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RESUMEN

Durante los ultimos afios se han identificado genes de hemoglobina (hb) en
organismos que pertenecen a los tres dominios de la vida. Estos genes se clasifican
en las familias M, S y T. La familia M incluye a las flavohemoglobinas (fHbs) y a
las Hbs de un solo dominio (SDgbs), la familia S incluye a los sensores acoplados
a globinas (GCSs), a las protoglobinas (Pgbs) y a las globinas sensoras de un solo
dominio (SSDgbs), y la familia T incluye a las Hbs truncadas (Hbts). En el dominio
Eubacteria se han detectado todos los tipos de Hbs que se conocen (fHbs, SDgbs,
GCSs, SSDgbs, Pgbs y Hbts), sin embargo, en el dominio Archaea solamente se
han detectado GCSs, Pgbs, SSDgbs y Hbts. En esta revision se describen aspectos
generales sobre los avances recientes en el estudio de las Hbs bacterianas desde
una perspectiva evolutiva, estructural y funcional.

ABSTRACT

During the last years hemoglobin (hb) genes have been detected in organisms from
the three domains of life. These genes are classified into the M, S and T Hb families.
The M Hbs include flavohemoglobins (fHbs) and single-domain Hbs (SDgbs), the S
Hbs include globin-coupled sensors (GCSs), protoglobins (Pgbs) and sensor single
domain Hbs (SSDgbs), and the T Hbs include truncated Hbs (tHbs). The fHbs, SDgbs,
GCSs, SSDgbs, Pgbs and tHbs have been detected in Eubacteria, however only the
GCSs, Pgbs, SSDgbs and tHbs have been detected in Archaea. In this review we
describe general aspects on the recent advances on the study of bacterial Hbs from
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an evolutionary, structural and functional perspective.

GENERALIDADES SOBRE LAS HEMOGLOBINAS

Probablemente la hemoglobina (Hb) es la proteina
mas estudiada desde los puntos de vista molecu-
lar, estructural, funcional y evolutivo. Esta proteina
confiere el color rojo a la sangre de los mamiferos,
en donde funciona al transportar el O, desde los
pulmones hasta los tejidos para la respiracion ae-
robia de las células. Durante las ultimas décadas
la secuenciacion de numerosos genomas ha per-
mitido identificar genes de hb en organismos que
pertenecen a los tres dominios de la vida, es decir,
en Archaea, Eubacteria y Eukarya. Aunque existen
variaciones en la secuencia de aminoacidos y en
el grado de multimerizacion, la estructura terciaria
de las Hbs se ha conservado a lo largo de la evo-
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lucion, desde las bacterias hasta los vertebrados.
Esta estructura se conoce como el plegamiento del
tipo globina, la cual consiste de 6 a 8 hélices a (las
cuales se designan con las letras A a la H) que for-
man una regién hidrofébica en donde se localiza el
grupo prostético hemo. A su vez, el hemo contiene
a un atomo de Fe, el cual estd coordinado por los
cuatro grupos pirrol del hemo y por la His proximal
del polipéptido. Como resultado, la sexta posicion
del Fe queda libre, lo que le permite unir ligandos
gaseosos, tales como el O, y el éxido nitrico (NO).
Ademas del transporte de O,, las Hbs muestran
una gran variedad de funciones ya que intervienen
en reacciones de oxigenacion, proteccidon contra
sulfuros, regulacién de la expresion genética y el
metabolismo celular, y en la inactivacion del NO (1).
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Plegamiento globina deltipo 2/2

Figura 1. Disposicion de las hélices o. en la estructura terciaria de la Hb de Vitreoscilla (A) y la Hbt de Chlamydomonas
eugametos (B) (Brookhaven ProteinDataBase ID 3TM9 y 1DLY, respectivamente). Las hélices se indican con las

letras A a la H.

