que en los tres complejos simulados los residuos iniciales mostraron más 

variaciones con respecto al resto. Estos residuos corresponderían a los motivos 

conformados por asas del dominio M28 de Ermp1, lo que le otorgaría una mayor 

flexibilidad de movimiento. Los residuos ubicados en la región donde se encontraría el 

centro activo mostraron una menor flexibilidad, a excepción del análisis de fluctuación 

del complejo Ermp1-Ypt5. Por lo tanto, es posible que las fluctuaciones de los residuos 

del centro activo sean críticas para favorecer o no la interacción con otras proteínas. 
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Figura 21. Análisis de trayectorias RMSF de residuos de los complejos de interacción del dominio M28 

de Ermp1 de S. pombe. Fluctuaciones residuales a lo largo del tiempo de simulación para Ermp1-Amk2, 

Ermp1-Pex12 y Ermp1-Ypt5 (A-C respectivamente). 
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Los resultados de las predicciones in silico reportadas hasta este apartado serán 

publicados en la revista current issues in molecular biology de MDPI próximamente como 

producto derivado del proyecto de tesis. 

8.8. Docking molecular entre la cinasa Gsk3 y el dominio M28 de Ermp1 

 

Dentro del grupo de proteínas con las que pudiera interactuar Ermp1 en S. pombe, 

se incluye la serina-cinasa Gsk3, lo que motivó la evaluación de su interacción con el 

dominio M28 de Ermp1. Dado que este dominio presenta dos posibles residuos de 

serina susceptibles a la fosforilación, los cuales se encuentran alrededor de la cavidad 

catalítica, se consideró relevante explorar la interacción entre ambas proteínas. En la 

Figura 22-A se presentan los resultados de las predicciones de docking en ClusPro 2.0 y 

BioLuminate 4.5.  

 

 

Figura 22. Docking molecular Gsk3-Ermp1. (A) Representación 3D de la interacción proteína-proteína 

y Comparación de resultados de docking en ClusPro y BioLuminate. (B) Interacción del dominio cinasa 

de Gsk3 y el dominio M28 de Ermp1. Los modelos se editaron en Maestro 13.0. 
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En ambos programas los complejos que se favorecieron fueron similares y 

mostraron la posible interacción entre el sitio activo de Gsk3 (Asp157) y una región 

próxima a Ser279 del dominio M28 de Ermp1 (Figura 22-B).  

También se observó que en la estructura del dominio M28, se favoreció la 

interacción de un asa (donde se encuentra Ser279) en las proximidades del sitio de unión 

a ATP de Gsk3.  

 

8.9. Análisis del dominio transmembranal de Ermp1 y docking molecular 

Para esclarecer la topología del dominio transmembranal de Ermp1, se utilizó el 

modelo de AlphaFold. Ermp1 presenta una topología transmembranal compuesta por 

8 hélices α, que se asemeja a la de un poro o canal, tal como se muestra en la Figura 23-

A (resaltado en rojo).  

 

 

Figura 63. Estructura 3D de Ermp1 de S. pombe y predicción de sitios de unión a Ca+2. (A) Modelo de 

Ermp1 generado en AlphaFold. (B) Representación 2D de la predicción de MIB server. (C) Predicción 

de sitios de unión a Ca+2 del dominio transmembranal de Ermp1. 
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El dominio M28 se localiza en la región N-terminal de Ermp1 (resaltado en verde 

en la Figura 23-A), mientras que la región C-terminal citosólica se destaca en azul cian. 

Resultó interesante observar que la topología de la región C-terminal de Ermp1 se 

caracteriza por motivos estructurales conformados por asas, lo que sugiere que estas 

estructuras secundarias le podrían conferir flexibilidad.  

Dado que el dominio transmembranal tiene una topología de canal, es posible que 

funcione como un canal iónico, especialmente considerando su ubicación en el RE. Es 

importante destacar que este organelo requiere de un flujo constante de iones, 

principalmente de Ca+2, para el funcionamiento adecuado de chaperonas moleculares, 

óxido reductasas y disulfuro isomerasas que participan en el plegamiento de proteínas.  

El análisis de la región transmembranal de Ermp1 en el servidor MIB resultó en la 

predicción de sitios potenciales de unión a Ca+2, los cuales forman un patrón de difusión 

entre las α hélices transmembranales TM2, TM3, TM6, TM7 y TM8 (Figura 23 A-B). De 

los aminoácidos que podrían interactúan con este ion, destacan los residuos de carga 

negativa como Glu y Asp, así como los residuos polares como Asn, Gln y Thr (Tabla de 

la Figura 23-C).  

En consecuencia, se investigó la posible interacción de Ermp1 con proteínas de 

membrana del RE identificadas en la red de PPI que se propone. Los ensayos de docking 

molecular se realizaron con las proteínas Sei1, Yos1, C630.12 y Emp70 debido que se 

localizan en RE, de acuerdo con Gene Ontology y la comparación con sus respectivos 

ortólogos en humanos. Las estructuras tridimensionales de las proteínas fueron 

obtenidas de AlphaFold, dado que era esencial modelar las regiones transmembranales 

para el análisis de interacción. En este caso, no fue apropiado utilizar un modelo por 

homología debido a la escasez de plantillas disponibles para el modelado.   

Los resultados del docking molecular fueron seleccionados considerando la 

topología de las proteínas para que fueran biológicamente posibles. En la Tabla 14 se 
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puede observar nuevamente que en ambos programas el score de energía global es 

similar. Sin embargo, se observaron variaciones en el ranking y el tamaño de los clusters. 

 
Tabla 14. Comparación de los resultados del docking molecular en ClusPro y BioLuminate utilizando 

modelos de AlphaFold de Ermp1 y dianas proteicas de membrana. 

