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OBJETIVO GENERAL

- Revision y actualizacion de la literatura, de la estructura

funcionamiento y regulacion de la ATP sintasa.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Describir el origen, descubrimiento y definicion de la funcion de la

ATP sintasa como fuente de energia vital.

- Resumir y actualizar el mecanismo catalitico y de acoplamiento de la

ATP sintasa.

- Describir los mecanismos de regulaciéon de la enzima por proteinas

inhibidoras naturales

- Revisar y documentar el comportamiento de la ATP sintasay sus

subunidades, en condiciones patoldgicas particulares como céancer.



INTRODUCCION

Descubrimiento de la ATP sintasa y la Teoria Quimiosmética

La generacion de energia en metabolismo celular siempre fue un tema de gran
relevancia en la bioquimica. Un ejemplo de ello es la teoria Quimiosmdtica
enunciada por Peter Mitchell, la cual explica como la energia derivada del
transporte de electrones por la cadena de transporte de electrones se utiliza para
producir ATP a partir de ADP y Pi (Mitchell, 1961). En el caso de la bomba de
protones mitocondrial, el transporte de electrones esta acoplado al transporte de
H* a través de la membrana interna mitocondrial desde el espacio intermembranal.
Este proceso crea simultaneamente, a través de la membrana interna
mitocondrial, un gradiente eléctrico (con mas cargas positivas en el exterior de la
membrana que en la matriz mitocondrial) y un gradiente de pH (el exterior de la
membrana esta a un pH mas acido que el interior). La energia generada por este

gradiente es suficiente para realizar la sintesis del ATP (Racker, 1980).

Como se describe mas adelante, a principios de 1960 diversos investigadores se
interesaron por el tema del metabolismo celular y la funcién que realizaban las
enzimas en torno a la fase de la llamada fosforilacion oxidativa que se realizaba en
la membrana de la mitocondria, aunque no se conocia el mecanismo (Junge y

Nelson,2015).



Figura 1. Peter Mitchell, investigador y bioquimico britanico, autor de la Teoria
Quimiosmatica, cuyo trabajo le concedio el Premio Nobel de Quimica en el afio de
1978. (Fotografia tomada de Antony Crofts) (Obituary, Photosynthesis Research,
Antony Crofts, June 29th. 1992)

En el aflo de 1960 un equipo comprendido por el bioquimico Efraim Racker, y
Maynard Pullman entre otros, realizaron diversos experimentos utilizando la
centrifugacion y aislamiento de un compuesto que a la larga seria el denominado
F, Este factor F; se une al sector conocido como Fo en la membrana interna

mitocondrial, el sector Fo fue nombrado asi porque se encontr6é que era sensible y

sitio de unién para el inhibidor oligomicina.



Figura 2. Primeras Imagenes del complejo hoy conocido como F; en 1964 Los
hallazgos en las investigaciones derivaron en el creciente interés por conocer el
funcionamiento del complejo enzimatico. (Micrografia Electronica de Particulas
Submitocondriales de corazén Bovino tomadas de Fernandez-Moran y cols.,
1964).
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Cadena Respiratoriay Funcién de la ATP Sintasa

La cadena respiratoria mitocondrial o cadena de transporte de electrones esta
embebida en la membrana interna mitocondrial, y la constituyen cinco complejos
multiproteicos (I, II, lll, IV y V o ATP sintasa) y dos transportadores de electrones

moviles (coenzima Q o ubiquinona y Citocromo c).

Su principal funcion es el trasporte coordinado de protones y electrones, para
producir energia en forma de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico. El
transporte de electrones genera energia que es utilizada para transportar protones
de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal situado entre las membranas
mitocondriales externa e interna. Este proceso genera un gradiente electroquimico
de protones, que es utilizado por el complejo V (ATP sintasa) para generar ATP a
medida que los protones fluyen de nuevo desde el espacio intermembranal a la
matriz mitocondrial. EI ATP generado es exportado al citoplasma a través del
transportador de nucleétidos de adenina (ANT) (Tuena de Gémez-Puyou y Garcia

Trejo, 2015).

La ATP sintasa, mejor llamada FiFo-ATP sintasa, FiFo-ATPasa o ATPasa H'-
transportadora de dos sectores (EC 3.6.3.14, Nomenclatura enzimatica IUBMB) es
la enzima responsable de la sintesis de la molécula que lleva su nombre, o
adenosina trifosfato (ATP). Este ultimo esde suma importancia en la generacion y

almacenamiento de energia del metabolismo celular. El ATP esta compuesto por
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una ribosa, una adenina y tres grupos fosfato (Nelson y Cox, 2017; Tuena de

Gobmez-Puyou y Garcia Trejo, 2015).

Figura 3. Molécula de ATP

(Imagen tomada de Tuena de Gomez-Puyou y Garcia-Trejo, 2015)

Esta es la molécula que proporciona energia quimica a la célula al acumularse
dentro del citoplasma, la célula la transforma en trabajo al convertir el ATP en
adenosindifosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi) por medio de su hidrélisis. Esta
tltima es una reaccion que libera energia, mejor llamada reaccion exergonica, la
cual se acopla a los procesos que consumen dicha energia 0 procesos
endergonicos. Este compuesto es fundamental para las células vivas por lo cual
debe ser abundante, y constantemente se repone en el interior de las
mitocondrias; éstas contienen a la ATP sintasa que es la enzima responsable de

llevar a cabo la sintesis de la mayoria del ATP celular (Cramer y Knaff, 1991).
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Estructura de la ATP sintasa

La ATP sintasa consta de dos sectores o dominios definidos, uno que esta
embebido en la membrana interna de la mitocondria y se conoce como Fp y otro
gue estd en contacto con el medio acuoso o matriz de la mitocondria conocido

como F.

En el marco de la Teoria Quimiosmaética formulada por Peter Mitchell, la ATP
sintasa es un actor preponderante en el concierto de reacciones de transferencia
de energia. La enzima tiene la propiedad de acoplar en sus sitios cataliticos la
energia quimica acumulada en la membrana interna de la mitocondria, sitio donde
se le agrega el ultimo fosfato al ADP para formar al ATP (Nelson y Cox, 2017;

Tuena de Gomez-Puyou y Garcia Trejo, 2015).

Esta membrana estd densamente poblada de proteinas; entre ellas destacan las
que bombean o transportan protones (H") de la matriz hacia el espacio
intermembranal. Los protones por tener una carga positiva, no pueden difundir
libremente a través de la membrana, por lo que se ven obligados a circular por un
canal que se localiza en el sector Fo de la ATP sintasa (Garcia-Trejo y cols., 2006;

2011; 2012; Tuena de GOmez-Puyou y Garcia Trejo, 2015).

El flujo de H" a través de la ATP sintasa, impulsa la rotacion de un eje interno y
este a su vez activa secuencialmente los tres sitios activos de la enzima, dando

como resultado la sintesis del ATP a partir del ADP y del fosfato inorganico (Pi). La
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comprension de este proceso involucra la revelacion del funcionamiento de la
magquinaria biologica, dentro del cual se han visto implicados diversos y
prestigiosos grupos de investigacion. En resumen se podria argumentar que la
ATP sintasa es una magquina semiperfecta que fabrica ATP a partir de ADP + P;
empleando como combustible el flujo de H*, cual pasa a través de un canal
especializado que se encuentra en la porcibn Fo de la membrana interna
mitocondrial (Nelson y Cox, 2017; Garcia-Trejo y cols., 2006; 2011; 2012; Tuena

de GOmez-Puyou y Garcia Trejo, 2015).

En referencia a las subunidades de las que estd compuesta la ATP sintasa, éstas
varian dependiendo de la especie. Sin embargo la enzima tiene algunos
componentes invariables entre organismos que es simplemente la estructura
basica del segmento F; conteniendo a las subunidades a, B, y, & y €. Aunque en
algunos organismos se encuentren componentes homologos con diferente
nombre.Por ejemplo la subunidad delta en bacterias, en organismos eucariéticos
equivale a una proteina llamada OSCP, derivado del inglés “Oligomicin Sensitivity
Conferring Protein” o proteina que confiere sensibilidad a oligomicina(Racker,

1980; Garcia-Trejo y cols., 2012).

Puesto que la reaccién de sintesis de ATP es reversible, es decir la enzima es
también una ATP hidrolasa, es importante mencionar el trabajo efectuado por los
Dres. Armando Gomez Puyou y Marietta Tuena de Gémez Puyou, investigadores
gue estudiaron tanto la cinética de la sintesis, como la de la hidrdlisis del ATP

catalizados por esta enzima, asi como la accion de una proteina que tiene la
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funcion de regular la actividad de la F;-ATPasa. Estos estudios ademas de
muchos otros ayudaron a vislumbrar de manera mas clara la funcién
preponderante que realiza esta enzima en la naturaleza, que ademas es de suma
importancia, ya que es una piedra angular en la biologia y la bioquimica, y funge
como generador de la moneda de cambio energético en el metabolismo celular; es
decir la ATP sintasa es el complejo enzimatico encargado de proveer a la célula

dela mayoria de la energia para la realizaciéon de todos los procesos vitales.
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Absorcion y transformacién primaria de energia: la fotofosforilacion.