Se han identificado tres familias de Hbs: las
familias M, S y T (2). La familia M incluye a las
flavohemoglobinas (fHbs) y a las Hbs de un solo
dominio (SDgbs), las cuales se han detectado en
eucariontes y bacterias. La familia S incluye a
los sensores acoplados a globinas (GCSs) y a las
protoglobinas (Pgbs), los cuales se han detectado
en bacterias, y a las globinas sensoras de un solo
dominio (SSDgbs), las cuales se han detectado en
procariontes y en eucariontes que pertenecen al
reino Fungi. Estas familias presentan el plegamiento
globina del tipo 3/3, en donde las hélices A, Ey F
se sobreponen a las hélices B, G y H (Fig. 1A). La
familia T incluye a las Hbs truncadas (Hbts), las
cuales se han detectado en bacterias, eucariontes
unicelulares y plantas. Con base en la identidad
en las secuencias de aminoacidos, las Hbts se
dividen en las clases 1, 2 y 3. Las Hbts presentan
un plegamiento globina del tipo 2/2, en donde las
hélices B y E se sobreponen a las hélices G y H (Fig.
1B).

EL ORIGEN DE LAS HEMOGLOBINAS EN LAS
BACTERIAS

El origen de la vida en la Tierra se estima en un tiem-
po anterior a los 4,100 millones de afios. Se cree que
la diversificacion de la vida en tres dominios ocurrio
a partir de un ancestro universal comun (AUC), que

mas que un sdlo organismo correspondidé a una co-
munidad de microorganismos que compartian genes
entre si. El tiempo de divergencia que dio lugar a los
dominios Archaea y Eubacteria a partir del AUC se
estima entre hace 4,100 y 3,900 millones de afios.
Es probable que el ancestro de las Hbs surgiera en
las poblaciones del AUC como una adaptacion a los
cambios ambientales. Se cree que hace aproxima-
damente 3,500 millones de afos la atmédsfera de
la Tierra era predominantemente andxica, aunque
existian regiones en donde la concentracion de O,
era elevada. En esas regiones la presencia de Hbs
quizas permitié controlar la concentracion de O,
en las células ya que el O, es letal para los seres
vivientes (3).

Con base en el andlisis de identidad entre las
secuencias de aminoacidos de las Hbs de bacterias,
se propuso que el ancestro comun de las Hbs era
similar a las SDgbs que existen en la actualidad y
que presentaban un plegamiento globina del tipo
3/3 (3). Sin embargo, Nakajima et al. (4), mediante
el analisis del plegamiento de las SDgbs de plantas,
encontraron que el médulo E/H de estas proteinas,
el cual esta formado por las hélices E a la H, pre-
senta una similitud estructural elevada con el ple-
gamiento globina del tipo 2/2 de las Hbts. Por esta
razén, Nakajima et al. propusieron que el médulo
E/H corresponde a la estructura terciaria ancestral,
la cual evolucioné para dar lugar al plegamiento
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globina del tipo 3/3 de las Hbs actuales mediante
la adicidon posterior del médulo que esta formado
por las hélices A a la C.

Se cree que el origen de las Hbs ocurrié en el
ancestro de las eubacterias debido a que las tres fa-
milias de Hbs (M, S y T) solamente se han detectado
en el dominio Eubacteria. Ademas, se ha propuesto
que la fusion de genes hb ancestrales con genes que
codifican para los dominios FAD/NAD(P)* reductasa
y transductor de sefiales, la cual dio lugar a las fHbs
y a los GCS, respectivamente (ver la seccion Gene-
ralidades sobre la estructura de las hemoglobinas de
las bacterias), ocurrio después del surgimiento del
dominio Eubacteria (2). Con base en el analisis de
las secuencias de aminoacidos de las Hbs de bacte-
rias, se propuso que las Hbts evolucionaron a partir
de una Hb con plegamiento del tipo 3/3, la cual era
similar a las Hbts de clase 1, y que a partir de ella
surgieron las Hbts de clase 2 y, posteriormente, las
Hbts de clase 3. Se cree que las Hbs actuales que
estan presentes en Eukarya son el resultado de una
0 mas transferencias génicas horizontales a partir de
organismos que pertenecian al dominio Eubacteria,
las cuales ocurrieron concomitantemente al origen
de las mitocondrias y los cloroplastos (hace 2,300
a 1,800 millones de afos y 1,600 a 1,500 millones
de afios, respectivamente) (Fig. 2) (3).