 

Proteína 

SCHPO1 
UniProt ID Programa 

Score de energía 

PIPER 

Ranking 

TOP30 

Tamaño del 

cluster 

Sei1 O14119 ClusPro -1547.9 13 23 

  BioLuminate -1495.1 15 20 

Yos1 O13825 ClusPro -1265.6 13 42 

  BioLuminate -1269.91 5 43 

Emp70 Q9Y819 ClusPro -1608.2 9 26 

  BioLuminate -1159.2 23 17 

C630.12 Q9UUH0 ClusPro -1809.6 13 20 

  BioLuminate -1790.8 16 20 

    1 Schizosaccharomyces pombe. 

 

 

Las predicciones de interacción se observaron entre las α hélices 

transmembranales de las proteínas, por lo que, simularía la formación de complejos 

transmembranales de Ermp1 con cada una de las posibles dianas proteicas (Figura 24 

A-D).  

 

 
Figura 24. Docking molecular de Ermp1 y dianas proteicas de membrana en BioLuminate 4.5. Los 

modelos 3D se obtuvieron en AlphaFold Data Base y la edición se realizó en Maestro 13.0. 
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Por inferencia Sei1 parece ser una proteína de membrana asociada a la biogénesis 

de gotas lipídicas en el RE, mientras que Yos1 actúa como un transportador vesicular 

RE-Golgi. En cuanto a C630.12, se identifica como una fosfodiesterasa putativa de 

manosa-etanolamina fosfato remodeladora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) [130], cuya 

función, de acuerdo con la inferencia por homología con MPPEI humana, estaría 

relacionada con la modificación postraduccional de proteínas que requieren la adición 

del glucolípido GPI en el extremo carboxilo terminal para su anclaje a las membranas 

[131]. Por último, Emp70 parece ser una proteína de transporte endosomal RE-Golgi 

[132]. En humanos, la proteína homóloga TM9SF4 se ha asociado con la regulación del 

estrés en el RE, contribuyendo al mantenimiento del Ca+2 luminal, aunque aún no se 

comprende completamente cómo podría modular la concentración de este ion [102,133].  

Tomando como referencia La comparación funcional de Sei1, Yos1, C630.12 y 

Emp70 con sus respectivos homólogos humanos, es posible que la interacción de Ermp1 

con proteínas transmembranales del RE se relacione con procesos de transporte iónico 

y el mantenimiento funcional de la membrana.  

8.10. Inducción de estrés reticular en S. pombe  

 

Para continuar con el análisis funcional de Ermp1 en S. pombe, fue importante 

evaluar su expresión en condiciones de estrés de RE. Esto se consideró crucial debido a 

que se tiene el precedente de que la expresión de ERMP1 en humanos se altera en 

procesos patológicos relacionados con el estrés reticular [2,3,134]. Por lo tanto, las 

células de S. pombe fueron tratadas con Tapsigargina, Tunicamicina y DTT con el 

propósito de seleccionar y estandarizar el mejor modelo de estrés de RE en la levadura. 

Para esto, se consultaron diversas referencias bibliográficas para definir la 

concentración mínima de inducción con cada uno de los agentes químicos y tiempo 

necesarios para la observación del fenotipo celular.  
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Los resultados de los diferentes tratamientos se muestran en las Figuras 25 A-B. 

La inducción de estrés del RE en S. pombe con 10 µM de Tapsigargina no mostró efectos 

en el crecimiento ni la viabilidad celular durante las 24 horas de tratamiento (Figuras 25 

A-B).  

 

 

Figura 25. Inducción de estrés de RE en la cepa 972 h- de S. pombe crecidas en medio YNB. (A) Curva 

de crecimiento de células tratadas con Tapsigargina (Tg), Tunicamicina (Tm) y DTT durante 24 horas. 

Modelo de Monod ajustado, n=5. (B) Gráfica de viabilidad con azul de tripano de las mismas células. 

 

Por otro lado, el tratamiento con 1µg/mL de Tunicamicina y 1 mM de DTT mostró 

efectos adversos significativos en el crecimiento y la viabilidad celular después de 8 

horas de incubación (Figuras 25 A-B). Aunque el comportamiento de la curva de 

crecimiento de la levadura fue similar en ambos tratamientos (Figura 25-A), 

manteniéndose en aproximadamente 1 U.A. desde las 4 horas hasta las 24 horas de 

incubación, el impacto en la viabilidad fue más severo con DTT.  

En la Figura 25-B, se observa que tanto la Tunicamicina como el DTT 

disminuyeron la viabilidad celular en un 20% a las 12 horas del tratamiento. No 

obstante, a diferencia de la Tunicamicina, el tratamiento con DTT provocó una drástica 
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reducción del 80% de la viabilidad celular a las 24 horas, mientras que con Tunicamicina 

se mantuvo en un rango del 20%. 

La observación microscópica de las células control y las tratadas con Tapsigargina, 

no reveló defectos morfológicos ni evidencia del compromiso de la viabilidad celular, 

de acuerdo con la cuantificación de número de células por mL de cultivo (Figura 26). 

En contraste, las células tratadas con Tunicamicina y DTT mostraron aglomeraciones y 

defectos morfológicos, como células grandes y redondeadas, así como evidencia de la 

muerte celular (células teñidas en azul). Estas características fueron más evidentes y 

frecuentes a las 24 horas del tratamiento (Figura 26). 

De acuerdo con los resultados anteriores, el tratamiento con Tunicamicina 

demostró una menor toxicidad celular que el DTT. Por lo tanto, si se necesita realizar 

una evaluación prolongada del estrés reticular sin comprometer significativamente la 

viabilidad celular, Tunicamicina sería el mejor agente inhibidor para el estudio del 

estrés de RE en S. pombe.  
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Figura 26. Determinación del número de células/mL viables de S. pombe. Tinción con azul de tripano 

de células sin tratamiento y tratadas con Tapsigargina (Tg), Tunicamicina (Tm) y DTT durante 24 

horas, n=5. Observación de la morfología celular a 40x en microscopio óptico. 
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8.11. Expresión de Ermp1 en condiciones de estrés de RE 

 

Para demostrar que la expresión de Ermp1 es sensible al estrés en RE como ERMP1 

humana se trataron células wilde type de S. pombe con 1 µg/mL de Tunicamicina, 

considerando que es el mejor agente inductor de estrés en levaduras.   