Bioenergéticamente hablando, la mayoria de la energia vital de la bidsfera
proviene de la fotosintesis. La fotosintesis oxigénica ha existido durante més de
tres mil millones de afos. Su maquinaria molecular se ha perfeccionado para
minimizar el desperdicio y maximizar el mayor aprovechamiento de la energia. Por
ejemplo, la transferencia de energia por excitonesentre los sistemas fotosintéticos
(Cramer y Knaff, 1991).

La energia solar es la mayor fuente de energia de la tierra, ésta es convertida en
energia quimica asi como también es vital en la cadena alimenticia y la vida del
planeta. El proceso primario de conversion de luz solar en energia por medio de la
fotosintesis incluye dos formas, es decir el par redox NADPH/NADP" y el cociente
ATP/ (ADP + P)) (fosfato inorganico). La eficiencia en estos mecanismos respecto
a la conversion de energia es comparable al de una celda fotovoltaica. Por lo
tanto, el mecanismo que permite el funcionamiento de los complejos fotosintéticos
y respiratoriosen la célula es en gran medida eficiente y efectivo. Dado que la
fotosintesis oxigénica no sera revisada en este trabajo puesto que nos
concentraremos en bacterias y mitocondrias, basta por el momento recordar que
las cianobacterias y las plantas proporcionan el oxigeno y los carbohidratos
esenciales para la vida. Cuatro complejosmultiproteicos transmembranalesestan
involucrados en la fotosintesis para producir NADPH y ATP quimiosmoéticamente:
Fotosistema | (PSI), Fotosistema Il (PSIl), Citocromo (cytbsf) y de manera

importante la ATP sintasa (CF1F,) (Cramer y Knaff, 1991; Junge y cols., 2015).
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La fosforilacion oxidativa para formar ATP en bacterias y mitocondrias.

Peter Mitchell en 1961 propuso la hipotesis de que el transporte de electrones
durante la respiracién esta vinculado con el transporte de protones a través de la
membrana para acumular energia quimica en forma de un gradiente

electroquimico de protones (Aun+) (Mitchell, 1961).

La sintesis de ATP esta acoplada al gradiente de potencial electroquimico de
protones, que es generado por los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria durante la oxidacion de sustratos. Esta hipétesis se transformo6 en
teoria al demostrar que este mecanismo opera en la naturaleza en todas las
membranas transductoras de energia; es decir, en las membranas plasmaticas de
bacterias, las membranas tilacoidales de los cloroplastos, y las membranas
internas que forman las crestas mitocondriales. Por lo tanto es un mecanismo
generalizado y conservado en todos los seres vivos (Mitchell, P., 2011; Tuena de

Gbmez-Puyou y Garcia-Trejo, 2015).

Racker y colaboradores descubrieron a principios de los afios ‘60, un componente
de la mitocondria, era una fraccion proteica soluble que participaba para el
acoplamiento de la fosforilacion del ADP a la cadena de transporte oxidativa de
electrones. Ellos acufiaron el término F;FoATP sintasa, refiriéndose a la
combinacion del “Factor 17, 0“F1” y su contraparte membrana llamado “Factor O” o

“Fo”, donde el subindice representa la sensibilidad a Oligomicina, esto quiere decir
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gue se bloquea al canal de protones de esa fraccidén Fo el cual es inhibido por este
macrolido llamado oligomicina, ya que este bloquea de manera especifica la
fosforilacion oxidativa. Particularmente esta molécula es usada para investigacion,
respecto el funcionamiento y desarrollo del conocimiento de la ATP sintasa ya que

tiene alta toxicidad en humanos (Symersky y cols., 2012).

La FiFo-ATP sintasa es el complejo enzimatico terminal de la fosforilacion
oxidativa, es decir es el complejo que catalizapropiamente la sintesis del ATP, por
lo cual también se le conoce como “Complejo V respiratorio”. Dado que este
complejo reversible, puede llevar a cabo la hidrélisis del ATP, por lo cual también
se le nombra FiFo-ATPasa. El dominio F; esta compuesto por subunidades
solubles (as, B3, Y1, 01 Y €1) en el dominio catalitico de la enzima, mientras que el
Fo es el dominio membranal y la estructura basica de la enzima contiene tres
subunidades esenciales (ai, b2 y Cg15). Los subindices muestran la estequiometria
de estas subunidades tanto en F; como en Fo. Ambos dominios estan unidos por
un tallo central y por un tallo periférico(Garcia-Trejoy cols., 2006; 2011; 2012;

Tuena de Gomez-Puyou y Garcia Trejo, 2015).

La ATP sintasa es una enzimaesencialen el acoplamiento bioenergético mas
importante para la vida. Se conforma de dos nanomotores acoplados
conformacionalmente; uno de ellos es el sector catalitico (F1) que produce ATP a
partir de ADP y Pi, el otro sector es un canal transmembranal (Fo) que produce un
flujo de protones (o iones de sodio) a través de las membranas transductoras de

energia. El acoplamiento de ambos nanomotores se conserva en todas las formas
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de vida es un mecanismo rotacional donde el flujo de protones a través del canal
Fo impulsa el giro del rotor central conectando F; con Fo. Un estator periférico
conecta ambos motores mientras el rotor central gira y al mismo tiempo alterna los
sitios cataliticos del sector F; en tres conformaciones: una que une ADP y P;, otra
gque los condensa, y otra que libera al ATP de la F;, todo esto ocurre
simultaneamente dirigido por el giro del rotor. Este nanomotor trabaja con una
eficiencia de acoplamiento cercana al 100%, dado que practicamente toda la
energia que obtiene de los gradientes electroquimicos la transforma en ATP; por
lo tanto es la maquina molecular mas cercana a la perfeccion termodindmica en

toda la naturaleza (Garcia-Trejo y cols., 2006; 2011; 2012).

La estructura de la FiFo-ATPasa o0 FiFo-ATP sintasa es muy importante para
entender su funcionamiento, por lo que ha sido de gran interés estudiar las
subunidades que la componen, la interaccion entre ellas y su funcién dentro de la
enzima. La estructura de la F1F,-ATPasa se conserva en su arquitectura de rotor y
estator por ser un nanomotor, pero varia en algunas subunidades
supernumerariasy regulatorias de una especie a otra. Por ejemplo en los
organismos eucaridticosexisten subunidades especie-especificaspor lo cual la
enzima mitocondrial es mas compleja en su estructura que su homdloga
bacteriana. Ademas de esto, estudios recientes han demostrado la presencia de
subunidades novedosas dentro de la estructura de la ATP sintasa de algunas
algas cloroficeas y algunos parasitos. Se han comparado las subunidades que
forman la F;F,-ATPasa de diferentes especies, haciendo hincapié en sus

diferencias en la composicién de subunidades, y se ha encontrado que algunas de
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estas subunidades adicionales regulan el estado de agregacion y probablemente

el funcionamiento de la enzima en las diferentes especies.

La estructura general de ATP sintasa se compone de dos dominios funcionales
importantes, una encontrada de forma extrinseca de la membrana la cual es el
sector de F; y una parte intrinseca de membrana Fo. El dominio F; es la parte
catalitica de la enzima donde se forma el ATP a partir del ADP y del Pi. El dominio
Fo contiene un motor, que genera la rotacion usando la energia potencial
almacenada en el gradiente de protones. La rotacion del motor se transmite al
dominio catalitico por el tallo central, que esta unido directamente al motor rotativo.
El tallo periférico une el dominio a3Bs a la subunidad a en el dominio Fo, para que
juntos formen el estator integrante de la enzima(Garcia-Trejo y cols., 2006; 2011;

2012; Tuena de Gomez-Puyou y Garcia Trejo, 2015).
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A)

B)

Figura 4. Organizacion de los dominios que componen a la ATP sintasa los
cuales son FiFo. A) llustracion esquematica que muestra la trayectoria del protén
y sintesis de ATP asi como la disposicion de subunidades en E. coli F-ATPasa.
Subunidades a en rojo, B en Amarillo,y en azul, € en verde, ¢ en gris, a en
naranja, b en magenta o rosa, y d en turquesa) Criomicroscopia Electrénica de la
E. coliF1F,-ATPasa, donde se aprecia de mejor manera la forma del rotor y estator
de la misma asi como sus subunidades a en rojo, B en Amarillo, y en azul, € en
verde, ¢ en gris, a en naranja, b en magenta o rosa, y & en turquesa(imagenes
tomadas de Sobti y cols., 2016)
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El dominio F; de la ATP sintasa es un conjunto de cinco proteinas globulares, a, B,
Yy, 0 y €, con la estequiometria as, B3, Y1, 01€1. La masa molecular combinada de
estas subunidades es de aproximadamente 350kDa. En el subconjunto a s, (8 3,
yique es comun en todas las ATP sintasas, las tres subunidades a y las tres
forman una estructura aproximadamente esférica de 100A (1A= 0.1 nm) de
didmetro, con las seis subunidades dispuestas en alternancia en torno a una
estructura a-helicoidal alargada en lay subunidad. Esta parte de la subunidad y
estd completamente envuelta en el dominio a 33 y ocupa su eje central. Asi, la
estructura se asemeja a una naranja (Ver figura 4) hecha de seis segmentos az330
gajos dispuestos alrededor del tallo o médula central de la estructura (Nakanishi-

Matsui y cols., 2016).