GENERALIDADES SOBRE LA ESTRUCTURA DE
LAS HEMOGLOBINAS DE LAS BACTERIAS

La estructura terciaria de las Hbs de las bacterias
consiste en el plegamiento globina del tipo 3/3 0 2/2
(ver la seccién Generalidades sobre las hemoglo-
binas) (Fig. 1). El plegamiento globina del tipo 3/3
es caracteristico de la estructura terciaria de las
SDgbs, SSDgbs, Pgbs y el dominio globina de las
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Figura 2. Eventos principales
que ocurrieron durante la
evolucién de las Hbs en los tres
dominios de la vida. Las “"Xs”
indican la existencia de Hbs

en los grupos de organismos.
Las flechas horizontales
muestran los eventos que
originaron a las mitocondrias
(Mit) y los cloroplastos (Cpl).
Abreviaturas: Emb: Embriofitas;
Ani: Animales; Fun: Fungi;

Cia: Cianobacterias; o-Prb:
a-Proteobacteria; Obac: otras
bacterias; Cre: Crenarchaeota;
Eur: Euryarchaeota. Figura
modificada de Vinogradov et al.
(2) y Vinogradov et al. (3).
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fHbs y los GCSs. En cambio, las Hbts presentan un
plegamiento globina del tipo 2/2.

La estructura terciaria de las fHbs consiste de un
dominio N-terminal del tipo globina y un dominio
con actividad de oxidorreductasa que se localiza en
el extremo C-terminal (Fig. 3). El dominio globina
de las fHbs se caracteriza por presentar la hélice H
de mayor longitud al compararla con la hélice H de
otras Hbs de bacterias. El dominio con actividad de
oxidorreductasa contiene sitios de unidn para los
cofactores FAD y NAD(P)*. Este dominio se divide
en dos subdominios: el subdominio que une al FAD,
el cual esta formado por 6 laminas B antiparalelas,
y el subdominio que une al NAD(P)*, el cual esta
formado por 6 laminas B paralelas flanqueadas por
dos hélices o por un lado y por una hélice a por el
otro lado (Fig. 3) (5).

La estructura terciaria de las SDgbs corresponde
a la estructura canonica de las Hbs con el plega-
miento globina del tipo 3/3 (Fig. 1A). La SDgb de la
bacteria ferruginosa Vitreoscilla fue la primera Hb
de bacterias en ser cristalizada. Esta Hb se sinteti-
za cuando Vitreoscilla, que es una bacteria aerobia
estricta, crece bajo condiciones de hipoxia (6).

La estructura terciaria de los GCSs consiste de
un dominio sensor (que corresponde a un domi-
nio del tipo globina) que se localiza en el extremo
N-terminal, al cual se une el O, (y otros ligandos
gaseosos, como el NO), y un dominio transductor
de sefiales que se localiza en el extremo C-terminal,
el cual es similar a los transductores aerotdcticos
de Escherichia coli. Los primeros GCSs que se ca-
racterizaron fueron los transductores aerotacticos
de Halobacterium salinarum vy Bacillus subtilis (7).
Hasta el momento solo se conoce la estructura cris-
talografica del dominio globina de los GCSs de B.
subtillis (Brookhaven ProteinDataBase ID 10R4) y
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Geobacter sulfurreducens (Brookhaven ProteinDa-
taBaselID 2W31). El dominio transductor de sefiales
no se ha logrado cristalizar por lo que se desconoce
su estructura terciaria.

La estructura de la Pgb de Methanosarcina ace-
tivorans (Brookhaven ProteinDataBase ID 2VEB)
es la Unica estructura cristalografica de Pgbs que
se conoce. La estructura terciaria de esta proteina
consiste en el plegamiento globina del tipo 3/3, el
cual esta precedido por una pre-hélice A.