Durante la fase exponencial de crecimiento, entre las 4 y 12 horas de la cinética de 

crecimiento, el tratamiento con Tunicamicina reveló resultados interesantes. Se observó 

que la expresión de erm1 es sensible al estrés de RE, disminuyendo hasta en un 50% 

durante las primeras 4 horas de inducción (Figura 27). Sin embargo, su expresión 

aumentó progresivamente en función del tiempo de incubación con el agente químico, 

llegando a ser 1.5 veces mayor a las 12 horas en comparación con el control sin 

tratamiento, lo que es un cambio significativo.  

 

 

Figura 7. Nivel de expresión relativa de genes de interés en condiciones de estrés reticular de células de 

S. pombe. Cuantificación determinada por el método de la curva estándar. Tratamiento con Tm 

1µg/mL. Prueba t student de dos variables (con y sin tratamiento). Los asteriscos muestran las 

diferencias estadísticamente significativas (* p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001, ns→ no significativo). 

Resultados de triplicados de 3 experimentos independientes. 
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En el caso del gen amk2, se observó un patrón de expresión diferente. Durante las 

primeras 4 horas de inducción, su expresión se mantuvo sin cambios en comparación 

con el control. Sin embargo, a las 8 horas de inducción alcanzó su máximo nivel de 

expresión, siendo aproximadamente dos veces mayor al control. Posteriormente, al 

prolongar la incubación hasta las 12 horas, se observó que el nivel de expresión 

disminuyó, aunque no llegó al nivel basal (Figura 27).  

La expresión de gsk3 también se mantuvo estable durante las primeras 4 horas de 

inducción. Pero, contrario a lo observado con el gen amk2, la expresión de gsk3 aumentó 

de forma progresiva y significativa en función del tiempo, llegando a ser 

aproximadamente dos veces mayor a las 12 horas en comparación con el control sin 

tratamiento (Figura 27).  

Para determinar qué tan sensibles son los genes erm1, amk2 y gsk3 al estrés de RE, 

también se cuantificó el nivel de expresión de los genes canónicos de la vía UPR, los 

cuales regulan la respuesta al estrés en RE. En la Figura 27 se puede observar que el 

nivel de expresión de ire1 disminuyó aproximadamente un 50% durante las 4 horas del 

tratamiento con Tunicamicina, un compartimiento de expresión similar al del gen erm1. 

Sin embargo, su nivel de expresión incrementó significativamente a las 8 y 12 horas, 

registrándose un aumento de 2.5 a 3.2 veces mayor en comparación con el control, 

respectivamente. Por otro lado, bip1 experimentó una disminución en su expresión de 

casi el 90% en las primeras 4 horas del tratamiento, recuperándose a las 8 horas, donde 

alcanzó niveles de expresión similares al control (Figura 27). Aunque, fue hasta las 12 

horas de inducción del estrés que la expresión de bip1 aumentó significativamente, 

siendo 1.5 veces mayor en comparación con el control sin tratamiento.  

Estos resultados demuestran la alta sensibilidad de los genes de interés al estrés 

prolongado en RE, sugiriendo una posible asociación con mecanismos de supervivencia 

celular. Esto se puede correlacionar con la disminución progresiva de la viabilidad 

celular en función del tiempo que se observó en las Figuras 25 y 26. 
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9. DISCUSIÓN 

9.1. Comparación de interólogos: interacción de Ermp1 con 45 proteínas en S. pombe 

 

Ermp1 es una proteína putativa de la levadura de fisión S. pombe. Para elucidar su 

función celular y su relación con el estrés en RE, este estudio reporta las primeras 

predicciones in silico de interacciones proteína-proteína de la metaloproteasa. Para 

lograrlo, se emplearon herramientas bioinformáticas para predecir interacciones 

proteína-proteína mediante comparación de interólogos humano-levadura y docking 

molecular.   

BioGRID es una base de datos de acceso abierto que alberga interacciones de genes 

y proteínas de múltiples especies, incluidas levaduras, gusano, mosca y humano. Todo 

el contenido se selecciona a partir de evidencia experimental reportada en publicaciones 

científicas, lo que lo convierte en el repositorio más completo de su tipo [52]. 

Aproximadamente 1.93 millones de las interacciones reportadas pueden usarse 

para construir redes de interacción que faciliten la investigación biomédica, 

particularmente en el contexto de la salud y las enfermedades humanas [52]. La base de 

datos BioGRID contiene actualmente un registro de un interactoma que consta de 19 

229 interacciones entre 3 844 proteínas codificadas en el genoma de la levadura. 

Además, se ha observado que al menos 1 355 proteínas del proteoma de S. pombe 

corresponden a ortólogos humanos que están relacionados con enfermedades como 

diabetes, hipertensión y cáncer [17,21]. Por ejemplo, el estudio molecular en S. pombe ha 

resultado invaluable para el análisis funcional de genes relacionados con enfermedades 

humanas, como RAD1, RAD9 y HUS1 [135,136]. Estos genes humanos desempeñan un 

papel crucial en la respuesta al daño del ADN, y su expresión aberrante se ha 

relacionado con varios tipos de cáncer, incluidos los de próstata, mama, intestino, 

tiroides y gástrico.  
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Por lo tanto, gracias a la comparación de interólogos, se propone que Ermp1 

pudiera interactuar con 45 proteínas altamente conservadas en humanos y levaduras. 