El resto de la subunidad ysobresale aproximadamente 30 A mas alla del dominio
asPsz hacia el sector Fo y forma parte de un "pie" que une firmemente el sector
FialFo. Esta unién se ve aumentada por otra proteina, conocida por razones
histéricas como la subunidad € en bacterias y cloroplastos, y como subunidad & en
las mitocondrias. A pesar de sus diferentes nombres, estas subunidades 0 y &,
aungque no son idénticos, se doblan y se unen de una manera similar, y sus
funciones se relacionan con la conexién entre y y el anillo de subunidadesc del
rotor (Ver Fig. 5). En las mitocondrias, la fijacion del pie de la subunidady al
dominio de Fpse ve aumentada por una segunda subunidad, conocida
confusamente también como subunidad €, sin embargo esta proteina mitocondrial
no tiene ningin homaologo en las enzimas bacterianas y cloroplastos (Shirakiharay

cols., 2015). La subunidades y y € asociadas en las enzimas bacterianas y de

22



cloroplastos junto con las otras subunidades & y € en la enzima mitocondrial, se
unen firmemente a un extremo de la estructura cilindrica compuesta de un anillo
hidrofébicode las subunidades cen el dominio Fo de la enzima(Shirakihara y

cols.,2015).

La organizacién de las subunidades en la ATP sintasa es mas compleja en la
enzima mitocondrial con respecto a las ATP sintasas bacterianas o las presentes
en los cloroplastos. La subunidad y que esta en contacto con el dominio de
membrana Fo y este mismo dominio puede variar ya que el numero de
subunidades en el anillo difiere entre especies ya que en organismos superiores
es mas compleja. El rotor de la enzima consiste en el conjunto de la unidad del
anillo de subunidades c, la subunidad ¢, y la subunidad y. La via para los protones
a través del dominio Fo(ver figura 5) esta alrededor de la interfaz entre una

subunidad del anillo de subunidades c y la subunidad y(Junge y Nelson., 2015).

En algunas enzimas bacterianas, el cuello lateral consiste en la subunidad © y dos
subunidades b idénticas. En otras enzimas bacterianas, y en la enzima del
cloroplasto, las dos subunidades b son reemplazadas por una sola copia de
homologos, pero no idéntico, las subunidades b y b’. EI dominio N-terminal de la
subunidad dseune a la regién N-terminal de una de las tres subunidades alfay el
heterodimero de subunidades b- y b'- interacttan con la subunidad
transmembranala través de sus a-hélices N-terminales (ver Fig. 5). En la enzima
mitocondrial, el tallo periférico consiste en copias individuales de las subunidades

OSCP, b, d y F6. OSCP es el homélogo de la subunidad bacteriana 6. Las
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secuencias de subunidades mitocondriales b, d y F6 no estan evidentemente
relacionados con los de las subunidades bacterianas b y b'. Sus estructuras
también difieren significativamente, aunque ambos estan dominados por alfa-
hélices, excepto para el dominio C-terminal de OSCP (y, presumiblemente, la
subunidades & bacteriana y de cloroplasto), que contienen estructuras beta-

plegada (Junge y cols., 2015).

Los dominios de la membrana de la enzima mitocondrial contienen una serie de
subunidades individuales de membrana con alfa-hélices transmembranales que no
se encuentran en las bacterias y los cloroplastos. Estas subunidades
supernumerarias no tienen funciones conocidas en la generacion de ATP; las
subunidades e, f, g, A6L y Dapit y el proteolipido de 8 kDa, son proteinas que se
encuentran en el complejo cuando los fosfolipidos se mantienen durante la

purificacion del complejo (Cano-Estrada y Gonzalez-Halphen, 2011).

El rol de la ATP sintasa méas alld de la fosforilacion oxidativa ha llamado la
atencion a diversos grupos de cientificos a largo de los afios, se han acumulado
pruebas en bacterias y mitocondrias que los complejos respiratorios, incluyendo el
complejo de la ATP sintasa, se organizan en complejos suUper moleculares
(Schagger, 2002; Minauro-Sanmiguel y cols., 2005; Couoh-Cardely cols., 2010;

Seelert y Dencher, 2011; Chaban, 2014; Cogliati, 2016).

Evolutivamente se han modificado algunas subunidades de la enzima para inhibir

a la actividad de FiFo-ATPasa y permitir o favorecer la de FiFo-ATP sintasa. En
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general, al disminuir elAuy+, algunas subunidades o dominios inhibitorios se
estructuran de tal manera dentro del rotor de la enzima que impiden el giro
delcuello central impulsado por la union del ATP. En bacterias, esta funcién
inhibitoria la lleva a cabo la subunidad € que funciona como un trinquete, es decir,
una estructura que favorece el giro del cuello central de la F; en el sentido de la
sintesis, pero lo inhibe en el de la hidrélisis (Sternweiss y Smith, 1980; Tsonuda y

cols., 2001; Nakanishi-Matsuiy cols.,2016).

Cuando los protones atraviesan la membrana por un conducto formado en el
dominio Fo (entre las subunidades a y c) provocan un giro de un anillo de
proteolipidos formado por la subunidad c. Esta rotacion hace girar al tallo central
(subunidades y y €) en movimientos de 120° (ver figura 3), provocando cambios
conformacionales alternantes y simultdneosen las subunidades cataliticas
(subunidades a y B) e induciendo la union de sustratos (ADP + Pi), la sintesis de
ATP y su liberacion. A la ATP sintasa se le representa como un motor molecular
debido a su mecanismo catalitico, y por lo tanto consta de un rotor y de un estator.
El rotor esta compuesto por el tallo central de la enzima y el anillo de proteolipidos.
Estas subunidades estan involucradas en el movimiento de la enzima durante la
catalisis, mientras que el estator lo forman las subunidades del tallo periférico, las
cuales se mantienen estaticas durante la sintesis del ATP y a su vez mantienen
fijas a las subunidades cataliticas (Garcia-Trejo y cols., 2006; 2011; 2012; Tuena

de Gémez-Puyou y Garcia-Trejo, 2015; Junge y Nelson, 2015).
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Una gran interrogante en el mecanismo de acoplamiento del nanomotor era el
origen de la fuente de energia que impulsa el funcionamiento reversible en la
enzima, ademas de cémo se regulaba el funcionamiento del rotor central que
favorece la sintesis de ATP. Ademas de resolver la fuente de energia que impulsa
la rotacion del nanomotor, también se ha avanzado en los mecanismos de control
de la enzima tanto en bacterias, como en mitocondrias y en cloroplastos. En estos
altimos, la reaccion primordial es el giro del nanomotor F1Fo en el sentido de la
ATP sintasa, mientras que en bacterias, ademas del flujo de esta reaccion en
sentido sintético, a veces también se requiere el giro contrario del nanomotor en el
sentido de la actividad de F;Fo-ATPasa, esto para acoplarla a los transportadores
secundarios que alimentan a la célula bacteriana de nutrientes (Garcia-Trejo y

cols, 2006; 2011; 2012).
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Figura 5. Composicion de subunidades de ATP sintasa humana, de levadura y de

E. coli (Figura transcrita de Kucharczyk y cols.,2011)
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Regulacion de la ATP sintasa

Para entender la regulacion de este complejo enzimatico se debe saber que la
funcién mitocondrial es de suma importancia para la homeostasis energética, el
metabolismo, la sefializacién, y la apoptosis en las células. EI complejo V de la
mitocondrial dentro de la cadena respiratoria (ATP sintasa), es el motor molecular
o generador de ATP final y determinante, la enzima clave de la funcién de este
organelo celular. Como se ha reiterado la ATP sintasa cataliza el paso final de
acoplamiento de la fosforilacion oxidativa para suministrar energia en la forma de
ATP (Long y cols., 2015). Entre otras definiciones cabe sefialar que el complejo
enzimatico F;Fo-ATP sintasa también se denomina complejo V del sistema
OXPHOS por ser la enzima terminal de la via de la fosforilacion oxidativa y por lo
tanto es la enzima responsable de la mayoria de la sintesis de ATP en todas las
células vivas (Boyer, 1997). Se trata de un complejo de proteinas
excepcionalmente complicada, cuya masa molecular completa varia desde 540
hasta aproximadamente 600 kDa dependiendo de la fuente, y que se puede
separar como ya mencionamos en la parte globular catalitica (F1) y el sector

membranoso (Fo) unidos por los tallos centrales y periféricos.

La enzima esta presente en las membranas plasmaticas bacteriana y tilacoides de
los cloroplastos, donde contiene 8 y 9 subunidades, respectivamente (Cano-
Estrada y Gonzalez-Halphen, 2011) en las mitocondrias, donde se encuentra en la
membrana interna y se compone de al menos 15 y 17 subunidades diferentes en

mamiferos y levaduras, respectivamente (Wittig y Schagger, 2008).
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El sector de la F; casi siempre consta de cinco subunidades. La parte Fo, que es
responsable de la translocacion de iones a través de la membrana, tiene lugar una
composicién variable. La forma mas simple esta presente en bacterias y consiste
en las subunidades ab,Cio.15. Las subunidades ¢ forman una estructura de anillo
con estequiometria variable entre las especies, conectados a F; por el tallo
central, constituido por las subunidades y y ¢, siendo esta ultima homdéloga a la
subunidad & de la enzima mitocondrial y es capaz de modular la catélisis

(Sternweiss y Smith, 1980; Tsunoda y cols., 2001; Nakanishi-Matsuiy cols., 2016).