Las Hbts deben su nombre a que la longitud de
las primeras Hbts que se describieron era aproxi-
madamente 20 a 40 aminoacidos menor que la
longitud de las SDgbs. Se ha dilucidado la estruc-
tura cristalografica de varias Hbts de bacterias.
Por ejemplo, se conoce la estructura terciaria de
la Hbt de clase 1 de Mycobacterium tuberculosis
(Brookhaven ProteinDataBase ID 1556), la Hbt de
clase 2 de Agrobaterium tumefaciens (Brookhaven
ProteinDataBase ID 2XYK) y la Hbt de clase 3 de
Campylobacter jejuni (Brookhaven ProteinDataBase
ID 21G3). En la estructura terciaria de las Hbts de
bacterias la hélice A esta practicamente ausente,
y la regién CD-D esta reducida a alrededor de tres
aminoacidos. Ademas, la mayor parte de la hélice
F de las Hbts esta sustituida por un segmento en
conformacién extendida, seguido por la hélice F
que consiste de una sola vuelta (8). En las Hbts de
bacterias la migracion de ligandos desde el solvente
hasta el sitio distal del empaque hemo aparente-
mente ocurre a través de tuneles: el tunel LT (por
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Figura 3. Estructura terciaria
de la fHb de Cupriavidus
necator (Brookhaven
ProteinDataBase ID 1CQX).

El dominio globina y los
subdominios que unen FAD

y NAD(P)* se muestran en
color azul, verde claro y verde
oscuro, respectivamente.

El grupo hemo y el FAD se
muestran en color rojo y
amarillo, respectivamente. Las
hélices en el dominio globina
se indican con las letras A a

la H.

une NAD(P)+

sus siglas en Inglés “Long Tunnel”), que se localiza
entre las hélices By E, el tinel STG8 (por sus siglas
en Inglés “Short Tunnel”), que se localiza entre los
aminoacidos que se ubican en la posicion G8 y H11
de las hélices G y H, respectivamente, y el tinel que
se conoce como puerta E7 (Fig. 4). El analisis por
mutagénesis dirigida sugiere que la migracion de
ligandos en el interior de estos tuneles esta regulada
por la arquitectura interna de cada tunel (9).

LA DISTRIBUCION Y FUNCION DE LAS HEMO-
GLOBINAS EN LAS BACTERIAS

En las bacterias se han detectado fHbs, SDgbs,
GCSs, SSDgbs, Pgbs y Hbts. Al analizar 2,415 geno-
mas de bacterias Vinogradov et al. (10) mostraron
que la distribucién de las Hbs en estos genomas
no es uniforme. En el dominio Archaea solamente
detectaron GCSs, Pgbs, SSDgbs y Hbts de clase 1
en 32 de los 140 genomas que analizaron. En cam-
bio, en el dominio Eubacteria detectaron todos los
tipos de Hbs que se han descrito hasta el momento,
aunque solamente detectaron Hbs en 1,185 de los
2,275 genomas que analizaron. Entre los grupos del
dominio Eubacteria que contienen la mayor cantidad
de Hbs se encuentran las a- y B-proteobacterias, en
las cuales se detectaron Hbs en 183 de 256 y 121
de 144 genomas, respectivamente (10).

La funcidn aparente de las fHbs consiste en inac-
tivar el NO mediante la actividad de NO dioxigenasa.
Esta actividad se lleva a cabo mediante un ciclo en
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Figura 4. Tuneles propuestos para el acceso de ligandos
gaseosos al Fe del hemo de las Hbts bacterianas. Los
tuneles LT, STG8 y Puerta E7 se indican con flechas. El
hemo se muestra con color gris. Figura modificada de
Boron et al. (9).

el que la fHb ferrosa oxigenada (fHb**O,) reacciona
con el NO para producir NO,"y fHb en la forma férri-
ca (fHb3*). Posteriormente, fHb3* es reducida a fHb?*
por la transferencia de 2 electrones del NAD(P)H al
FAD vy la subsecuente transferencia de 1 electrén
del FAD al Fe3* del hemo. Este proceso regenera a
la fHb?*, la cual es capaz de unir nuevamente NO
después de oxigenarse. El NO es una molécula que
modula numerosos aspectos en la fisiologia de los
seres vivos, incluyendo a los mecanismos de de-
fensa en respuesta al ataque por microorganismos
patogenos. El NO es téxico para las bacterias paté-
genas, sin embargo, en estas bacterias la sintesis
de fHbs que inactivan el NO contrarresta los meca-
nismos de defensa de las células infectadas (11).