Dentro de este grupo de proteínas se incluyeron a Gsk3 y Amk2, debido a que 

previamente en S. pombe se reportaron GI positivas con Ermp1 [105]. Las GI se clasifican 

en negativas (de letalidad) o positivas (de supresión). En el caso de las IG negativas, 

una doble mutante exhibe un fenotipo más severo que el observado en mutantes 

simples, lo que indica que los productos genéticos funcionan de manera redundante en 

paralelo en una vía de señalización. En los casos de GI positivas, el fenotipo de los 

mutantes dobles es menos grave que el observado en los mutantes simples. Esto puede 

sugerir que los productos genéticos podrían interactuar dentro de una misma vía de 

señalización [137–139]. 

La clasificación de las 45 proteínas en GO sugieren que Ermp1 podría desempeñar 

un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de Ca2+, aminoácidos y 

proteínas en el RE, un organelo con alta actividad de síntesis y degradación de 

proteínas. En las células de mamíferos el RE es el organelo principal de almacenamiento 

de Ca+2, debido al alto potencial oxidante que tiene, el cual es necesario para la actividad 

de numerosas enzimas responsables del plegamiento, el procesamiento 

postraduccional y el tráfico de proteínas [140]. De manera similar, en S. pombe, las 

ATPasas dependientes de calcio como Pmr1 y Pmc1 son responsables de regular la 

homeostasis del Ca+2 tanto en el RE como en la vacuola [141]. Ambos transportadores 

fueron identificados en la red PPI de Ermp1 en S. pombe, lo que sugiere una relación 

potencial entre Ermp1 y la homeostasis de Ca+2. De acuerdo con la clasificación de los 

procesos biológicos de las demás proteínas, es posible que la interacción de Ermp1 con 

proteínas metabólicas como Dap1, Oca8 y Sei1 esté relacionada con el mantenimiento 

de la homeostasis de lípidos y proteínas de membranas de RE. Además, considerando 

que Ermp1 es una proteína transmembranal, es probable su interacción con proteínas 

involucradas en la inserción de proteínas en la membrana del RE y el tráfico vesicular, 



73 

 

como Oca3, Emc1 y Emp70. Por otro lado, Ermp1 podría ser regulada tanto a nivel de 

ARNm como de proteína mediante la interacción con proteínas responsables de la 

regulación transcripcional, ubiquitinación y palmitoilación como Atf1, Ubi2 y Erf2 

respectivamente. Las proteínas que fueron clasificadas en proporción reducida en otros 

procesos biológicos, como la reparación del ADN, la división nuclear y la fisión 

mitocondrial, podrían interactuar con Ermp1 en el RE antes de ser dirigidas a sus 

respectivos compartimentos celulares. 

 

9.2. Interacción del dominio M28 de Ermp1 con posibles proteínas diana 

 

Las Fxna peptidasas se clasifican como miembros de la familia de metaloproteasas 

M28 debido a su conservación del motivo His-Xaa-Asp y Glu-Glu [112,142]. Esta familia 

incluye miembros representativos como la aminopeptidasa Y de S. cerevisiae, la 

aminopeptidasa S de Streptomyces griseus, la aminopeptidasa IAP de E. coli y la 

aminopeptidasa Ap1 de Vibrio proteolyticus. Este tipo de metaloproteasas se caracterizan 

por la presencia de dos iones Zn+2 en su centro activo. Estos iones se encuentran 

coordinados tetraédricamente con tres aminoácidos (His, Asp y Glu) y una molécula de 

agua. Además, un aspartato o glutamato puede estar coordinado con ambos iones 

metálicos [113,142]. 

El análisis de secuencia y estructural del dominio M28 de Ermp1 fue interesante 

porque además de identificar los residuos que conforman su cavidad catalítica, se 

predijeron dos sitios de serina que podrían ser potencialmente fosforilados en las 

proximidades del centro activo. En la red de PPI se incluye la proteína Gsk3, una cinasa 

de serina/treonina. En todas las células eucariotas GSK3 se expresa de forma ubicua, y 

tiene la capacidad de fosforilar numerosos sustratos, aunque sólo una fracción pequeña 

de ellos ha podido ser validada en algunos sistemas celulares [143,144]. La fosforilación 

de los sustratos de Gsk3 generalmente conduce a su inactivación o degradación, con el 
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fin de mantener el equilibrio energético y metabólico de las células [145,146]. En 

humanos, la fosforilación de algunos sustratos de GSK3 se ha relacionado con el control 

de la proliferación o supervivencia celular. Las proteínas fosforiladas pueden ser 

reconocidas por ligasas de ubiquitina E3 específicas para su degradación por el 

proteosoma [147]. Por lo tanto, se plantea la hipótesis de que Ermp1 podría depender 

de la fosforilación de cinasas como Gsk3 para su degradación en respuesta a diferentes 

señales ambientales. Es importante destacar que estos mecanismos también son 

influenciados por la vía UPR, cuya activación varía dependiendo del grado de estrés en 

el RE [140]. Aunque el docking molecular entre Gsk3 y Ermp1 sugiere que el Asp157 de 

Gsk3 interactúa en la proximidad de la Ser279 de Ermp1, se requieren de ensayos 

experimentales para confirmar esta predicción.  

Dado que Ermp1 conserva el dominio M28 en su región N-terminal citosólica, se 

evaluó la interacción metaloenzima-sustrato de 6 candidatos proteolíticos de la red de 

PPI. Sin embargo, debido a la escasez de referencias bibliográficas específicas sobre el 

docking proteína-proteína entre metaloenzimas de Zn+2 y proteínas diana, llevamos a 

cabo una validación preliminar de herramientas computacionales como PROSPER, 

ClusPro y BioLuminate [119]. De acuerdo con los resultados de propensión proteolítica 

y docking molecular, se sugiere que Ermp1 podría interactuar con secuencias consenso 

ubicadas preferentemente en las asas de las proteínas Amk2, Ypt5, Pex12 y Pmc1 con la 

excepción de Oca8 y Fis1 que se localizaron en las cadenas cortas de las α hélices. 