El complejo FiFo mitocondrial se compone de los productos de los genes
nucleares y mitocondriales. En la levadura las tres proteinas del sector Fo, la
subunidad6 (SU6, 6 a), A6L (Su8 6 b) y ¢ (SU9) estan codificadas por el ADN
mitocondrial (ADNmt), mientras que en los mamiferos solamente subunidades 6

(a)y A6L estan codificadas por el ADNmt.

La alteracion de la actividad de la ATP sintasa tiene relacién importante a los
impactos y origenes en los trastornos mitocondriales de energia ya que estos
estan involucrados en el desarrollo de ciertas enfermedades y afecciones aun sin
tratamientos efectivos, ejemplos de estas enfermedades son aquellas causadas
por mutaciones de amino&cidos en la subunidad mitocondrial codificada en el gen
ATP6 (Garcia y cols.,2000; Cortés-Hernandez y cols.,2007). Se han identificado
ocho mutaciones puntuales y una micro-delecion de dos nucleétidos en el gen

ATP6, de los cuales los mas comunes y mejor estudiada es la mutacion T8993G
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gue conduce a la sustitucion de una leucina altamente conservada por arginina

(Vazquez-Memijey cols.,2002; Kucharczyk y cols.,2011).

Las enfermedades mas comunes asociadas a estas mutaciones son letales en los
primero afios de vida y se conocen como el Sindrome de Leigh Heredado
Maternalmente (MILS) o Ataxia Neurogénica con Retinitis Pigmentaria (NARP)
(Garcia-Trejo, 2002). El Dr. Garcia Trejo ha resuelto el mecanismo de accién de
estas miopatias mitocondriales humanas asociadas a mutaciones a genes de la
ATP sintasa en el ADNmt donde se ha encontrado que las mutaciones tiene dos
efectos, por un lado bloqueen el paso de protones por el canal Fo, y por otro lado
desestabilizan la estructura dimérica de la enzima mitocondrial (Garcia y cols.,
2000; Cortés-Hernandez y cols., 2007), lo cual da la pauta al ensayo de terapias
génicas para curar estas mutaciones en el futuro al menos in vitro. Incluso existen
algunos métodos correctivos de estas mutaciones por edicidon génica en roedores
(Reddy y cols., 2015); sin embargo, todavia no se pueden aplicar estos métodos
de terapia génica en humanos. Por lo tanto se requieren mas estudios de terapia
génica para que en un futuro se pueda dar algin método efectivo para curar estas

enfermedades tan severas.

Por otro lado, a pesar del hecho de que el proceso de ensamblaje de la ATP
sintasa mitocondrial es todavia poco caracterizada en los seres humanos, sus
defectos se han reconocido como una causa de las enfermedades humanas
(Houstek y cols.,2006; Kucharczyk y cols.,2011). La alteracion de la biogénesis de

la ATP sintasa lleva a la deficiencia de la ATP sintasa mitocondrial puede causar
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dos tipos de defectos: cualitativos cuando la enzima esta estructuralmente
modificada y no funciona correctamente, y cuantitativa cuando esta presente en

cantidades insuficientes.

Es de suma importancia, la continuacion de estos estudios para conocer y
comprender conocimiento en forma especifica de como se regula la ATP sintasa,
ya que su funcionamiento basico como nanomotor se conoce para la hidrolisis y la

generacion del ATP (Hayashi y cols., 2012).

Independiente del mecanismo, se ha propuesto que el conjunto de la ATP sintasa
puede recapitular algunos de los eventos evolutivos que dieron origen a esta
enzima. De hecho, hay pruebas de que la F; evoluciond de una helicasa
dependiente de ATP, mientras que el SU9 se deriva de un canal de iones de modo
gue su combinacion convirtid un canal pasivo en una bomba activa(Gomis-Rith y

cols., 2001).

La ATP sintasa es un complejo enzimatico con mdltiples subunidades que son
componentes integrales de las membranas de transducciéon de energia.
En las bacterias, las mitocondrias y los cloroplastos. Las F-ATPasasestan
intrinsecamente relacionadas de manera evolutiva con las V-ATPasas (ATPasas
vacuolares) que se encuentran en las membranas secretoras que utilizan la
energia de hidrélisis para generar gradientes idnicos a través de las membranas, y
de las A-ATPasas (ATPasas arqueas) que sintetizan ATP en las arqueas. En

condiciones aerobicas, la ATP sintasa genera ADP y Pi a partir del ATP, en vias
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metabdlicas de respiracion o en fotosintesis. En contraste, en condiciones
anaerobicas o fermentativas puede funcionar de manera reversible como bomba
primaria y asi generar un gradiente de protones como fuente de energia que
impulse a los transportadores secundarios bacterianos (Miranda-Astudillo, y

cols.,2012).

La ATP sintasa opera por el mismo mecanismo quimico en todos los organismos,
independientemente de su historia evolutiva y el habitat. Sus parientes mas
remotos, de arqueas A-ATPasa vacuolar y eucariota V-ATPasa, probablemente
operan bajo el mismo principio. Es probable que todas estas ATPasas
evolucionaran a partir de un ancestro comuan (Suzuki y cols., 2012).Una diferencia
entre F-ATPasa y V-ATPasa es el anillo de translocacion de iones de Foy Vo. En
la V-ATPasa a partir de levadura, cada copia de la subunidad c en el anillo en el
Vo contiene cuatro hélices transmembranales (en comparaciéon con dos en Fp) y
una o dos cargas negativas en el medio de la membrana. Dado que las V-
ATPasas tienen una transmision de torque similar a la establecida para las F-
ATPasas, esta diferencia estructural no debe afectar a la eficiente cooperacion
entre los dos nanomotores rotativos de la V-ATPasa (V1 Yy Vo). Sin embargo,
debido a la estequiometria de proton/ATP, la cual es de 2 para las V-ATPasas,
éstas operan Unicamente como una bomba primaria impulsado protones a través
de la membrana plasmética de la célula eucariota, asi como en orgéanulos internos

tales como vacuolas, lisosomas, vesiculas sinapticas, endosomas, etc.

34



Por otro lado, recientemente se ha descrito, que la ATP sintasa mitocondrial se
regula por medio de sus estados de agregacion (de mondémero a dimero y a
oligbmero) para mantener no soélo su funcion primordial para lo cual esta
especializada evolutivamente, que esla sintesis de ATP usando el gradiente de H+
generado a través de la membrana interna mitocondrial. Se ha observado que a
diferencia de la enzima bacteriana, la enzima mitocondrial puede dimerizarse y
oligomerizarse, y este fenomeno ocurre para controlar la formacién de las crestas
de la membrana interna mitocondrial. La primera estructura de la ATP sintasa
dimérica mitocondrial tanto en 2D como en 3D la resolvio el Dr. José J. Garcia
Trejo en colaboracion con el Dr. Stephan Wilkes (Syracuse, New York) (Minauro-
Sanmiguel y cols., 2005; Couoh-Cardel y cols., 2010; Seelert y Dencher, 2011). En
estos dimeros las partes F; de cada mondmero de la enzima se
encuentranrelativamente separadas dentro del espacio acuoso de la matriz
mitocondrial, mientras que la parte Fo tiene una interfaz dimerizante donde las
subunidades supernumerarias e y g participan en esta dimerizacion. Se sabe
ademas que la proteina inhibidora mitocondrial participa en esta oligomerizacion

de la enzima para formar las crestas mitocondriales (Garcia y cols., 2006).

Desde el punto de vista cinético, varios estudios proponen mdultiples niveles de los
mecanismos que regulan la actividad de la ATP sintasa, que principalmente se
basan en elementos que intervienen directamente en sus operaciones. Entre estos
elementos se encuentran el ADP, Mg?*, Pi, ATP, oxianiones, ademas de las
proteinas inhibidoras naturales que controlan la actividad de FiFo-ATPasa de la

enzima.
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La direccion del giro de la enzima debe controlarse de acuerdo a los
requerimientos energéticos particulares y las condiciones existentes en las
mitocondrias, cloroplastos y bacterias. Por ejemplo, en una condicion de anoxia o
isquemia en mitocondrias, o en la oscuridad en cloroplastos, se debe inhibir a la
FiFo -ATPasa para que se prevenga el consumo del ATP previamente generado
en ambos organelos. Por otro lado, en bacterias aerobias o facultativas, o en
anaerobias estrictas, también se debe de controlar la velocidad y sentido del giro
dependiendo si se requiere mas la actividad de FiFo-ATP sintasa o de FiFo-
ATPasa. A este respecto, se habian descrito dos inhibidores naturales de la
enzima, las subunidades ¢ de eubacterias, y la proteina inhibidora o IF; en
mitocondrias. Sin embargo, recientemente se descubridé un nuevo inhibidor natural
de la enzima por el Dr. José de Jesus Garcia Trejo, al cual denominé subunidad ¢.
Todas estas proteinas funcionan como inhibidores para controlar el
funcionamiento de la enzima, con diferentes estructuras, pero mecanismos

relativamente similares como se detallard a continuacion.
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INHIBIDORES NATURALES DE LA ENZIMA EN BACTERIAS

INHIBIDORES (g y Q)

En algunos casos las ATP sintasas bacterianas funcionan también a la inversa en
condiciones anaerobias, e hidrolizan por lo tanto al ATP funcionando entonces la
enzima como bomba primaria de protones para expulsarlos al espacio

periplasmico.