La funcidén aparente de las SDgbs es facilitar la
difusion del O, hasta las oxidasas terminales que se
localizan en la membrana de las bacterias. Igual-
mente, se ha propuesto que la SDgb de Vitreoscilla
(VitSDgb) podria funcionar al regular la expresion
genética ya que la expresién del gen vitsdgb en E.
coli afecta los niveles de proteinas de diferentes vias
metabdlicas (12).

Una de las funciones probables de los GCSs es
actuar como transductores aerotacticos al mediar
respuestas aerofilicas y aerofébicas en B. subtilis
y H. salinarum, respectivamente (7). Ademas, se
ha demostrado que los GCSs de E. coli y Bordetella
pertussis poseen actividad diguanilatociclasa e
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intervienen en la sintesis del diGMP ciclico (diGMPc)
(13). En las bacterias el diGMPc es un segundo
mensajero que esta involucrado en la movilidad,
virulencia, desarrollo, comunicacién célula-célula
y formacion de biofilmes. Por lo tanto, es posible
que en las bacterias los GCSs funcionen al regular
procesos metabdlicos que son activados por el
diGMPc.

Se conoce poco acerca de la funcion de las Pgbs
y SSdgbs. No obstante, recientemente se demos-
tro que la Pgb?* de M. acetivorans posee actividad
de nitrito reductasa al reducir NO,"a NO. Ademas,
cuando esta Pgb se encuentra en la forma férrica
(Pgb3+) interviene en la isomerizacion del peroxini-
trito a NO,™ (14). Estos resultados sugieren que las
Pgbs intervienen en la biosintesis y eliminacién de
las especies reactivas del N, y O,.

Las Hbts muestran una variedad amplia de
funciones. Por ejemplo, las Hbts de clase 1 de M.
bovis (15) y M. tuberculosis (16) inactivan el NO al
funcionar como NO dioxigenasa mediante un meca-
nismo similar al descrito para las fHbs (ver arriba).
Mediante andlisis de cinética de estado estacionario
en presencia de H,0, se demostré que la Hbt de
clase 2 de M. tuberculosis posee actividad peroxi-
dasa (17), lo cual sugiere que esta proteina actua
en reacciones redox. Por su parte, la Hbt de clase
1 de la cianobacteria Nostoc posee constantes de
asociacion y disociacion elevados hacia el O,, lo que
sugiere que esta proteina interviene en el transporte
del O, (18).

CONCLUSIONES

El andlisis reciente de las Hbs de las bacterias sugie-
re que las Hbs son proteinas que surgieron durante
las etapas tempranas del origen de las primeras
células, hace aproximadamente 4,100 a 3,900 mi-
llones de afios. Al parecer, las Hbs ancestrales se
diversificaron concomitantemente con la diversifi-
cacion de las bacterias primigenias. Los resultados
de este proceso consistieron en: (i) el surgimiento
de dos linajes estructurales altamente conservados
que corresponden al plegamiento globina de los
tipos 2/2 y 3/3, (ii) la diversificacion de las Hbs
ancestrales en fHbs, SDgbs, GCSs, SSDgbs, Pgbs
y Hbts, y (iii) la diversificacién funcional de las Hbs
en el metabolismo de las bacterias actuales, la cual
incluye, entre otras funciones, transportar el O,
modular los niveles de NO y las especies reactivas
del O,, regular la expresiéon genética y sintetizar
mensajeros secundarios.
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