Aunque la proteólisis en las α hélices no es común, la interacción enzima-sustrato aún 

puede ocurrir porque estas estructuras secundarias en solución generalmente se 

encuentran en un equilibrio dinámico que fluctúa entre la α hélice y las asas [148,149].  

Algunas metaloproteasas de la familia M28 como la aminopeptidasa Y de S. 

cerevisiae y la aminopeptidasa Ap1 de V. proteolyticus escinden preferentemente el N-

amino de residuos Leu, sin embargo, también son capaces de hidrolizar el N-amino de 

Lys, Arg, Met, Val e Ile [111,150]. Por lo tanto, la interacción del dominio M28 de Ermp1 
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en la proximidad del N-amino de residuos de Leu y Met ubicados dentro de las 

secuencias consenso analizadas, sugiere la posibilidad de que Ermp1 pueda actuar 

como una aminopeptidasa.  

El docking molecular del dominio M28 de Ermp1 con Amk2 fue interesante, debido 

a que la secuencia consenso de escisión proteolítica se encontró en una IDR. En las 

últimas dos décadas se ha demostrado la existencia y abundancia de proteínas con IDRs 

similares a Amk2 [125]. El descubrimiento de estas proteínas desafió el concepto clásico 

de que una estructura bien definida era esencial para que una proteína desempeñara su 

función. Actualmente se sabe que las IDRs son funcionales, ya que se consideran 

estructuras dinámicas que suelen estar en los puntos de conexión de interacción con 

otras proteínas, principalmente en las vías de señalización celular [126].  

Los resultados de la dinámica molecular de los complejos Ermp1-Amk2, Ermp1-

Ypt5 y Ermp1-Pex12 mostraron que las interacciones proteína-proteína pueden 

mantenerse estables después de 120 ns de simulación. Sin embargo, para determinar la 

afinidad de unión de estos complejos, se requeriría del conocimiento de los parámetros 

cinéticos y enzimáticos de la metaloproteasa, así como de la caracterización estructural 

del dominio M28. No obstante, esta información podría ser útil para futuros estudios 

experimentales orientados a la identificación de posibles sustratos peptídicos. 

Cabe mencionar que las aminopeptidasas están presentes en organelos 

intracelulares, citoplasma y membranas celulares [151]. Su papel es crucial en la 

degradación de proteínas, ya que escinden péptidos generados por el proteosoma o 

hidrolizan aminoácidos libres para el reciclaje y síntesis de nuevas proteínas [152]. 

Además, se sabe que el proteosoma libera péptidos que constan de 6 a 24 aminoácidos, 

los cuales pueden ser rápidamente degradados por peptidasas citosólicas [151,152]. 

Durante muchos años, las aminopeptidasas han sido ampliamente estudiadas 

debido a su relación con diversos procesos celulares y sus implicaciones en el desarrollo 

de diferentes patologías, como procesos inflamatorios, diabetes y cáncer [153]. De 
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acuerdo con algunas publicaciones, la sobreexpresión de aminopeptidasas en células 

con cáncer facilita el suministro exógeno de aminoácidos, necesario para su 

supervivencia y proliferación [151,154]. En otros estudios se ha enfatizado el papel del 

microambiente tumoral en la regulación de la expresión de aminopeptidasas, lo que, a 

su vez, se relacionaría con el incremento en la demanda de síntesis de proteínas 

[152,155,156]. 

 

9.3. Interacción del dominio transmembranal de Ermp1 con posibles proteínas diana 

 

Además del dominio M28, Ermp1 tiene dos regiones importantes: un dominio 

transmembranal de 9 α hélices y una región C-terminal citosólica de aproximadamente 

226 aa. La topología del C- terminal muestra un conjunto de motivos estructurales 

conformados por asas, lo que sugiere que podría conferirle flexibilidad. Esta flexibilidad 

podría permitirle adquirir diferentes conformaciones tridimensionales, lo que facilitaría 

la interacción con otras proteínas, como factores de transcripción y reguladores de 

transducción de señales [126].  

El análisis de la conformación estructural del dominio transmembranal de Ermp1 

y los resultados de interacción con proteínas del RE, plantea la hipótesis de que podría 

actuar como un canal iónico. Se identificaron aminoácidos con carga negativa (Glu y 

Asp) y polares (Asn, Gln y Thr) en las α hélices transmembranales con cierto potencial 

de unión a Ca+2, formando un patrón de difusión que podría conectar el citosol con el 

lumen del RE. Estos aminoácidos han sido descritos en la bibliografía como aquellos 

con mayor afinidad hacia el Ca+2 [157]. También se realizó el análisis con otros iones 

como Zn+2 y H+, donde se observaron interacciones con los mismos aminoácidos de las 

α hélices transmembranales. 

Aunque aún no se comprende completamente el mecanismo exacto, existe 

evidencia de que no solo los transportadores SERCA son responsables del transporte 
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de Ca+2, ya que se han identificado otras proteínas de la membrana del RE que 

responden a cambios en la concentración de este ion y actúan como canales pasivos 

[158]. Las fluctuaciones dinámicas en la concentración de Ca+2 regulan procesos 

esenciales para las células, como proliferación, secreción, migración, metabolismo, 

expresión genética e incluso la apoptosis [159]. De modo que, el Ca+2 se considera un 

mensajero universal y, por ende, sus concentraciones intracelulares deben ser reguladas 

[160]. Las concentraciones de Ca+2 citosólico pueden regularse mediante tres 

mecanismos: la entrada de Ca+2 externo a través de canales iónicos o intercambiadores 

de la membrana plasmática; la liberación de Ca+2 desde el interior de organelos como 

mitocondrias, sistema endolisosomal, Golgi, envoltura nuclear y especialmente el RE, a 

través de canales de liberación de Ca+2; o una combinación de ambos mecanismos 

mediante rutas de señalización positiva y negativa [161]. Por lo tanto, sería importante 

investigar a Ermp1 como un posible canal iónico en futuros estudios de caracterización 

estructural.  