En las bacterias, la actividad del nanomotor F;Fo expresa su reversibilidad cinética
y termodindmica en condiciones aerobicas o anaerObicas para favorecer la
actividad de ATP sintasa o de ATPasa, respectivamente.Esto es gracias al
funcionamiento reversible del nanomotor F;Fo bacteriano. En condiciones
aerdbicas, la cadena respiratoria bacteriana mantiene un gradiente electroquimico
de protones que sostiene la fosforilacion oxidativa catalizada por el ingreso de los
protones a través de la F1Fo-ATP sintasa. Por otro lado, este gradiente mantiene
el transporte secundario de nutrientes (azlUcares, aminoacidos, iones, etc.)
importantes para la célula. Por otro lado, en condiciones anaerdbicas, la ausencia
de cadena respiratoria promueve el funcionamiento reverso del nanomotor F;1Fo
como bomba primaria de protones (FiFo-ATPasa) para mantener el gradiente de
protones, el cual es necesario para energizar a los transportadores secundarios de
la célula bacteriana. En contraste con las bacterias, las actividades hidroliticas de
las ATP sintasasen las mitocondrias y los cloroplastos se inhiben de manera mas

estricta (Garcia- Trejo y cols., 2012).
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Las estructuras y los mecanismos de la enzima en estudio, la ATP sintasa, en
eubacterias, arqueas, mitocondrias y cloroplastos tienen muchas similitudes y

partes conservadas evolutivamente principalmente en la zona del rotor y el estator.

Sin embargo el conocimiento de esta enzima actualmente se refiere a la relaciéon
de su estructura y la funciébn en los diferentes organismos procariontes y
eucariontes, dado que se ha encontrado que aunque la estructura basica de
rotor/estator se conserva en todos los seres vivos, los mecanismos de regulacién
del nanomotor son diferentes entre bacterias, mitocondrias y cloroplastos (Bason y

cols., 2014)

En eubacterias como Escherichia coli, se describe a la subunidad € como el
inhibidor natural de la enzima bacteriana (Sternweiss y Smith, 1980). EI dominio C-
terminal compuesto por una horquilla de dos a -hélicesanti paralelas, funciona
como el dominio inhibitorio de esta subunidad (Figura 7). Recientemente se ha
encontrado que este dominio C-terminal abre la horquilla para extender sus dos a-
hélices y asi enredarse con la subunidad y del rotor, ademas de contactar a las
subunidades de la interfaz catalitica app/Bpp. Esta conformacion extendida hace
gue se inhiba la rotacién de la subunidad vy, pero aparentemente de preferencia
en el sentido de la hidrdlisis del ATP, por lo tanto se ha propuesto que € funciona
como una matraca o trinquete, aparentemente inhibiendo la rotacion dey pero
solamente en el sentido de la hidrdlisis del ATP (Tsunoday cols., 2001; Garcia-
Trejo y cols., 2012). Las estructuras compacta, semi-extendida y extendida de € se

pueden observar en la figura 7, panelesA, B, y C, respectivamente.
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A) B) C)

Figura 6. Mecanismos de control de la rotacion del cuello central de la Fi-
ATPasa en eubacterias. A) Conformacién compacta de la subunidad € bacteriana
(€com, rojo) donde se muestran sus dos a -hélices N-terminales compactadas
interactuando con el dominio N-terminal de la misma subunidady con la
subunidad y en naranja (Enzima cristalizada de la bacteria termofilica Bacillus sp.
TA2.Al; PDB: 2QE7). B) Conformacion semi-extendida de la subunidad € (€sex)
donde las dos a -hélices inhibitorias del extremo N-terminal de ¢ se extienden
parcialmente para interactuar con los extremos C-terminales de las subunidades a
y B en cian y azul, respectivamente. (Enzima de Escherichia coli; PDB: 1JNV). C)
Estructura extendida de la subunidad € (€ ex), las dos a-hélices de € se extienden
para enredarse con la subunidad y del rotor central (naranja). Esta estructura
corresponde a la conformacion inactiva de la F;-ATPasa de E. coli (PDB: 30AA).
(Tomada de Garcia-Trejo y cols., 2012).
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Se han encontrado algunos casos en bacterias con mecanismos diferentes de
control, por ejemplo hay un mecanismo de inhibicién en Bacillus sp TA2.A1 donde
la subunidad y es corta e inclinada y eso impide la rotacién si la participaciéon de €
la cual se encuentra en conformacion compacta (Figura 6). En contraste, en
Paracoccus dentrificans y otra a-proteobacterias, la inhibicion de la hidrdlisis de
ATP catalizada por la F;-ATPasa implica una nueva proteina inhibidora conocida

como subunidad zeta (0).

Esta nueva proteina inhibidora no existe en mitocondrias ni cloroplastos, ni en
otras clases de bacterias, es decir que es exclusiva de las a-proteobacterias. Esta
subunidad fue descubierta por el Dr. José J. Garcia Trejo en la a-proteobacteria
Paracoccus denitrificans, como una subunidad adicional a las 5 subunidades
candnicas de las F;-ATPasas (a, B, vy, 0 y €) (de la Rosa-Morales, 2005). Dado que
tiene un peso menor a ¢, es decir de 11 kDa, se le denominé como subunidad ¢
siguiendo el alfabeto griego y el orden decreciente del peso molecular de las
subunidades de la F;-ATPasa de Paracoccus denitrificans (PdF;-ATPasa).
Posteriormente se encontré que esta subunidad esta conservada exclusivamente
en la clasede las a-proteobacterias y que funciona como inhibidor natural de la
actividad de PdF;-ATPasa (Morales-Rios y cols., 2010). Adicionalmente, el grupo
del Dr. Garcia Trejo demostré que el dominio inhibitorio de la subunidad ¢ esta en
el extremo N-terminal de la subunidad y ademas resolvio la estructura del inhibidor
libre ¢ a partir de estudios que emplean resonancia magnética nuclear (NMR) en
solucion, en colaboracion con el Premio Nobel de Quimica, Dr. Kurt

Withrich(Zarco-Zavala y cols., 2013; Zarco-Zavala y cols., 2014; Serrano y cols.,
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2014) (Figura 8). Posteriormente, el Dr. Garcia Trejo demostré que la subunidad
se une a la interfaz catalitica a pp/Bpp/y F1 de laF;-ATPasade Paracoccus
denitrificans (Figura8), de manera similar al inhibidor mitocondrial (IF;) (Garcia-
Trejo y cols., 2016). En este trabajo también se propuso que la subunidad ¢ entra
de manera acoplada a la rotaciébn dey en la interfaz app/Bpp/y para bloquear
preferentemente el giro antihorario dey, funcionando como la ufieta de un
trinquete o matraca y asi favorecer la rotacion en el sentido de la sintesis del ATP,
al bloquear selectivamente la rotacion en el sentido de la actividad de F;iFo-

ATPasa (Garcia-Trejo y cols., 2016).

Este mecanismo vy sitio de union de la subunidad ¢ propuesto se corroboré por la
estructura cristalogréfica tanto del dimero o/f de la F;-ATPasa de Paracoccus
denitrificans, en colaboracién del Dr. Garcia Trejo con el Premio Nobel de Quimica
John E. Walker, (Morales-Rios y cols., 2015); como por la estructura cristalografica
de la FiFo-ATP sintasa completa de Paracoccus denitrificans (Morales-Rios y
cols., 2015). En estas estructuras se encontro que efectivamente el sitio de unién
del N-terminal inhibitorio de ¢ esta en la interfaz app/Bpp/y donde este dominio

adquiere una estructura de a-hélice.
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A)

C)

B)

Figura 7. Estructura y sitio de union de la subunidad { de Paracoccus
denitrificans. A) Estructura de la subunidad ¢ aislada y resuelta por RMN, en rojo
se muestra el dominio N-terminal inhibitorio de la proteina y en verde el C-terminal
(Zarco-Zavala y cols., 2014; Serrano y cols., 2014; Garcia-Trejo y cols., 2016). B)
Sitio de unién de la subunidad C en la Fi-ATPasa de Paracoccus denitrificans
(Garcia-Trejo y cols., 2016). La subunidad ¢ se une en el mismo sitio que la
proteina inhibidora (IF;) en la F;-ATPasa mitocondrial insertando su N-terminal
inhibitorio (rojo) en la interfaz a pp/Bpop/y y asi bloquea la rotacion dey . C)
Alineamiento del extremo N-terminal inhibitorio de la subunidad ¢ con los dominios
inhibitorios (caja negra) de las IF; de varias especies (ver texto). Lo asteriscos
denotan identidades y los puntos son similitudes (tomado del material
suplementario de Zarco-Zavala y cols., 2014).
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PROTEINA INHIBIDORA DE LA F;Fo-
ATPasa MITOCONDRIAL (IFy)

Como se ha discutido, el complejo mitocondrial F1FoATP sintasa proporciona la
mayoria del ATP requerido por la célula mediante el uso de Mg?*-ADP y Pi como
sustratos. Debido a que es una enzima motor giratorio reversible, puede sintetizar
o hidrolizar al ATP de acuerdo con las condiciones de trabajo en los organismos
superiores. Termodinamicamente, la enzima estd sesgada a la sintesis de ATP
por la fuerza motriz de protones (Apn+) generado por la cadena respiratoria. En
mitocondrias, la FiFo-ATP sintasa también es accionada por el suministro
constante de ADP y Pi por los transportadores de adenin nucleétidos (ANT) y de
fosfato inorganico (Pi), respectivamente. En los eventos de la hipoxia / isquemia, la
enzima tiende a hidrolizaral ATP de manera acoplada a la translocacion de los
protones H+ de la matriz al espacio intermembranal, esto para restaurar la pérdida
del potencial en la membrana mitocondrial (Apu+). En eucariontes esta funcién se
bloquea, graciasa la proteina IF; que juega un papel esencial la inhibicién de la
FiFo-ATPasa para la preservacion de los niveles de ATP intracelulares

(Campanellay cols., 2009).