De acuerdo con las predicciones de docking molecular con Sei1, Yos1, C630.12 y 

Emp70 que residen en la membrana del RE, es posible que su interacción se relacione 

con el transporte de Ca+2. Aunque la función celular de estas cuatro proteínas no ha sido 

caracterizada en S. pombe, se infiere que podrían actuar de manera similar a sus 

homólogas en humanos. En el caso de Sei1, la proteína homóloga BSCL2 humana 

interactúa con transportadores SERCA para regular la concentración de Ca+2 en el RE 

[162]. En condiciones de estrés reticular, BSCL2 resulta afectada debido a defectos en el 

plegamiento de su región luminal, lo que lleva a su aglomeración y la activación de la 

vía UPR [163,164]. Por otro lado, se ha reportado en la bibliografía que la proteína 

homóloga humana de Yos1 (IER3IP1) tiene un dominio de unión a ARNm en su región 

citosólica [103]. Durante el estrés en RE, se ha observado que IER3IP1 aumenta la 

actividad de la vía UPR a través de IRE1α y XBP1. Estas proteínas, a su vez, incrementan 

la expresión de genes asociados con las vías secretoras y promueven la expansión de la 
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membrana reticular, lo que ayuda a mitigar el estrés causado por la acumulación de 

proteínas [103]. Por lo tanto, se cree que existe una relación entre la captación de ARNm 

por parte de IER3IP1 y la síntesis de proteínas.  

C630.12 es una proteína homóloga de MPPEI humana necesaria para el transporte 

de proteínas de anclaje GPI desde el RE hacia el aparato de Golgi [130,131]. Ambas 

proteínas conservan un dominio fosfoesterasa similar a la Calcineurina, por lo que, 

estarían relacionadas con la regulación intracelular del Ca+2. Además, la proteína 

homóloga humana de Emp70 (TM9SF4) también se ha relacionado con el 

mantenimiento de Ca+2 luminal [102,133].   

De acuerdo con todas las predicciones in silico obtenidas hasta ahora, Ermp1 

podría considerarse una proteína versátil, ya que no solo actuaría como enzima 

proteolítica, sino que también se relacionaría con el mantenimiento de la homeostasis 

del RE. Es importante destacar que estos procesos suelen ser los primeros en ser 

modificados en situaciones que afectan la integridad del RE.  

 

9.4. Cambios en la expresión de Ermp1 durante el estrés reticular en S. pombe 

 

Como se ha mencionado anteriormente, S. pombe es un organismo modelo bien 

establecido para comprender los procesos celulares básicos debido a la facilidad con la 

que su genoma puede ser manipulado. Las mutaciones en su genoma han hecho que 

sea particularmente sencillo estudiar las consecuencias biológicas de la expresión 

aberrante de los genes [15]. Para analizar el patrón de expresión de Ermp1 en células 

silvestres de S. pombe en condiciones de estrés reticular, fue necesario estandarizar el 

modelo experimental, por lo que se evaluaron tres inductores químicos: Tapsigargina, 

Tunicamicina y DTT.  

El tratamiento con Tapsigargina fue descartado debido a que no generó ningún 

efecto observable en las levaduras. Aunque es un agente químico comúnmente 
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utilizado para inhibir el transporte de Ca+2 en el RE de las células eucariotas [165], la 

ausencia del efecto se debería a la actividad compensatoria de las ATPasas vacuolares 

dependientes de Ca+2 en la levadura. Por lo tanto, su uso solo se limita a células 

eucariotas que tienen al RE como principal reservorio de este ion. Se demostró que una 

concentración de 1 µg/mL de Tunicamicina fue ideal para monitorear el estrés 

prolongado en cinéticas de crecimiento de la levadura, sin comprometer drásticamente 

la viabilidad celular, contrario a lo que se observó en el tratamiento con DTT. Estos 

resultados pueden atribuirse a que la alteración de la N-glicosilación con Tunicamicina 

resulta en un efecto menos tóxico [166] que la inhibición de los puentes disulfuro 

causada por el DTT [40]. 

La exposición al tratamiento con Tunicamicina en células silvestres de S. pombe 

durante la fase exponencial de la cinética de crecimiento puso en evidencia la 

sensibilidad al estrés de RE del gen erm1. Fue interesante observar que el nivel de 

expresión de erm1 fluctúa en función del tiempo. Durante las primeras 8 horas de 

inducción, se observó una disminución aproximada del 50% en su expresión. Sin 

embargo, a las 12 horas, al final de la fase exponencial de la cinética de crecimiento, se 

registró un aumento significativo, alcanzando hasta 1.5 veces más la expresión que el 

control sin tratamiento.  

En S. pombe, Ire1 mantiene la homeostasis del RE a través de dos mecanismos 

postranscripcionales: inicia la degradación selectiva de ARNm (RIDD) y procesa la 

estabilización del ARNm de Bip1 [23]. RIDD tiene como objetivo de degradación los 

ARNm de proteínas glicosiladas, de membrana y catabólicas que residen en el RE, esto 

con el fin de disminuir la carga de trabajo de la maquinaria encargada del plegamiento 

de proteínas [25]. Sin embargo, esta reducción no tiene un impacto significativo en la 

disminución total de proteínas. Se ha observado que en S. pombe, incluso en condiciones 

de estrés severo, la disminución total de proteínas es solo del 15% [23]. De acuerdo con 

nuestros resultados, es posible que el ARNm de Ermp1 sea un blanco de RIDD en una 
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fase temprana del estrés. No obstante, parece que la prolongación del estrés induciría 

el incremento de la expresión de Ermp1, independientemente de la actividad de Ire1. 