En 1963, Pullman y Monroy enuncian la teoria de que la actividad de FiFo-
ATPasa en las mitocondrias es controlada por un inhibidor natural in vivo, ademas
de ser inhibida por oligomicina y por incubacién a bajas temperaturas in vitro. Ellos
describen estos factores ya anteriormente reportados, ademas de experimentos

con la purificacion de la proteina que conforma este complejo. El curso de ese
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trabajo fue guiado por la hipétesis de que la hidrélisis del ATP por la F;
representaba una reversa de la reaccion de fosforilacion de la cadena respiratoria
seguido de hidrolisis del intermediario. Esta hipotesis incluia la consideracion de
gue en mitocondrias intactas la potencialidad hidrolitica de la enzima se suprimia y
el ADP era el aceptor obligatorio del grupo fosfato. En consecuencia, la actividad
de F;-ATPasa no era esencial para su actividad de acoplamiento y en efecto
representaba una actividad anormal que ocurria como resultado de su
desplazamiento a partir de la organizacion estructural de las mitocondrias.Los
resultados anteriores sugerian que las mitocondrias contenian una sustancia que
inhibia la actividad hidrolitica de F; sin afectar a su capacidad de acoplamiento. La
evidencia de esto era de dos tipos: a) se observaba una marcada activacion de la
actividad hidrolitica de la F; durante la purificacion, pero no fue acompafiado por
un aumento en la actividad de acoplamiento; b) la actividad de ATPasa de
preparaciones fisicamente homogéneas de la F; fue notablemente estimulada
cuando el enzima se expone a temperaturas elevadas, pero el aumento de la
actividad no fue acompafado por un aumento en la actividad de
acoplamiento.Durante esa investigacion, se encontré que las preparaciones
purificadas de F; contenian un factor termoestable no dializable que inhibia la
actividad de ATPasa, el cual se podia liberar después de la desnaturalizacion por
calor o extracciéon alcalina. Fue asi como lograron aislar un factor que era capaz
de inhibir las actividades de F;-ATPasa y de F;Fo-ATPasa de la enzima, al cual

denominaron factor que inhibe a la F;-ATPasa o “IF;” (Pullman y Monroy, 1963).
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Durante décadas, varios laboratorios trataron de descubrir el mecanismo de
inhibicién que la IF; ejerce en esta enzima de forma especifica y con técnicas
moleculares que pudieran ayudar a vislumbrar el resultado concluyente de las
hipotesis que especulaban respecto a la inhibicion especifica de la enzima. Se ha
encontrado que el inhibidor mitocondrial IF; es una proteina pequefia, basica,
estable al calor compuesta de 80-84 aminoacidos (~10 kDa) y predominantemente
en compartimientos dentro de la matriz mitocondrial. Se sabe que el dominio
inhibitorio de la IF; se encuentra hacia el extremo N-terminal de la proteina, que el
dominio central funciona como sensor al pH, y el dominio C-terminal funciona
como dominio de dimerizacion (Cabezdn y cols., 2000), ver figuras 8 y 9. Ademas,
se sabe que la unién de la IF; a la F;-ATPasa no es un mecanismo simple de
asociacién/disociacién, sino que requiere de algunas vueltas cataliticas de la F;-
ATPasa para que la IF; entre y se acomode dentro de su sitio final de inhibicion

(Tuena de Gomez-Puyou y cols., 1983), ver figuras 10y 11.

Por otro lado, existe una controversia en cuanto a los efectos de la IF; en la
sintesis de ATP, algunos autores indican que la IF; inhibe la sintesis del ATP
(Gémez-Puyou y cols.,1979; Cuezvay cols., 2011) mientras que otros estudios
indican que la IF; Unicamente inhibe la hidrdlisis del ATP (Gledhill y cols.,2007) sin
afectar la sintesis del nucleétido. Sin embargo, no se han determinado los
mecanismos estructurales que subyacen a esta accion unidireccional o

bidireccional de la IF;.
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C)

Figura 8. Secuenciay estados de agregacion de la IF; mitocondrial.

A) Formacion de dimeros de la IF; a pH 6.5; se muestran dos dimeros con el
extremo C-terminal formando a -hélices entrelazadas antiparalelas. Cada
mondmero es de un color diferente. El extremo N-terminal inhibitorio queda libre
para unirse a la F;-ATPasa mitocondrial. B) Formacion de tetrdmeros de la IF; a
pH 8.0. Los dos dimeros anteriores se asocian para formar un tetrdmero en teoria
no inhibitorio. C) Estructura primaria de la IF; de mitocondrias de corazon de
bovino. Se muestra el dominio inhibitorio encerrado en una caja y enseguida los
residuos del sensor de pH como pares de Histidinas (Flecha W). El dominio C-
terminal muestra héptadas conservadas que promueven la dimerizacion por
formacion de a-hélices antiparalelas entrelazadas (llaves). Imagenes tomadas de
Cabezén y cols., 2000.

Una posibilidad para explicar la posible funcion unidireccional de la IF; es que el

gradiente de protones y el pH alcalino en la matriz mitocondrial previenen la unién

inhibitoria de la IF; y por ende la IF; no se podria unir en su sitio inhibitorio en
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condiciones fisioldgicas como lo es una respiracién y gradiente de protones
normales en la mitocondria. Entonces la aparente funcién unidireccional de la IF;
se puede deber a que en condiciones de sintesis de ATP, es decir con gradiente
de protones, la IF; no puede ejercer bien su funcién inhibitoria debido a su
sensibilidad al pH, con lo cual se explicaria cobmo se inhibe de manera selectiva
tanto la F;-ATPasa como la FiFo-ATPasa con esta proteina a pH relativamente

acido, sin afectar a la F1Fo-ATP sintasa (Garcia-Trejo, 2002).

Algo que si se ha resuelto de la IF; mitocondrial, inicialmente por el Dr.José J.
Garcia Trejo, es que el mecanismo de inhibicion de la IF; involucra el bloqueo de
la rotacién de la subunidad y (Minauro-Sanmiguely cols., 2002; Garcia-Trejo,
2002) de manera similar a la subunidad ¢ de Paracoccus denitrificans ya descrita
(Zarco-Zavala y cols., 2014; Garcia-Trejo y Morales-Rios, 2008; Garcia-Trejo y
cols., 2016). Inicialmente se encontr6 que la IF; entrecruzaba con el carboxilo
terminal de las subunidad 3, en un dominio conservado llamado DELSEED por la
secuencia de aminoéacidos (Jackson y Harris,1998), y ademas que el dominio
inhibitorio se encuentra més hacia su extremo N-terminal, siendo el extremo C-
terminal regulatorio y sensor de pH, ademas de dominio de dimerizacion (Cabezon
y cols., 2000; Garcia-Trejoy cols., 2006), ver Figura 8. Posteriormente, la primera
evidencia de que la IF; podia interactuar con la subunidad y del rotor y asi
bloguear la rotaciéon de la enzima proviene del primer entrecruzamiento reportado
entre la subunidad IF; y las subunidadesy y € del rotor de la Fi-ATPasa
mitocondrial (Minauro- Sanmiguel y cols., 2002). En estos estudios se encontrd

gue el sitio de entrada del dominio inhibitorio N-terminal de la IF; a la F;-ATPasa

47



es la interfaz ag/Be de la F; (Minauro- Sanmiguel y cols., 2002; Garcia-Trejo y

Morales-Rios, 2008).

Posteriormente se cristaliz6 el complejo F;-IF; de corazén de bovino y se
encontré al N-terminal de la IF; efectivamente contactando a la subunidad y y por
lo tanto inhibiendo su rotacion, pero el sitio final de inhibicion se encontr6 en la
interfaz a pp/Bpp (Cabezoén y cols., 2003). Esto indica que la IF; entra por la
interfaz ag/Be y la subunidad y hace dos giros parciales de 120° y finalmente la IF;
termina entroncada en la interfaz app/Bpp/y (Garcia-Trejo y Morales-Rios, 2008;
Basony cols., 2014). Por lo tanto este mecanismo de inhibicidbn de la rotacion
propuesto inicialmente por el Dr. Garcia Trejo, se corrobord por las estructura
cristalografica del complejo Fi-IF; mitocondrial donde se encontré6 que la IF;
inserta su N-terminal inhibitorio en forma de a-hélice en la interfaz app/Bpp/y de la
Fi1-ATPasa mitocondrial (Basony cols., 2014), ver Figura 10. El mecanismo y sitio
de union de la IF; se ha estudiado por muchos afios en células de modelo murino,
bovino y en levadura por medio de estudios bioquimicos por medio de técnicas de
protedlisis limitada, de entrecruzamiento quimico, y finalmente de cristalografia de
proteinas (Garcia-Trejo y cols., 2011). Actualmente se sabe que IF; es una
proteina de inhibidor enddgeno de la ATP sintasa mitocondrial. Se conserva
evolutivamente largo de todos los eucariotas y se ha propuesto que juegan un
papel crucial en la prevencion de la reaccion inversa de gasto de la ATP sintasa,
en el cambio metabdlico de la fosforilacion oxidativa para la glucdlisis, en la
supresion de ROS (especies reactivas de oxigeno) generacion, y en la morfologia