Cabe resaltar, que el incremento de la tasa de transcripción no siempre se correlaciona 

directamente con el incremento de síntesis de proteínas, ya que esto dependerá de las 

necesidades de las células. Por lo tanto, se plantea la hipótesis de que el aumento en la 

expresión de Ermp1 durante el estrés prolongado esté relacionado con mecanismos de 

supervivencia celular, ya que se puede correlacionar con la disminución de la viabilidad 

celular al final de la fase exponencial de la cinética de crecimiento de las levaduras.  

En condiciones de estrés en RE, se ha observado una relación de ERMP1 con la 

actividad de PERK/Nrf2 en humanos, una vía de señalización que regula la vía UPR y 

el estrés oxidativo causado por la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

[2,167]. En S. pombe, Zip1 es un ortólogo de Met4 de S. cerevisiae, y ambos factores de 

transcripción están funcionalmente relacionados con Nrf2 en mamíferos [168], de modo 

que sería interesante investigar si Zip1 pudiera regular la expresión del gen erm1 en 

condiciones de estrés reticular.  

Para los genes amk2 y gsk3, el patrón de expresión fue diferente. Durante las 

primeras 4 horas de inducción, su expresión se mantuvo sin cambios significativos. Sin 

embargo, se observó un incremento progresivo del nivel de expresión de ambos genes 

en función del tiempo de inducción de estrés reticular, a excepción de amk2, donde su 

pico más alto de expresión fue a las 8 horas. 

Amk2 y Gsk3 son proteínas de señalización que se encargan de regular la 

actividad metabólica y transcripcional de las células mediante procesos dependientes 

de TOR y estrés ambiental [105,169–172]. Amk2 es una proteína ortóloga de PRKAB1 

humana y sirve como subunidad del complejo heterotrimérico AMPK, que actúa como 

andamio para el ensamblaje de las subunidades PRKAA1 y PRKAG1. El complejo 

AMPK desempeña un papel importante como supresor fisiológico de la vía UPR [173], 

debido a que la activación de AMPK inhibe los procesos celulares que consumen ATP, 
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como la síntesis de proteínas y el crecimiento celular [174]. Por otro lado, se ha 

demostrado que GSK3B en humanos se activa en condiciones de estrés de RE y se ha 

relacionado con la inducción de la autofagia, lo que permite que las células recuperen 

la homeostasis [175]. No obstante, la actividad de GSK3B también se ha correlacionado 

con CHOP y la viabilidad celular en la última etapa del estrés prolongado del RE, siendo 

una señal crítica para la activación de la apoptosis [175,176]. De acuerdo con nuestros 

resultados, el aumento en la expresión de los genes amk2 y gsk3 durante la fase temprana 

del estrés reticular en S. pombe, se relacionaría con los mecanismos de adaptación y 

rescate de la homeostasis celular, sin embargo, el estrés prolongado induciría el 

aumento significativo de la expresión de gsk3, lo que podría estar asociado con la muerte 

celular observada en los ensayos de viabilidad celular. 

Se ha reportado que ERMP1 facilita la expresión de AKT tanto a nivel de ARNm 

como de proteína, y que su vez promueve la actividad de la vía PI3K/AKT/mTOR en 

células con cáncer de colon y hepático, aumentando la proliferación y la supervivencia 

celular. Debido a que el complejo AMPK y GSK3B se encargan de la modulación de 

AKT, un regulador clave en la modulación del crecimiento celular, proliferación, ciclo 

celular y apoptosis, sería interesante estudiar estos mecanismos en la levadura de fisión.    

Elucidar la correlación entre Ermp1, Amk2 y Gsk3 en vías de señalización como 

TOR y UPR, ayudaría en la identificación de más procesos de regulación celular que 

aún no han sido descritas, los cuales se conservarían tanto en levaduras como en 

mamíferos. 

Finalmente, la evidencia de la sensibilidad al estrés de RE de los genes erm1, amk2 

y gsk3 se pudo comparar con el patrón de expresión de los activadores de la vía UPR, 

ire1 y bip1. Resultó interesante observar que la expresión de ire1 y bip1 disminuyera 

drásticamente durante las primeras 4 horas de inducción de estrés reticular, ya que se 

esperaría que incrementara significativa, debido a que son los principales sensores del 

estrés en RE. En S. pombe está reportado que el ARNm de bip1 experimenta una baja 
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regulación en la etapa inicial del estrés de RE. Esto se asoció con el rápido 

procesamiento de los ARNm de bip1 a especies de ARN de transferencia (ARNt)m un 

mecanismo dependiente de Ire1 para su estabilización [25]. Eventualmente, si el estrés 

persiste, la expresión de bip1 incrementa considerablemente. A diferencia de otras 

especies, en S. pombe, Bip1 es la única en tener un sitio de glicosilación, por lo que, el 

incremento de su expresión durante el estrés reticular compensa la pérdida de la 

proteína glicosilada [25] . Esta información coincide con lo observado en este estudio, 

donde hasta las 12 horas de inducción del estrés, la expresión de bip1 incrementó 

significativamente. Aunque no existen reportes de que la expresión de ire1 experimenta 

una baja regulación al inicio del estrés, es posible que se relacione con su actividad de 

endoribonucleasa para el mantenimiento de la homeostasis. Si el estrés se prolonga, es 

probable que la expresión de ire1 se incremente considerablemente debido a que se 

vería rebasada su actividad de degradación de ARN mensajeros, tal y como se observó 

en nuestro análisis de expresión con Tunicamicina.   
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10. CONCLUSIONES 

 

Este estudio proporciona una visión integral sobre el papel potencial de la 

metaloproteasa putativa Ermp1 en la levadura de fisión S. pombe. A través de enfoques 

bioinformáticos y experimentales, se propone que Ermp1 pudiera estar involucrada en 

procesos relacionados con la homeostasis del RE, como la degradación de aminoácidos 

y proteínas, y la respuesta al estrés en el RE.  

Las predicciones in silico de interacciones proteína-proteína sugieren que el 

dominio M28 de Ermp1 podría interactuar con posibles proteínas dianas cuyos 

segmentos escindibles se localicen en los motivos estructurales conformados por las 

asas. Además, el análisis de la región transmembranal de Ermp1 sugiere que podría 

actuar como un canal debido a su topología y la posible interacción con proteínas de la 

membrana del RE que se relacionan con el mantenimiento del flujo de Ca+2 y la 

organización de la membrana en el organelo.   

El análisis de la expresión génica en condiciones de estrés reticular con 

Tunicamicina en células wilde type de S. pombe reveló patrones dinámicos en la expresión 

del gen erm1. La disminución significativa de la expresión de erm1 en una fase temprana 

del estrés, se relacionaría con la actividad de Ire1, un regulador de la vía UPR. Sin 

embargo, el incremento es su expresión en una fase prolongada de estrés podría 

asociarse con mecanismos de supervivencia celular.  

La expresión de los genes amk2 y gsk3 incrementó en función del tiempo de 

inducción de estrés. Debido a que sus productos génicos se relacionan con la regulación 

del metabolismo y la respuesta al estrés ambiental a través de TOR, era de esperar que 

su expresión aumentara cuando se compromete la viabilidad celular en una fase 

prolongada del estrés.   

Estos hallazgos no solo proporcionan una mejor comprensión de la función de 

Ermp1 en S. pombe, sino que también abren nuevas vías de investigación para explorar 
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sus implicaciones en la regulación celular y la respuesta al estrés. Futuros estudios 

podrían dirigirse a validar experimentalmente las predicciones in silico de interacciones 

proteína-proteína, así como a profundizar en los mecanismos moleculares de los 

patrones de expresión génica observados. 

 

11.  PERSPECTIVAS 
 

❖ Comprobar las interacciones proteína-proteína de Ermp1 que se predicen en este 

trabajo mediante co-inmunoprecipitación o ensayo de doble híbrido en levadura.  

❖ Expresión y purificación del dominio M28 de Ermp1 de S pombe.  

❖ Caracterización estructural del dominio M28 de Ermp1 mediante cristalografía 

de rayos X, resonancia magnética nuclear o crio-microscopía electrónica. 

❖  Realizar ensayos enzimáticos del dominio M28 de Ermp1 en presencia de 

péptidos, tomando como referencia las secuencias consenso de escisión que se 

predicen en este trabajo.  

❖ Evaluar del impacto de Ermp1 en la fisiología de la levadura mediante la 

deleción del gen y en condiciones de estrés reticular. 

❖ Explorar la relevancia de Ermp1 en líneas celulares humanas mediante estudios 

de expresión génica a nivel transcriptómico con técnicas de RNA-seq en 

condiciones de estrés reticular. 
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13.  ANEXOS (PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES) 
 

Medio rico YE 

❖ 5 g/L Extracto de levadura 

❖ 2 % Glucosa 

(Si se requiere medio sólido, agregar 2 % de agar bacteriológico). Esterilizar en autoclave 

a 15 psi durante 15 minutos). 

Medio mínimo YNB 

❖ 6.7 g/L YNB DIFCO sin aminoácidos 

❖ 1 g/L Acetato de sodio 

❖ 0.9 g/L Cloruro de potasio 

❖ 2 % Glucosa 

❖ Suplementos (vitaminas 1X y aminoácidos 1X) 

(Si se requiere medio sólido, agregar 2 % de agar bacteriológico). Esterilizar en autoclave 

a 15 psi durante 15 minutos). 

Vitaminas 1000X 

❖ 0.1 % Ácido pantoténico  

❖ 1 % Ácido nicótico  

❖ 1 % Inositol  

❖ 0.01 % Biotina  

La solución es fotosensible por lo que se recomienda preparar en frasco ámbar. Esterilizar 

por filtración. 

Aminoácidos 50X 

Preparar 11.25 mg/mL de cada componente: 

❖ Adenina 

❖ Histidina 

❖ Leucina 

❖ Uracilo 

❖ Lisina 

Esterilizar por filtración. 
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Buffer de Zimoliasa 

❖ 50 mM a pH 5.6 Ácido cítrico 

❖ 450 mM a pH 5.6 Na2HPO 

❖ 40 mM a pH 8 EDTA 

❖ 1.2 M Sorbitol 

Esterilizar en autoclave a 15 psi /15 min y almacenar a 4 °C. 

Tapsigargina (SIGMA-ALDRICH) 

Preparar stock 10 mM 

❖ 1 mg de Tapsigargina 

❖ Disolver en 153 µl de DMSO estéril 

Mezclar y almacenar a -20°C. 

Tunicamicina (SIGMA-ALDRICH) 

Preparar stock 1 mg/mL 

❖ 1 mg de Tunicamicina 

❖ Disolver en 1 mL de DMSO ésteril 

Mezclar y almacenar a -20°C. 

DTT (SIGMA-ALDRICH) 

Preparar stock 1 M 

❖ 0.1545 g de DTT 

❖ Disolver en 1 mL de Agua estéril 

Mezclar y almacenar a -20°C. 

AGUA DEPC 0.1%  

Preparar 100 mL 

❖ 0.1 % DEPC 

❖ 100 mL Agua tridestilada 

Esterilizar 3 veces en autoclave a 15 psi /15 min y almacenar a temperatura ambiente. 
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