mitocondrias (Garcia y cols., 2006; Nakamura y Yoshida, 2013).
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Figura 9. Sitio de entrada y unién inhibitoria de la IF; en la enzima
mitocondrial. Se muestra el dominio inhibitorio de la IF; en rojo. En el panel
superior se muestra el sitio de entrada encontrada por entrecruzamiento (Minauro-
Sanmiguel y cols., 2003), y en el panel de abajo el sitio de union final resuelto por
cristalografia de rayos X (Cabezén y cols., 2003). EI dominio inhibitorio de la IF;
entra por la interfaz ag/Pg, y después de dos giros parciales de y, se entronca en la
interfaz app/Bpp bloqueando la rotacion de y en el estado inactivo. Figura tomada
de Garcia-Trejo y Morales-Rios, 2008).
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Se han realizado estudios IF;-KO (knock-out) en cepas de murinos relevantes
mostrando que no existen alteraciones en la anatomia del tejido o la autofagia. Las
mitocondrias de los ratones IF1-KO son normales en la morfologia, en el contenido
de moléculas de ATP sintasa y en la actividad de la sintesis de ATP. Por lo tanto,
se podria suponer que IF; no es una proteina esencial para los mamiferos a pesar
de su presencia generalizada en eucariotas, sin embargo se debe tomar en cuenta
las consecuencias a largo plazo de no poseer esta subunidad reguladora

(Ohsakaya y cols., 2011; Nakamura y cols., 2013)

También, en los estudios donde se silencia el gen se muestra el mismo
crecimiento celular, el consumo de glucosa, la sintesis de ATP mitocondrial y la
morfologia de las mitocondrias que una célula normal. Los ratones que llegan a
carecer de IF; no mostraron fenotipo defectuoso en las condiciones actuales.
(Nakamura y Yoshida, 2013). Sin embargo en otros estudios se han mostrado
resultados diferentes en IF;-KO en levaduras ya que arrojan repercusiones donde
estas se ven afectadas, ya que se muestra una disminucion en el ATP celular ya
gue en comparacién con levaduras no mutantes la generacion de energia se

mostré normal (Lu y cols., 2001).
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Figura 10. PROTEINA INHIBIDORA DE LA F;Fo- ATPasa MITOCONDRIAL (IF1)
a) y b) se muestran los residuos de interaccion de la IF; (cian de levadura y café
de bovino) con la subunidady (en azul). En ¢) y d) se muestra el dominio N-
terminal inhibitorio de la IF; insertado en la interfaz app/Bpp, con la subunidad a en
rojoy la B en amarillo (tomado de Robinson y cols., 2013).
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Una de las posibles explicaciones para la no esencialidad de IF; es que otras
proteinas pueden hacerse cargo de las funciones de IF; en ratones KO-IF;. Este
argumento, no es improbable, porque al menos uno (Stfl) de dos genes
accesorios para el ensamblaje de la IF; en levaduras (Stfl y Stf2), ejerce la misma
funcién inhibitoria (Garcia y cols., 2002), pudiendo éste complementar la funcion
de la IF; en la mutante KO-IF; de ratén. Dada esta posibilidad, se han generado
mutantes dobles y triples en levadura (Saccharomycescerevisiae) donde se
eliminan tanto el gen de la IF; (AINH1) como el de ambos factores de
estabilizacion(AStf1 y AStf2), dando como resultado un fenotipo similar al silvestre,
dado que las mutantes sencilla (AINH1), dobles y triples (AStf1 y AStf2), crecen de
manera similar a la silvestre pero tienen aumentada la actividad de F;Fo-ATPasa

sin un efecto claro en la velocidad de sintesis del ATP (Lu y cols., 2001).

En algunas especies como Litopenaeus vannamei o camaron blanco que se
expone a los cambios ciclicos de la concentracion de oxigeno disuelto del agua de
mar a su vez debe neutralizar los efectos adversos de la hipoxia mediante el uso
de ATP como fuente de energia. De nueva cuenta nos demuestra como en
organismos como los crustaceos, la F1Fo-ATPsintasa mitocondrial es fundamental
para la homeostasis celular y la funcién predominantemente como un FiFo-

ATPsintasa (Chimeo y cols., 2015).

La estructura mitocondrial tiene un papel central tanto en la conversion de energia

y en la regulaciéon de la muerte celular. Se ha demostrado que IF; protege las
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células de la muerte celular necrética y soporta la estructura de crestas
promoviendo la oligomerizacion de la F1Fo-ATP sintasa (Faccenda y cols., 2013)

Se sabe que IF; es regulada en su expresion en una gran proporcién de canceres
humanos, y se ha comenzado a investigar de ello ya que la contribucion a la
progresion de la apoptosis y un aumento de la expresion de IF;, con relacién a la
F1Fo-ATP sintasa, protege las células de la muerte apoptética, como se vera en el

siguiente apartado.

Finalmente, comparando las estructuras de las subunidades ¢ y ¢ bacterianas, e
IF; mitocondrial (Figuras7-12), se ha llegado a la conclusibn de que los
tresinhibidores se unen de manera diferente a la misma interfaz a/ff§ e incluso
contando con estructuras diferentes, ambos inhibidores bloquean de manera
similar la rotacion de la subunidad y. Ademas de esto, también la subunidad ¢ de
las a -proteobacterias se une de manera muy similar a la IF; mitocondrial,
formando una a -hélice con su N-terminal inhibitorio, muy similar al de la IF;

(Garcia-Trejo y cols., 2016).
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Figura 11.Comparacion de la enzima ATP sintasa inactivada sus dos
inhibidores naturales € bacteriana e IF; mitocondrial. En el panel superior (a-c)
se muestra la F;-ATPasa de E. coli, con la subunidad ¢ extendida (morado)
bloqueando la rotacién de y (amarillo). En el panel inferior, se muestra a la F;-
ATPasa mitocondrial con el extremo N-terminal inhibitorio de la IF; en rojo
insertada en la interfaz app/Bpp Y bloqueando la rotacion de y (amarillo) (tomado de
Cingolani y cols., 2011).
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PAPEL DE LA IF; EN LA DIMERIZACION DE LA ATP SINTASA
MITOCONDRIAL

En mitocondrias, elfuncionamiento de la ATP sintasa lo controla una subunidad
regulatoria (IF1) que bloquea la rotacion del cuello central de la enzima y los
cambios cataliticos de las subunidades [ cuando el gradiente de protones
disminuye como ocurre en la isquemia. Ademas de este papel fundamental, el
complejo F1Fo-ATPsintasa contribuye a darle forma a las crestas mitocondriales al
dimerizarse y polimerizarse, incrementando la superficie membranal disponible
para la fosforilacion oxidativa. La dimerizacion de la enzima se logra por medio de
las subunidades supernumerarias de F, como e, g y k (Arnold, I., y cols. 1998).
Por otro lado, también la IF; y posiblemente otras subunidades del cuello lateral
contribuyen a estabilizar al dimero de la ATP sintasa al conectar las porciones F;
de la enzima (Garcia y cols.,2006). Recientemente, algunas evidencias han
demostrado que la IF;, ademas de su rol como inhibidor, también controla la
oligomerizaciéon de la enzima a lo largo de la membrana interna mitocondrial
(Garcia, y cols., 2006; 2011; Garcia-Trejo, y cols., 2008; 2011; 2012), lo que
aumenta el interés por la molécula. Esta presente revisién delinea el conocimiento
fundamental de la ATP sintasa F;1Fo y vincula a los mecanismos moleculares para
regular su funcién, esto con el objetivo final de destacar la funcion de la IF; en el
control de esta enzima dentro de un contexto patoldgico y fisiolégico (Faccenda

Danilo y cols., 2012).
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La gran conclusion a este respecto, es que la oligomerizacion de la enzima a partir
de sus dimeros, controla e induce la formacion de las crestas mitocondriales. Es
decir, que la ATP sintasa no solo cataliza la reaccidén de sintesis de ATP a partir
de ADP y Pi de la manera mas eficiente y espectacular con su mecanismo
rotacional, sino que al oligomerizarse, este proceso le da forma a las crestas
mitocondriales y con ello se aumenta la superficie disponible para la fosforilacion

oxidativa mitocondrial.
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PAPEL DE LA IF; EN LA FISIOLOGIA CELULAR Y EN CONDICIONES
PATOLOGICAS COMO EL CANCER.

Recientemente la hipétesis postulada por el fisiblogo aleman Otto Heinrich
Warburg a principios del siglo XX sobre el origen del cancer que sostiene la
carcinogénesis es una respiracion celular defectuosa causada por un dafio
mitocondrial ha sido cuestionada por una serie de estudios que demuestran que la
fosforilacion oxidativa se reprime en algunos tumores, en lugar de estar inactiva
por si misma. Dado esto en algunos tratamientos podria ser posible cambiar el
metabolismo mediante la activacién de vias mitocondriales esto se ha sugerido en

la optimizacion de estrategias antitumorales (Domenis y cols., 2012).

La bioenergética de IF; en células cancerosas se ha investigado ampliamente,
pero el papel de IF; (la proteina inhibidora natural de F;Fo-ATPasa) en el
metabolismo de las células cancerosas es todavia incierto (Barbato y cols., 2015)

aunque se relaciona su expresion con algunos tipos de cancer.

Inicialmente, el grupo del Dr. Garcia-Trejo, demostré que la IF; mitocondrial se
sobre expresa aproximadamente al doble de su expresion normal en células de
hepatoma de rata, y ademas que esta sobre-expresion conlleva una mayor
asociacion de la IF; con la ATP sintasa mitocondrial, postuldndose por primera vez
gue en células cancerigenas se debe inhibir mas la actividad de Fi;Fo-ATPasa

(Bravo y cols., 2004).
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En experimentos realizados con células de hepatocarcinoma HepG2, estas células
se cultivaron con diferentes sustratos metabdlicos en condiciones de activacion y
biogénesis, y en su contraparte en silenciamiento, y adaptacion mitocondrial.
Ademas de la esperada regulacién de la biogénesis mitocondrial, la privaciéon de
glucosa provoco un aumento de la fosforilacién oxidativa y de la respiracion y un
aumento en los niveles de expresion de la subunidad B de la ATP sintasa y del
inhibidor del Factor 1 (IF;). La hiperglucemia, por otra parte, condujo a una
marcada disminucion del nivel de la coactivadortranscripcional PGC-a sugiriendo
baja regulacion de la biogénesis mitocondrial, aunque no se observaron cambios
en la masa mitocondrial ni deterioro de la fosforilacion oxidativa o en la
respiracion. En particular, la hiperglucemia caus6 un aumento en los niveles de
expresion IF;, pero no alterd la cantidad de IF; asociado con ATP sintasa. Los
resultados en diversos experimentos apuntan a un nuevo papel de IF; en relacién
con el uso elevado de glucosa por las células tumorales, ademas de su efecto bien
conocido en la regulacion de la compleja enzima motora, la ATP sintasa

mitocondrial (Barbato y cols., 2015).

Se ha demostrado, una alteracion inducida por la hiperglucemia en la organizacién
supramolecular de la ATP sintasa. Esto se plantea como la causa probable de las
modulaciones de glucosa inducida ampliamente reportados a la morfologia
mitocondrial (Barbato y cols., 2015). Se ha descubierto que un aumento de la
hiperglucemia induce un aumento en los niveles de expresion IF;, mientras que los
niveles de ATP sintasa no han sufrido modificaciones.En estos estudios en

conclusién se determina que la expresion desregulada de IF; en las células
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tumorales inducida por la hiperglucemia puede ejercer un efecto no relacionado
con el conocido papel en la regulacién de IF; ATP sintasa, o puede representar el
esfuerzo de las células para controlar la actividad de la sintasa de ATP durante

condiciones de estrés.

También es muy importante el estudio que se realiza en esta enzima en casos de
cancer de pulmon ya que este sigue siendo la causa mas comun de muerte por
cancer en todo el mundo. Los pacientes con cancer de pulmon, tienen una mala
evolucion clinica con 5 afios la tasa de supervivencia de 10% a 15%(Gaoy cols.,
2016). A pesar de varios regimenes de terapias tradicionales y novedosos
tratamientos se han mejorado y desarrollado, la supervivencia global de los
pacientes permanece sin mejora. La mayoria de los pacientes fueron
diagnosticados en estadios avanzados y por lo tanto se perdié la mejor
oportunidad para curarse. Una comprension integrada de las moléculas de
sefializacion bioquimica y los factores genéticos relacionados al cancer podria

proporcionar potencial pardmetro prondstico y dianas terapéuticas apropiadas.

En muchos tipos de cancer especialmente se ha observado que la IF;, esta
supuestamente implicada en la progresion del tumor. Estudios realizados en
diversos institutos indican que los niveles de expresion de IF; en el cancer de
pulmoén son elevados. Se detectan proteinas IF; mediante el uso de inmuno-
histoquimica y otras técnicas de biologia molecular. También se ha demostrado
gue los niveles de expresion IF; son significativamente mayores en los tejidos de

con metastasis en comparacion con los tejidos normales. Por otra parte, se sabe
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gue la expresion elevada de IF; estad estrechamente relacionada con metastasis
en los ganglios linfaticos y sirve como un indicador prondstico independiente y
recurrente en pacientes con cancer de pulmon. La expresiéon de IF; puede asi ser
atil para la evaluacién de pronéstico y el tratamiento de pacientes con cancer

(Panfoli y cols., 2011).

En otros tipos de carcinogénesis, el hepatocelular (HCC) es un tumor muy
vascularizado (Songy cols., 2014) con metastasis extra hepatica frecuente. Sin
embargo, los mecanismos que contribuyen a la metastasis tumoral siguen sin
estar claros. De nueva forma se han evaluado los efectos del inhibidor IF; de la
ATPasa, en la angiogénesis y la metastasis. Se encontré6 que el aumento de la
expresion de IF; en humanos con cancer predice poca supervivencia y recurrencia
de la enfermedad después de la cirugia. Los pacientes con cancer que tienen
tumores grandes, con la invasién vascular y metastasis, expresaron altos niveles
de IF;. Los tumores invasivos que sobre-expresan IF; fueron presentados por la

transicion activa epitelio-mesenquimal (EMT) y el aumento de la angiogénesis.
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Figura 12. Respuesta celular de IF; en condiciones patolégicas como
carcinogénesis. A) Muestra del tejido epitelial del colon y la sobreexpresion de IF;. B)
La inhibicion de la ATPsintasa por IF; desencadena la reprogramaciénmetabdlica a la
glicolisis aerdbica y una respuesta celular adaptativa mediada por ROS. En este
modelo la supuesta inhibicién de la actividad de la ATP sintasa por la IF; desencadena
tanto el incremento en gucdlisis y la inhibicion de la Fosforilacién Oxidativa (OXPHOS),
como la propduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la proliferacion de las
células cancerigenas (tomado de Cuezva, y cols., 2011).
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EFECTOS DEL INHIBIDOR IF;EN LA MITOCONDRIA DE LA CELULA
CANCERIGENA

La IF; promueve la angiogénesis y la metastasis HCC (carcinoma hepatocelular)
por la sobre regulacion de TNFa o Factor de Necrosis Tumoral, proporcionando de

esta manera una nueva vision de la progresion de cancer y la funcion de la IF;.

En distintos articulos se aclara la evidencia estructural que demuestra que la
sobreexpresion de la proteina inhibidora (IF1) en células de cancer produce una
mayor cantidad de asociacibn con laF;Fo.ATPsintasa mitocondrial que se
encuentra en las células normales. Ademas, los experimentos de titulaciéon
Western Blot permiten la estimacion de un aumento relativo de 2 veces de la

expresion IF; en la mitocondria (Bravo y cols., 2004).

Todo el conjunto de estas investigaciones nos muestran un panorama alentador,
ya que se podra investigar la regulacién y relaciébn de manera mas especifica con
el inhibidor IF; y la fase anormal de la célula que es la carcinogénesis. No esta del
todo claro en la actualidad cual es el mecanismo de regulacién exacta entre esta
importante proteina dentro de la ATP sintasa y una patologia celular que causa

millones de muertes al afio.

F1Fo-ATP sintasa es un complejo enzimatico estudiado intensamente esto ha
permitido relevantes avances en esta molécula para definir su fascinante catélisis.

A pesar de este tremendo progreso, muchos aspectos de la fisiologia ATP sintasa,
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tales como la biogénesis o la formacién del complejo, y su papel en la patologia

son todavia estudiados (Dabbeni-Sala y cols., 2012).

Se pretende estudiar a fondo este mecanismo, evaluar y proponer algunas
posibles alternativas que puedan servir para crear tratamientos contra bacterias
patdgenas en el caso de las inhibidores bacterianos de la enzima, o contra el
cancer en el caso de la IF; mitocondrial, asi como entender la bioquimica de este.
Es de suma relevancia que la enzima mas importante del metabolismo energético
como lo es la ATP asa y su inhibidor natural IF; en un futuro, ayuden a seguir
entendiendo aun mecanismos desconocidos y enigmas que la biologia y la

biogquimica han dejado aun pendientes en aras del progreso en la biomedicina.
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CONCLUSIONES

- La ATP sintasa es un nanomotor reversible que requiere de
mecanismos de control de la rotacion intrinseca de su rotor central.

- Los mecanismos de control se resumen en proteinas inhibidoras que
en bacterias son las subunidades € y {, y en mitocondrias es la
proteina IF;.

- Estos inhibidores se unen a un sitio general de inhibicién para
bloquear la rotacion de la subunidad y de la enzima y bloquear los
cambios conformacionales del sitio catalitico en la interfaz app/Bop.

- La IF; ademéas de su funcién inhibitoria ejerce un mecanismo de
control de la oligomerizacion de la ATP sintasa que regula la
formacion de las crestas mitocondriales.

- La IF; también tiene un papel en el desarrollo de células cancerosas
dado que se sobre-expresa en células neoplasicas y posiblemente
tiene un papel en el cambio entre metabolismo glucolitico y
metabolismo respiratorio.

- Es derelevancia biomédica el estudiar el efecto de la ablacién y sobre-
expresion de la IF, para determinar su papel en la fisiologia celular
normal, y en el desarrollo de células neoplasicas y desarrollo de

tumor.
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